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INTRODUCCION

RESUMEN

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas
que afectan la estabilidad y/o reparacion del sarcolema, la membrana de las fibras
musculares. Esta inestabilidad conduce a la degeneracién progresiva del musculo
esquelético debido a la pérdida gradual de fibras. Una caracterizacion clinica precisa y
la identificacién de nuevos fenotipos y genotipos son fundamentales para entender
mejor la variabilidad clinica de estas enfermedades, permitiendo diagndsticos mas
tempranos, prondsticos mas exactos, la identificacion de nuevas dianas terapéuticas y

la evaluacion efectiva de los tratamientos.

Esta tesis se presenta como un compendio de publicaciones que tienen el
objetivo comun de definir mejor los fenotipos asociados a varios tipos de distrofias
musculares, identificando factores prondsticos y de evolucion de enfermedad, asi como
medidas objetivas para evaluar la funcién motora en estos pacientes, con la semiologia

clinica clasica como base constante en este proceso.

El analisis del maximo hito motor alcanzado a los 5 anos en los pacientes con
distrofia muscular por déficit de colageno VI permite clasificar a los pacientes en tres
grupos fenotipicos distintos: distrofia muscular congénita de Ullrich, fenotipo intermedio
y miopatia de Bethlem. Esta clasificacion fenotipica se correlaciona con la funcion
motora y respiratoria de los pacientes a largo plazo, permitiendo predecir eventos
relevantes de la enfermedad, como la edad de pérdida de la marcha y la edad de inicio

de soporte respiratorio.

En pacientes con distrofia muscular por GMPPB se objetivdo como el tratamiento

con piridostigmina mejora significativamente la funcion motora en pocas horas y durante
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el primer afo. Sin embargo, a partir de ese momento, se evidencié un empeoramiento
en las escalas funcionales motoras, lo que sugiere que el componente distréfico de la
enfermedad, que es progresivo, persiste, a pesar del beneficio que suponen los
anticolinesterasicos al mejorar la transmision neuromuscular, afectada en la distrofia por
GMPPB, ya que es una enfermedad con un componente miasteniforme ademas de

distrofico.

Se aporta evidencia clinica, genética e histopatoldgica de la patogenicidad de
variantes autosomicas dominantes en DTNA, afiadiendo un nuevo gen al listado de
genes causantes de distrofias musculares de cinturas. Nuestros hallazgos sugieren que
el dominio coiled-coil de o-distrobrevina es intolerante a la variacion genética en el
musculo esquelético. Se ofrece una caracterizacion precisa del fenotipo asociado. La
identificacion de nuevos fenotipos y la comprension de las variantes genéticas
especificas son pasos cruciales hacia un tratamiento mas personalizado y eficaz para

los pacientes con distrofias musculares.
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|. INTRODUCCION

1.1 DISTROFIAS MUSCULARES

Las distrofias musculares constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades
geneéticas que tienen en comun que estan causadas por alteraciones en la estabilidad
y/o en la reparacion de la membrana muscular, también denominada sarcolema, y que
resultan en una degeneracién del musculo esquelético derivada de una pérdida
paulatina de fibras musculares. En la figura 1 se muestra un esquema elaborado por
Shin et al en el que se representan las proteinas cuya alteracion da lugar a las distrofias
musculares mas prevalentes '. Existen caracteristicas tipicas en las biopsias
musculares de los pacientes con distrofia: aumento en la variabilidad del tamafio de las
fibras, presencia de nucleos internos, presencia de fibras regenerativas, asi como
aumento de tejido adiposo y conectivo a nivel de endomisio y perimisio. En la figura 2

se muestran el conjunto de estas caracteristicas que constituyen el denominado patron

distrofico.

Entre los signos y sintomas directamente derivados de la afectacion muscular
destacan por encima de los demas la debilidad muscular y la elevacion de la
creatinquinasa (CK) en suero, pero no es raro que los pacientes puedan presentar

también otros sintomas como rabdomidlisis, mialgias o intolerancia al ejercicio ™.
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Figura 1. Bases genéticas de las distrofias musculares. Esquema de varias proteinas y las distrofias
musculares asociadas causadas por su alteracion . BMD: distrofia muscular de Becker; CMD: distrofia
muscular congénita; DMD: distrofia muscular de Duchenne; EDMD: distrofia muscular de Emery-Dreifuss;
FKRP: proteina relacionada con fukutina; LGMD: distrofia muscular de cinturas; nNOS: sintasa neuronal de

oxido nitrico; UCMD: distrofia muscular congénita de Ullrich.

La mayoria de las distrofias musculares limitan la funcién motora de las personas
que las padecen y a menudo provocan una discapacidad motora que impacta
significativamente en su capacidad para llevar a cabo las actividades basicas de la vida
diaria. Los pacientes generalmente presentan una debilidad muscular proximal
progresiva que afecta sobre todo a los musculos de las extremidades y a los musculos
axiales, pudiendo verse también comprometidos los musculos respiratorios o la
musculatura facial en algunos tipos concretos. Ademas de los musculos, algunos tipos
de distrofias musculares pueden afectar también a otros 6rganos como el cerebro, el

corazon o los ojos *1°
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Figura 2. Imagenes de una biopsia muscular con tincion Hematoxilina — eosina (a) en un paciente con
distrofia muscular. Se observan fibras redondeadas, con variabilidad de tamafio, necrosis y nucleos

centrales. Tincion de tricromico de Gomori (b) pone en evidencia el aumento del tejido conectivo.

La gravedad, edad de aparicion, velocidad de progresion, tipo de herencia,
complicaciones y prondstico varian significativamente entre los distintos tipos de

distrofias musculares 23

. En la Figura 3 se muestran algunos pacientes con
diferentes formas de distrofia muscular, lo que pone en evidencia la gran heterogeneidad
clinica, en relacion al inicio de sintomas, distribucion de la debilidad y progresion.

La prevalencia de las distrofias musculares de forma global se estima en 16,1
por cada 100.000 personas (intervalo de confianza: 11,2 - 23,2). Por subtipos, las
prevalencias estimadas para las distrofias musculares mas frecuentes son las siguientes:
(a) distrofia mioténica de Steinert: 8,3/100.000 personas, (b) distrofia
facioescapulohumeral: 3,9/100.000 personas, (c) distrofia muscular de cinturas:
1,6/100.000 personas, (d) distrofias musculares congénitas: 0,9/100.000 personas .

Caracterizar clinicamente con precision los diversos tipos de distrofia muscular
e identificar fenotipos y genotipos que todavia no han sido descritos es esencial para

avanzar en el conocimiento de estas enfermedades y comprender mejor la variabilidad

clinica asociada a cada uno de sus subtipos. De este modo, se podra ofrecer un



DISTROFIAS MUSCULARES: EN BUSCA DE NUEVOS FENOTIPOS

diagndstico mas precoz, prondsticos mas precisos, identificar dianas terapéuticas y

evaluar mejor la eficacia de los tratamientos *1°.

Figura 3. Imagenes de pacientes afectos de diferentes formas de distrofia muscular en diferentes edades

y fases de la enfermedad, a,b,c,d) Distrofia muscular por déficit de colageno VI, destaca la hiperqueratosis
folicular, la hiperlaxitud articular de predominio distal y la retraccion articular en codos, flexores de los dedos;
e,f) Paciente con distrofia muscular congénita por déficit total de merosina, durante el periodo neonatal y la
adolescencia, debilidad de predominio proximal y axial, maximo nivel motor alcanzado sedestacion
auténoma que generalmente desarrollan escoliosis; g) paciente con distrofia fascioescapulo humeral, se
objetiva la debilidad escapular y la distribucion asimétrica de la debilidad, rasgo caracteristico de esta
entidad; h,i) paciente afecto de distrofia muscular congénita por defecto en el gen LMNA, se observa a las
edad de 3 afios, se observa la debilidad de la musculatura cervical que causa caida cefalica, descrito como
“dropped-head sindrome”, llama la atencién la capacidad de caminar a pesar de no haber alcanzado el
control cefalico, el mismo paciente en la adolescencia posterior a la perdida deambulacién auténoma debido

a la progresion de la debilidad y el desarrollo precoz de retracciones articulares.

1.2 CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS MUSCULARES

Las distrofias musculares se han clasificado tradicionalmente segun su

presentacion clinica, edad de inicio, progresion y patrén de herencia. Clasificar en
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funcién de la edad a la que aparecen los primeros sintomas nos permite dividir las
distrofias musculares en dos grandes grupos: (i) las distrofias musculares congénitas,
que son distrofias musculares de aparicion precoz y (ii) las distrofias musculares de
cinturas, cuyos primeros sintomas aparecen mas tarde. Ademas de estos dos grandes
grupos, existen tipos especificos de distrofias musculares, como las distrofinopatias
(distrofia muscular de Duchenne y de Becker), la distrofia mioténica de Steinert y la
distrofia muscular facioescapulohumeral, que presentan fenotipos muy caracteristicos y
facilmente reconocibles por los clinico expertos. Han sido ampliamente descritas desde
hace décadas y, por ello, se mantienen como categorias propias dentro de la
clasificacion de las distrofias musculares, sin pertenecer ni al grupo de las distrofias
musculares congénitas ni al de las distrofias musculares de cinturas .

En las distrofias musculares hay pleiotropia genética, que quiere decir que
mutaciones en el mismo gen pueden dar lugar a diferentes presentaciones fenotipicas.
Este es el caso, por ejemplo, de las distrofias musculares por déficit de colageno VI'y
de las distroglicanopatias, sobre las cuales profundizaremos mas adelante, pero
también de las sarcoglicanopatias o de las distrofias musculares por déficit de merosina,
que pueden dar lugar tanto a distrofias musculares congénitas como a distrofias de
cinturas. Un ejemplo aun mas llamativo es el de las mutaciones en el gen LMNA, que
puede causar una distrofia muscular congénita, una distrofia muscular de Emery-
Dreifuss o, incluso, fenotipos sin afectacion muscular '8, Ademas de pleiotropia génica,
las distrofias musculares también presentan heterogeneidad genética, que significa que
mutaciones en genes diferentes pueden causar fenotipos similares. Un ejemplo
ilustrativo de esto son las distroglicanopatias que incluyen afectaciones estructurales
del sistema nervioso central, como la enfermedad musculo-ojo-cerebro y el sindrome de
Walker-Warburg. Inicialmente se pensé que estas enfermedades estaban causadas
especificamente por mutaciones en genes concretos, como POMT1 para el sindrome

de Walker-Warburg y POMGNT1 para la enfermedad musculo-ojo-cerebro. Sin embargo,
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ahora sabemos que hay varios genes implicados en pasos convergentes de la

glicosilacién y que mutaciones en cualquiera de ellos pueden dar lugar a estos fenotipos

19-23

1.2.1 DISTROFIAS MUSCULARES CONGENITAS

Las distrofias musculares congénitas son un grupo de distrofias musculares
definidas por la apariciéon de debilidad muscular antes de la adquisicion de la marcha y
retraso en la adquisicion de los hitos motores '°. Se han descrito mas de 35 genes
asociados a distrofias musculares congénitas, dando lugar a un espectro de fenotipos
que pueden asociar afectacion de los musculos cardiacos/respiratorios, el sistema
nervioso central y las estructuras oculares ?*. Los genes mas prevalentes y los fenotipos
que asocian se muestran en la Tabla 1 %, en la que las distrofias musculares congénitas
se clasifican en base a la funcidn de las proteinas alteradas. Se estima que la
prevalencia general de las DMC es de 0,6 a 0,9 por cada 100.000 %%,

Aunque existen diferencias geograficas, los tipos de distrofias musculares
congénitas mas prevalentes son la distrofia muscular por déficit de colageno VI (12—
19%), las distroglicanopatias (12—25%), las distrofias por déficit de merosina (10-37%)
y las distrofias por selenoproteina (12%) 24*°. En los ultimos afios se han relacionado
varios nuevos genes con las distrofias musculares congénitas, pero a pesar de ello el
rendimiento diagnostico de las pruebas genéticas sigue siendo de alrededor del 60%
31,32.

Varias de las proteinas afectadas en las distrofias musculares congénitas se
localizan en la lamina basal o en la matriz extracelular que rodean a la célula muscular
(principalmente laminina-a2 o merosina, a-distroglicano y colageno VI). La matriz
extracelular es un tejido conectivo especializado que desempefia importantes funciones

en el musculo, como la transmision de la fuerza de contraccion entre las fibras y la
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regeneracion muscular. La pérdida de la conexion estructural proporcionada por las
proteinas de la matriz extracelular y las alteraciones en las vias de senalizacion celular
que activan, contribuyen a la fisiopatologia de las distrofias musculares congénitas,
aunque los detalles de estos mecanismos aun no se conocen con exactitud. La Figura
4, elaborada por Veronica Pini y publicada en el trabajo de Alberto Zambon y Francesco
Muntoni '°, muestra un esquema de las principales proteinas implicadas en las distrofias

musculares congénitas y su localizacién dentro de la célula.
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Figura 4. Esquema de las principales proteinas implicadas en las distrofias musculares congénitas y su

localizacién dentro de la célula®®.

La Tabla 1 muestra la clasificacion actual de las distrofias musculares
congénitas, basada en la funcion de las proteinas alteradas '°. Las distrofias musculares
congénitas causadas por defectos primarios de los distroglicanos o defectos en la

glucosilacion del a-distroglicano se denominan colectivamente distroglicanopatias e
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incluyen diferentes fenotipos que van desde el sindrome de Walker-Warburg, la
enfermedad musculo-ojo-cerebro, la distrofia muscular congénita con discapacidad
intelectual, la distrofia muscular congénita con afectacion cerebelosa, la elevacion
aislada de CK % discapacidad intelectual, la cardiomiopatia aislada e incluso

manifestaciones oculares aisladas. No es sorprendente que exista un continuo entre

estas categorias clinicas/radiologicas 3%,

Gen Fenotipos de la enfermedad

DMC relacionadas con alteraciones en las proteinas estructurales de la matriz
extracelular

LAMAZ2 Distrofia muscular congénita por déficit de merosina
COLG6A1,

COLG6A2, Distrofia muscular por déficit de colageno VI tipo Ullrich
COL6A3

DMC por alteraciones en proteinas sarcolemales externas

ITGA7 Distrofia muscular congénita relacionada con integrina 37

DMC relacionadas con defectos primarios de distroglicanos o en la glucosilacion del
a-distroglicano
POMT1 Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro, distrofia
muscular congénita con afectacion cerebelosa, distrofia muscular
congénita con discapacidad intelectual y microcefalia, distrofia muscular
congeénita sin discapacidad intelectual
POMT2 Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro, distrofia
muscular congénita con afectacion cerebelosa, distrofia muscular
congénita con discapacidad intelectual y microcefalia, distrofia muscular
congeénita sin discapacidad intelectual
POMGNT1 Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro, distrofia
muscular congénita con afectacion cerebelosa, distrofia muscular
congeénita sin discapacidad intelectual
FKRP Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro, distrofia
muscular congénita con discapacidad intelectual y microcefalia, distrofia
muscular congénita sin discapacidad intelectual

FCMD Fukuyama distrofia muscular congénita, distrofia muscular congénita con
discapacidad intelectual, distrofia muscular congénita sin discapacidad
intelectual

LARGE Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro,

alteraciones de la sustancia blanca
DPM?2 y DPM3 Distrofia muscular congénita con discapacidad intelectual y epilepsia grave

ISPD Sindrome de Walker-Warburg, distrofia muscular de cinturas
GTDC2 Sindrome de Walker-Warburg
B3GALNT?2 Sindrome de Walker-Warburg, enfermedad musculo-ojo-cerebro
GMPPB Distrofia muscular congénita con discapacidad intelectual y epilepsia
severa
DAG1 Distroglicanopatia primaria, distrofia muscular de cinturas con inicio

temprano y discapacidad intelectual (RM normal en MRI), mutacion alélica
causa distrofia muscular congénita
SGK196 Enfermedad musculo-ojo-cerebro

DMC por defectos en proteinas del reticulo endoplasmico

12
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SEPN1 Distrofia muscular congénita con rigid spine

DMC por defectos en proteinas de la membrana nuclear

SYNE1 Distrofia muscular congénita con pulgares aducidos

LMNA Laminopatia congénita distrofia muscular de Emery-Dreifuss

SYNE2 Distrofia muscular de Emery-Dreifuss

LUMA Proteina transmembrana 43 distrofia muscular de Emery-Dreifuss
EMD Distrofia muscular de Emery-Dreifuss

DMC por defectos en proteinas de la membrana mitocondrial

CHKB Distrofia muscular congénita mitocondrial

Tabla 1. Distrofias musculares congénitas asociadas con diferentes proteinas,
adaptada a partir de la tabla de Mercuri et al *
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1.2.2 DISTROFIAS MUSCULARES DE CINTURAS

Las distrofias musculares de cinturas_(LGMD, por sus siglas en inglés) fueron
descritas originalmente por John Walton y FJ Nattrass en 1954 para distinguir los
trastornos musculares con patrén de debilidad que afectaba sobre todo a las cinturas
escapular y pelviana y que podian afectar tanto a hombres como a mujeres, de la
distrofia muscular de Duchenne ligada al cromosoma X *°. El nombre definié el patron
de debilidad y ayudé a diferenciarlo de otras distrofias frecuentes, como la distrofia
muscular facioescapulohumeral y la distrofia miotonica. Hasta el momento se han
identificado mas de 30 tipos diferentes de distrofias musculares de cinturas, con algunas
caracteristicas compartidas por todos: (1) son heredadas de forma autosémica; (2)
pueden presentarse desde la infancia hasta la edad adulta; y (3) dan lugar a una
debilidad muscular proximal progresiva. Al margen de estas similitudes, hay varios
aspectos que varian segun el tipo de distrofia muscular, entre los que destacan la
herencia dominante o recesiva y el impacto en la funcién cardiaca y/o respiratoria .

La clasificacion de las distrofias musculares de cinturas ha sido revisada
recientemente. Historicamente, se subdividian segun la herencia autosémica dominante
o recesiva. La clasificacion original denominaba a la herencia dominante como LGMD1
y a la herencia recesiva como LGMD2, seguida de una letra para indicar el subtipo segun
la mutacion genética, en orden de descubrimiento (por ejemplo, LGMD2A). Sin embargo,
al irse descubriendo nuevos tipos de distrofias musculares de cinturas, en el afo 2016
las formas recesivas ya abarcaban desde LGMD2A hasta LGMD2Z. La abundancia de
subtipos y la falta de nuevas letras para los genes LGMD2 impulsaron un movimiento
para revisar la definicion de mutaciones causantes de enfermedades y el esquema de
clasificacion. En la nueva nomenclatura, las formas dominantes se denominan LGMD-
Dy las formas recesivas se denominan LGMD-R *’. En un intento de restringir las LGMD

a su definicién original, se eliminaron cinco subtipos al limitar el fenotipo predominante
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a la debilidad de patron de cintura. En todos los casos, la patologia muscular de los
subtipos eliminados no demostraba un proceso verdaderamente distrofico, o los genes
encajaban en categorias alternativas, como miopatia metabdlica o miofibrilar 337, Como
se muestra en la Tabla 2, la clasificacion actual también incluye un elemento descriptivo
adicional relacionado con la mutacion genética.

Las distrofias musculares de cinturas autosémicas dominantes, que representan
aproximadamente un 10% de todas las distrofias de cinturas, tienden a tener una edad
de debut mas tardia, una progresion relativamente mas lenta y, a menudo, una elevacion
menor de la creatinquinasa. Las distrofias musculares de cinturas autosémicas
recesivas tienen una edad de debut mas temprana y una progresién relativamente mas
rapida, asi como una elevacion significativa de creatinquinasa. En conjunto, las LGMD
tienen una prevalencia mundial estimada de 0,8 a 6,9 casos por cada 100.000 personas.

Como se ha expuesto previamente, las distrofias musculares de cinturas
presentan pleiotropia genética, con mutaciones en el mismo gen que pueden dar lugar
a diferentes presentaciones fenotipicas. Hay distrofias musculares congénitas y
distrofias musculares de cinturas que comparten la misma causa genética y que se
diferencian fundamentalmente por la edad de aparicion de los primeros sintomas y por
la gravedad de la debilidad. Este es el caso de las distrofias musculares por déficit de
colageno VI y de las distroglicanopatias, en las cuales el hecho de asociarse a un
fenotipo de distrofia muscular congénita o distrofia muscular de cinturas puede

representar simplemente un espectro genético de la misma enfermedad.
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Tipo de

distrofia de
cinturas

Herencia

Gen

Proteina

Localizacion
Principal

LGMD D1
DNAJBG6-related
LGMD D2 TNPO3-
related

LGMD D3
HNRNPDL-
related

LGMD D4
calpain3-related
LGMD D5
collagen 6-related

LGMD R1
calpain3-related
LGMD R2
dysferlin-related
LGMD R5 y -
sarcoglycan-
related

LGMD RS a-
sarcoglycan-
related

LGMD R4 -
sarcoglycan-
related

LGMD R6 6-
sarcoglycan-
related

LGMD R7
telethonin-related
LGMD R8 TRIM
32-related
LGMD R9 FKRP-
related

LGMD R10 titin-
related

LGMD R11
POMT1-related

LGMD R12
anoctaminb-
related

LGMD R13
Fukutin-related

LGMD R14
POMT2-related

LGMD R15
POMGNT1-related

LGMD R16 a-

dystroglycan-
related

16

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

DNAJB6
TNPO3

HNRNPDL
CAPN3
COLG6AT,
COLG6A2,

COL6A3
CAPN3

DYSF

SGCG

SGCA

SGCB

SGCD

TCAP
TRIM32

FKRP

TTN

POMT1

ANOS

FKTN

POMT2

POMGNT1

DAGT1

Co-chaperona DNAJB6
Transportina-3

Proteina ribonucleoproteica
nuclear D-

Calpaina-3

Colageno VI

Calpaina-3
Disferlina

y-sarcoglicano

a-sarcoglicano

[B-sarcoglicano

o-sarcoglicano

Teletonina (titin-cap)
TRIM32 (ubiquitina ligasa)

Proteina relacionada con
fukutina

Titina

Proteina O-manosil-
transferasa 1

Anoctamina 5

Fukutina
Proteina O-manosil-
transferasa 2

Proteina O-unida a la
manosa-f3-1,2-N-

acetilglucosaminiltransferasa

Distrogliproteina asociada
con distrofina 1

Proteina asociada al
sarcomero
Nucleo

Nucleo

Proteinas
miofibrilares
Matriz extracelular

Proteinas
miofibrilares
Proteina asociada al
sarcolema

Proteina asociada al
sarcolema

Proteina asociada al
sarcolema

Proteina asociada al
sarcolema

Proteina asociada al
sarcolema

Proteina asociada al
sarcomero (disco Z)
Proteina asociada al
sarcomero (disco Z)
Enzimas
relacionadas con la
glicosiltransferasa
Proteina del
sarcomero

Enzimas
relacionadas con la
glicosiltransferasa
Proteina
transmembrana
(posiblemente
reticulo
sarcoplasmico)
Enzimas
relacionadas con la
glicosiltransferasa
Enzimas
relacionadas con la
glicosiltransferasa
Enzimas
relacionadas con la
glicosiltransferasa
Proteina asociada al
sarcolema
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LGMD R17 AR PLEC1 Plectina-1 Proteina asociada al

plectin-related sarcémero (disco Z)

LGMD R18 AR TRAPPC11 Subunidad 11 del complejo Reticulo

TRAPPC11- del trafico de proteinas endoplasmico

related TRAPP

LGMD R19 AR GMPPB GDP-manosil pirofosfatasa B | Enzimas

GMPPB-related relacionadas con la
glicosiltransferasa

LGMD R20 ISPD- AR ISPD Proteina relacionada con el Enzimas

related dominio ISPD relacionadas con la
glicosiltransferasa

LGMD R21 AR POGLUT1  Proteina O-glucosil- Reticulo

POGLUT1-related transferasa 1 endoplasmico

LGMD R22 AR COLG6A1, Colageno VI Matriz extracelular

collagen 6-related COL6A2,

COL6A3

LGMD R23 AR LAMAZ2 Merosina Matriz extracelular

laminin a2-related

LGMD R24 AR POMGNT2 Proteina manosa beta 1,4-N- Reticulo

POMGNT2- acetilglucosaminiltransferasa  endoplasmico

related 2

Tabla 2. Clasificacion de las distrofias musculares de cinturas 4%’

1.3 DISTROFIAS MUSCULARES POR DEFICIT DE COLAGENO VI

Las distrofias musculares por déficit de colageno VI estan causada por variantes
patogénicas autosomicas recesivas o autosomicas dominantes en cualquiera de los
genes COL6A1, COL6A2 o COL6A3. Estos genes codifican tres cadenas a diferentes
que, en conjunto, forman mondmeros y tetrameros de colageno VI, componentes de la
matriz extracelular que tienen un papel relevante en los musculos esqueléticos y en los
tendones ***. El colageno VI es sintetizado y secretado fundamentalmente por los
fibroblastos del endomisio que esta entre las fibras musculares y no por las propias
fibras musculares. Dentro de la célula las tres cadenas (a1, a2 y a3) se unen para formar
un mondémero basico de colageno VI que se asocia con otros mondmeros para formar
dimeros y tetrameros, que finalmente se secretan al exterior celular para unirse entre si
y formar microfibrillas '°.

Los signos clinicos caracteristicos de las distrofias musculares por déficit de
colageno VI son debilidad muscular, hiperlaxitud de las articulaciones distales,

retracciones de las articulaciones proximales e insuficiencia respiratoria progresiva por
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afectacion relativamente precoz del masculo diafragma 3. Las distrofias musculares
por déficit de colageno VI no asocian afectacion cardiaca o del sistema nervioso central.
Las distrofias musculares por déficit de colageno VI abarcan un continuo de formas
clinicas superpuestas que van desde los graves fenotipos tipo distrofia de Ullrich hasta
formas mas leves conocidas como miopatia de Bethlem, pasando por fenotipos

intermedios 394142,

La edad de inicio de los sintomas y la gravedad varian
considerablemente, pudiendo presentarse desde el periodo neonatal, en las formas mas
graves con incapacidad de conseguir la ambulacién autbnoma, hasta debutar en la edad
adulta en los fenotipos mas leves.

Debido a que no existen limites objetivos que delimiten unos fenotipos de
distrofia por déficit de colageno VI de los otros, es dificil determinar en qué fenotipo
deben ser categorizados algunos de los pacientes con distrofias por déficit de colageno
VI, especialmente durante sus primeros afios de vida. Se ha propuesto emplear la edad
de pérdida de la marcha para clasificar a los pacientes, pero esto tiene asociado la
desventaja de no tener un criterio para poder clasificar a los nifios que no la han perdido,
sobre todo teniendo en cuenta que la pérdida de marcha en la distrofia muscular por
déficit de colageno VI en los pacientes que caminan de nifios no suele producirse antes
de que cumplan los 10-20 afios de edad 3447

Categorizar fenotipicamente con precision a los pacientes con distrofia por déficit
de colageno VI desde sus primeros afios de vida es relevante para optimizar la atencion
clinica que se les ofrece y también para disefar adecuadamente los futuros ensayos
clinicos de las estrategias terapéuticas que ya estan en fase de desarrollo “4°°. Es
fundamental disponer de criterios clinicos objetivos que permitan clasificar de una forma
sencilla a los pacientes con distrofia por déficit de colageno VI desde las fases iniciales

de la enfermedad, que es precisamente en las edades en las que probablemente se

llevaran a cabo los ensayos clinicos.
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1.4 DISTROFIAS MUSCULARES ASOCIADAS A DEFECTOS DE LOS
DISTROGLICANOS

El distroglicano es un componente del complejo distrofina-glicoproteina, que es
esencial para la relacion de la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina
intracelular. El distroglicano estéa codificado por el gen DAG, con un solo ARN mensajero
que posteriormente se divide en dos subunidades (a y B). La subunidad a requiere
complejas modificaciones postraduccionales para poder unirse a varias proteinas de la
matriz extracelular y sinapticas como, por ejemplo, lamininas, agrina y neurexina. El
término "distroglicanopatias" comprende un grupo de trastornos en los que el
distroglicano o, mas frecuentemente, la O-manosilacion del a-distroglicano esté alterada.
Los estudios sobre la historia natural de las distroglicanopatias son dificiles de realizar
debido a su baja frecuencia y a su extrema variabilidad fenotipica >¢%6",

La correlacion genotipo-fenotipo se complica por el hecho de que el mismo gen
a menudo se asocia con diferentes fenotipos y que la severidad depende en gran
medida del grado de defecto de glicosilacion mas que del gen principalmente
involucrado. Unos 20 genes se han asociado con distroglicanopatias secundarias,
codificando principalmente glicosiltransferasas esenciales para los diferentes pasos de
la O-glicosilacion, pero también enzimas involucradas en la sintesis de nucleétidos de
azucar (dolicol-P-manosa), proteinas necesarias para unir la estructura central del a-
distroglicano con la region de uniéon a ligandos distales, y proteinas recientemente
reconocidas para el trafico de membranas del Golgi 2.

Las caracteristicas clinicas mas frecuentes son la elevacion de CKs, la debilidad
progresiva que afecta predominantemente a los muasculos proximales y una
combinacion variable de afectacion estructural cerebral y ocular. La combinacion de
estos hallazgos es la base de la clasificacion actual, que incluye desde formas

sindromicas de distrofia muscular congénita con afectacion cerebral muy grave, como

19



DISTROFIAS MUSCULARES: EN BUSCA DE NUEVOS FENOTIPOS

el sindrome de Walker Warburg, la distrofia muscular congénita de Fukuyama o la
enfermedad musculo-ojo-cerebro, hasta las distrofias musculares de cinturas 60616364,

Se han identificado al menos 13 genes implicados de forma directa o indirecta
en la via de la O-glicosilaciéon (POMT1, POMT2, POMGnT1, FKRP, Fukutin, LARGE,
ISPD, GTDC2, B3GALNT2, B3GNT1, TMEM5, GMPPB, SGK7196) 5°%.  Ademas,
variantes patogénicas del gen que codifica para el distroglicano (DAG 1) pueden interferir
especificamente en su glicosilacion y causar también una distroglicanopatia.

Desde 2013 se han descrito pacientes con variantes patogénicas bialélicas en el
gen GMPPB con un espectro fenotipico que va desde la distrofia muscular congénita
hasta formas de distrofia de cinturas. Los pacientes suelen presentar debilidad proximal,
elevacion de CKs y caracteristicas distréficas en la biopsia muscular, asi como defectos
en la glicosilacion del a-distroglicano "%, Posteriormente, en el afio 2015, se asociaron
defectos en GMPPB con fenotipos de sindromes miasténicos congénitos, con
alteraciones en la transmision de la unidbn neuromuscular en los estudios
neurofisioldgicos, clinica de fatigabilidad y respuesta positiva a los anticolinesterasicos
®_En muchos de los pacientes con mutaciones en GMPPB existe un solapamiento de
sintomas que incluyen aquellos propios de las distrofias musculares y de las miastenias
congénitas °.

Los sindromes miasténicos congénitos son un grupo heterogéneo de
enfermedades causadas por mutaciones en genes implicados en la transmision
neuromuscular "'*. Ademas de GMPPB, se han identificado otros 4 genes que
codifican proteinas involucradas en la glicosilacién de proteinas que causan sindromes
miasténicos congénitos 27375777,

GMPPB es una enzima con un rol importante tanto para la O-glicosilacion, que
afecta a la O-glicosilacion del a-distroglicano, como para la N-glicosilacion, que involucra

al B- distroglicano %8, La N-glicosilacion es esencial para el adecuado funcionamiento

receptor de acetilcolina: durante la N-glicosilacion, los residuos de carbohidratos se

20



INTRODUCCION

distribuyen a través de las cuatro subunidades del receptor de acetilcolina,
especialmente en las subunidades y y 8 ”°. Esto es esencial para el correcto plegamiento
de las subunidades del receptor de acetilcolina, el ensamblaje apropiado del complejo
pentamérico y posteriormente, el desarrollo y mantenimiento de la placa motora . Por
tanto, las mutaciones en GMPPB daran lugar a un deterioro de la transmisién de sefales
en la union neuromuscular.

Escasos estudios han sido publicados con relacién a la respuesta a la
piridostigmina, salbutamol y 3,4-diaminopirimidina en pacientes con distrofia muscular
por GMPPB #'82 | os estudios previos no han incluido en su metodologia evaluaciones
estandarizadas de la funcion motora para medir de la forma mas objetiva posible el

impacto del tratamiento con piridostigmina a corto y largo plazo.

1.5 DISTROFIAS MUSCULARES DE CINTURAS SIN DIAGNOSTICO
GENETICO

La investigacion traslacional realizada en los ultimos afios ha potenciado el
intercambio de informacion entre médicos e investigadores del campo de las
enfermedades neuromusculares, acelerando el proceso de diagnéstico en muchos
casos y facilitando el descubrimiento de genes o la expansion de fenotipos en genes ya
conocidos. Agrupar pacientes, sin diagnéstico genético pero con un fenotipo similar,
siempre ha sido de gran utilidad para encontrar la etiologia genética. Actualmente la
participacion en proyectos colaborativos internacionales como SolveRD &, y el empleo
de herramientas como el Clinical Patient Management System (CPMS) de las ERNs
y MatchMaker Exchange % han facilitado de forma exponencial la posibilidad de
encontrar otros pacientes con estos fenotipos similares sin diagnéstico genético y alguna
variante genética candidata, acortando significativamente la denominada odisea

diagnéstica de estos pacientes.
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A pesar de todos estos avances, sigue existiendo una proporcién de pacientes
con distrofias musculares de cinturas sin diagndstico genético, incluyendo pacientes con
las denominadas distrofias musculares de cinturas paucisintomaticas. Algunos
pacientes afectados no presentan una debilidad marcada, sino que muestran una
variedad de sintomas algo mas sutiles “®’. En pacientes con este tipo de distrofias y en
los que los estudios genéticos no han identificado una causa genética evidente, la
biopsia muscular sigue siendo una herramienta diagndstica muy util para confirmar la
histopatologia distréfica y los hallazgos inmunohistoquimicos que a veces demuestran

un defecto especifico de alguna proteina del sarcolema 8.

Descubrir nuevos genes cuya alteracion de lugar a distrofias musculares requiere
en la mayoria de los casos un abordaje multidmico y estudios funcionales. Este
descubrimiento es crucial, ya que permite no solo un diagndstico mas preciso y
temprano, sino que potencialmente también puede dar lugar a desarrollar terapias
especificas y personalizadas. Ademas, conocer la base genética de la enfermedad
facilita la asesoria genética para las familias afectadas y contribuye a la comprension
global de la fisiopatologia de estas distrofias. El avance en el diagndstico genético es,
por tanto, un pilar fundamental en la mejora de la calidad de vida de los pacientes y en
el esfuerzo por mejorar la calidad de vida de las personas que padecen estas

enfermedades neuromusculares.
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Il. HIPOTESIS

2.1 HIPOTESIS GENERAL

Las distrofias musculares son un grupo heterogéneo de enfermedades genéticas
caracterizadas por alteraciones en la estabilidad y/o reparacién del sarcolema, lo que
da lugar a una pérdida progresiva de fibras musculares. Se clasifican en dos grandes
grupos: distrofias musculares congénitas y distrofias musculares de cinturas, en funcién
de la edad de aparicion de los primeros sintomas. Estos grupos, a su vez, se
subclasifican en subtipos en funcion del gen alterado. Todavia no se ha caracterizado
completamente el fenotipo asociado a cada uno de estos subtipos y se cree que existen
subtipos asociados a genes que aun no han sido descubiertos.

Nuestra hipotesis es que el fenotipado de precisién y la aplicacion estandarizada
de escalas funcionales en el seguimiento de los pacientes con distrofia muscular, junto
con la aplicacion de técnicas de secuenciacion masiva orientadas por las caracteristicas
clinicas de los pacientes, permitira definir mejor el fenotipo asociado a cada tipo de
distrofia muscular y también permitira identificar nuevos fenotipos asociados a este

grupo tan heterogéneo de enfermedades.

2.1 HIPOTESIS ESPECIFICAS

Los fenotipos de la distrofia muscular por déficit de colageno VI pueden clasificarse en
tres categorias en base a la maxima capacidad motora alcanzada por los pacientes a
los 5 afios de edad y estos fenotipos correlacionan con la funcién motora y pulmonar a
largo plazo.

La aplicacion de escalas funcionales motoras permite objetivar y cuantificar el grado de

respuesta a farmacos en la distrofia muscular por GMPPB, en la cual una proporcion
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significativa de pacientes también presenta sintomas tipicos de miastenia y cuya funcion
motora aparentemente mejora al ser tratados con piridostigmina.

Variantes patogénicas en el gen DTNA, que codifica la a-distrobrevina, un componente
del complejo distrofina-distroglicano del sarcolema, pueden dar lugar a una distrofia

muscular en humanos que no ha sido descrita previamente.
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lll. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Definir con precision el fenotipo asociado a varios tipos de distrofias musculares,
identificando factores prondsticos y de evolucién de enfermedad, asi como medidas

objetivas para evaluar la funcion motora estos pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Categorizar los fenotipos de individuos con distrofias por déficit de colageno VI en base
al maximo hito motor alcanzado a los 5 anos de edad, con el objetivo de predecir su

funcion motora y respiratoria a largo plazo.

Describir la fatigabilidad y el impacto del tratamiento con anticolinesterasicos en
pacientes con distrofia muscular congénita causada por variantes patogénicas en el gen

GMPPB.

Describir las caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas y fisiopatoldgicas de los

pacientes con distrofia muscular por variantes en el gen DTNA.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron todos los pacientes seguidos en la Unidad de Neuromuscular del
Hospital Sant Joan de Déu con distrofias musculares por déficit de colageno VI, por
variantes en GMPPBy por variantes en DTNA. En el caso del estudio sobre distrofia por
déficit de colageno VI también fueron incluidos pacientes seguidos en el National
Institute of Neurological Disorders and Stroke del NIH de Estados Unidos, en el Hospital
12 de Octubre (Madrid), en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona), en el
Hospital de Bellvitge (Barcelona) y en el Hospital Clinic (Barcelona). En el caso del
estudio sobre distrofia por variantes en el gen DTNA también fueron incluidos pacientes
seguidos en el National Institute of Neurological Disorders and Stroke del NIH de
Estados Unidos, en el Boston Children’s Hospital y en la Universidad de Minnesota. Se
obtuvo consentimiento informado por parte de los pacientes o sus tutores, en el caso de
los menores de edad, para participar en los estudios. Los estudios cumplieron con los
criterios éticos de las instituciones participantes.

En todos los pacientes se habian identificado variantes patogénicas por técnicas
de secuenciacion que se especifican con detalle en cada uno de los articulos publicados.
También se especifican en los articulos las metodologias empleadas para preparar y
capturar las librerias de ADN, las herramientas bioinformaticas empleadas y las bases
de datos publicas utilizadas para identificar las variantes informadas previamente y
también para determinar la frecuencia de las nuevas variantes observadas. Asimismo,
se exponen las herramientas empleadas para hacer estudios in silico.

La metodologia empleada para los estudios histologicos, inmunohistoquimicos,
de inmunofluorescencia y ultraestructurales se detalla en los articulos, especialmente
en el que se describen las caracteristicas de los pacientes con distrofia muscular por

alteraciones en DTNA. Como breve resumen, las secciones de tejido muscular
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congelado en nitrégeno liquido fueron procesadas usando tinciones histoquimicas
rutinarias, incluyendo hematoxilina y eosina (H&E), tricromico de Gomori modificado,
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH), succinato deshidrogenasa (SDH), citocromo
¢ oxidasa (COX), acido periddico de Schiff (PAS) y Oil Red O ®. El andlisis de
inmunofluorescencia se realizd en secciones de las biopsias musculares congeladas en
nitrégeno liquido utilizando los anticuerpos listados en los articulos Se prepararon
secciones ultrafinas para microscopia electronica y se examinaron con microscopia
electronica de transmision (modelo JEOL 1100). Se obtuvieron micrografias electrénicas
utilizando la camara CCD Gatan Orius (Olympus Soft Imaging Solutions, Minster,

Alemania).
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V. RESULTADOS

5.1 ESTUDIO 1: ASOCIACION DEL MAXIMO HITO MOTOR EN EDADES
PRECOCES Y LA FUNCION MOTORA A LARGO PLAZO EN
PACIENTES CON DISTROFIA MUSCULAR POR DEFICIT DE
COLAGENO VI

Este trabajo se llevé a cabo en una cohorte 119 pacientes (62 hombres, 57
mujeres) con distrofia muscular por déficit de colageno VI seguidos en Espafia (n = 54)
y en Estados Unidos (n = 65). Todos los pacientes tenian escalas de funcién motora
recogidas. El rango de edad de los pacientes fue de 5-73 afos (media: 23.2 £ 16.1 afios)
en el momento de la ultima evaluacion clinica. Se identificaron variantes patogénicas
confirmadas en COL6A1, COL6A2 o COL6A3 en 115 pacientes (97%), y en 4 pacientes
se encontré evidencia inmunohistoquimica de COLG6 significativamente disminuido, mal
localizado o ausente en su biopsia muscular, con confirmacién genética molecular
pendiente. Los datos de funcion motora y pulmonar de 23 de los pacientes

estadounidenses se habian descrito previamente .

5.1.1 CORRELACION ENTRE LA MAXIMA HABILIDAD MOTORA Y LA
CLASIFICACION POSTERIOR DE LA ENFERMEDAD

Los pacientes se categorizaron en 3 grupos segun la capacidad motora maxima

alcanzada a los 5 afios de edad (Tabla 3). (1) 38 pacientes (32%) alcanzaron la
capacidad de levantarse del suelo solo con apoyo y, por lo tanto, se clasificaron como
“Distrofia de Ullrich (UCMD, por sus siglas en inglés)”. Los pacientes de este grupo de
UCMD fueron evaluados clinicamente por ultima vez a una edad media de 12 afios
(rango: 5-34 anos, DE % 6.7 anos). (2) 35 pacientes (29%) lograron la capacidad de

levantarse del suelo sin ayuda (pudiendo potencialmente apoyarse en sus piernas o
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empleando la maniobra de Gowers) pero nunca pudieron subir 4 escalones sin
agarrarse de la barandilla y, por lo tanto, se clasificaron como COL6-RD intermedio. La
edad media en el momento de la ultima evaluacion clinica para el grupo intermedio fue
de 19 afios (rango 6—48 afos, DE + 10.5 afos). (3) 46 pacientes (39%) lograron la
capacidad de levantarse del suelo sin ayuda y subir 4 escalones sin agarrarse de la
barandilla y, por lo tanto, se clasificaron como “Miopatia de Bethlem” (BM, por sus siglas
en inglés). La edad media en el momento de la ultima evaluacién clinica para los

pacientes con BM fue de 34.4 afios (rango 5-73 afios, DE + 18.3 afos).

Fenotipo Pacientes Edad ultima MFM-32 NSAA B6MWT CVF (% Rango de edad Edad cuando 25% Proporcion de Edad cuando 25% Proporcion de
n (%) evaluacion (metros) predicho) perdida de de pacientes pacientes que de pacientes pacientes con
(afos) marcha dejaron de caminar caminaban a los 20 usaban VNI (en VNI a los 20
(en afos) anos afos) afos
UCMD 38/119 12y (+6.7) 4417 1.8 (+4.4) 27.5 38.5% 4-15a 4a 0% 8a 79.4%
(32%) (+17.40) (£72.6) (£19.8)
Intermediate 35/119 19y (+10.5) 62.47 10.7 257.2 58.7% 6-12a 12a 72% 14a 29.8%
(29%) (#15.17) (+8.9) (£169.8) (+19)
BM 46/119 34.4y (+18.3) 79.72 21.9 442.3 76.3% Todos Todos caminaban 100% Menos del 25% 0%
(39%) (£12.23) (18.4) (+106.5) (+22.1) caminaban usaban VNI

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de la cohorte de pacientes con distrofia por déficit de colageno VI
estudiados. Abreviaturas: BM = Miopatia de Bethlem; CVF = Capacidad vital forzada; MFM-32 = Medida
de Funcién Motora-32 (puntuacion total de 96); VNI = Ventilacion no invasiva; NSAA = Evaluacion
Ambulatoria North Star (puntuacion total de 34); 6MWT = Prueba de caminata de seis minutos; UCMD =

Distrofia muscular congénita de Ullrich.

Ocho de los 38 pacientes clasificados como UCMD (21%) nunca lograron la
deambulacién independiente. La pérdida de la capacidad de caminar, definida por la
dependencia de una silla de ruedas a tiempo completo en aquellos pacientes que habian
logrado la deambulacion independiente, ocurrio en 30 pacientes en el momento del
estudio: 22 de 30 con UCMD (rango 4-15 afos), 8 de 35 pacientes con COL6-RD

intermedio (rango 6—-12 afos), y 0 de 46 pacientes con BM, ya que todos mantenian la
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capacidad de caminar en su ultima evaluacion de seguimiento. Si bien los rangos de
edad de la pérdida de la capacidad para caminar entre los pacientes clasificados como
UCMD vy aquellos clasificados como COL6-RD intermedio mostraron cierto
solapamiento, las diferencias en la edad en el momento de la pérdida de la capacidad
para caminar entre los subgrupos de distrofia por déficit de colageno VI fueron

estadisticamente significativas (p < 0.001).

Aquellos pacientes que lograron un hito motor maximo mas alto y que, por lo
tanto, se clasificaron en subgrupos de distrofia por déficit de colageno VI menos graves,
obtuvieron puntuaciones mas altas en las escalas de funcidon motora realizadas en el
momento de la ultima evaluacion clinica, independientemente de su edad en ese
momento. La asociacion entre la capacidad motora maxima inicial alcanzada y las

puntuaciones de todas las escalas funcionales motoras evaluadas—MFM-32 (incluidos
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cada uno de sus 3 dominios funcionales: D1, D2 y D3), NSAA y 6MWT—fue

estadisticamente significativa estadisticamente (p < 0.001) (Figura 5).
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Figura 5. Funcion motora de los pacientes con distrofia por déficit de colageno VI en funcién de su
fenotipo. Se observa una correlacion directa y altamente significativa entre las puntuaciones de todas las
escalas de funcidon motora evaluadas: (A) Medida de Funcién Motora (MFM)-32 (incluyendo cada uno de
sus 3 dominios funcionales: [B] D1, [C] D2 y [D] D3), (E) Evaluacién Ambulatoria North Star (NSAA) y (F)

prueba de caminata de 6 minutos (6MWT) y el fenotipo de distrofia relacionada con el colageno VI (COL6-
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RD) (basado en la clasificacion propuesta aqui utilizando la funcién motora maxima alcanzada) (p < 0.001,
prueba de Kruskal-Wallis). Los diagramas de caja representan medianas y cuartiles; los bigotes significan

los percentiles 5 y 95.

Analizamos el efecto de la edad en las puntuaciones de las escalas motoras
funcionales en los 3 subgrupos fenotipicos de distrofia por déficit de colageno VI. Como
esperabamos, hubo una correlacion inversa entre las puntuaciones de todas las escalas
motoras evaluadas y la edad, tanto para la cohorte en su conjunto como para cada uno
de los 3 subgrupos (Figura 6). Entre los pacientes pertenecientes al mismo subgrupo
fenotipico, cuanto mayor era la edad, menores eran sus puntuaciones correspondientes
en las evaluaciones de MFM-32, NSAA y 6MWT. Se detecté una disminucion
significativamente mas pronunciada en la puntuacién de MFM-32 con la edad en el
grupo UCMD (p = 0.03). Es destacable que los pacientes clasificados en los subgrupos
con fenotipos mas leves (COL6-RD intermedio y BM) eran mayores en promedio en el
momento de la ultima evaluacion clinica y a pesar de eso tenian puntuaciones mas altas
en las escalas de funcion motora. Las curvas de Kaplan-Meier que muestran la
probabilidad estimada de pérdida de la capacidad de caminar por edad y grupo

fenotipico Figura 7.
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Figura 6. Funciéon motora de los pacientes con distrofia por déficit de colageno VI en funcion de su
edad. (A-F) Se observa una relacién indirecta entre las puntuaciones de todas las escalas de funcion

motora y la edad, tanto para toda la cohorte de distrofia por déficit de colageno VI como para cada uno de
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los fenotipos. Se detecté una disminucion mas pronunciada de la puntuacién total de MFM en relacién con
la edad (A) para aquellos pacientes dentro del subgrupo UCMD (p = 0.03). BM = miopatia de Bethlem; D1

= dominio 1; D2 = dominio 2; D3 = dominio 3; NSAA = Evaluacion Ambulatoria North Star; 6BMWT = prueba

de caminata de 6 minutos; UCMD = distrofia muscular congénita de Ullrich.
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Figura 7. Pérdida de la marcha en pacientes con distrofia por déficit de colageno VI en funcion de
su fenotipo. Las curvas de Kaplan-Meier muestran la probabilidad de pérdida de la capacidad de caminar

(LoA) segun la edad y la clasificacion fenotipica de la distrofia por déficit de colageno VI (COL6-RD). BM =

miopatia de Bethlem; UCMD = distrofia muscular congénita de Ullrich.
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Las correlaciones entre el MFM-32, el NSAA y el 6MWT fueron solidas y
estadisticamente significativas (p < 0.001). En la Figura 8 se muestra una matriz de
correlacion que compara las diferentes escalas de funcion motora y la funcién pulmonar
medida mediante la capacidad vital forzada. La validez concurrente entre las escalas
MFM-32 y NSAA fue de 0.92, entre MFM-32 y 6MWT fue de 0.89, y entre NSAA y 6MWT
fue de 0.95. EI 6BMWT correlaciond inversamente de manera significativa (p < 0.001) con
el tiempo empleado para realizar la prueba de correr 10 metros (rs = -0.71) y la prueba
de subir 4 escalones (rs = -0.80). Este ultimo hallazgo significa que los individuos que
cubrieron distancias mas largas en 6MWT tendian a correr 10 metros mas rapido y subir

4 escalones mas rapido.
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Figura 8. Correlacion de las evaluaciones de funciéon motora y de funcién respiratoria. La matriz de
correlacion compara diferentes escalas de funcién motora y de funcion pulmonar que fueron medidas en
nuestra cohorte de pacientes con distrofia por déficit de colageno VI. El rojo indica una correlacion positiva;
el morado indica una correlacion negativa. D1 = dominio 1; D2 = dominio 2; D3 = dominio 3; MFM = Medida

de Funcion Motora; NSAA = Evaluacion Ambulatoria North Star; BMWT = prueba de caminata de 6 minutos.
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5.1.2 CORRELACION ENTRE LA MAXIMA HABILIDAD MOTORA Y LA
FUNCION PULMONAR

La relacion entre la medicion de la CVF en la prueba de funcién pulmonar vy la

maxima habilidad motora fue estadisticamente significativa (p < 0.001). La distribucién
de los valores de CVF mostré una relacién directa con la gravedad del fenotipo clinico.
La relacién entre la edad y la CVF para los 3 subgrupos de COL6-RD también fue
estadisticamente significativa (p < 0.001). De manera similar a la disminucion
pronunciada de la puntuaciéon promedio de las escalas funcionales motoras en los
pacientes con UCMD, el promedio de CVF por edad fue menor entre los subgrupos de

UCMD y COL6-RD intermedio (Figura 9).
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Figura 9. Funcion pulmonar y ventilacion no invasiva (VNI) en pacientes con distrofia por déficit de
colageno VI seguin su fenotipo. La relaciéon entre la funcion pulmonar y el fenotipo (basada en la
clasificacion propuesta que se basa en el maximo hito motor alcanzado) es altamente significativa desde el
punto de vista estadistico (p < 0.001), como se demuestra mediante (A) diagramas de caja (que representan
medianas y cuartiles con bigotes que indican los percentiles 5 y 95) y (B) diagramas de dispersion. (C) Las
curvas de Kaplan-Meier muestran la probabilidad de iniciar ventilacion no invasiva (VNI) segun la edad y la
clasificacion fenotipica. BM = miopatia de Bethlem; FVC = capacidad vital forzada; UCMD = distrofia

muscular congénita de Ullrich.
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En el momento en el que se llevo a cabo este estudio, 33 pacientes empleaban
ventilacion no invasiva (VNI) nocturna en forma de presién positiva en las vias
respiratorias con dos niveles (BiPAP). De los 38 pacientes con UCMD, 23 (61%) habian
iniciado VNI en el momento de este estudio. La edad promedio en el momento de la
iniciacion de VNI en pacientes con UCMD fue de 10.1 anos (DE * 4.9 afos). De los 35
pacientes con COL6-RD intermedio, 9 (26%) habian comenzado VNI nocturna en el
momento del estudio, con una edad promedio en el momento de la iniciacion de VNI de
15.6 afios (DE * 9.6 afos). Solo 1 de los 46 pacientes con BM estaba usando VNI
nocturna en el momento de la ultima evaluacion clinica, que se habia iniciado a los 63
afios de edad. Las curvas de Kaplan-Meier que muestran la probabilidad estimada de
ventilacién libre demostraron una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001)
entre los 3 subgrupos de COL6-RD, con el 50% de los pacientes con UCMD en BiPAP
a los 12 anos de edad. Las diferencias también fueron estadisticamente significativas a
los 20 afos de edad: el 79.4% de los pacientes con UCMD, el 29.8% de los pacientes
intermedios y el 0% de los pacientes con BM estaban usando VNI nocturna en forma de

BiPAP.

5.1.3 CORRELACION ENTRE LA MAXIMA HABILIDAD MOTORA Y EL
GENOTIPO

Se identificaron 87 mutaciones diferentes en los 115 pacientes con diagndstico

genético confirmado. Estas mutaciones se distribuyeron a lo largo de los 3 genes COL6
con 41 (47%) en COL6A1, 32 (37%) en COL6A2y 14 (16%) en COL6A3. Se detectaron
49 mutaciones dominantes diferentes (24 en COL6A1, 15 en COL6A2y 10 en COL6A3)
y 38 mutaciones recesivas (17 en COL6A1, 17 en COL6A2y 4 en COL6AS3). Un total de
84 pacientes portaban mutaciones de dominantes, mientras que 31 pacientes tenian
mutaciones bialélicas recesivas: 8 en homocigosis y 23 en heterocigosis compuesta.
Las variantes estan codificadas segun los transcritos de RefSeq NM_001848.2 para

COL6A1, NM_001849.3 para COL6A2 y NM_004369.3 para COLGA3.
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Las mutaciones que actuan de manera dominante-negativa mas frecuentes
fueron (1) mutaciones en el sitio de splicing que resultan en la omisién de exones de la
triple hélice y (2) cambios en los aminoacidos de glicina que afectan a los residuos
dentro del dominio de la triple hélice. Aproximadamente un tercio de los casos (40 de
115) fueron causados por mutaciones dominantes de omisién de exones dentro de las
partes 5 de los dominios TH de cualquiera de las 3 cadenas COL6. Aproximadamente
otro tercio de los casos (37 de 115) resultaron de sustituciones de glicina dominantes
en el dominio TH, agrupadas principalmente en los tripletes Gly-X-Y 3-20 en la parte &’
del dominio. En general, las mutaciones de omision de exones en los exones 5 que
codifican para el dominio TH resultaron en fenotipos consistentes con BM en el 48.5%
de los casos, COL6-RD intermedio en el 25% y UCMD en el 27.5%. De manera similar,
en pacientes con sustituciones de glicina dentro del dominio TH, el 38% resultaron en
BM, el 38% en COL6-RD intermedio y el 24% en UCMD. Un estudio previo propuso que
las sustituciones de glicina en la region critica que incluye los tripletes Gly-X-Y 10 a 15
en el extremo N-terminal del dominio TH tienden a resultar en fenotipos mas graves que
aquellas sustituciones de glicina ubicadas en el dominio TH pero fuera de esta region
critica ®', que se confirmé en una revision de 194 casos de pacientes con distrofia por
déficit de colageno VI con sustituciones de glicina en el dominio TH 2. En nuestra
cohorte, también encontramos una mayor proporcién de fenotipos leves en aquellos
pacientes cuyas sustituciones de glicina estaban ubicadas fuera de la region critica: el
55% de los pacientes con sustituciones de glicina fuera de la region critica mostraron un
fenotipo BM (18% fenotipo COL6-RD intermedio, 27% fenotipo UCMD), mientras que
solo el 25% de los pacientes con sustituciones de glicina dentro de la region critica
mostraron el fenotipo BM (50% fenotipo COL6-RD intermedio, 25% fenotipo UCMD). La
tercera causa de distrofia por déficit de colageno VI dominante en términos de frecuencia
(6 de 115) en nuestro estudio fue la recientemente descrita sustitucion recurrente de

novo de un par de bases en el intron 11 de COL6A1 (c.930 + 189 C>T), que resulta en
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la insercién de un pseudoexon, interrumpiendo el extremo N-terminal del dominio TH 3.
Solo 1 de estos 6 pacientes fue capaz de levantarse del suelo sin ayuda y, ademas, ese
mismo paciente comenz6 a usar silla de ruedas a los 6 afios de edad e inici6 la VNI en
forma de BiPAP a los 12 afos, por lo que se evidencia que también habia progresado a

un fenotipo clinico de UCMD.

Al igual que con la sustituciéon en el intron 11 de COL6A1, otras mutaciones
dominantes también mostraron una fuerte asociacién con fenotipos especificos: los 5
individuos que portaban la mutacion de splicing COL6A1 ¢.1056+1 G>A (intron 14) y los
3 con la sustitucion de glicina COL6A3 ¢.6239 G>A (exon 17) invariablemente resultaron
en un fenotipo BM. La sustituciéon de glicina recurrente COL6A1 ¢.877 G>A (ex6n 10)
resultd en fenotipos leves o intermedios: se observé un fenotipo COL6-RD intermedio
en 8 de 11 individuos que la portaban, y los otros 3 de 11 mostraron un fenotipo BM. En
contraste, también se identificaron pacientes que portaban la misma mutaciéon y
mostraban heterogeneidad en su fenotipo, incluyendo, por ejemplo, la mutacion
COL6A3 c.6210+1 G>A (intrén 16), que se identificd en un paciente con fenotipo BM,

otro con fenotipo COL6-RD intermedio y 2 con fenotipo UCMD.

En las mutaciones recesivas también se identificaron algunas correlaciones
genotipo-fenotipo. La primera es que los individuos que son heterocigotos compuestos
para 2 mutaciones de omisién de exones o 2 mutaciones de cambio de aminoacidos
fuera del dominio TH resultaron en fenotipos relativamente leves: el 62.5% resultaron
en BM (10 pacientes) y el 37.5% en el subtipo COL6-RD intermedio (6 pacientes), sin
casos detectados de UCMD. La segunda es que las mutaciones homocigotas que
introducen codones de terminacion prematura tienden a resultar en fenotipos graves (2
de 2 pacientes tenian un fenotipo UCMD). El fenotipo de aquellos pacientes con una
mutacion truncante (codones de terminacion prematura o mutaciones de cambio de

marco) en heterocigosis compuesta con una mutacion de cambio de aminoacidos o de
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omision de exones también resultd en fenotipos relativamente graves; sin embargo, los
fenotipos fueron mas heterogéneos, dependiendo de la segunda mutacion: el 22%

resultaron en BM, el 11% en COL6-RD intermedio y el 67% en UCMD.
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Abstract

Objective

To accurately categorize the phenotypes of individuals with collagen VI-related dystrophies
(COL6-RDs) during the first years of life to predict long-term motor function and pulmonary
function, to provide phenotype-specific anticipatory care, and to improve clinical trial readiness.

Methods

This retrospective, multicenter, international study analyzed the relationship of long-term
motor and pulmonary function with the initial maximal motor ability achieved in individuals
with COL6-RD.

Results

We studied 119 patients with COL6-RD from Spain (n = 54) and the United States (n = 65).
The early maximal motor milestones of ability to rise from the floor unassisted and ability to
climb 4 steps without holding onto a railing demonstrated reliability in distinguishing between
3 COL6-RD phenotypic subgroups: (1) Ullrich congenital muscular dystrophy, (2) in-
termediate COL6-RD, and (3) Bethlem myopathy. Long-term motor function and pulmonary
function are strongly correlated with the maximal motor ability achieved during the first years of
life. Maximal motor capacity can predict other disease-relevant events such as the age at loss of
ambulation and the need for the initiation of nocturnal noninvasive ventilation.

Conclusion

This work proposes a prospective phenotypic classification for COL6-RDs that will enable an
accurate prediction of a patient’s COL6-RD phenotype during the first years of life. The ability
to establish a patient’s COL6-RD phenotypic classification early will enable a more accurate
prognosis of future motor and pulmonary function, thus improving anticipatory clinical care,
and it will be instrumental in aiding the design of future clinical trials by allowing early
stratification of trial cohorts.
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Glossary

BiPAP = bilevel positive airway pressure; BM = Bethlem myopathy; CMD = congenital muscular dystrophy; COL6 = collagen
VI; COL6-RD = COLG6-related dystrophy; FVC = forced vital capacity; LoA = loss of ambulation; MEM-32 = Motor Function
Measure-32; NIV = noninvasive ventilation; NSAA = North Star Ambulatory Assessment; 6MWT = 6-minute walk test; TH =

triple helical; UCMD = Ullrich CMD.

Dominant or recessive mutations in COL6A1, COL6A2, or
COLGA3 affect the complex assembly and secretion of colla-
gen VI (COL6), a muscle extracellular matrix protein, and
result in a congenital muscular dystrophy (CMD) subtype
known as the COL6-related dystrophies (COL6-RDs)."” The
COLG6-RDs encompass a continuum of overlapping clinical
phenotypes ranging from Ullrich CMD (UCMD) to Bethlem
myopathy (BM) with intermediate phenotypes in between.
Clinical hallmarks of the COL6-RDs include muscle weak-
ness, distal joint hyperlaxity, contractures of proximal joints,
and progressive respiratory insufficiency in most
paﬁents.l's_13 Previous attempts at categorizing COL6-RD
phenotypes either lacked clearly delineated boundaries or
were dependent on the timing of the loss of ambulation
(LoA), which is often between 10 and 20 years of age."'*""”
In particular, predictive phenotypic characterization in COL6-
RDs has remained challenging.

In this study, we stratified the phenotypes of a large cohort of
patients with COL6-RD into 3 categories according to the
maximal motor capacity achieved by the age of 5 years and
then correlated the proposed COL6-RD dassification with
long-term motor and pulmonary function. Establishing an
accurate phenotypic classification of the COL6-RDs from an
early age would enable clinicians to more precisely counsel
patients and their families about the projected dlinical course,
thus enabling appropriate anticipatory care. An earlier, con-
fident phenotype subtype classification would also aid in the
design of viable, COL6-RD subtype-specific outcome mea-
sures and clinical trial stratification, thus improving clinical
trial preparedness of the COL6-RD patient population as a
whole for the therapeutic approaches that are currently under
development.'® !

Methods

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

Data were collected in accordance with ethics guidelines of
each of the institutions involved. Written informed consent
and age-appropriate assent for study participation were
obtained by a qualified investigator for US patients (protocol
12-N-0095, approved by the Institutional Review Board of
the NIH).

Study Design and Patients
This is a retrospective, multicenter study with the aim of
characterizing the long-term motor and pulmonary function

e1414  Neurology | Volume 96, Number 10 | March9, 2021
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in patients with COL6-RD on the basis of developmental
motor milestones in early childhood. To this end, the re-

lationship of long-term motor and pulmonary function with
the maximal motor ability achieved was analyzed.

Clinical data of patients with a genetically or pathologically
confirmed diagnosis of COL6-RD were reviewed at 6 differ-
ent centers with neuromuscular expertise in the United States
and Spain: 1 specialized clinical research center in the United
States (National Institute of Neurological Disorders and
Stroke, NTH, Bethesda, MD) and $ specialized neuromuscular
centers in Spain (Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona;
Hospital 12 de Octubre, Madrid; Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau, Barcelona; Hospital de Bellvitge, L'Hospitalet de
Llobregat, Barcelona; and Hospital Clinic, Barcelona). Pa-
tients with pathogenic mutation/s in COL6A1, COL6A2, or
COL6A3 found on direct Sanger sequencing or on next-
generation sequencing, including whole exome sequencing,
or evidence of significantly decreased or mislocalized COL6
on immunohistochemical studies performed on muscle bi-
opsy or dermal fibroblasts were included in this study. Phe-
notypic data were collected from patient and family
interviews, medical records, and patient questionnaires, with
an emphasis on motor development milestones achieved, as
well as relevant events such as initiation and LoA.

Clinical Information and Outcome
Assessment Measures

Demographic information such as age and sex and natural
history data, including age at symptom onset (by parental
recollection and by verification of medical records), age at
clinical diagnosis, and history of motor developmental mile-
stones gained or lost, were collected. Other relevant medical
and surgical history information was captured, with attention
to pulmonary function. Methods of diagnosis (clinical phe-
notype, immunohistochemical studies of COL6 expression
performed on muscle biopsy and/or dermal fibroblasts and/
or molecular genetic confirmation) and family history of
COLG6-RD were collected. Genotype was also collected on all
patients in whom genetic testing had been performed.

Spirometry techniques were performed according to in-
ternational standards.”> Upright (seated) forced vital capacity
(FVC) measurements (expressed as percent predicted) were
captured in all patients. Data on the motor milestones of
independent walking, rising from the floor unassisted, and
climbing a minimum of 4 steps without holding onto a railing
were collected for all patients. These 3 motor milestones were
specifically selected following a pilot study performed in 40
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patients with COL6-RD in Spain (Hospital Sant Joan de Déu,
Barcelona, Spain) in which the following 6 developmental
motor milestones were captured and assessed for their the
ability to predict future maximal motor ability: independent
sitting, independent walking, running, jumping, rising from
the floor unassisted, and dimbing a minimum of 4 steps
without the use of a railing. Jumping was defined as being able
to jump a minimum of 10 cm off the ground with both feet.>®
Running was defined as a gait that demonstrates an aerial
phase during which no limbs touch the ground. From this
pilot study, 3 maximal motor milestones—independent
walking, rising from the floor (from a supine position to a
standing position) unassisted (except for potentially pushing
off one’s own legs/use of the Gowers' maneuver), and
climbing a minimum of 4 steps without holding onto a
railing—seemed to more reliably reflect the phenotype and
were more objective. Therefore, they were chosen for use in
collecting motor function data from the present cohort.

Motor function testing included the Motor Function
Measure-32  (MFM-32),>***  6-minute  walk test
(6MWT),3! the North Star Ambulatory Assessment
(NSAA),**>* and timed function tests.>' The MFM-32
scale consists of 32 items that are subdivided in 3 functional
dimensions: D1, which tests standing and transfers; D2, which
tests axial and proximal motor function; and D3, which tests
distal motor function.”**® This scale was performed in all of
the patients. The 6MWT, NSAA, and timed function tests
were performed only in ambulant patients. Motor function
testing was performed by trained clinical evaluators.

Patient Phenotypes and Clinical Classification
Patients were divided into 3 COL6-RD phenotypic subgroups
based on the maximal motor ability achieved at S years of age:
achieved rising from the floor only with assistance (UCMD),
achieved rising from the floor unassisted (intermediate
COL6-RD), and achieved stair climbing (ascending a mini-
mum of 4 steps without holding onto of a railing) (BM).
Maximal motor ability achieved was assigned an ordinal var-
iable because all the patients who were able to ascend 4 steps
without holding onto a railing were also able to rise from the
floor unassisted.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with Statistical Package
for the Social Sciences 24.0 (IBM SPSS Statistics 24.0, Chi-
cago, IL). Demographic and medical characteristics of pa-
tients are summarized with descriptive statistics. Data are
presented as mean + SD or as median and range when ap-
propriate. The Kruskal-Wallis test was used to evaluate the
association between maximal motor ability achieved and
function scales and the association between maximal motor
ability achieved and pulmonary function. An a level of 0.01
was used as the criterion for statistical significance. A linear
regression model, including the interaction between age and
phenotype, was used to compare the effect of age on motor
function scale scores among the 3 phenotypic groups.

Neurology.org/N

We performed time-to-event analyses of LoA and initiation of
noninvasive ventilation (NIV) with age (years) as the time
variable and LoA or initiation of NIV as events. Median age at
LoA and at initiation of NIV corresponding 95% confidence
intervals were estimated (taking into account censored data)
by plotting empirical Kaplan-Meier curves for patient groups
defined by maximal motor ability achieved, with the above-
described grouping. Cox proportional hazard models were
used to estimate and compare age-related risks of both LoA
and initiation of NIV. Statistical significance was also set at
p <001

To examine the concurrent validity between MFM-32 total
scale score, the 3 MFM-32 domains, NSAA score, 6MWT,
timed test of 10-m run, ascending 4 steps, and descending 4
steps, and percent predicted FVC, Spearman rank-order
correlations were performed. Correlations were designated as
large when they were >0.70 or <-0.70.

Data Availability

The data not published are available from the corresponding
author and will be shared with any qualified investigator on
reasonable request.

Results

Demographics

Our cohort totaled 119 patients (62 male, 57 female) with
COL6-RD from Spain (n = 54) and from the United States (n
= 65). All of the patients had motor function scales on record.
Patients ranged in age from S to 73 years (mean 232 + 16.1
years) at the time of last clinical evaluation. Confirmed
pathogenic mutations were identified in COL6A1, COL6A2,
or COL6A3 in 115 patients (97%), and muscle biopsy im-
munohistochemical evidence of significantly decreased, mis-
localized, or absent COL6 with pending molecular genetic
confirmation was found in 4 patients. Motor function and
pulmonary function data from 23 US patients with COL6-RD
have been described previously.>*

Correlation Between Early Motor Maximal
Ability and Later Disease Category

Patients were separated into 3 groups according to maximal
motor ability achieved by S years of age (table 1). (1) Thirty-
eight patients (32%) achieved the ability to rise from the floor
only with support and thus were categorized as having
UCMD. Patients in this UCMD group were last clinically
assessed at a mean age of 12 years (rang: S-34 years, SD + 6.7
years). (2) Thirty-five patients (29%) achieved the ability to
rise from the floor unassisted (except for potentially pushing
off one’s legs/use of the Gowers’ maneuver) but were never
able to ascend 4 steps without holding onto a railing and thus
were categorized as having intermediate COL6-RD. The
mean age at the time of last dlinical assessment for the in-
termediate group was 19 years (range 6-48 years, SD + 10.5
years). (3) Forty-six patients (39%) achieved the abilities to
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Table 1 Clinical Characteristics of COL6-RD Phenotypes

Age When

Age

25% of Proportion When Proportion
Age at last Patients of Patients 25% of of Patients
clinical MFM- Range of Lose Able to Patients Who Use
COL6-RD Patients, assessment, 32 NSAA 6MWT, FVC, % Age at Ambulation, Walk at Initiate NIV
Phenotype n (%) y Score Score m predicted LoA,y 20y, % NIV, y at20y, %
ucMmp 38/119 12(£67) 4417 18 275 385 4-15 4 [ 8 794
32 (£17.40) (x4.4) (£72.6) (£19.8)
Intermediate 35/119 19 (£10.5) 6247 107 2572 58.7 (£19) 6-12 12 72 14 29.8
COL6-RD (29) #15.17)  (#89) (£169.8)
BM 46/119 34.4(:183) 7972 219 4423 763 All Allambulant 100 <25% of 0
(39%) (*1223) (£84) (£106.5) (£22.1) ambulant patients
use NIV

Abbreviations: BM = Bethlem myopathy; COL6-RD = collagen Vi-related dystrophy; FVC = forced vital capacity; LoA = loss of ambulation; MFM-32 = Motor

Function Measure-32 (total score of 96); NIV = noninvasive ventilation; NSAA = North Star Ambulatory Assessment (total score of 34); 6MWT, 6-minute walk

test; UCMD = Ullrich congenital muscular dystrophy.
2 Defined as full-time wheelchair dependence.

rise from the floor unassisted and to ascend 4 steps without
holding onto a railing and thus were categorized as having
BM. The mean age at the time of last dlinical assessment for
the patients with BM was 34.4 years (range S-73 years, SD +
18.3 years).

Eight of the 38 patients classified as having UCMD (21%)
never achieved independent ambulation. LoA as defined by
full-time wheelchair dependence in those patients who had
attained independent ambulation occurred in 30 patients at
the time of this study: 22 of 30 with UCMD (range 4-15
years), 8 of 35 patients with intermediate COL6-RD (range
6-12 years), and 0 of 46 patients with BM, because all
remained ambulant at their last follow-up assessment. While
the age ranges at LoA between those patients classified as
having UCMD and those patients classified as having in-
termediate COL6-RD demonstrated an overlap, differences in
the age at the time of LoA between the established COL6-RD
subgroups were statistically significant (p < 0.001).

Those patients who achieved a higher initial maximal motor
ability and thus were classified in COL6-RD subgroups as-
sociated with milder phenotypic severity obtained higher
scores in the motor function scales performed at the time of
last clinical assessment, regardless of their age at that time.
The association between the initial maximal motor ability
achieved and the scores of all the function scales assessed—
MFM-32 (including each of its 3 functional domains: D1, D2,
and D3), NSAA, and 6MWT—was highly significant statis-
tically (p < 0.001) (figure 1).

We analyzed the effect of age on motor function scale scores
and the effect of age on the 3 phenotypic subgroups of COL6-
RD. As we expected, there was an inverse correlation between
the scores of all of the function scales tested and age, both for
the cohort as a whole and for each of the 3 subgroups (figure
2). Among patients belonging to the same phenotypic sub-
group, the greater the age was, the lower their corresponding
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scores were in MFM-32, NSAA, and 6MWT assessments. A
significantly sharper decline in the MFM-32 score with age
was detected in the UCMD group (p = 0.03). It is notable that
the patients classified in the subgroups with milder pheno-
types (intermediate COL6-RD and BM) were older on av-
erage at the time of last clinical assessment and had higher
motor function scale scores. Kaplan-Meier curves depicting
the estimated probability of LoA by age and phenotypic group
are shown in figure 3.

The correlations between the MFM-32, the NSAA, and the
6MWT were robust and statistically significant (p < 0.001). A
correlation matrix comparing the different motor function
scales and pulmonary function as measured by FVC is shown
in figure 4. Concurrent validity between the MFM-32 and the
NSAA scales was 0.92, between the MFM-32 and the SMWT
was 0.89, and between the NSAA and the 6MWT was 0.95.
The 6MWT inversely correlated significantly (p < 0.001) with
the timed 10-m run (r, = —0.71) and ascend 4 steps (r, =
—0.80) tests. This latter finding means that individuals who
covered longer distances in SMWT tended to run 10 m faster
and ascend 4 steps faster.

Correlation Between Maximal Motor Capacity
and Pulmonary Function

The relationship between the pulmonary function testing
measurement of FVC and maximal motor capacity was highly
statistically significant (p < 0.001). The distribution of FVC
values demonstrated a direct relationship with severity of
clinical phenotype. The relationship between age and FVC for
the 3 COL6-RD subgroups was also highly significant (p <
0.001). In a similar way that the mean score of the motor
function scales was associated with a sharper decline in
UCMD patients, the mean FVC by age was lower among the
UCMD and intermediate COL6-RD subgroups (figure ).

Nocturnal NIV in the form of bilevel positive airway pressure
(BiPAP) had been initiated in a total of 33 patients at the time

Neurology.org/N
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Figure 1 Motor Function in Patients with COL6-RD by Phenotype
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Highly significant direct correlation is seen between the scores of all the motor function scales assessed: (A) Motor Function Measure (MFM)-32(including each
of its 3 functional domains: [B] D1, [C] D2, and [D] D3), (E) North Star Ambulatory Assessment (NSAA), and (F) 6-minute walk test (6MWT) and collagen
Vl-related dystrophy (COL6-RD) phenotype (based on the classification proposed here using maximal motor function achieved) (p < 0.001, Kruskal-Wallis
test). Box plots show that, regardless of current age, patients whose maximal motor function achieved was climbing 4 steps without holding onto a railing
(categorized as Bethlem myopathy [BM]) obtain higher scores in the motor function scales than those whose maximal motor function achieved was rising
from the floor unassisted (intermediate COL6-RD) and those who did not achieve either of these 2 milestones (Ullrich congenital muscular dystrophy
[UCMD]). Box plots represent medians and quartiles; whiskers signify the S5th and 95th percentiles.

of this study. Of the 38 patients with UCMD, 23 (61%) had
initiated NIV at the time of this study. The average age at
initiation of NIV in patients with UCMD was 10.1 years (SD
+ 4.9 years). Of the 35 patients with intermediate COL6-RD,
9 (26%) had started nocturnal NIV at the time of the study,
with an average age at the time of NIV initiation of 15.6 years

Neurology.org/N

(SD + 9.6 years). Only 1 of the 46 patients with BM was using
nocturnal NIV at the time of last clinical assessment, which
had been initiated at 63 years of age. Kaplan-Meier curves
depicting estimated ventilation-free probability demonstrated
a statistically significant (p < 0.001) difference between the 3
COLG6-RD subgroups, with 50% of patients with UCMD on
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Figure 2 Motor Function and Age
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(A-F) Aniindirect relationship is seen between the scores of all the motor function scales and age, both for the entire collagen Vi-related dystrophy (COL6-RD)
cohort and for each of the COL6-RD phenotypes. A significantly sharper decline in the Motor Function Measure (MFM) total score in relation to age (A) was
detected for those patients within the UCMD subgroup (p = 0.03). BM = Bethlem myopathy; D1 = domain 1; D2 = domain 2; D3 = domain 3; NSAA = North Star
Ambulatory Assessment; 6MWT = 6-minute walk test; UCMD = Ullrich congenital muscular dystrophy.

BiPAP by 12 years of age. Differences were also statistically
significant by the age of 20 years: 79.4% of the patients with
UCMD, 29.8% of the intermediate patients, and 0% of the
patients with BM were using nocturnal NIV in the form of
BiPAP.

Correlation Between Genotype and Disease

Category Based on Early Motor Maximal Ability
Eighty-seven different mutations were identified in the 115
patients with genetically confirmed diagnosis. These
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mutations were distributed along the 3 COL6 genes with 41
(47%) in COL6A1, 32 (37%) in COL6A2, and 14 (16%) in
COLG6A3 (table e-1 available from Dryad, doi:10.5061/dryad.
2v6wwpzkk). Forty-nine different dominantly acting muta-
tions (24 in COL6AI,15in COL6A2,and 10in COL6A3) and
38 recessively acting mutations (17 in COL6A1, 17 in CO-
L6A2, and 4in COL6A3) were detected. A total of 84 patients
harbored dominantly acting mutations, while 31 patients
carried recessively acting biallelic mutations: 8 in homozy-
gosity and 23 as compound heterozygous alleles. Variants are
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Figure 3 LoA in Patients With COL6-RD by Phenotype
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Kaplan-Meier curves depictthe probability of loss of ambulation (LoA) by age
and collagen Vi-related dystrophy (COL6-RD) phenotypic classification BM =
Bethlem myopathy; UCMD = Ullrich congenital muscular dystrophy.

numbered according to RefSeq transcripts NM_001848.2 for
COL6A1, NM_001849.3 for COL6A2, and NM_004369.3
for COL6A3.

The most common mutations acting in a dominant-negative
fashion were (1) splice-site mutations resulting in-frame triple
helical (TH) exon skipping and (2) missense changes af-
fecting glycine residues located within TH domain. Roughly
one-third of cases (40 of 115) were caused by dominant exon-
skipping mutations within the 5’ part of the TH domains of
any of the 3 COL6 chains. Approximately another one-third
of cases (37 of 115) resulted from dominant glycine substi-
tutions in the TH domain, clustered mainly in Gly-X-Y triplets
3-20 at the S part of the domain. Overall, exon-skipping
mutations in the 5’ exons encoding for the TH domain
resulted in phenotypes consistent with BM in 48.5% of cases,
intermediate COL6-RD in 25%, and UCMD in 27.5%. Sim-
ilarly, in patients with glycine substitutions within the TH
domain, 38% resulted in BM, 38% in intermediate COL6-RD,
and 24% in UCMD. One study proposed that glycine sub-
stitutions in the critical region including Gly-X-Y triplets 10
to 15 in the N-terminal of the TH domain tend to result in
more severe phenotypes than those glycine substitutions
located in the TH but outside this critical region,35 as it was
confirmed in a review of 194 cases of patients with COL6-
RD with glycine substitutions in the TH domain of the
COL6.% In our cohort, we also found a higher proportion of
milder COL6-RD phenotypes in those patients whose gly-
cine substitutions were located outside the critical region:
55% of patients with glycine substitutions outside the critical
region showed a BM phenotype (18% intermediate COL6-
RD phenotype, 27% UCMD phenotype), whereas only 25%
of patients with glycine substitutions within the critical re-
gion showed the milder BM phenotype (50% intermediate
COLG6-RD phenotype, 25% UCMD phenotype). The third

Figure 4 Correlation of Motor Function and Pulmonary Function Assessments
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Figure 5 Pulmonary Function and NIV in Patients With Col6-RD by Phenotype
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Relationship between pulmonary function and collagen Vi-related dystrophy (COL6-RD) phenotype (based onthe classification proposed here using maximal
motor function achieved) is highly statistically significant (p < 0.001) as demonstrated by (A) box plots (representing medians and quartiles with whiskers
signifying the 5th and 95th percentiles) and (B) scatterplots. (C) Kaplan-Meier curves depict the probability of initiation of noninvasive ventilation (NIV) by age
and COL6-RD phenotypic dassification. BM = Bethlem myopathy; FVC = forced vital capacity; UCMD = Ullrich congenital muscular dystrophy.

cause of autosomal dominant COL6-RD in terms of fre-
quency (6 of 115) in our study was the recently described
recurrent de novo base pair substitution in intron 11 of
COL6AI (c.930 + 189 C>T), which results in a dominantly
acting splice-gain event and the insertion of a pseudoexon,
disrupting the N-terminal end of the TH domain.*” The
ability to rise from the floor unassisted was reported as being
attained by only 1 of these 6 patients. That same patient
started using a wheelchair by 6 years of age and started NIV
in the form of BiPAP by 12 years of age and thus had pro-
gressed to a clinical phenotype of UCMD.

As with the substitution in intron 11 of COL6AI, other
dominant mutations also showed a strong association with
specific phenotypes: the S individuals who harbored the
COLG6AI c.1056+1 G>A splicing mutation (intron 14) and
the 3 with the COL6A3 c.6239 G>A glycine substitution
(exon 17) invariably resulted in a BM phenotype. The re-
current COL6A1 c.877 G>A glycine substitution (exon 10)
resulted in mild or intermediate phenotypes: an intermediate
COL6-RD phenotype was observed in 8 of 11 individuals who
harbored it, and the other 3 of 11 showed a BM phenotype. In
contrast, patients harboring the same mutation while mani-
festing a varying range of phenotypic severity were also noted,
including, for example, the mutation COL6A3 ¢.6210+1 G>A
(intron 16), which was identified in 1 patient with BM phe-
notype, 1 with intermediate COL6-RD phenotype, and 2 with
UCMD phenotype.

For the recessively acting mutations, some genotype-
phenotype correlations were also identified. The first is that
individuals who are compound heterozygous for 2 exon-
skipping mutations or 2 missense mutations outside the TH
domain resulted in relatively mild phenotypes: 62.5% resulted
in BM (10 patients) and 37.5% in the intermediate COL6-RD
subtype (6 patients), with no detected cases of UCMD. The
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second is that homozygous mutations that introduce pre-
mature termination codons tend to result in severe pheno-
types (2 of 2 patients had an UCMD phenotype). The
phenotype of those patients with a truncating mutation
(premature termination codons or frameshift mutations) in
compound heterozygosity with a missense or exon-skipping
mutation also resulted in relatively severe phenotypes; how-
ever, the phenotypes were more heterogeneous, depending
on the second mutation: 22% resulted in BM, 11% in in-
termediate COL6-RD, and 67% in UCMD.

Discussion

The ability to accurately categorize patients with COL6-RD into
clinically relevant phenotypic subgroups from the first years of
life will help in optimizing anticipatory clinical care and in
assisting in the design of clinical trials for the therapeutic strat-
egies currently in development.'®>"¥3® Natural history and
cohort studies of individuals with COL6-RD have highlighted
the difficulty of distinguishing between COL6-RD phenotypes,
espedially for those phenotypes falling between UCMD and BM
and, in particular, for those phenotypes bordering established
phenotypes.”*"” Clear clinical criteria for differentiating be-
tween COL6-RD phenotypes in such gray areas surrounding
phenotypic boundaries are lacking. Furthermore, the use of
motor milestones such as attaining the ability to jump and run,
albeit useful, is not able to distinguish phenotypically between
patients with COL6-RD during the first years of life.

The 2 motor milestones of rising from the floor unassisted
and climbing 4 steps without use of a railing had been selected
among the 6 motor developmental milestones previously
collected as part of a pilot study of motor function milestones
in patients with COL6-RD that d sitting unassisted,
independent walking, running, jumping, rising from the floor

Neurology.org/N
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unassisted, and climbing a minimum of 4 steps without
holding onto a railing. Sitting unassisted and independent
ambulation were not able to discriminate among the COL6-
RD phenotypes because the vast majority of patients had
achieved these milestones. The motor milestones of running
and jumping were found to be prone to misinterpretation
among patients and parents who participated in the pilot
study. Thus, these milestones were not collected as part of this
multicenter study.

Here, we demonstrate that the use of 2 early maximal motor
milestones, the ability to rise from the floor unassisted and the
ability to ascend 4 steps without holding onto a railing, can
reliably distinguish between various COL6-RD phenotypes in
a clinically meaningful manner and has the potential for ac-
curately providing a prognosis of disease severity and pro-
gression. Our data show that long-term motor function is
strongly related to pulmonary function in all patients with
COL6-RD. We demonstrate that initial maximal motor ca-
pacity can predict other disease-relevant events such as the
age at LoA and the need for the initiation of nocturnal NIV.
This work shows that classifying patients with COL6-RD into
phenotypic groups that exhibit differences in long-term motor
function and pulmonary function is effective for studying
COL6-RD subgroup—specific natural history and for im-
proving clinical trial readiness for the COL6-RD population
as a whole.

Some dominantly acting mutations were found to be strongly
associated with specific phenotypes. Among them is the re-
current COL6AI deep intronic mutation (c.930 + 189C>T)
which demonstrates a phenotype of a relative paucity of
prominent symptoms during the first 1 to 2 years of life fol-
lowed by an accelerated progression to a severe UCMD
phenotype. Some patients with this mutation achieved in-
dependent ambulation, but independent ambulation is sub-
sequently lost between 6 and 9 years of age, consistent with
UCMD. Given this new, consistent observation of rapid
progression in phenotypic severity associated with this ge-
notype and the potential that our proposed COL6-RD dlas-
sification may not be as accurate in prospectively predicting
the COL6-RD phenotype in this particular group of patients,
work on defining this mutation-specific phenotype in an in-
ternational cohort is underway.

Our study also confirms other previously proposed general
genotype-phenotype correlations for COL6-RDs such as the
severe phenotype associated with glycine substitutions lo-
cated in the critical region including Gly-X-Y triplets 10 to 15
in the N-terminal region of the TH domain. We also provide
some hypotheses that may be useful to predict the phenotype
in those patients with recessively acting mutations.

Of note, individuals with an intermediate COL6-RD pheno-
type show a progressive deterioration of pulmonary function
that is comparatively steeper than the decline in motor
function over the same age range. Although the motor
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function trajectory of individuals with intermediate COL6-
RD may at times be difficult to distinguish from that of in-
dividuals with BM, the pulmonary function trajectory of these
2 phenotypes is highly distinct. Indeed, the pivotal contribu-
tion of this proposed classification is its ability to anticipate a
decline in pulmonary function. Given the ability of this clas-
sification to predict COL6-RD phenotypes from an early age
and result in anticipatory clinical care, the risk of unrecognized
or underrecognized hypoventilation, historically the leading
cause of morbidity and mortality in the COL6-RDs, should be
significantly decreased.

This study has some limitations. We performed a retrospec-
tive review of the clinical data that had been collected in the
course of patients clinical care; therefore, most but not all
parameters were available for every patient. Furthermore, the
maximal motor milestones recorded in the medical record
that were not captured on video and are no longer possible to
demonstrate dlinically may have reduced accuracy due to re-
call bias. This is particularly the case in the attainment of the
ability to rise from the floor, because whether this milestone
was achieved without assistance is used to predict a future
phenotype of intermediate COL6-RD vs UCMD and would
be most accurate if documented after direct observation or
review of a video recording of this milestone. For this reason,
robust prospective natural history studies with the collection
of maximal motor milestone data by either direct observation
or video capturing are essential for validating this phenotypic
classification. Prospective natural history data collection
would also be useful for validating the time-to-event analyses
performed in this study (displayed by Kaplan-Meier curves in
figures 3 and ).

Our study has demonstrated some evidence of overlap for age
at LoA and age at the initiation of NIV between the UCMD
and intermediate COL6-RD phenotypes, namely for patients
whose phenotypes fall along the boundary between UCMD
and intermediate COL6-RD. While an overlap in phenotypic
categorization is not entirely unexpected, given that COL6-
RDs manifest along a continuous phenotypic spectrum, it is
important to recognize that in reference to the timing of NIV
initiation, variability in clinical care between centers and patient
compliance/lack of compliance may result in significant vari-
ability in the timing of NIV initiation, even when clinically
indicated. It is our hope that our proposed prospective classi-
fication using early maximal motor milestones to predict future
motor function and pulmonary function may prove to be an
effective means for individual patient-level prognostication,
which, if used across centers, could positively affect care, in-
cluding the timing of the initiation of NIV. Furthermore, a
prospective COL6-RD natural history study would provide the
opportunity to better determine the ability of the motor
milestone of rising from the floor unassisted to accurately
distinguish between the intermediate and UCMD phenotypes.

We note that for patients with Duchenne muscular dystrophy
in whom variability on motor function tests has historically
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complicated the interpretation of clinical trials, latent class
trajectory modeling based on 6MWT or NSAA trajectories
has proved to be useful in characterizing subgroups of patients
with Duchenne muscular dystrophy.***° This type of analysis
requires the availability of longitudinal motor function scale
scores starting at early ages, which was not available for all the
patients in this COL6-RD retrospective study. In a future
prospective natural history study in patients with COL6-RD,
the use of latent class trajectory modeling could be considered
as a means of potential validation for the phenotypic classi-
fication proposed here.

Our study of a large cohort of patients with COL6-RD from
Spain and the United States (n = 119) identifies 2 initial
maximal motor function milestones, the ability to rise from
the floor unassisted and the ability to climb 4 steps without
holding onto a railing, as predictive of the corresponding
COL6-RD phenotypic subgroups as follows: (1) achieved
rising from the floor only with assistance (UCMD), (2)
achieved rising from the floor unassisted (intermediate
COL6-RD), and (3) achieved stair climbing (ascending a
minimum of 4 steps without use of a railing) (BM). This
classification offers a probabilistic approach for predicting the
future phenotype of individual patients with COL6-RD from
an early age, thus resulting in improved anticipatory care and
clinical trial readiness.

Previous studies of patients with COL6-RD had categorized
patient phenotypes on the basis of motor function features
such as LoA or the achievement of running or jumping;
however, none of those proposed phenotypic classifications
allowed accurate phenotypic identification from an early age.
In contrast, this proposed prospective phenotypic dassifica-
tion for COL6-RDs should enable clinicians to predict a pa-
tient’s future COL6-RD phenotype from the first years of life.
We suggest that our proposed phenotypic classification may
be as definitive and relevant from a dinical research per-
spective as the phenotypic classification of patients with spinal
muscular atrophy.* This study adds to prior studies of COL6-
RDs in demonstrating that the early maximal motor function
achieved correlates with both motor function and pulmonary
function long term. We believe that this classification will help
clinicians in providing a more accurate prognosis of future
motor function and pulmonary function, thus enabling opti-
mized anticipatory clinical care. This proposed COL6-RD
classification will also aid in the design of clinical trials by
enabling the phenotypic stratification of clinical trial cohorts
in patients with COL6-RD from an early age. Given the goal
of making the therapeutic strategies currently in development
available to patients with COL6-RD during the first years of
life, the accurate prediction of phenotypic subtype from an
early age will improve the clinical trial readiness of young
patients with COL6-RD.
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5.2 ESTUDIO 2: EFECTO A CORTO Y LARGO PLAZO DEL
TRATAMIENTO CON PIRIDOSTIGMINA EN PACIENTES CON
DISTROFIA MUSCULAR POR ALTERACIONES EN GMPPB

En este estudio se evalu6 la respuesta al tratamiento con piridostigmina en 3
hermanos de 19 afios, 15 afios y 10 afios con la variante (NM_013334.3): ¢.553C > T;
p.Arg185Cys en homocigosis. Presentaban un cuadro clinico con caracteristicas tanto
de distrofia muscular de cinturas como de sindrome miasténico congénito. Las
manifestaciones clinicas fueron similares en los 3 hermanos, caracterizadas por la
debilidad muscular progresiva y fluctuante, con fatigabilidad asociada. El patrén de
debilidad mostraba una debilidad prominente en los musculos proximales de las
extremidades y que no afectaba los musculos faciales, oculares ni bulbares, ademas de
presentar cataratas y discapacidad intelectual leve (Figura 10). Los primeros sintomas
aparecieron entre los 5 y los 7 afios, siendo los mas llamativos la dificultad para
levantarse del suelo y una imposibilidad para caminar largas distancias. La CK estaba
elevada en los tres casos, oscilando entre 800 y 3000 Ul/l y en la resonancia cerebral
se objetivd una hipoplasia leve del cerebelo con folias prominentes, aunque sin
encontrarse signos cerebelosos en el examen clinico. En la resonancia magnética
muscular se observé una marcada infiltracion de grasa en los musculos paravertebrales
y mas leve en los musculos semitendinoso y sartorio (Figura 11). Los 2 hermanos mas
mayores tenian una escoliosis grave, con angulos de Cobb de 85°y 100° alos 16y 12
anos, respectivamente (Figura 12). En la biopsia muscular se observé un patrén
distrofico y una reduccion del a-distroglicano (Figura 13). En los estudios
neurofisioldgicos se detect6 una disminucion patolégica del 25% en el musculo abductor

del mefique tras la estimulacion repetitiva a 3 Hz.
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Figura 10. Caracteristicas clinicas y radiolégicas en pacientes con distrofia muscular por GMPPB.
Se observo debilidad muscular proximal en los tres pacientes. Se muestra en los pacientes 1 (A) y 2 (B) la
deformidad del tronco secundaria a la debilidad axial. No se observa ptosis ni oftalmoplejia en ninguno de
los tres pacientes. Se observé una hipoplasia leve del cerebelo con folia prominente en los pacientes 1y 2

(D, E).
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Figura 11. Radiografias de columna en pacientes con CMS relacionado con GMPPB. Se observo
escoliosis en los pacientes 1 (A) y 2 (B), pero no en el paciente 3 (C y D). El angulo de Cobb del paciente 1
fue de 185° a los 16 afios (A) y el del paciente 2 fue de 100° a los 12 afios (B). En las radiografias realizadas

alos 6y alos 10 afios en el paciente 3 no se observé escoliosis (C, D).
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Figura 12. Caracteristicas de la resonancia magnética muscular en el paciente 2 a los 12 afios. En
los cortes axiales en secuencias T1 se observa (A) una marcada infiltracion grasa en los musculos
paravertebrales (flechas) y (C) una leve infiltracion grasa en los musculos semitendinoso (flechas largas y

delgadas) y sartorio (flechas discontinuas). Todos los demas musculos estan preservados.
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Figura 13. Biopsia muscular del paciente 2. Se observa un patrén distréfico en las tinciones de
hematoxilina-eosina (A) y tricromico de Gomori (B). Se muestra necrosis con fagocitosis en la tincion de
Gomori (*). B-distroglicano estaba levemente reducido en el paciente (D) en comparacion con el control (C),
y o-distroglucano estaba muy reducido (E: control; F: paciente 2). (G) El western blot de a-DG (05-298.
Clone VIA4. Millipore) se realizé utilizando cuarenta microgramos del homogeneizado de la biopsia
muscular del paciente, asi como un control muscular. La cantidad de a-DG se normalizé con desmina (NCL-
DES-DERII. Leica) y muestra que la cantidad de proteina es comparable entre el sujeto y el control. El
analisis de inmunoblot muestra una banda ancha a 156 Kda correspondiente a a-DG en el control, siendo

claramente menor en el paciente 2.
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El tratamiento con piridostigmina se inicid a los 16 afios en el paciente 1, a los
12 en el paciente 2 y a los 6 en el paciente 3. Se prescribié una dosis total de 120 mg
tres veces al dia a cada uno de ellos. Se agregd salbutamol cuatro meses después de
iniciar la piridostigmina, con una dosis de 2 mg tres veces al dia (un total de 6 mg/dia).
No se observaron efectos adversos, pero se retir6 8 meses después porque los

pacientes no reportaron un aumento en la mejoria clinica.

Evaluacién antes del inicio del tratamiento

Se detectaron dificultades para caminar en los tres pacientes, con una prueba
de marcha de 6 minutos (6MWT) que oscil6é entre 17 y 100 m. Los pacientes tardaron
entre 13 y 40 segundos en correr 10 metros. Las puntuaciones de NSAA estuvieron
entre 9 y 15. Ninguno de los pacientes fue capaz de subir escaleras sin agarrarse a la
barandilla y solo P2 y P3 pudieron levantarse del suelo. Los detalles sobre todas las

evaluaciones de la funcion motora se muestran en la Tabla 4 y en la Figura 14.
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Figura 14. Funcion motora medida mediante escalas en los pacientes con distrofia muscular por

GMPPB para evaluar su respuesta al tratamiento

Evaluacion a corto plazo (48 horas después del tratamiento):

Todos los pacientes mostraron una marcada mejoria en las escalas de funcién

motora realizadas 48 horas después de iniciar el tratamiento. Se observé al menos un

aumento triple en la 6MWT en los tres pacientes, siendo especialmente notable en el

caso de P3 (de 30 a 370 metros). P1 fue capaz de levantarse del suelo y, de igual

manera, sus dos hermanos disminuyeron significativamente sus tiempos para hacerlo

(Tabla 4). En cuanto a la carrera de 10 metros, los tiempos disminuyeron al menos un

50% en todos los casos. Finalmente, se objetivé un aumento medio de 10 puntos en la

puntuacion de NSAA, que oscilé entre 5 (P1) y 16 (P2) (Figura 14).
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Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
17 m (21") (Unable
0 dias to complete the 0 dias 100 m (1'43") 0 dias 30 m (60")
assessment)
owp | A8homs \;i(t)}?oft (sluf;f)o)n 48 horas 345 m (6)) 48horas 370 m (6))
4 meses 200 m (323") 4 meses 360 m 4 meses 354 m
12 meses  No pudo realizarse 12 meses 383 m 12 meses 306 m
30 meses No pudo realizarse 30 meses 175 m 30 meses 213 m
40 meses 275 m 40 meses 124 m 40 meses 152 m
0 dias 9 0 dias 15 0 dias 10
48 horas 14 48 horas 31 48 horas 20
NSAA 4 meses 13 4 meses 20 4 meses 23
34/34 12 meses  No pudo realizarse 12 meses 27 12 meses 26
30 meses No pudo realizarse 30 meses 12 30 meses 12
40 meses 11 40 meses 8 40 meses 10
0 dias No pudo realizarse 0 dias 12"52 0 dias 32"81
. 48 horas 6"72 48 horas 9” 48 horas 8"50
Tiempo 4 meses 4"49 4 meses 4"75 4 meses 4"39
para 12 meses  No pudo realizarse 12 meses 7"55 12 meses 13"36
levantarse 17"28 apoyado en
deSdf el 30 meses  No pudo realizarse 30 meses unrf Si}llla 30 meses 10"45
suelo
40 meses 7"62 40 meses No p udo 40 meses 14"66
realizarse
0 dias 13" 0 dias 40" 0 dias 20"
48 horas 6"02 48 horas 5"37 48 horas 6"28
Carrera 10 4 meses 6"47 4 meses 8"59 4 meses 7"62
metros 12meses  No pudo realizarse 12 meses 5" 12 meses 7"11
30 meses 14"21 30 meses 9"44 30 meses 9"68
40 meses 9"78 40 meses 13"34 40 meses 12"30
" " 18"22
0 dias 10°25 aggrrado 0 dias 779 aga%'rado 0 dias agarrado
barandilla barandilla .
barandilla
Subir 4 48 horas 3"92 48 horas 3"15 48 horas 3"64
escalones 4 meses 3"49 4 meses 2"15 4 meses 2"99
12 meses  No pudo realizarse 12 meses 4"98 12 meses 5"52
30 meses  No pudo realizarse 30 meses 6"14 30 meses 7"38
40 meses 8"48 40 meses 10"92 40 meses 9"83
0 dias 7"48 0 dias 5"19 0 dias 10"51
48 horas 3"58 48 horas 3"29 48 horas 3"20
Bajar 4 4 meses 3"99 4 meses 2"16 4 meses 3"13
escalones 12 meses  No pudo realizarse 12 meses 3"48 12 meses 5"84
30 meses  No pudo realizarse 30 meses 4"73 30 meses 5"66
40 meses 6"40 40 meses 8"69 40 meses 8"16
0 dias 24% 0 dias 26% 0 dias 81%
Capacidad 12 meses 25% 12 meses 29% 12 meses 85%
vital 30 meses 45% 30 meses 22% 30 meses 83%
forzada 36 meses 42% 36 meses 36% 36 meses 80%
45 meses 44% 45 meses 28% 45 meses 74%

Tabla 4. Resultados de las escalas funcionales motoras en el seguimiento a corto y largo plazo en pacientes

con distrofia muscular por GMPPB tratados con piridostigmina. Los valores de distancia estan en metros.
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6MWT: Prueba de caminata de seis minutos; NSAA: Evaluacion Ambulatoria North Star; 10 mrun: Carrera

de 10 metros.

Evaluaciones a largo plazo:

Las puntuaciones de las escalas funcionales motoras se mantuvieron estables
después de 4 y 12 meses de tratamiento, con resultados relativamente similares a los
de la evaluacion a corto plazo. En las evaluaciones de 30 y 40 meses, en contraste, se
detectd una disminucion moderada en dos de los tres hermanos (P2, P3). Sin embargo,
las puntuaciones de todos ellos seguian siendo significativamente mejores que las
encontradas antes del inicio del tratamiento (Figura 14). Ademas, cabe mencionar que
P1 y P2 se sometieron a cirugia de escoliosis en el mes 22 después del inicio del
tratamiento, a los 17 y 13 afos, respectivamente. En comparacién con sus hermanos,
llama la atencién que P3 tiene 10 afios y no ha desarrollado escoliosis. Las evaluaciones
de P1 se realizaron solo parcialmente en el mes 12 y el mes 30 debido al dolor
relacionado con la escoliosis y la intervencién quirargica, respectivamente. A pesar del
tratamiento con piridostigmina, se detectd un cierto grado de fatigabilidad en los tres
pacientes durante el examen mas reciente realizado 40 meses después del inicio del
tratamiento. Ninguno de los tres hermanos pudo mantener los brazos levantados
durante mas de 25 segundos cuando se les pidi6 realizar la maniobra de abduccion
sostenida de los brazos a 90° mientras estaban sentados (P1: 20 s; P2 y P3: 25 s).
Ademas, los tres pacientes mostraron una disminucion significativa en la velocidad de
marcha a lo largo de la 6MWT (0,71 m/s en el primer minuto vs 0,44 m/s en el intervalo

de 2-6 min).

Funcion pulmonar

La capacidad vital forzada del paciente 1 mejor6 desde el momento antes de

iniciar tratamiento hasta la espirometria que se hizo a los 45 meses de tratamiento,
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mientras que se mantuvo relativamente estable en los pacientes 2 y 3 (Tabla 4). No se
realizaron pruebas de espirometria en los primeros 12 meses después del inicio de la
piridostigmina, por lo que no se pudieron evaluar los cambios a corto plazo en la funcion

pulmonar.
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Abstract

GMPPB mutations cause congenital myasthenic syndromes (CMS) overlapping with muscular dystrophy. Treatment with pyridostigmine
has been reported to be effective in those patients. Nevertheless, results of functional motor assessments to determine its precise impact on
the short and long term were not available. We describe the response to treatment with pyridostigmine in three siblings with GMPPB-related
CMS using functional motor scales performed regularly over a period of 40 months. The beneficial effect of the treatment was outstanding
within the first hours, with all the scales showing a dramatic increase in only two days. This remarkable improvement remained steady during
12 months but a moderate decrease was subsequently detected in two of the three patients. Despite this decline in the scores of the scales
at the end of follow up, the functional motor status of the patients was still significantly better than it was before starting treatment. The
introduction of pyridostigmine at an early age of the disease in one of the patients, before the onset of scoliosis, may have had a protective
effect on it.
© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

PR, 1

Key ds: C ot o q pathy;
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dystrophy; Gmppb; Pyridostigmine; Motor functional scales.

1. Introduction

Congenital myasthenic syndromes (CMS) consist of a
heterogeneous group of disorders due to mutations in genes
involved in the signal transmission of the neuromuscular
junction [1,2]. Different genes encoding proteins involved
in glycosylation have been identified causing CMSs [3,4].
GMPPB is one of them, since it encodes the enzyme GDP-

* Corresponding authors.
E-mail address: dnatera@sjdhospitalbarcelona.org (D. Natera-de Benito).
! Both authors have equal contribution

https://doi.org/10.1016/j.nmd.2020.07.009
0960-8966/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

mannose pyrophosphorylase B that catalyses the conversion
of mannose-1-phosphate and GTP to GDP-mannose [4],
essential for the glycosylation of key proteins involved in the
neuromuscular junction development and function. Mutations
in GMPPB have been described causing a broad phenotypic
spectrum, with phenotypes ranging from CMS with associated
muscular dystrophy to LGMD (LGMD R19 GMPPB-related)
[4,5], and including rhabdomyolysis [6].

GMPPB is an important enzyme for both O-glycosylation,
affecting glycosylation of alpha-dystroglycan («-DG),
and N-glycosylation, involving beta-dystroglycan (B8-DG)
[7]. Interestingly, N-glycosylation is essential for the
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acetylcholine receptor (AChR) to function properly. During
N-glycosylation, carbohydrate moieties are distributed
through the four subunits of AChR, especially on the y
and & subunits [8]. This is essential for the correct folding
of acetylcholine receptor subunits, the appropriate assembly
of the pentameric complex and, subsequently, the accurate
development and maintenance of the endplate [9]. Therefore,
mutations in GMPPB will give rise to a signal transmission
impairment at the neuromuscular junction.

Patients with GMPPB-related CMS have prominent limb-
girdle weakness with minimal or absent craniobulbar
manifestations [10]. Patients are responsive to
acetylcholinesterase inhibitors alone or combined with
3,4-diaminopyridine and/or salbutamol [11]. Belaya et al.
reported eight patients with GMPPB-dystroglycanopathies
and myasthenic component that benefited from pyridostigmine
treatment; three of them with pyridostigmine plus
salbutamol and one with pyridostigmine, salbutamol and
3,4-diaminopyrimidine [12]. An improvement in strength,
particularly in proximal muscles, and exercise tolerance
was observed. Luo et al. reported other three patients with

GMPPB-LGMD overlapping CMS with total and partial
response to pyridostigmine for the myasthenic component
[5].

Standardized motor assessments measuring the impact of
the treatment with pyridostigmine have not been previously
published. We describe the early and long-term response to
treatment with pyridostigmine in three patients with GMPPB-
related CMS using functional motor scales. Pulmonary
function tests data are also included.

2. Material and methods

This is a prospective study to determine the clinical
response to pyridostigmine in three patients with GMPPB-
related CMS. Early and long-term effect was assessed over a
period of 40 months through periodical physical examinations,
including two validated functional motor scales: Six-minute
walking test (6 MWT) and North Star Ambulatory Assessment
(NSAA). Patients were evaluated at baseline pre-treatment (0
day), 48 h after anticholinesterase onset (early term) and at
4, 12, 30 and 40-month follow-up (long term).

Fig. 1. Clinical and radiological features in patients with GMPPB-related CMS.

Proximal muscle weakness was observed in the three patients. Note in P1 (A) and P2 (B) the trunk deformity secondary to axial weakness. Ptosis or
ophthalmoplegia are not observed in any of the three patients. A mild cerebellum hypoplasia with prominent folia was noted in patients 1 and 2 (D, E).
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Fig. 2. Spine radiographies in patients with GMPPB-related CMS. Scoliosis was observed in patients 1 (A) and 2 (B) but not in patient 3 (C and D). Cobb
angles of 85° at 16 years and 100° at 12 years were found in patient 1 (A) and 2 (B), respectively. Note the straight spine of patient 3 at the ages of 6 and

10 years (C, D).

2.1. Patients

Three siblings aged 19 (P1, male), 15 (P2, female)
and 10 years old (P3, male) with a GMPPB-related CMS
due to the previously described homozygous mutation
(NM_013334.3): ¢.553C > T; p.Argl85Cys were followed
up in our Neuromuscular Unit. Clinical manifestations were
homogeneous in the 3 siblings, characterized by the presence
of progressive and fluctuating fatigable muscle weakness
(prominent in proximal limb muscles and sparing facial,
eye and bulbar muscles), cataracts, and mild intellectual
disability (Fig. 1). Presentation was at 5-7 years and included
difficulties in rising from the floor and limited march
tolerance, improving with rest. High creatine phosphokinase
(CPK) was detected in all the three cases, ranging
between 800 and 3000 UI/l. Mild cerebellum hypoplasia
with prominent folia was noted through cerebral magnetic
resonance imaging (MRI) in P1 and P2 (Fig. 1), although
cerebellar signs were not found on clinical examination.
T1-weighted sequences of muscle MRI in P2 showed a

marked fat infiltration in paravertebral muscles, and milder
in semitendinosus and sartorius muscles (Fig. 2). Scoliosis
was observed in P1 and P2, with Cobb angles of 85° and
100° at 16 and 12 years, respectively, but not in P3 (Fig. 3).

A muscular biopsy was performed in P1, showing a
dystrophic pattern and reduced immunolabeling of alpha-
dystroglycan (¢-DG). Reduction of «-DG was also detected
in immunoblotting (Fig. 4). A pathological decrement of 25%
was detected in P1 after repetitive nerve stimulation studies
at 3Hz in abductor digiti minimi muscle.

2.2. Treatment

Pyridostigmine was started at the age of 16 in P1, 12 in
P2, and 6 in P3. A total of 120mg three times a day was
prescribed in each one of them. Salbutamol was added four
months after pyridostigmine was initiated, with a dose of 2 mg
three times a day (total of 6mg / day). Adverse effects were
not observed, but it was withdrawn 8 months later because
patients did not report an increase in clinical improvement
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Fig. 3. Muscle MRI features in patient 2 at 12 years old. Axial views in T1-weighted sequences show (A) a marked fatty infiltration in paravertebral muscles
(arrows) and (C) a mild fatty infiltration in semitendinosus (thin long arrows) and sartorius muscles (discontinuous arrows). In contrast, all the other muscles

are spared.

with respect to what they previously obtained with the onset
of pyridostigmine.

2.3. Motor function assessments

Motor functional scales widely used in muscular
dystrophies were selected to assess the response to treatment:
Six-minute walking test (6MWT) and North Star Ambulatory
Assessment (NSAA). 6MWT has been used to assess
the ambulatory capacity and functional progression in
various neuromuscular diseases [12—15], mostly in Duchenne
muscular dystrophy [16] but also in congenital myasthenic
syndromes [17,18]. The NSAA is a scale designed for
Duchenne muscular dystrophy, but it is also used for other
neuromuscular conditions, and it consists of 17 items, where
item 1 corresponds to standing and item 17 to running
[19-21]. Each item can be scored as follows: 0 = Unable
to achieve independently; 1 = Modified method but without
any physical assistance; 2 = Able to achieve without any
assistance. The final score can range from 0, if the patient fails
in all the activities, to 34, if all the activities are achieved [22].
The NSAA also allows to measure some timed items such as
10 metres run (10 mrun) and time to rise from the floor.
The four stair-climb test (4SC), used in other neuromuscular
diseases [23], was also included in the assessment of these
patients.

Patients were evaluated at baseline pre-treatment (0 day),
48 h after anticholinesterase onset (early term) and at 4, 12,
30 and 40 months (long term). Assessments were performed

in the same location in order to minimize the measurement
variability and they were carried out by the same team of
physiotherapists, who have a wide experience in the use of
functional scales in patients with neuromuscular disorders.

2.4. Pulmonary function tests

Spirometry techniques were performed according to
international standards [24]. Forced vital capacity (FVC)
measurements (expressed as percent predicted) were captured
at baseline pre-treatment (0 day) and at 12, 30, 36 and 45
months.

3. Results
3.1. Baseline

Difficulties for walking were detected in all three patients,
with 6MWT ranging from 17 to 100 m. Patients took between
13 and 40 s in 10 mrun. NSAA scores were between 9 and
15. None of the patients were able to climb stairs without
handling into the railing and only P2 and P3 were able to
rise from the floor. Details regarding all the motor function
assessment are shown in Table 1 and Fig. 5.

Early-term assessment (48 h after treatment): All patients
showed a marked improvement in functional motor scales
performed 48 h after the treatment was initiated. At least
a threefold increase in 6MWT was observed in the three
patients, being particularly striking in the case of P3 (from
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Fig. 4. Muscle biopsy in patient 2. A dystrophic pattern is observed in hematoxylin-eosin (A) and modified Gomori trichrome stains (B). Note the myonecrosis
with phagocitosis in Gomori stain (*). While g-dystroglycan immunostaining was mildly reduced in patient 2 (D) compared to control (C), a severe reduction
was observed in «-dystroglycan immunolabeling (E: control; F: patient 2). (G) Western Blotting of a-DG (05-298. Clone VIA4. Millipore) was performed
using forty micrograms of the patient muscle biopsy homogenate as well as a muscle control. The amount of @-DG was normalized with desmin (NCL-DES-
DERIL. Leica), and it indicates that the amount of protein is comparable between the subject and control. Immunoblot analysis shows a broad band at 156 Kda

corresponding to @-DG in control, being clearly lower expressed in patient 2.

30 m to 370 m). P1 was able to rise from floor and, in
the same way, their two siblings significantly decreased their
times to do it (Table 1). Regarding 10mrun, times decreased
at least 50% in all the cases. Finally, a mean increase of 10
points in NSAA score was objectified, ranging from 5 (P1)
to 16 (P2) (Fig. 5).

Long-term assessments: Scores of the functional
assessments remained stable after 4 and 12 months of
treatment, with relatively similar results compared with
those of the early-term assessment. At 30 and 40-month
assessments, in contrast, a moderate decline was detected in
two of the three siblings (P2, P3). Nevertheless, the scores
of all of them were still significantly better than those found
before treatment onset (Fig. 5). In addition, it is worth
mentioning that P1 and P2 underwent scoliosis surgery at
month 22 after treatment onset, at 17 and 13 years old,
respectively. Interestingly, P3 is 10 years old and he has
not developed scoliosis. Assessments of P1 were only partly

carried out at month 12 and month 30 due to pain related to
scoliosis and surgical intervention, respectively.

In spite of the treatment with pyridostigmine, a certain
degree of fatigability was still detected in the three patients
during most recent exam performed at 40 months after the
onset of treatment. Neither of the three siblings was able to
hold their arms up for more than 25 s when we asked them
the maneuver of sustained abduction of the arms to 90° while
sitting (P1: 20 s; P2 and P3: 25 s). In addition, the three
patients exhibited a significant decline in walking speed along
the 6GMWT (0.71 m/s in the first minute vs 0.44 m/s in 2-6 min
interval).

3.2. Pulmonary function

FVC of patient 1 improved from baseline to spirometry at
45 months of treatment, while it remained relatively stable
in patients 2 and 3 (Table 1). No spirometry tests were
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Table 1
Data obtained in the scales evaluated at early and long term follow up in patients with GMPPB-CMS treated with pyridc Values of di are in
metres. 6MWT: Six-minute walk test; NSAA: North Star Ambulatory Assessment; 10 mrun: 10 metres run.
Patient 1 Patient 2 Patient 3
0 days 17m (21”) (Unable 0 days 100m (1'43") 0 days 30m (60”)
to complete the
assessment)
6MWT 48 h 100m (1'42") 48 h 345m (6') 48 h 370m (6')
without support
4 months 200m (3'23") 4 months 360 m 4 months 354 m
12 months Unable to perform 12 months 383 m 12 months 306 m
30 months Unable to perform 30 months 175 m 30 months 213 m
40 months 275 m 40 months 124 m 40 months 152 m
NSAA 34/34 0 days 9 0 days 15 0 days 10
48 h 14 48 h 31 48 h 20
4 months 13 4 months 20 4 months 23
12 months Unable to perform 12 months 27 12 months 26
30 months Unable to perform 30 months 12 30 months 12
40 months 11 40 months 8 40 months 10
Timed rise from 0 days Unable to perform 0 days 12”52 0 days 32"81
floor 48 h 6”72 48 h 9" 48 h 8”50
4 months 4"49 4 months 4"75 4 months 4"39
12 months Unable to perform 12 months 7"55 12 months 13”36
30 months Unable to perform 30 months 1728 supported 30 months 10745
on chair
40 months 7"62 40 months Unable to 40 months 14766
perform
10mrun 0 days 13" 0 days 40" 0 days 20"
48 h 6702 48 h 5"37 48 h 628
4 months 6”47 4 months 8”59 4 months 7762
12 months Unable to perform 12 months 5" 12 months 71
30 months 14721 30 months 9744 30 months 9768
40 months 9"78 40 months 13”34 40 months 1230
Ascend 4 steps 0 days 10”25 aided with 0 days 7"79 aided with 0 days 18”22 aided with
railing railing railing
48 h 3"92 48 h 3”15 48 h 3764
4 months 349 4 months 2"15 4 months 2"99
12 months Unable to perform 12 months 4798 12 months 5”52
30 months Unable to perform 30 months 6"14 30 months 7"38
40 months 8”48 40 months 10792 40 months 9”83
Descend 4 steps 0 days 7748 0 days 5”19 0 days 10”51
48 h 3”58 48 h 3"29 48 h 3720
4 months 3”99 4 months 2"16 4 months 3”13
12 months Unable to perform 12 months 3748 12 months 5”84
30 months Unable to perform 30 months 4"73 30 months 5766
40 months 6"40 40 months 8769 40 months 8”16
Forced vital 0 days 24% 0 days 26% 0 days 81%
capacity 12 months 25% 12 months 29% 12 months 85%
30 months 45% 30 months 22% 30 months 83%
36 months 42% 36 months 36% 36 months 80%
45 months 44% 45 months 28% 45 months 74%

performed in the first 12 months after the pyridostigmine
onset, and therefore early-term changes in pulmonary function
could not be assessed.

4. Discussion

Pyridostigmine has been proposed as a beneficial treatment
in patients with GMPPB-related CMS and overlapping

phenotypes. In treatable rare diseases like this, the need
to objectively and quantitatively assess the response to
pharmacological treatments is increasingly required. Here, we
measured the impact of this treatment in three patients using
recognized motor functional scales. The response to treatment
was outstanding within the first hours, with all the scores of
the scales showing a dramatic increase in only two days.
This remarkable improvement remained steady during 12
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Fig. 5. Motor function assessment in patients with GMPPB-CMS.

months but a moderate decrease was subsequently detected.
Despite this decline in the scores of the scales at the end of
follow up, the functional motor status of the patients was still
significantly better than it was before starting treatment.
Intrinsic conditions such as the degenerative nature of
GMPPB-CMS could explain this functional motor decline
after 12 months of treatment. We hypothesize that it may be
partially associated with the natural history of the dystrophic
condition. In our cohort of patients, not only this intrinsic
factor may affect the results. Extrinsic factors such as scoliosis
and its surgical complications must also be taken into account
in the progression of the disease, since they affected the
clinical follow-up and functionality of the patients to a greater
or lesser extent. Scoliosis is a relevant factor to be considered
in terms of disease progression. In our cohort, the introduction
of pyridostigmine at an early age of the disease in the patient
3, before the scoliosis onset, seems to have had a protective
effect on it. Patient 2 already showed a severe scoliosis when
she was 12 years old, almost the same age than patient 3
at last follow up, showing that progression of scoliosis in
patient 3 has been slower than those observed in their siblings.
Of note, even in those older patients, or those patients in
whom fatty infiltration is observed in some muscles by MRI,
like patients 1 and 2, the treatment with pyridostigmine
conferred a clear benefit in terms of motor function. This

finding highlights the importance of considering this treatable
entity in all unsolved patients with muscular dystrophy, given
that CMS due to GMPPB mutations may frequently remain
undiagnosed due to its frequent presentation with a muscular
dystrophy phenotype with no demonstrable effect on the
neuromuscular junction [11].

According to our results and even taking into account the
heterogenic clinical presentation of GMPPB-related disorders,
we consider acetylcholine inhibitors as the first therapeutic
option in patients harbouring GMPPB mutations mainly
from early stages of the disease, including those cases in
which fatigability is not clearly observed. Fatigability could
be presented overlapping with other symptoms and is not
always easy to be objectified [25]. Use of other treatments
including salbutamol and 3,4-diaminopyrimidine may also be
considered as a complementary treatment [26].

Implementation of scales focused on health-related quality
of life and activities of daily living may be considered in the
future to measure the response to treatment.

5. Conclusion
Our study advances our knowledge about the impact of

the treatment with pyridostigmine in patients with GMPPB-
related CMS. An outstanding response to treatment was
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observed in all the patients in a few hours and within the first
year. Nonetheless, a decrease in the functional motor scales
one year after the onset of treatment was detected. It suggests
that, in spite of the beneficial response to cholinesterase
inhibitors, the progressive course associated to the dystrophic
component of the condition persists. This highlights the need
for further prospective studies focusing on validation of our
results.

Acknowledgements

We are indebted to the “Biobanc de I’Hospital Infantil
Sant Joan de Déu per a la Investigaci6” integrated in the
Spanish Biobank Network of ISCIII for the sample and data
procurement.

The authors warmly thank the members of the reported

family for their participation in this study.

Funding statements

Daniel Natera-de Benito was partially supported by
Instituto de Salud Carlos III, Rio Hortega Grant CM17/00054.

Pia Gallano and Lidia Gonzalez work were supported by
a grant PI 15/01898 from Instituto de Salud Carlos III and a
grant from Mutua Madrilefia.

This work was supported in part by grants from
Spanish Instituto de Salud Carlos IIT (ISCIII) (grant number
PI19/00122 for CIM), and European Regional Development
Fund (ERDF), “A way to achieve Europe.

References

[1] Vanhaesebrouck AE, Beeson D. The congenital myasthenic synd
expanding genetic and phenotypic spectrums and refining treatment
strategies. Curr Opin Neurol 2019;32:696-703.

[2] Engel AG, Shen XM, Selcen D, Sine SM. Congenital myasthenic
syndromes: pathogenesis, diagnosis, and treatment. Lancet Neurol
2015;14:420-34.

[3] Houlden H. Defective N-linked protein glycosylation pathway in
congenital myasthenic syndromes. Brain 2013;136:692-5.

[4] Carss KJ, Stevens E, Foley AR, Cirak S, Riemersma M, Torelli S,
et al. Mutations in GDP-mannose pyrophosphorylase B cause congenital
and limb-girdle muscular dystrophies associated with hypoglycosylation
of a-dystroglycan. Am J Hum Genet 2013;93:29-41.

[5] Luo S, Cai S, Maxwell S, Yue D, Zhu W, Qiao K, et al. Novel
mutations in the C-terminal region of GMPPB causing limb-girdle
muscular dystrophy overlapping with congenital myasthenic syndrome.
Neuromuscul Disord 2017;27:557-64.

[6] Cabrera-Serrano M, Ghaoui R, Ravenscroft G, Johnsen R, Davis M,
Corbett A, et al. Expanding the phenotype of GMPPB mutations. Brain
2015;138:836—44.

[7] Sarkozy A, Torelli S, Mein R, Henderson M, Phadke R, Feng L,
et al. Mobility shift of beta-dystroglycan as a marker of GMPPB
gene-related muscular dystrophy. J Neurol Neurosurg Psychiatry
2018;89:762-8.

[8] Nomoto H, Takahashi N, Nagaki Y, Endo S, Arata Y, Hayashi K.
Carbohydrate structures of acetylcholine receptor from Torpedo
californica and distribution of oligosaccharides among the subunits. Eur
J Biochem 1986;157:233-42.

[9] Rickert KW, Imperiali B. Analysis of the conserved glycosylation site in
the nicotinic acetylcholine receptor: potential roles in complex assembly.
Chem Biol 1995;2:751-9.

[10] Rodriguez Cruz P, Palace J, Beeson D. The Neuromuscular Junction
and Wide Heterogeneity of Congenital Myasthenic Syndromes. Int J
Mol Sci 2018;19:1677.

[11] Belaya K, Rodriguez Cruz PM, Liu WW, Maxwell S, McGowan S,
Farrugia M, et al. Mutations in GMPPB cause congenital myasthenic
syndrome and bridge myasthenic disorders with dystroglycanopathies.
Brain 2015;138:2493-504.

[12] Lammers A, Hislop A, Flynn Y, Haworth S. The 6-minute walk test:
normal values for children of 4-11 years of age. Arch Dis Child
2008:93:464-8.

[13] Kierkegaard M, Tollbiick A. Reliability and feasibility of the six-minute
walk test in subjects with myotonic dystrophy. Neuromuscul Disord
2007;17:943-9.

[14] Wokke J, Escolar D, Pestronk A, Jaffe K, Carter G, van den Berg L,
et al. Clinical features of late-onset Pompe disease: a prospective cohort
study. Muscle Nerve 2008;38:1236-45.

[15] Burke G, Hiscock A, Klein A, Niks E, Main M, Manzur A,
et al. Salb ol benefits children with congenital my ic syndrome
due to DOK7 mutations. Neuromuscul Disord 2013;23:170-5.

[16] McDonald CM, Henricson EK, Han JJ, Ted Abresch RT, Nicorici A,
Elfring GL, et al. The 6-minute walk test as a new outcome measure
in Duchenne muscular dystrophy. Muscle Nerve 2010;41:500-10.

[17] Lorenzoni PJ, Scola RH, Kay CSK, Filla L, Miranda A, Pinheiro J,
et al. Salbutamol therapy in congenital henic synd; due to
DOK?7 mutation. J Neurol Sci 2013;331:155-7.

[18] Witherspoon JW, Vasavada RP, Waite MR, Shelton M, Chrismer I,
Wakim P, et al. 6-minute walk test as a measure of disease
progression and fatigability in a cohort of individuals with RYR1-related
myopathies. Orphanet J Rare Dis 2018;13:105.

[19] Eagle M, Scott E, Main M. G.P.1.08 Steroids in Duchenne muscular
dystrophy (DMD): natural history and clinical evaluation using the
North Star Ambulatory Assessment (NSAA). Neuromuscul Disord
2007;17:774.

[20] Mazzone ES, Messina S, Vasco G, Main M, Eagle M, DAmico A,
et al. Reliability of the North Star Ambulatory Assessment in a
multicentric setting. Neuromuscul Disord 2009;19:458-61.

[21] Ricotti V, Ridout DA, Pane M, Main M, Mayhew A, Mercuri E,
et al. The NorthStar Ambulatory A in Duch 1
dystrophy: considerations for the design of clinical trials. J Neurol
Neurosurg Psychiatry 2016;87:149-55.

[22] Messina S, Vita GL, Sframeli M, Mondello S, Mazzone E, DAmico A,
et al. Health-related quality of life and functional changes in
DMD: a 12-month longitudinal cohort study. Neuromuscul Disord
2016:26:189-96.

[23] Bushby K, Connor E. Clinical outcome measures for trials in Duchenne
muscular dystrophy: report from International Working Group meetings.
Clin Investig (London) 2011;1:1217-35.

[24] Miller MR, Hankinson J, Brusasco V, Burgos F, Casaburi R, Coates A,
et al. Standardisation of spirometry. Eur Respir J 2005;26:319-38.

[25] Rodriguez Cruz PM, Belaya K, Basiri K, Sedghi M, Ferrugia ME,
Holton J, et al. Clinical features of the myasthenic syndrome
arising from mutations in GMPPB. J Neurol Neurosurg Psychiatry
2016:87:802-9.

[26] Thompson R, Bonne G, Missier P, Lochmiiller H. Targeted therapies for

genital henic synd; : sy ic review and steps towards
a treatabolome. Emerg Top Life Sci 2019;3:19-37.




RESULTADOS

5.3 ESTUDIO 3: VARIANTES EN DTNA CAUSAN UNA DISTROFIA
MUSCULAR DOMINANTE RELATIVAMENTE LEVE

Se incluyeron en este estudio 4 familias con individuos con variantes en

heterocigosis simple en DTNA.

5.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

La mayoria de los pacientes presentaban mialgias e intolerancia al ejercicio

(10/12), con una edad de inicio variable, que fue desde la infancia temprana hasta la
cuarta década de la vida. No se detecto debilidad muscular en ningun paciente de la
familia A, pero se identificé una debilidad proximal de las extremidades inferiores (Escala
MRC: 4/5) en tres de los pacientes de las familias B y C. Los pacientes de las familias
Ay C referian calambres musculares asociados con la actividad fisica. No se identifico
miotonia en ningun paciente, ni tampoco hipertrofia de gemelos. Se detectdé una
elevacion persistente de CK sérica en 11 de los 12 pacientes de las cuatro familias
(Tabla 5). El paciente A.lll.1 tuvo un episodio de rabdomidlisis con un pico de CK sérica
de 87.800 UI/L a los 20 afios. Dos pacientes (B.111.3 y D.111.2) fueron diagnosticados con
trastorno del espectro autista, y otros dos (B.l.1 y C.Il.1) presentaron problemas de
neurodesarrollo mas leves; los cuatro individuos portaban la delecion ¢.1567_1587 en
DTNA; no se realizaron resonancias magnéticas cerebrales en ninguno de estos
pacientes (Tabla 5). En contraste, ninguno de los pacientes de la familia A, con la

variante ¢.1585G > A en DTNA, mostré deterioro cognitivo.
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Pte Fam Sexo Edad CK Debilidad Mialgias  Intol Rabdomiolisi  Biopsia muscular Cognitivo Variante
(UlL) ejercicio s genética
All2 | A H 55 a 1780 No Si Si No Variabilidad tamafio fibras, No c.1585G>A;
nucleos internos, patron p.(Glu529Lys)
intermiofibrilar irregular,
discrete aumento tejido
conectivo en endomisio y/o
perimisio
All4 | A M 51a 150- No Si Si No No realizada No c.1585G>A;
200 p.(Glu529Lys)
All7 | A M 49 a 380 No Si Si No Variabilidad tamafio fibras, No c.1585G>A;
nucleos internos, patron p.(Glu529Lys)
intermiofibrilar irregular,
discrete aumento tejido
conectivo en endomisio y/o
perimisio
AlllL1 | A H 24 a 830- No Si Si Si Variabilidad tamafio fibras, No c.1585G>A,;
1590 nucleos internos, patron p.(Glu529Lys)
intermiofibrilar irregular,
discrete aumento tejido
conectivo en endomisio y/o
perimisio
AlllL.2 | A M 18 a 490- No Si Si No Variabilidad tamafio fibras, No c.1585G>A;
3990 nucleos internos, patron p.(Glu529Lys)
intermiofibrilar irregular,
discrete aumento tejido
conectivo en endomisio y/o
perimisio
B.l1 | B H 70 a elevad No No No Desconocid No realizada Retraso c.1567-1587;
as o] aprendizaj  p.(523-529del7)
e
B.ll.4 | B H 40 a elevad No Si No Desconocid Nucleos internos y areas No c.1567-1587;
as o focales de inflamacion. Atrofia p.(523-529del7)
de fibras leve-moderada sin
regenerativas. Se interpret
inicialmente como psible
miositis
B.l.1 | B H 8a 3000- Si Si Si Desconocid No realizada Desconoci  ¢.1567-1587;
3500 o do p.(523-529del7)
B.II.3 | B H 16 a 4000- Si (debut Si Si No Marcada variabilidad tamafio TEAY c.1567-1587;
6000 8a) fibras, inflamacion parcheada TDAH p.(523-529del7)
endo y perimisial, agregados
focales parcheados en forma
de regeneracion, algunos con
vacuolas. Infiltrado
inflamatorio compuesto por
linfocitos, eosindfilos y
algunos neutrdfilos, localizado
en fibras y vasos sanguineos
Cl.1|C H 12a 8000 Si (hip Si Si No Cambios miopaticos Trastorno c.1567-1587;
adduction incluyendo nucleos internos y aprendizaj  p.(523-529del7)
and hip predominio de fibras tipo 1 e
extension
4+/5)
D.I.3 | D H 43 a 388 No No No Desconocid No realizada Desconoci  ¢.1567-1587;
o do p.(523-529del7)
D.ll.2 | D H 8a 2500- No Si Si No Variabilidad tamarfio de las TEA c.1567-1587;
5100 fibras, nucleos internos, p.(523-529del7)
algunos focos de linfocitos en
endomisio y algunos focos de
miofagocitosis. Pequefios
focos de fibras regenerativas
basofilicas.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas de los pacientes con distrofia por DTNA
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Los estudios de conduccion nerviosa y la electromiografia realizados en los
pacientes A.lIl.4 alos 51 afios y C.11.1 a los 8 afios mostraron velocidades de conduccion
normales y potenciales de unidades motoras de baja amplitud y corta duracion,
compatibles con una afectacion de musculo. No hubo evidencia de un trastorno de la
union neuromuscular, ya que la estimulacion nerviosa repetitiva en musculos distales a
3 y 50 Hz no mostré una respuesta decremental ni incremental, respectivamente. No se
realizd electromiografia de fibra unica. Se detectaron fasciculaciones activas en el
deltoides, biceps, triceps, flexores del antebrazo, vasto lateral, vasto intermedio y
isquiotibiales mediante ultrasonido muscular en el individuo C.1.1 a los 12 afos. Una
prueba de ejercicio de antebrazo isquémico realizada en el individuo A.lll.2 mostrd una
trayectoria normal de los niveles de lactato y amoniaco en plasma durante la prueba.

La resonancia magnética de cuerpo entero del paciente A.lll.2 a los 14 afios
reveld una hiperintensidad de la sefial T1 que sugiere una infiltracién grasa en los
gluteos maximos y en el tensor de la fascia lata, sin signos de edema, mientras que la
resonancia magnética de las extremidades inferiores en el paciente C.II.1 a los 12 afios
mostré un volumen muscular e intensidades de sefial normales. Las evaluaciones
cardiacas con ecocardiografia realizadas en los pacientes A.ll.2, A.lll.1, A.lll.2 y C.I1.1
a los 54, 23, 18 y 12 afos fueron normales. Las transaminasas hepaticas de todos los
pacientes fueron normales, asi como una ecografia abdominal realizada en el individuo
A.lll.2. Una biopsia hepatica realizada en el paciente C.1I.1 a los 8 afios mostré focos
raros de inflamacion lobular y tractos portales con una reaccién ductular minima y sin
evidencia de enfermedad de almacenamiento de glucégeno, lo que sugiere una hepatitis

reactiva leve no especifica.

5.3.2 CARACTERISTICAS GENETICAS
El WES identific6 la variante heterocigota DTNA (MIM*601,239)

[chr18:34,863,985G > A (GRCh38/hg38)] (NM_001390.5; c.1585G > A, p.(Glu529Lys))
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en el paciente A.lll.2, y una delecion heterocigota en marco en DTNA
[chr18:34,863,966—-34,863,986 (GRCh38/hg38)] (NM_001390.5; c¢.1567_1587del,
p.(GIn523_Glu529del)) en los pacientes B.1.1, B.Il.4, B.lI.1, B.111.3, C.I1.1, C.Il.1, D.Il.3 y
D.lll.2. Estas variantes estaban ausentes en las bases de datos poblacionales,
afectaban a residuos altamente conservados de la proteina y se predijo que eran
patogénicas segun los predictores n silico: la variante ¢.1585G > A tiene una puntuacion
CADD de 32 y la variante ¢.1567_1587del una puntuacién CADD de 22.2. No se
identificaron variantes patogénicas en DTNA en el WES realizado en los individuos no
afectados B.1.2, B.Il.1, B.Il.3, C.I.2 y D.lIl.4. La secuenciacion de Sanger confirmé la
presencia de la variante heterocigota ¢.1567_1587del en los cuatro miembros afectados
de la familia B y su ausencia en los miembros no afectados de la familia B.

El andlisis de segregacion realizado mediante secuenciacion de Sanger en los
miembros de la familia A identificd la variante heterocigota ¢.1585G > A en los cinco
miembros afectados de la familia A (A.Il.2, A.ll.4, A.1l.7, Alll.1, Allll.2), mientras que
estaba ausente en los cuatro miembros no afectados que fueron secuenciados (A.ll.1,
A3, A.lL5, All6) (Figura 15). No se identificaron otras variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en DTNA ni en otros genes, excepto la variante monoalélica
POMGNT1 (NM_001243766.1): c.187C > T, p.Arg63* que se encontrd en el individuo
A.lll.2 y en su madre asintomatica (A.Il.1) pero no en su hermano afectado (A.lll.1) nien
otros parientes. No se identificaron variantes patogénicas o probablemente patogénicas
en SGCA, SGCB, SGCG, SGCD ni en ningun otro gen conocido de distrofia muscular

en ninguno de los exomas de los individuos afectados.
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Figura 15. Arboles genealégicos de las 4 familias con variantes en DTNA incluidas en este estudio.
Las flechas indican los probandos, los circulos indican mujeres, los cuadrados indican hombres, los
simbolos oscuros denotan individuos afectados (el color gris indica un fenotipo mas leve), y un signo de
interrogacion en el recuadro indica que el fenotipo no se conoce. Los asteriscos marcan los individuos en

los que se obtuvo ADN vy se realizé segregacion.

5.3.3 ESTUDIOS IN SILICO DE LAS VARIANTES IDENTIFICADAS EN DTNA
Ambas variantes DTNA ¢.1585G > A; p.(Glu529Lys) y ¢.1567_1587del;

p.(GIn523_Glu529del) se encuentran en la segunda hélice del dominio de coiled-coil de
a-distrobrevina. Este dominio de coiled-coil media la interaccion con distrofina, indicando
que la a-distrobrevina actia como un andamio estructural que vincula el DGC con el
citoesqueleto intracelular (Figura 16 a, b). Las herramientas de prediccion estructural
de proteinas sugieren que las variantes introducen cambios sutiles en la estructura
secundaria de la proteina (Figura 16 c, d). Basado en datos de gnomAD, DTNA no es
tolerante a variantes de pérdida de funcion, y MetaDome mostré que las variantes se

ubicaron en una region mayormente intolerante a la variacion genética. La Figura 16 e,
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f muestra la estructura gendmica de DTNA humano y los isoformas comunes,
incluyendo anotaciones de las ubicaciones de las dos variantes encontradas en las

cuatro familias.

76



RESULTADOS

Y
a ‘5‘9‘,&
O A
r\\ze .5/0 g\}{’
N2 oL
e o o
NH;=— EF oz cc | ¥ COOH
: T T T T T T T T T T T T T T :
0 100 200 300 400 500 600 700 743 aa
b ¢ Wild-type
a-dystroglycan e ,‘.‘m‘»""‘w\“\’(‘.‘ e - ‘((
«!‘N ((
c o [
§ Extracellular ‘\MM,\% W‘(} \
{Y]B | [o), g R RVTTRYTPTTLC LA
SPN_ sarcoglycans | & Sarcolemma . |
: 1B a-Dystrobrevin e
@ o Cytoplasm '
o \‘
A Vot e . \ B
. ' dystrophin \ F€m|IyA
a-dystrobrevin Ie, v
COOH 5 \
J 1 \
J F-actin &g‘% \
2 vl N Lys 529
N NH, % \
A% Q \
!
;%vf
d

Helix 2 (coiled-coil
a-Dystrobrevin . ..

Families B, C, D
523_529del

523 529
v v
QPTPEKAQQNPTLLAELRLLRQRKDELEQRMSALQESRRELMVQLEGLMKLL. . . . . KTQ \‘
Family A .. .QPTPEKAQONPTLLAELRLLRORKDELKQRMSALQESRRELMVQLEGLMKLL. . . . . KTQ
Families B,C,D . ..QPTPEKAQQONPTLLAELRLLR. ... ... QRMSALQESRRELMVQLEGLMKLL. . ... KTQ ' 5
1
\|
Dystrophin PEMMPTSPQSPRDAELIAEAKLLRQHKGRLEARMQI LEDHNKQLESQLHRLRQLLEQPQAEAK )
60
\"-‘q;\
e c’é\éevv'
R f
Human DTNA locus TT“'
k1 1a:2 24 B0 BY 61 7B o '9a 10111 {12:12A1131 14 115 116 117 118 118A 119120121 /22 :23 124 { Amino |Isoform
: Isoform [NCBI accession |acids |expressed in:
Human DTNA isoforms
NM_001390.5 743 |B, SkM, CM
1 BIABI BB o —101i2—i13t14h15 161718 —19'20 212223 24 |5 NM 0329754 l636 1B, Sk
21— 2 —BlA BB @Bl o —10 1 12——1516/17 18— 1920 2122 2324 |3 NM_001391.5 570 |B, SkM, CM
4 NM_032978.7 567 |B, SkM, CM
3 415678 9—101112—13-14-15-16-17 18 18A = = -
. . . l . . 5 NM_032979.5 513 [B, SkM, CM
4 ABBABEEE —0—12—15145 161718 184 6 NM 0329804  [391 |B, SkM. CM
s1—2—Bl BB A B o —10 1 12——1511617 18 18A 7 NM_001392.5  [374 |SkM
8 NM_032981 192 |SkM
6 9A-10 — 12— 13— 15-16-17 18 —— 19 -20 21 22 -23-24 =
12 NM_001198940.2 [683 |B, SkM, CM
7i— 2 —Bl BB AR o —wonlia
8 9A'10 — 12
12

— 1511611718 18
1a 2 —BIHELBY B A 81 o —10—12————15-1617-18——19-20 2122 2324

77




DISTROFIAS MUSCULARES: EN BUSCA DE NUEVOS FENOTIPOS

Figura 16. Analisis in silico de las variantes de DTNA encontradas en las cuatro familias incluidas
en nuestra cohorte. (a) Estructura de dominio de a-dystrobrevin (Uniprot: Q9Y4J8) y ubicacién de las
variantes encontradas en las familias A, B, C y D (en rojo), asi como la variante reportada previamente
asociada con miocardiopatia no compactada del ventriculo izquierdo (en negro). (b) Representacion
esquematica parcial del complejo glicoproteico de distrofina (DGC). (c) Estructura 3D modelada de a-
dystrobrevina wild-type con el dominio coiled-coil indicado en salmén. Residuos modelados de individuos
wild-type y afectados indicados en recuadros. Todos los residuos en todas las estructuras 3D fueron
modelados con una confianza superior al 90% utilizando el software Phyre2. (d) Alineacién de secuencia
de parte de los dominios coiled-coil de a-dystrobrevin wild-type y mutado, y distrofina wild-type.
Abreviaturas: EF: EF hand region; ZZ: dominio zinc-binding; CC: coiled-coil. (e) Estructura genémica de
DTNA humano indicando las dos variantes encontradas en las cuatro familias. También se muestra una
representacion esquematica de los exones incluidos en 9 isoformas de DTNA expresadas en musculo
esquelético. Los exones que codifican los dominios EF de unién al calcio estan sombreados en azul
verdoso, los exones que codifican los dominios de dedo de zinc estan sombreados en verde lima, y los
exones que codifican el dominio coiled-coil estan sombreados en salmon. (f) Se enumeran las isoformas
seleccionadas de DTNA (Uniprot: Q9Y4J8-1 a Q9Y4J8-8 y Q9Y4J8-13) con el numero de acceso al
transcriptoma del National Center for Biotechnology Information (NCBI), el nimero de aminoacidos y los
tejidos en los que las isoformas estan altamente expresadas. B, cerebro; SkM, musculo esquelético; CM,

musculo cardiaco.

5.3.4 HALLAZGOS EN LAS BIOPSIAS MUSCULARES

Se realizaron biopsias musculares a 8 pacientes (4 de la familia A, 2 de la familia

B, 1 de la familia C y 1 de la familia D) a una edad media de 27 afios (rango: 8-48 afos).
Las caracteristicas principales de las biopsias musculares se muestran en las Figuras
17 y 18 y en las Tablas 5 y 6. La histologia muscular mostro variabilidad en el tamafio
de las fibras, algunas fibras con nucleos internos y una alteracion del patron
intermiofibirilar, con algunas areas desprovistas de tincién para enzimas oxidativas
(NADH y SDH). Se detectaron division de fibras y algunas fibras regenerativas. Se
observd un leve aumento del tejido conectivo endomisial o perimisial con fibrosis o
infiltracion grasa. La biopsia muscular obtenida del cuadriceps del paciente B.III.3 a los

8 afios mostré necrosis de fibras y fibras en regeneracion.
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El analisis por inmunofluorescencia de las muestras musculares de 4 pacientes
(3 de la familia A (DTNA ¢.1585G > A; p.(Glu529Lys)) y 1 de la familia C (DTNA c.1567-
1587del; p.(GIn523_Glu529del)) mostr6 una reduccion consistente de la
inmunorreactividad de la a-distrobrevina en el sarcolema, asi como una reduccion
variable en los niveles de inmunorreactividad de varias otras proteinas dentro del
complejo distrofina-distroglicano, incluyendo distrofina, a, 8, & y y-sarcoglicanos, y a 'y
B-distroglicanos (Figura 18 y Tabla 6). No se observé una ausencia total de ninguna de
las proteinas estudiadas en ninguna de las biopsias. Se identificaron 10 uniones
neuromusculares en la biopsia muscular del paciente A.lll.1  mediante
inmunofluorescencia. La morfologia de estas uniones neuromusculares era ligeramente
diferente de la de las uniones neuromusculares de un control: las uniones
neuromusculares del paciente A.lll.1 eran mas delgadas, en contraste con la apariencia
grande de "luna creciente" de una unidon neuromuscular tipica (Figura 19).

La microscopia electrénica realizada en la biopsia del paciente A.lll.1 mostré
fibras musculares con variabilidad en el tamafo y estructura sarcomérica normal. En el
sarcolema, se observaron pliegues leves hacia el espacio extracelular, asi como una
redundancia minima de la membrana basal en el espacio extracelular, sin
engrosamiento de la lamina basal. Los hallazgos no especificos incluyeron granulos de
lipofuscina y desechos pseudomielinicos que estaban dentro del rango normal (Figura

17).
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Figura 17. Hallazgos en las biopsias de pacientes con distrofia por DTNA. La biopsia del paciente
A.lll.2 se tomd a los 17 afios (a—c) y la biopsia del paciente A.lll.1 a los 23 afios (e—g). Se observd
variabilidad en el tamafio de las fibras (rango: 31—-105 pym en el paciente A.lll.2; rango 37—178 um en el
paciente A.lll.1) y fibras con nucleos internos (10.9% en el paciente A.lll.2 y 26% en el paciente A.lll.1) en
tinciones de hematoxilina y eosina (H&E) y tricromico modificado de Gomori, asi como aumento leve de
tejido conectivo endomisial o perimisial con fibrosis o reemplazo graso (a, b, e, f). Se identificé un patrén
intermiofibrilar irregular, con pequefias areas sin tincion para enzimas oxidativas, con SDH (c, g). La biopsia
del paciente B.III.3 mostr6 fibras musculares necréticas y regenerativas, asi como algunos eosinoéfilos
(flecha blanca en h). d, h La microscopia electrénica realizada en el paciente A.Ill.1 mostré fibras musculares
con variabilidad en el tamafio de las fibras y estructura sarcomérica normal. i-k Se observaron ligeros
pliegues en el espacio extracelular en el sarcolema, asi como una redundancia minima de la membrana
basal en el espacio extracelular, sin engrosamiento de la lamina basal (flecha larga roja delgada abierta en
i). Se observaron granulos de lipofuscina no especificos (flecha blanca en i) y restos pseudomielinicos

(flecha blanca en k). Las barras de escala estan indicadas en los paneles.
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Figura 18. La inmunofluorescencia mostré una intensidad de sefal significativamente reducida en
varias proteinas del sarcolema en pacientes de las familias A y C, que portan las variantes DTNA
c.1585G > A; p.Glu529Lys y c.1567_1587del21; p.GIn523_Glu529del7. Imagenes representativas de a-

distrobrevina y diferentes proteinas del complejo distrofina-glicoproteina en controles sanos y pacientes
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(familia A: A.l1.2, A.lIL.1, A1L.7; familia C: C.11.1) y cuantificacion de la intensidad de sefial de fluorescencia
(media £ SD; n = 3; se realizaron analisis estadisticos utilizando la prueba t de Student (familia C) y ANOVA
de una via, seguida de la prueba post hoc de Tukey—Kramer (familia A)). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
Ademas de la inmunorreactividad reducida de a-distrobrevina en el sarcolema, se identificaron reducciones
variables en los niveles de inmunorreactividad de otras proteinas en el complejo distrofina-glicoproteina,
incluyendo distrofina, a, 3, & y y-sarcoglicanos y a y B-distroglucanos. 3-DG B-distroglucano, DYS1
anticuerpo distrofina 1 (dominio de varilla), DYS2 anticuerpo distrofina 2 (dominio C-terminal), DYS3
anticuerpo distrofina 3 (dominio N-terminal), a-DG a-distroglucano, a-SG a-sarcoglicano, 3-SG f-
sarcoglicano, 8-SG &-sarcoglicano, y-SG y-sarcoglicano, a-DTNA a-dystrobrevin. Barras de escala, 100 ym;

a.u. unidades arbitrarias.

AllL2 A1 A7 All.2 C.IA

Beta-espectrina | ++++  +++ ++++ e+
DYS1 | ++ ++ ++ +H+
DYS2 | +++ + ++++  ++ +
DYS3 | + - +H+H+ + +
Beta-distroglicano | ++++ ++ +H++ +++
Alfa-distroglicano (VIA4) | ++ + 4+ 4
Alfa-distroglicano (IIH6) | + + +++ 4+ +++
Alfa-sarcoglicano | +++ - ++ + +
Beta-sarcoglicano | + ++ ++ ++ +
Delta-sarcoglicano | +++ + +++ 4+
Gamma-sarcoglicano | ++ + +++ o+ +
Alfa-distrobrevina | +++ ++ + + +

Tabla 6. Variabilidad de la reduccion de proteinas del sarcolema en pacientes con distrofia muscular por
DTNA que tenian la variante c.1585G>A; p.Glu529Lys (familia A) y con la variante c.1567-1587del21;
p.GIn523_GIlu529del7 (familia C). ++++ = tincion normal; +++ = ligeramente disminuido; ++ =

moderadamente disminuido; + = muy disminuido; - = ausente.
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Figura 19. Imagen de la unién neuromuscular. Las tinciones de inmunofluorescencia para o-distrobrevina
se fusionaron con imagenes de tincién de receptores de acetilcolina marcados con a-bungarotoxina
fluorescente para mostrar que las uniones neuromusculares en el paciente A.lll.1 eran mas delgadas en

comparacioén con las uniones neuromusculares del control (flechas). Barras de escala: 50 pm.

5.3.5 ANALISIS DE LA EXPRESION DE o -DISTROBREVINA E
INTERACCIONES PROTEINA-PROTEINA

En contraste con la inmunorreactividad reducida en el sarcolema encontrada en

la inmunofluorescencia de los cortes histolégicos, no se detectaron alteraciones en los
niveles de expresiéon de la proteina a-distrobrevina en el analisis por western blot de
extractos totales de proteina de muestras de biopsia muscular de los pacientes de la
familia A. Los western blots mostraron una disminucion en la expresiéon de a, d y y-
sarcoglicanos en el musculo de los pacientes de la familia A en comparacion con los
controles, mientras que los niveles de expresion de distrofina usando anticuerpos DYS1,

DYS2 y DYS3 en pacientes de la familia A fueron normales.
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Una interaccion entre la a-distrobrevina de longitud completa y la sintrofina se
detectd6 mediante ensayos de pull-down con GST y western blot. Esta interaccion se
interrumpid cuando se expresé un constructo de DTNA que contenia la delecion
c.1567_1587 en mioblastos C2C12 (Figura 20). Los ensayos de proliferacion, migracion
y diferenciacién/fusion realizados en mioblastos C2C12 transfectados transitoriamente
con DTNA wild-type fusionado con GST y un constructo de DTNA que contenia la
delecién ¢.1567_1587, también fusionado con GST, mostraron una disminucion en la
proliferacion de células transfectadas con el constructo de delecion ¢.1567_1587 en
comparacion con las transfectadas con el constructo de DTNA wild-type, sin diferencias

en los patrones de migracion y diferenciacion/fusion de mioblastos.
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Figura 20. Ensayos de inmunoprecipitacion y GST pulldown. (a) Los lisados fueron preparados a partir de
células C2C12 que fueron transfectadas transitoriamente con DTNA wild-type (WT) fusionado a GST, DTNA

variante (Del) fusionado a GST, y vector vacio conteniendo GST como control negativo (EV). También
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incluimos un control celular no transfectado (NT). Las entradas y los GST pulldowns fueron analizados por
inmunotransferencia con anticuerpos anti-sintrofina, anti-GST, y anti-GAPDH (el asterisco indica la banda
de GAPDH). La inmunotransferencia anti-sintrofina del GST pulldown muestra una sintrofina disminuida
para el constructo de delecion versus DTNA WT, mientras que la inmunotransferencia anti-GST no muestra
diferencias discernibles en los niveles de a-dystrobrevin. En contraste, la inmunotransferencia anti-sintrofina

del lisado completo de la célula no muestra diferencias discernibles en los niveles de sint

5.3.6 ANALISIS DEL TRANSCRIPTOMA

Los niveles de expresion de los 65 transcritos conocidos de DTNA se

cuantificaron a partir de los datos de RNAseq. Entre estos, solo el transcrito
ENST00000681470 mostré una sobreexpresion significativa y ninguno de los transcritos
tuvo una reduccion significativa de la expresion en las muestras de musculo esquelético
analizadas de tres individuos con la variante ¢.1585G > A en DTNA en comparacion con

los controles.
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Abstract

DTNA encodes a-dystrobrevin, a component of the macromolecular dystrophin—glycoprotein complex (DGC) that binds
to dystrophin/utrophin and a-syntrophin. Mice lacking a-dystrobrevin have a muscular dystrophy phenotype, but variants
in DTNA have not previously been associated with human skeletal muscle disease. We present 12 individuals from four
unrelated families with two different monoallelic DTNA variants affecting the coiled-coil domain of a-dystrobrevin. The
five affected individuals from family A harbor a ¢.1585G > A; p.Glu529Lys variant, while the recurrent c.1567_1587del;
p-GIn523_Glu529del DTNA variant was identified in the other three families (family B: four affected individuals, family
C: one affected individual, and family D: two affected individuals). Myalgia and exercise intolerance, with variable ages
of onset, were reported in 10 of 12 affected individuals. Proximal lower limb weakness with onset in the first decade of life
was noted in three individuals. Persistent elevations of serum creatine kinase (CK) levels were detected in 11 of 12 affected
individuals, 1 of whom had an episode of rhabdomyolysis at 20 years of age. Autism spectrum disorder or learning disabili-
ties were reported in four individuals with the ¢.1567_1587 deletion. Muscle biopsies in eight affected individuals showed
mixed myopathic and dystrophic findings, characterized by fiber size variability, internalized nuclei, and slightly increased
extracellular connective tissue and inflammation. Immunofluorescence analysis of biopsies from five affected individuals
showed reduced a-dystrobrevin immunoreactivity and variably reduced immunoreactivity of other DGC proteins: dystrophin,
a, B, 8 and y-sarcoglycans, and « and B-dystroglycans. The DTNA deletion disrupted an interaction between a-dystrobrevin
and syntrophin. Specific variants in the coiled-coil domain of DTNA cause skeletal muscle disease with variable penetrance.
Affected individuals show a spectrum of clinical manifestations, with severity ranging from hyperCKemia, myalgias, and
exercise intolerance to childhood-onset proximal muscle weakness. Our findings expand the molecular etiologies of both
muscular dystrophy and paucisymptomatic hyperCKemia, to now include monoallelic DTNA variants as a novel cause of
skeletal muscle disease in humans.

Keywords a-Dystrobrevin - Dystrophin - hyperCKemia - Muscle sarcolemmal proteins - Myalgia - Rhabdomyolysis

Introduction

Andres Nascimento, Christine C. Bruels, Peter B. Kang, and Daniel
Natera-de Benito have contributed equally to the manuscript. Muscular dystrophies are associated with defects of mus-
cle membrane stability and repair that lead to dystrophic
changes in skeletal muscle and a combination of clinical
symptoms including muscle weakness, rhabdomyolysis,

elevations of serum creatine kinase (CK) levels, exercise
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intolerance, and/or myalgias. Some affected individuals do
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not have prominent weakness, instead presenting with more
subtle constellations of symptoms [28, 40]. In settings where
genetic testing, and in particular next-generation sequencing,
is readily available, this diagnostic modality often yields
a definitive, molecular diagnosis [31]. When genetic test-
ing does not indicate a genetic/molecular etiology, muscle
biopsy continues to be a useful diagnostic tool for confirm-
ing dystrophic histopathology and immunohistochemical
findings which sometimes demonstrate a specific sarcolem-
mal protein defect.

Several genes linked to muscular dystrophy, including
DMD, FKRP, DYSF, CAV3, SGCG, SGCB, and ANOS5, have
been associated with variable phenotypes including hyper-
CKemia/rhabdomyolysis, myalgia, and exercise intolerance,
which have sometimes been referred to as ‘pseudometabolic
phenotypes’ [5, 11, 27, 32-34, 40, 44]. Despite this, in many
individuals with paucisymptomatic hyperCKemia, the
genetic etiology remains elusive [43]. It is therefore likely
that new muscular dystrophy genes remain to be identified
in families with more subtle manifestations of this disease
category.

DTNA encodes a-dystrobrevin, a component of the
macromolecular dystrophin—glycoprotein complex (DGC)
that binds to dystrophin/utrophin and a-syntrophin [2, 30].
a-Dystrobrevin plays a major role in stabilization of the
DGC, but also in mobility and turnover of acetylcholine
receptors [2, 14]. A secondary deficiency of a-dystrobrevin

FAMILY A

2 1.3 1.4 15 1.6 I.7

.1 <2

FAMILY C

Fig.1 Pedigrees of the four families with DTNA variants included in
this study. Arrows indicate probands, circles indicate females, squares
indicate males, filled in symbols denote affected individuals (the gray
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has been described in individuals with Duchenne mus-
cular dystrophy and other muscular dystrophies [20, 29].
Absence of a-dystrobrevin is associated with muscular dys-
trophy in mice [16] and a single case report-associated vari-
ants in DTNA with a dominantly inherited left ventricular
non-compaction cardiomyopathy without skeletal muscle
involvement [17].

Here, we present 12 individuals from four unrelated fami-
lies with dominantly inherited missense variants in DTNA,
presenting with phenotypes ranging from hyperCKemia to
a mild form of muscular dystrophy (Fig. 1). Our findings
broaden the molecular etiologies of both muscular dystrophy
and paucisymptomatic hyperCKemia.

Methods

Recruitment of individuals, clinical examinations,
and sample collection

Individuals with muscular dystrophy and/or paucisy mpto-
matic hyperCKemia were ascertained and enrolled from
neuromuscular units in Spain and the USA. Data were col-
lected and analyzed in accordance with the ethics guidelines
of Hospital Sant Joan de Déu, Boston Children’s Hospital,
the National Institutes of Health, and the University of Min-
nesota. Written informed consent for study participation was

FAMILY B

1]l
1.1 .2 #1.3

FAMILY D

na A2 13

color indicates a milder phenotype), and a question mark in the box
indicates that the phenotype is not known. Asterisks mark individuals
from whom DNA samples were obtained
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obtained. All individuals in this cohort underwent clinical
examination. Blood and/or saliva samples for DNA analyses
were collected from the 12 affected individuals, 9 asymp-
tomatic informative family members, and 1 family member
with an undetermined phenotype (Fig. 1). Symptomatic indi-
viduals were considered to be those with myalgias, exercise
intolerance, muscle weakness, and/or hyperCKemia. Data on
clinical electromyography studies, muscle MRIs, and muscle
biopsies were collected for individuals who underwent one
or more of these tests.

Molecular genetic analyses

DNA was extracted from peripheral blood samples of 12
affected individuals (A.I1.2, A.IL4, A.IL7, AIIL.1, A.ITL.2,
B.I.1, B.IL.4, BIIL1, B.IIL.3, C.IL.1, D.IL.3, and D.II1.2), 9
of their unaffected relatives (A.IL.1, A.IL3, A.IL.5, AIL6,
B.I1.2,B.II.1,B.IL.3,C.1.2, and D.I1.4) and 1 relative with an
undetermined phenotype (C.1.1) using standard techniques
(Fig. 1). Targeted exome sequencing was performed in indi-
vidual A.III.2 using the TruSight One Sequencing Panel
(Ilumina, San Diego, CA, USA) that provides coverage of
6710 genes associated with known human diseases based on
the Online Mendelian Inheritance in Man database (OMIM;
http://www.omim.org). The protocol consisted of genomic
DNA tagmentation with transposomes, PCR amplification,
purification of libraries, hybridization and capture of target
regions (the exons along with flanking intronic regions),
followed by additional purification and amplification steps.
Paired-end sequencing was performed on an Illumina Next-
Seq 500 System (Illumina). Targeted exome sequencing data
was processed through an in-house pipeline. Alignment was
performed using the BWA Aligner (Wellcome Trust Sanger
Institute, Cambridge, UK) (http://bio-bwa.sourceforge.net/
bwa.shtml) [25] to human genome build 37 (hg37). Variant
calling was applied using the following four software tools:
SAMtools v.1.5 (Wellcome Trust Sanger Institute), GATK
Haplotype Caller package v.3.7 (Broad Institute, Cambridge,
MA, USA), FreeBayes v.1.1.0 (Boston College, Boston,
MA, USA), and VarScan v.2.4.0 (Washington University, St.
Louis, MO, USA). Finally, annotation was performed with
SnpEff v.4.3 (Wayne State University, Detroit, MI, USA).
Whole exome sequencing (WES) was performed on genomic
DNA samples from individuals B.I.1, B.I.2, B.II.1, B.IL.3,
B.I1.4, B.IIL.1, and B.IIL.3 at Claritas Genomics (Cambridge,
MA, USA) using Ampliseq Exome methodology on an Ion
Proton sequencer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Variants were called by the Torrent Suite Variant
Caller (https://github.com/iontorrent/TS/tree/master/plugin/
variantCaller) and annotated using ANNOVAR (University
of Pennsylvania, Philadelphia, PA, USA) [47]. Trio WES
was performed on families C (C.I.1, C.1.2, C.I.1) and D

(D.IL.3. D.I1.4, D.II1.2) at the Broad Institute using previ-
ously described methods [41].

Variants were annotated using the reference sequences:
NM_001390.5 (transcript) and Q9Y4J8 (protein). DTNA
variant validation and segregation studies were completed
using standard Sanger sequencing techniques.

In silico analyses of novel DTNA variants

In silico analyses of the genetic variants were performed
using FATHMM-MKL (https://fathmm.biocompute.org.
uk/fathmmMKL.htm); Mutation taster (http://www.mutat
iontaster.org); DANN (https://cbcl.ics.uci.edu/public_data/
DANN); PROVEAN (provean.jcvi.org/seq_submit.php);
and CADD (https://cadd.gs.washington.edu) [8, 23]. Vari-
ant classification was assigned using Varsome following
ACMG-AMP guidelines [42]. The mutational mapper plot
was based on data available from the Human Gene Muta-
tion Database. a-dystrobrevin tolerance lansdscape was
analyzed acoording to MetaDome software v.1.0.1 (https:/
stuart.radboudumc.nl/metadome). Structural models of
a-dystrobrevin were built via homology modeling using Pro-
tein Homology/analogY Recognition Engine v2.0 (Phyre?)
[22] and visualized using Chimera.

Muscle biopsy, histological, immunohistochemical,
immunofluorescence, and ultrastructural studies

Clinical muscle biopsy specimens were obtained from
biceps (A.I1.2, A.IL.7), deltoids (A.ITL.1, A.III.2), gastroc-
nemius (B.I1.4), or quadriceps (B.III.3, C.II.1, D.IIL.2) in
eight affected individuals. Sections of snap-frozen tissue
were processed using routine histochemical stains, including
hematoxylin & eosin (H&E), modified Gomori trichrome,
nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), succinate dehy-
drogenase (SDH), cytochrome ¢ oxidase (COX), periodic
acid-Schiff (PAS), and Oil Red O [10].
Immunofluorescence analysis was performed on sec-
tions of the snap-frozen muscle biopsies of individuals
AIL2, A.IL7, AIL1, AIIL2 and C.IL.1 using the antibod-
ies listed in Supplementary Table S1 (online resource),
as well as monoclonal mouse anti-a-dystrobrevin (D-9)
(1:100; sc271630; Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA), tar-
geting amino acids 301-600 that map to an internal region
of a-dystrobrevin. Goat anti-mouse Alexa fluor-594 (1:500;
A21207; Invitrogen, Waltham, MA, USA) was the secondary
antibody. Samples from individual A.III.1 and a control were
stained with Alexa Fluor 488-conjugated a-bungarotoxin
(1 pg/mL; B13422; Life Technologies, Grand Island, NY,
USA) to label acetylcholine receptors to observe the struc-
ture of the neuromuscular junctions. Superresolution imag-
ing was performed on a Leica TCS SP8 confocal micro-
scope using a 63 X NA 1.12 objective (Leica Microsystems,
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Wetzlar, Germany). Fluorescence intensity was quantified
using ImageJ v.1.46 (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA).

Ultrathin sections were prepared for electron microscopy
and examined with transmission electron microscopy (JEOL
model 1100). Electron micrographs were obtained using the
Gatan Orius CCD camera (Olympus Soft Imaging Solutions,
Miinster, Germany).

Western blot analysis

For total protein extraction from skeletal muscle speci-
mens in family A, we used RIPA lysis buffer (Bio Basic,
ON, Canada) containing protease inhibitor cocktail (Bio
Basic). The sample lysates were homogenized using pellet
pestles (Merck, Darmstadt, Germany), then centrifuged at
10,000 rpm for 5 min. The protein solutions were diluted in
2x Laemmli buffer prior to loading on gels. Western blots
were performed following standard protocols. Precast gels
TGX 4-15% gradient gels (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) were used, with proteins transferred onto nitro-
cellulose membranes (Bio-Rad Laboratories). Membrane
blocking was performed with Odyssey Blocking Buffer
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). The membranes
were subsequently incubated with the primary antibody
monoclonal rabbit anti-DTNA (1:1000; ab191395; Abcam,
Cambridge, UK) that targets amino acids 600-743, mapping
to the C-terminal protein domain, at 4 °C overnight with
gentle agitation. Anti-a-tubulin (1:1000; T6199; Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as a housekeeping
protein loading control. IRDye 680CW goat anti-rabbit IgG
and IRDye 800CW goat anti-mouse IgG (1:10,000; LI-COR
Biosciences) were used as secondary antibodies. Protein
bands were visualized on the Odyssey LI-COR fluorescent
system (LI-COR Biosciences) and quantified using ImagelJ
v.1.46 (National Institutes of Health).

Vector construction, GST pulldown,
and immunoblotting assays

We generated constructs containing human control and
mutant DTNA by cloning the cDNA of human WT DTNA
into pEBG containing an N-terminal GST tag. The mutant
containing the 21 bp ¢.1567_1587 deletion was generated
using the Quick Change Mutagenesis Kit (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, CA, USA) with the primers designed
using Agilent’s online primer design program. For trans-
fection, C2C12 myoblasts were cultured in DMEM (Gibco,
Waltham, MA, USA) supplemented with 20% FBS and 1%
penicillin—streptomycin (Gibco). The cells were cultured to
70% confluency, then transfected with the control, mutant,
GST only, or empty vector constructs using Lipofectamine
3000 reagent in Opti-MEM (Gibco) medium according
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to the manufacturer’s protocol (Invitrogen). At 48 h post-
transfection, cells were harvested and lysed in RIPA buffer
(25 mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM phenylmethylsulfo-
nyl fluoride, 50 mM NaF, 1 mM Na;VO,). Protein concen-
tration was determined with the Bio-Rad DC Protein Assay
kit. For GST pulldowns, the cell lysates were incubated with
glutathione-agarose beads (ThermoFisher Scientific) over-
night at 4 °C under gentle rotation. After incubation, the
beads and bound proteins were washed 4 times, and eluted
in sample loading buffer by boiling for 10 min at 100 °C.
Whole cell lysates and GST pulldowns were loaded onto
4-12% SDS-PAGE gels for immunoblotting analysis as
described previously [4]. Primary antibodies used for immu-
noblotting were as follows: anti-syntrophin (ThermoFisher
Scientific), anti-GST (Cell Signaling), and anti-GAPDH
(Cell Signaling, Danvers, MA, USA). Immunoblotting was
performed in triplicate.

RNA sequencing

We performed bulk transcriptome sequencing (RNAseq) as
previously described [1, 36-38] on muscle biopsy samples
from three affected individuals in family A and compared
the data to muscle RNAseq data from 33 healthy control
subjects, 132 individuals with myositis (44 with dermato-
myositis, 18 with antisynthetase syndrome, 54 with immune-
mediated necrotizing myositis, and 16 with inclusion body
myositis). Briefly, RNA was extracted with TRIzol (Thermo
Fisher Scientific). Libraries were either prepared with the
NeoPrep system according to the TruSeqM Stranded mRNA
Library Prep protocol (Illumina), or with the NEBNext
Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module and Ultra™ II
Directional RNA Library Prep Kit for I[llumina (New Eng-
land BioLabs; #E7490 and #E7760).

Reads were demultiplexed using bcl2fastq/2.20.0 and pre-
processed using fastp/0.21.0. The abundance of each gene
was generated using Salmon/1.5.2 and quality control output
was summarized using multiqe/1.11. Counts were normal-
ized using the Trimmed Means of M values (TMM) from
edgeR/3.34.1 for graphical analysis. Differential expression
was performed using limma/3.48.3.

For visualization purposes, we used the ggplot2/3.3.5
package of the R programming language.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + standard deviation (SD). The
Kolmogorov—Smirnov normality test and Student’s 7 test or
one-way ANOVA followed by the Tukey—Kramer post hoc
test were performed. P-values are indicated by the follow-
ing symbols: ¥p<0.05; *¥p<0.01; ***p <0.001. Statistical
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analyses were performed using the GraphPad Prism v.8.0.2
(GraphPad Inc, La Jolla, CA, USA).

Data availability

Any data not published within the article will be shared by
the corresponding authors upon reasonable request.

Results
Clinical features

Most affected individuals reported myalgia and exercise
intolerance (10/12), with a variable age of onset, ranging
from early childhood to the fourth decade of life. Exercise
intolerance was defined as a significant decrease in the abil-
ity to perform moderate age-appropriate physical activities.
Muscle weakness was not detected in any affected members
of family A, but mild proximal lower limb weakness (Medi-
cal Research Council (MRC) Scale for Muscle Strength: 4/5)
was identified in three of the affected individuals of families
B and C. Muscle cramps associated with physical activity
were reported by affected individuals from families A and C.
No cramping or myotonia was elicited by hand grip in any
individual. Calf hypertrophy was not reported in any indi-
vidual. A persistent elevation of serum CK was detected in
11/12 affected individuals from the four families (Table 1).
Individual A.III.1 had an episode of rhabdomyolysis with
a peak serum CK of 87,800 IU/L at 20 years. Two affected
individuals (B.IIL.3 and D.III.2) were diagnosed with autism
spectrum disorder, and two additional individuals (B.I.1
and C.IL.1) were reported to have milder neurodevelopmen-
tal issues; all four of these individuals harbor the DTNA
¢.1567_1587 deletion; brain MRI scans were not performed
on any of these individuals, though D.II1.2 had an electroen-
cephalogram that was normal (Table 1). In contrast, none of
the individuals from family A, with the DTNA ¢.1585G> A
variant, showed cognitive impairment.

Nerve conduction studies and electromyography per-
formed on individuals A.IL.4 at the age of 51 years and C.II.1
at the age of 8 years demonstrated normal conduction veloci-
ties and low-amplitude, short duration motor unit potentials,
consistent with a myopathic condition without membrane
irritability. There was no evidence of a neuromuscular junc-
tion disorder since repetitive nerve stimulation in distal mus-
cles at 3 and 50 Hz did not show a decremental or incremen-
tal response, respectively. Single fiber electromyography was
not performed. Active fasciculations in the deltoid, biceps,
triceps, forearm flexors, vastus lateralis, vastus intermedius
and hamstrings were detected on muscle ultrasound in indi-
vidual C.IL.1 at 12 years. An ischemic forearm exercise test
performed in individual A.IIL.2 showed a normal trajectory

of plasma lactate and ammonia levels during the test.
Whole-body MRI of individual A.II.2 at 14 years revealed
T1 signal hyperintensity suggestive of a mild focal fatty
replacement in the gluteus maximii and tensor fascia latae,
with no signs of edema, while a lower extremity muscle MRI
in individual C.IL.1 at 12 years showed normal muscle bulk
and signal intensities of all muscles (Supplementary Figure
S1, online resource). Cardiac evaluations with echocardiog-
raphy performed in individuals A.IL.2, A.IIL.1, A.II.2, and
C.IIL.1 at 54, 23, 18, and 12 years, respectively, were normal.
Liver transaminases of all individuals were normal, as well
as an abdominal ultrasound performed on individual A.ITL.2.
Liver biopsy performed in individual C.II.1 at the age of
8 years showed rare foci of lobular inflammation and portal
tracts with minimal ductular reaction and no evidence for
glycogen storage disease, suggestive of a mild nonspecific
reactive hepatitis.

Molecular genetic findings

WES identified the heterozygous DTNA (MIM*601,239)
variant [chr18:34,863,985G > A (GRCh38/hg38)]
(NM_001390.5; c.1585G > A, p.(Glu529Lys)) in indi-
vidual A.II1.2, and a heterozygous in frame deletion in
DTNA [chr18:34,863,966-34,863,986 (GRCh38/hg38)]
(NM_001390.5; ¢.1567_1587del, p.(GIn523_Glu529del))
in individuals B.I.1, B.IL.4, B.IIL.1, B.IIL.3, C.I.1, C.IL.1,
D.IIL.3, and D.III.2. These variants were absent from popu-
lation databases [21], affected highly conserved residues of
the protein and were predicted to be pathogenic by in silico
predictors: variant ¢.1585G > A has a CADD score of 32
and variant ¢.1567_1587del a CADD score of 22.2 (Sup-
plementary Table S2, online resource). Pathogenic variants
in DTNA were not identified in the WES performed in the
unaffected individuals B.I1.2, B.IL.1, B.II.3, C.I1.2, and D.IL.4.
Sanger sequencing confirmed the presence of the heterozy-
gous ¢.1567_1587del variant in the four affected members
of family B and its absence in the unaffected members of
family B.

Segregation analysis performed by Sanger sequencing
in the members of family A identified the heterozygous
¢.1585G > A variant in the five affected members of family
A (AIL2, AlIL4, AIL7, AIIL1, AIIL2), while it was absent
in the four unaffected members who were sequenced (A.IL.1,
AIL3, AILS, AIL6) (Fig. 1).

No other pathogenic or likely pathogenic variants were
identified in DTNA or other genes, except the monoal-
lelic variant POMGNTI (NM_001243766.1): c.187C>T,
p-Arg63* that was found in individual A.IIL.2 and in her
asymptomatic mother (A.IL.1) but not in her affected brother
(A.IIL1) or in other relatives. No pathogenic or likely patho-
genic variants in SGCA, SGCB, SGCG, SGCD, or any other
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Table 1 (continued)

I
g
q%.

Myalgias Exercise intol Rhabdomyolisis Muscle biopsy Cognitive impairment Genetic variant

CK (IU/L) Muscle weakness

examina-
tion

Individual Family Sex Age at last

P.(523_529del7)

c.1567_1587;

Mild variation in fiber Autism spectrum

No

Yes

Yes

2500-5100 No

D

D.IIL2

disorder

size, slight increase
in internalized

nuclei, focal rare

endomysial lympho-

cytes and rare foci

of myophagocyto-

sis. Small foci of

basophilic regenera-

tive fibers are seen

male, Ffemale, yyears, /UInternational Units, NA/NP not available/not performed

M=

known muscular dystrophy gene were identified in any of
the exomes from affected individuals.

In silico and in vitro pathogenic role of novel DTNA
variants

Both variants DTNA ¢.1585G > A; p.(Glu529Lys) and
¢.1567_1587del; p.(GIn523_Glu529del) are located in the
second helix of the coiled-coil domain of a-dystrobrevin.
This coiled-coil domain mediates the interaction with dys-
trophin, indicating that a-dystrobrevin acts as a structural
scaffold linking the DGC to the intracellular cytoskeleton
(Fig. 2a, b). Structural protein prediction tools suggest that
the variants introduce subtle changes in the secondary struc-
ture of the protein (Fig. 2c, d). Based on data from gnomAD,
DTNA is not tolerant to loss-of-function variants [21], and
MetaDome showed that the variants were located in a region
mostly intolerant to genetic variation [48] (Supplementary
Fig. S2, online resource). Figure 2e, f shows the genomic
structure of human DTNA and common isoforms, including
notations of the locations of the two variants found in the
four families.

Morphological findings in muscle biopsies

Muscle biopsies were performed on eight individuals (4
individuals from family A, 2 individuals from family B, 1
individual from family C, and 1 individual from family D)
at a mean age of 27 years (range: 848 years). The main
features of muscle biopsies are shown in Figs. 3 and 4 and
in Tables 1 and 2. Muscle histology showed variability in
fiber size, some fibers with internalized nuclei, and irregular
intermyofibrillar pattern, with some areas devoid of staining
for oxidative enzymes (NADH and SDH). Fiber splitting and
a few regenerating fibers were detected. Slightly increased
endomysial or perimysial connective tissue with fibrosis or
fatty infiltration was observed. Muscle biopsy obtained from
the quadriceps on individual B.IIL.3 at 8 years of age showed
fiber necrosis and regenerating fibers.
Immunofluorescence analysis of the muscle samples
from four affected individuals (3 from family A (DTNA
c.1585G > A; p.(Glu529Lys)) and 1 from family C (DTNA
c.1567-1587del; p.(GIn523_Glu529del)) demonstrated
consistently reduced a-dystrobrevin immunoreactivity at
the sarcolemma, as well as variably reduced immunore-
activity levels of several other proteins within the DGC,
including dystrophin, a, B, 8 and y-sarcoglycans, and « and
p-dystroglycans (Fig. 4 and Table 2). A total absence of any
of the proteins studied was not observed in any biopsy that
was examined via immunofluorescence.Ten neuromuscular
junctions were identified in the muscle biopsy of individual
A.IIL1 on immunofluorescence. The morphology of these
neuromuscular junctions was slightly different from that of
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the neuromuscular junctions of a control specimen: the neu-
romuscular junctions of individual A.III.1 were thinner, in
contrast to the large “crescent moon™ appearance of a typical
neuromuscular junction (Fig. 5).

Electron microscopy performed on the biopsy from indi-
vidual A.III.1 showed muscle fibers with variability in size
and normal sarcomeric structure. In the sarcolemma, slight
folds into the extracellular space were observed, as well
as minimal redundancy of the basement membrane in the
extracellular space, with no thickening of the basal lamina.
Non-specific findings included lipofuscin granules and pseu-
domyelinic debris that were in the normal range (Fig. 3).

Analysis of a-dystrobrevin expression and protein-
protein interactions

In contrast to the reduced immunoreactivity at the sarco-
lemma found on immunofluorescence of histological slides,
no alterations in protein expression levels of a-dystrobrevin
were detected on western blot analysis of total protein
extracts from muscle biopsy samples from affected individu-
als of family A. Western blots showed decreased expression
of a, 8, and y-sarcoglycans in muscle representing individu-
als from family A compared to controls, whereas protein
expression levels of dystrophin using antibodies DYSI,
DYS2 and DYS3 in individuals from family A were normal
(Supplementary Fig. S3, online resource).

An interaction between full-length a-dystrobrevin and
syntrophin was detected by GST pulldown and immunob-
lotting assays. This interaction was disrupted when a variant
DTNA construct containing the ¢.1567_1587 deletion was
expressed in C2C12 myoblasts (Fig. 6). Proliferation, migra-
tion, and differentiation/fusion assays performed on C2C12
myoblasts transiently transfected with wild-type DTNA fused
to GST and a DTNA construct containing the ¢.1567_1587
deletion, also fused to GST, showed decreased proliferation
of cells transfected with the DTNA ¢.1567_1587 deletion
construct compared to those transfected with the WT DTNA
construct, with no differences in migration and differen-
tiation/ myoblast fusion patterns (Supplementary Fig. S4,
online resource).

Transcriptome analysis

The expression levels of the 65 known DTNA transcripts
were quantified from the RNAseq data. Among these, only
transcript ENST00000681470 displays significant over-
expression and none of the transcripts have significantly
reduced expression in the skeletal muscle samples analyzed
from three individuals with the DTNA ¢.1585G > A variant
compared to controls (data not shown).

Discussion

Here, we present 12 individuals from four families who
harbor monoallelic DTNA variants in the setting of per-
sistent hyperCKemia (n=11), myalgia (n= 10), exercise
intolerance (n=9), rhabdomyolysis (n= 1), and proximal
muscle weakness in the lower limbs (n=3). Our find-
ings suggest that variants in the coiled-coil domain of
a-dystrobrevin lead to a mild skeletal muscle phenotype
with variable penetrance. The p.GIn523_Glu529del dele-
tion is associated with a more severe clinical phenotype,
involving muscle weakness, while the p.Glu529Lys mis-
sense variant results in a milder phenotype of hyperCK-
emia, myalgia, and exercise intolerance. It is notable that
the coiled-coil domain of a-dystrobrevin mediates the
interaction with dystrophin and its utrophin homolog, and
no other pathogenic missense variants in this domain have
been previously described in humans. The central nervous
system manifestations in a few affected individuals are
intriguing. a-dystrobrevin is expressed in multiple brain
regions in humans [45] and zebrafish [3], suggesting that
DTNA variants may be associated with neurodevelopmen-
tal impairments. Specifically, expression of DTNA rises
during the late prenatal period, followed by a plateau and
a potential slow decline after early childhood [45]. Based
on these findings, Simon et al. suggested that the elevated
expression of DTNA at the earliest stages of astrogliogen-
esis may reflect a role of astrocytes in distributing secreted
factors critical to developmental processes such as blood
brain barrier maintenance and neuronal maturation [45].
Immunofluorescence of muscle biopsy specimens
showed a marked reduction in a-dystrobrevin at the mem-
brane, as well as of other components of the DGC, sug-
gesting that potential mechanisms by which the variants
p-Glu529Lys and p.GIn523_Glu529del give rise to the
dystrophic phenotype may include disrupted interactions
between a-dystrobrevin and one or more proteins in the
DGC, thereby destabilizing the complex with reduced
immmunohistochemical localization of multiple com-
ponents at their expected membrane based location. In
contrast to the immunohistochemical deficit at the mem-
brane, western blots did not show a corresponding deple-
tion of a-dystrobrevin in total muscle lysates from affected
individuals. While the antibodies used for the two assays
were different (the antibody we used for immunofluores-
cence targets the inner region of a-dystrobrevin (amino
acids 366—422), whereas the antibody used for the West-
ern blot targets the c-terminal region of a-dystrobrevin
(amino acids 600-743) (Supplementary Fig. S3, online
resource), the targeted regions do not include the amino
acids affected by the variants in our cohort. A more plau-
sible explanation for the discordant findings between our
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«Flg.2 In silico analyses of a-dystrobrevin variants found in the four
families included in our cohort. a a-dystrobrevin domain structure
(Uniprot: Q9Y418) and location of the variants found in families
A, B, C, and D (in red), as well as the previously reported variant
associated with left ventricular noncompaction (LVNC) cardiomyo-
pathy (in black). b Partial schematic representation of the dystrophin
glycoprotein complex (DGC). ¢ Modeled 3D structure of wild-type
a-dystrobrevin with coiled-coil domain indicated in salmon. Wild-
type and affected individuals modeled residues indicated in boxes.
All residues in all 3D structures were modeled at>90% confidence
using Phyre? software. d Sequence alignment of part of the coiled-
coil domains of wild-type and mutated a-dystrobrevin and wild-type
dystrophin. Abbreviations: EF, EF hand region; ZZ, zinc-binding
domain; CC, coiled-coil. e The genomic structure of human DTNA
indicating the two variants found in the four families. Also shown
is a schematic representation of the exons included in 9 isoforms
of DTNA that are expressed in skeletal muscle. Exons encoding the
calcium-binding EF hand domains are shaded in teal, exons encoding
the zinc finger domains are shaded in lime green, and exons encoding
the coiled-coil domain are shaded in salmon. f The selected DTNA
isoforms (Uniprot: Q9Y4J8-1 through Q9Y4J8-8 and Q9Y4J8-13) are
listed with National Center for Biotechnology Information (NCBI)
transcript accession number, number of amino acids, and tissues in
which the isoforms are highly expressed. B, brain; SkM, skeletal
muscle; CM, cardiac muscle

immunohistochemical and western blot studies is that
some variant forms of a-dystrobrevin such as the ones in
our cohort are not able to localize properly to the DGC,
leading to a dominant negative effect characterized by the
destabilization of other components of the DGC while the
total amount of a-dystrobrevin protein present in muscle
remains unchanged. In support of this hypothesis we found
that the interaction between a-dystrobrevin and syntrophin
was disrupted by a mutant DTNA construct containing the
c.1567_1587 deletion. Also consistent with this scenario
is that a-dystrobrevin interacts directly with dystroglycans
through its EF domain [7]. As strong mechanical dissocia-
tion techniques were not applied to solubilize the mus-
cle proteins prior to our western blots, another possible
explanation for the discordant findings is that the variants
reported here could lead to the formation of soluble aggre-
gates, which would be an alternative explanation for the
diminished expression of a-dystrobrevin on immunofluo-
rescence but not on western blot.

A different monoallelic pathogenic variant in DTNA,
(NM_001390.5) ¢.362C>T; p.(Prol21Leu), was previ-
ously identified in six individuals from one family with left
ventricular noncompaction cardiomyopathy [17] and more
recently a different DTNA variant (NM_ 001,198,943.1)
¢.681G > C; p.(Glu227Asp) was associated with atrial fibril-
lation in another family; however, there are genotype—pheno-
type discordances in the latter family that were not resolved
[26]. Neither hyperCKemia nor other skeletal muscle symp-
toms were described in any of the affected individuals in
these two reports. No cardiac involvement was detected in
any of the affected individuals in our cohort, suggesting a

lack of overlap in these two phenotypes to date. The loca-
tions of the variants associated with muscular dystrophy
and cardiomyopathy in different domains suggest that (i)
the location of pathogenic variants in DTNA has a significant
influence on the associated clinical phenotype and (ii) the
coiled-coil domain of a-dystrobrevin is sensitive to vari-
ants that alter the structure and interactions of the DGC in
skeletal muscle. This interpretation is supported by the high
levels of conservation of the coiled-coil domain across evo-
lutionarily divergent species, and the interaction between
a-dystrobrevin and dystrophin at the coiled-coil domain. The
identification of additional affected individuals and natural
history data will be crucial to developing a better under-
standing of the phenotypic spectrum and long-term clinical
manifestations of this form of muscular dystrophy, which
is milder than the phenotype observed in Dfna knockout
mice [14]. The absence of individuals reported to have bial-
lelic pathogenic variants in DTNA suggests that a complete
lack of DTNA in humans may be consequential enough to be
incompatible with life.

In addition to being localized at the sarcolemma,
a-dystrobrevin is abundant at the neuromuscular junction,
especially at the crest of the junctional folds, with a key
role in tethering acetylcholine receptors to the postsynaptic
membrane [2]. In the affected individuals presented here, no
typical symptoms of neuromuscular junction involvement
were detected, including fatigability on clinical examination,
ptosis, or a decrement in compound motor action potential
(CMAP) amplitude after low frequency repetitive stimula-
tion, thus we did not investigate whether either of the vari-
ants reported here disrupted normal acetylcholine receptor
tethering. However, in the muscle biopsy of one affected
individual we identified ten neuromuscular junctions with
a slightly abnormal morphology, as they were thinner than
those of the control (Fig. 3). These findings should be inter-
preted with caution due to the variable labeling of neuro-
muscular junctions in cryostat sections and the limited num-
ber of visualized neuromuscular junctions. Future studies
of the potential effects of variant forms of a-dystrobrevin
on the neuromuscular junction would be illuminating, and
it is possible that individuals with pathogenic variants in
other domains of DTNA will be found to have a myasthenic
phenotype in the future.

a-Dystrobrevin is an integral and evolutionarily con-
served component of the DGC (Supplementary Fig. S5,
online resource) [35]. Studies in multiple model organisms
including the mouse (Mus musculus), zebrafish (Danio
rerio), fruit fly (Drosophila melanogaster) and nematode
(Caenorhabditis elegans) have shown that dystrobrevin
orthologs in these species (Dtna, dtna, Dyb and dyb-1,
respectively) are expressed in skeletal muscles as well as
in the central nervous system [3, 9]. The generation of
Dyb-deficient animal models in these species facilitated
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Fig.3 Muscle histology findings from biopsies of individuals with
pathogenic DTNA variants. The biopsy from individual A.IIL.2 was
taken at 17 years (a—c) and the biopsy from individual A.IIL.1 at
23 years (e-g). Variability in fiber size (range: 31-105 pm in indi-
vidual A.IIL2; range 37-178 pm in individual AIIL1) and fibers
with internalized nuclei (10.9% in individual A.II1.2 and 26% in indi-
vidual A.IIL1) were observed on hematoxylin and eosin (H&E) and
modified Gomori trichrome stainings, as well as slightly increased
endomysial or perimysial connective tissue with fibrosis or fatty
replacement (a, b, e, f). An irregular intermyofibrillar pattern, with
small areas devoid of staining for oxidative enzymes, were identi-

investigations of this protein’s function at the postsynaptic
neuromuscular junction, where it is enriched. Loss-of-func-
tion Dyb mutant organisms are viable; however, abnormali-
ties in motor activity, muscle fiber integrity, neurotransmitter
release at the neuromuscular junction, and neuromuscular
junction structure have been reported in multiple species
(Supplementary Table S3, online resource). These studies
revealed an important role for DTNA/Dyb at the neuromus-
cular junction [16, 19].

Dominant forms of muscular dystrophy remain much
less common than recessive forms, as illustrated by the
genetic distribution seen in limb—girdle muscular dystrophy
(LGMD) [46]. This likely reflects to some extent the true
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fied with SDH (c, g). Biopsy of individual B.IIL.3 showed necrotic
and regenerating muscle fibers, as well as some eosinophils (white
arrow in h) d, h Electron microscopy performed in individual A.IIL.1
showed muscle fibers with fiber size variability and normal sar-
comeric structure. i-k Slight folds into the extracellular space were
observed in the sarcolemma, as well as minimal redundancy of the
basement membrane into the extracellular space, with no thicken-
ing of the basal lamina (long thin red open arrow in i). Note that the
orientation of the lower fiber is not optimal. Non-specific lipofuscin
granules (white arrow in i) and pseudomyelinic debris (white arrow
in k) were observed. Scale bars are indicated in the panels

epidemiologic patterns in the muscular dystrophy popula-
tion, but as our study shows, genetic analyses of dominant
families are often hampered by milder phenotypes than are
seen in recessive families, as is the case in some individuals
with LGMD-1D [49]. This raises the possibility of pheno-
typing errors that could confound segregation analyses of
candidate pathogenic variants as well as linkage analysis
[24]. Thus, we believe that dominant forms of muscular dys-
trophy may be under-recognized and that additional genes
with dominantly inherited causative variants are likely to be
discovered in the future.
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##%p<0.001. In addition to reduced o-dystrobrevin

intensity in several sarcolemmal proteins in individuals from fami-
lies A and C, who carry the DTNA ¢.1585G > A; p.Glu529Lys and
¢.1567_1587del21; p.GIn523_Glu529del7 variants. Representative
images of a-dystrobrevin and different dystrophin-glycoprotein com-
plex proteins in healthy controls and affected individuals (family A:
AIIL2, AIIL1, AIL7; family C: C.II.1) and quantification of fluo-
rescence intensity signal (mean+SD; n=3; statistical analyses were
performed using Student’s 7 test (family C) and one-way ANOVA,
followed by the Tukey—Kramer post hoc test (family A). *p<0.05;

immunoreactivity at the sarcolemma, variable reductions in immuno-
reactivity levels of other proteins in the dystrophin—glycoprotein com-
plex were identified, including dystrophin, a«, B, 8 and y-sarcoglycans
and a and B-dystroglycans. f-DG f-dystroglycan, DYSI dystrophin
antibody 1 (rod domain), DYS2 dystrophin antibody 2 (C-terminal
domain), DYS3 dystrophin antibody 3 (N-terminal domain), a-DG
a-dystroglycan, a-SG a-sarcoglycan, f-SG [-sarcoglycan, &-SG
8-sarcoglycan, 7-SG y-sarcoglycan, a-DTNA a-dystrobrevin. Scale
bars, 100 pm; a.u. arbitrary units

@ Springer



RESULTADOS

Acta Neuropathologica

Table 2 Variability of

. . AIIL2 ALIL1 AlL7 AIL2 ClL1
sarcolemmal protein reduction
in several individuals with Beta-spectrin +4+++ +4++ +H++ ++++
DTNA-related muscular
p DYS1 ++ ++ ++ +++ ++
dystrophy with the same -
variant DTNA c.1585G> A; DYS2 +++ + ++++ ++ +
p.Glu529Lys (family A) and DYS3 + - ++++ + +
with i C-'f°7- '758_7‘16_'3 i Beta-dystroglycan ++++ ++ 4+ ++ +++
g‘.:]lnS-?’_GluS-‘)del (family Alpha-dystroglycan (VIA4) ++ + ++ 4+ ++
Alpha-dystroglycan (ITH6) + + +++ ++ +++
Alpha-sarcoglycan +++ - ++ + +
Beta-sarcoglycan + ++ ++ ++ +
Delta-sarcoglycan +++ + +++ +
Gamma-sarcoglycan ++ + +++ + +
Alpha-dystrobrevin +++ ++ + + +
+ + + + normal staining, + + + mildly diminished,+ + moderately diminished,+ severely diminished, —
absent
a-bungarotoxin a-dystrobrevin
Control
ALl

Fig.5 Neuromuscular junction imaging. Immunofluorescence stains
for a-dystrobrevin were merged with images of fluorescently labeled
a-bungarotoxin staining acetylcholine receptors to show that the neu-

In summary, we provide clinical, genetic, and histo-
pathological evidence for the pathogenicity of particu-
lar autosomal dominant variants in a specific domain
of a-dystrobrevin, as well as a notable expansion of the
phenotypic spectrum associated with DTNA to muscular
dystrophy. Our observations suggest that the coiled-coil
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romuscular junctions in individual A.IIl.1 were thinner compared to
control neuromuscular junctions (arrows). Scale bars: 50 pm

domain of a-dystrobrevin is intolerant of genetic variation
in skeletal muscle. The identification of additional affected
individuals will assist in a more comprehensive descrip-
tion of the phenotypic spectrum and long-term clinical
manifestations of DTNA-associated muscular dystrophy.
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Fig.6 Immunoprecipitation and GST pulldown assays. a Lysates
were prepared from C2C12 cells that were transiently transfected
with WT DTNA (WT) fused to GST, variant DTNA (Del) fused to
GST, and empty vector containing GST as a negative control (EV).
We also included a non-transfected cell control (NT). Input and GST
pulldowns were analyzed by immunoblotting with anti-syntrophin,
anti-GST, and anti-GAPDH antibodies (the asterisk indicates the
GAPDH band). The anti-syntrophin immunoblot of the GST pull-
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VI. DISCUSION

La presente tesis aborda el fenotipado de precision y el estudio sistematico
mediante la aplicacion de escalas funcionales para medir la trayectoria clinica de los
pacientes con distrofia muscular. El objetivo principal es mejorar la estratificacion de los
pacientes y evaluar el impacto de los tratamientos administrados. Esta investigacion ha
sido posible gracias a la colaboracién con diversos centros de referencia en
enfermedades neuromusculares nacionales e internacional, lo que ha permitido reunir
un numero significativo de pacientes. Esta cohesion ha sido crucial para categorizar y
correlacionar datos clinicos con la progresion a largo plazo de los pacientes,

especialmente en el caso de la distrofia muscular por déficit de colageno VI.

Por otro parte, la aplicacién de métodos de secuenciacién masiva y la agrupacion
de pacientes con fenotipos similares, utilizando una red de colaboracion a nivel
internacional, ha permitido identificar una nueva causa de distrofia muscular en
humanos. Este hallazgo ha demostrado que variantes en el gen DTNA estan implicadas
en la fisiopatologia de las distrofias musculares. La presente tesis, por lo tanto, no solo
ofrece un analisis exhaustivo de los pacientes estudiados, sino que también amplia el
conocimiento sobre las bases moleculares de las enfermedades musculares y su

tratamiento, sentando las bases para futuras investigaciones y estrategias terapéuticas.

En este apartado de discusion se analizan los resultados obtenidos, su
relevancia clinica, y las implicaciones futuras para el manejo y tratamiento de estas
patologias. Se discuten en profundidad los resultados obtenidos enumerados de
acuerdo con los objetivos planteados en la tesis, tratando de subrayar el valor que a dia
de hoy sigue teniendo la semiologia clinica clasica como pilar de la practica médica,

aplicada en este caso a las enfermedades neuromusculares. Identificar, describir e
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interpretar los signos y sintomas de los pacientes para llegar a un diagnéstico clinico,
mantener un seguimiento a largo plazo para conocer la historia natural de las
enfermedades y aplicar con criterio las pruebas complementarias es mas relevante que
nunca a la hora de llevar a cabo una investigacion clinica de calidad. A lo largo del texto
de abordan también las limitaciones del estudio y se proponen nuevas lineas de
investigacion para continuar avanzando en el conocimiento y tratamiento de las

distrofias musculares.
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6.1 CATEGORIZACION DE LOS FENOTIPOS DE DISTROFIA POR
DEFICIT DE COLAGENO VI, CON EL OBJETIVO DE PREDECIR LA
FUNCION MOTORA Y RESPIRATORIA A LARGO PLAZO

La capacidad de categorizar con precision a los pacientes con distrofia por déficit
de colageno VI en subgrupos fenotipicos clinicamente relevantes desde los primeros
afos de vida ayudara a optimizar la atencién clinica, anticipando problemas potenciales
que podrian aparecer, y facilitara el disefio de ensayos clinicos para las estrategias

48.49.5254-5993 | os estudios de historia natural y

terapéuticas actualmente en desarrollo
de cohortes de pacientes con distrofia por déficit de colageno VI han destacado la
dificultad de distinguir entre los fenotipos de este tipo de distrofia, especialmente para
aquellos fenotipos que se encuentran entre la distrofia de Ullrich y la miopatia de
Bethlem y, en particular, para los casos que bordean los fenotipos establecidos. Hasta
el momento se carecia de criterios clinicos claros para diferenciar entre fenotipos
ubicados en estas zonas grises *“°, Ademas, el uso de hitos motores como alcanzar la

capacidad de saltar y correr, aunque util, no permiten distinguir entre los pacientes con

distrofia por déficit de colageno VI en los primeros afos de vida.

La capacidad de levantarse del suelo sin ayuda y subir 4 escalones sin usar una
barandilla fueron los dos hitos motores seleccionados entre los 6 hitos del desarrollo
motor previamente recopilados como parte de un estudio piloto de los hitos de la funcion
motora en pacientes con distrofia por déficit de colageno VI. Estos hitos evaluaron la
capacidad de sentarse sin ayuda, caminar de manera independiente, correr, saltar y
levantarse del suelo. Sentarse sin ayuda y caminar de manera independiente no fueron
suficientes para discriminar entre los fenotipos de distrofia por déficit de colageno VI, ya
que la gran mayoria de los pacientes alcanzan estos hitos. Los hitos motores de correr

y saltar fueron propensos a ser malinterpretados por los pacientes y los padres que
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participaron en el estudio piloto. Por lo tanto, estos hitos no se recopilaron como parte

de este estudio multicéntrico.

En este estudio, demostramos que el uso de dos hitos motores alcanzados en
los primeros afios de la vida, como la capacidad de levantarse del suelo sin ayuda y la
capacidad de subir 4 escalones sin agarrarse de la barandilla, permiten distinguir de
manera fiable entre varios fenotipos de distrofia por déficit de colageno VI, con una
correlacion clinica significativa, y permite ofrecer un pronéstico preciso de la gravedad
y progresion de la enfermedad. Nuestros datos muestran que la funcion motora a largo
plazo esta muy relacionada con la funcién pulmonar en todos los pacientes con distrofia
por déficit de colageno VI. Demostramos que el maximo hito motor a edades tempranas
permite predecir otros eventos relevantes de la enfermedad, como la edad de pérdida
de la deambulacién y la necesidad de iniciar ventilacion no invasiva nocturna. Este
trabajo muestra que clasificar a los pacientes con distrofia por déficit de colageno VI en
grupos fenotipicos en base a los mencionados hitos motores es efectivo para estudiar
la historia natural de los subgrupos especificos de distrofia por déficit de colageno VI 'y

facilita la preparacion de los ensayos clinicos en distrofia por déficit de colageno VI.

Algunas variantes patogénicas con efecto dominante se encontraron muy
asociadas a fenotipos especificos. Entre ellas se encuentra la variante intronica
profunda recurrente en COL6A71 (c.930 + 189C>T), que muestra un fenotipo
caracterizado por una relativa escasez de sintomas prominentes durante los primeros 1
a 2 anos de vida, seguido de una progresion acelerada hacia un fenotipo grave de
distrofia muscular congénita de Ullrich. Algunos pacientes con esta variante lograron la
deambulacion independiente, pero posteriormente la perdieron entre los 6 y 9 afios de
edad, consistente con UCMD. Dada esta nueva y consistente observacion de rapida
progresion en la severidad fenotipica asociada con este genotipo y la posibilidad de que

nuestra clasificacion propuesta de distrofia por déficit de colageno VI pueda no ser tan
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precisa en predecir prospectivamente el fenotipo en este grupo particular de pacientes,
se esta llevando a cabo un trabajo para definir este fenotipo especifico de la mutacion

en una cohorte internacional.

Nuestro estudio también confirma otras correlaciones generales previamente
propuestas entre genotipo y fenotipo para las distrofias por déficit de colageno VI, como
el fenotipo severo asociado con sustituciones de glicina ubicadas en la region critica que
incluye los tripletes Gly-X-Y 10 a 15 en la regién N-terminal del dominio TH. También
proporcionamos algunas hipotesis que pueden ser Utiles para predecir el fenotipo en

aquellos pacientes con variantes patogénicas de herencia recesiva.

Cabe destacar que los individuos con un fenotipo intermedio de distrofia por
déficit de colageno VI muestran un deterioro progresivo de la funcién pulmonar que es
comparativamente mas pronunciado que el declive en la funcién motora en el mismo
rango de edad. Aunque la trayectoria de la funcidon motora de los individuos con fenotipo
intermedio puede ser a veces dificil de distinguir de la de los individuos con fenotipo
Bethlem, la trayectoria de la funcion pulmonar de estos dos fenotipos es diferente. De
hecho, la contribucién fundamental de esta clasificacion propuesta es su capacidad para
anticipar un declive en la funcion pulmonar. Dada la capacidad de la clasificacion
propuesta para predecir los fenotipos de distrofia por déficit de colageno VI desde una
edad temprana, creemos que permitira establecer programas de seguimiento que
permitan anticipar estos eventos y proponer medidas preventivas: la hipoventilacién no
reconocida o en algunos casos infradiagnosticada es la principal causa de morbilidad y

mortalidad en las pacientes con COL6-RDs y de este modo podria reducirse.

Este estudio tiene algunas limitaciones. Realizamos una revision retrospectiva
de los datos clinicos que se habian recopilado en el curso de la atencion clinica de los

pacientes; por lo tanto, la mayoria, pero no todos los parametros, estaban disponibles
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para cada paciente. Ademas, los hitos motores maximos registrados en el expediente
médico que no fueron capturados en video y ya no son posibles de demostrar
clinicamente, pueden tener una menor precision debido al sesgo de recuerdo. Esto es
particularmente el caso en la consecucion de la capacidad de levantarse del suelo, ya
que si este hito se logro sin asistencia se utiliza para predecir un futuro fenotipo
intermedio frente a un fenotipo Ullrich y seria mas preciso si se documentara tras la
observacion directa o la revision de una grabacion en video de este hito. Por esta razon,
seria deseable poner en marcha estudios prospectivos robustos de historia natural con
la recopilacion de datos de hitos motores maximos mediante observacién directa o
captura en video para validar esta clasificacion fenotipica. La recopilacion prospectiva
de datos de historia natural también seria util para validar los analisis de tiempo hasta

el evento realizados en este estudio.

Observamos cierta superposicion en la edad de la pérdida de la deambulacion y
la edad de inicio de la ventilaciéon no invasiva entre los fenotipos Ullrich e intermedio. Si
bien una superposicion en la categorizacion fenotipica no es del todo inesperada, dado
que las distrofias por déficit de colageno VI se comportan como un espectro fenotipico
continuo, es importante reconocer que, en referencia al momento del inicio de la VNI, la
variabilidad en la atencion clinica entre centros y la conformidad/incumplimiento del
paciente pueden resultar en una variabilidad significativa en el momento del inicio de la
VNI, incluso cuando su inicio esta clinicamente indicado. Esperamos que nuestra
clasificacion pueda ser un medio eficaz para el pronéstico individual de los pacientes, lo
cual, si se utiliza en diferentes centros, podria afectar positivamente la atencion, incluido

el momento del inicio de la VNI.

Nuestro estudio de una gran cohorte de pacientes con distrofia por déficit de
colageno VI de Espafia y Estados Unidos (n = 119) identifica dos hitos iniciales maximos

de funcion motora, la capacidad de levantarse del suelo sin asistencia y la capacidad de
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subir cuatro escalones sin apoyarse en una barandilla, como predictivos de los
subgrupos fenotipicos de la siguiente manera: (1) levantarse del suelo solo con
asistencia (UCMD), (2) levantarse del suelo sin asistencia (COL6-RD intermedio), y (3)
subir escaleras (ascender un minimo de cuatro escalones sin el uso de una barandilla)
(BM). Esta clasificacion ofrece un enfoque probabilistico para predecir el fenotipo futuro
de los pacientes individuales con distrofia por déficit de colageno VI desde una edad
temprana, lo que resulta en una mejor atencién anticipatoria y preparacién para ensayos

clinicos.

Estudios previos de pacientes con distrofia por déficit de colageno VI habian
categorizado los fenotipos de los pacientes basandose en caracteristicas de la funcion
motora, como la pérdida de la marcha o la capacidad de correr o saltar; sin embargo,
ninguna de esas clasificaciones fenotipicas propuestas permitia una identificacion
fenotipica precisa desde una edad temprana. En contraste, esta clasificacion fenotipica
prospectiva propuesta para distrofia por déficit de colageno VI deberia permitir a los
clinicos predecir el fenotipo futuro de los pacientes desde los primeros anos de vida.
Sugerimos que nuestra clasificacion fenotipica puede ser tan definitiva y relevante desde
una perspectiva de investigacion clinica como la clasificacion fenotipica de los pacientes
con atrofia muscular espinal, la cual ha sido determinante en el disefio de ensayos
clinicos y la comprension de la historia natural y busqueda e interpretacién de

biomarcadores modificadores de la enfermedad .

Este estudio se suma a estudios previos de distrofia por déficit de colageno VI al
demostrar que la funcién motora maxima lograda se correlaciona con la funcién motora
y pulmonar a largo plazo. Creemos que esta clasificacion ayudara a los clinicos a
proporcionar un pronostico mas preciso de la funcion motora y respiratoria, permitiendo
asi una mejor atencion clinica. Esta clasificacion distrofia por déficit de colageno VI

también ayudara en el disefio de ensayos clinicos al permitir la estratificacion fenotipica
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de las cohortes de ensayos clinicos en pacientes con distrofia por déficit de colageno VI

desde una edad temprana.
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6.2 IMPACTO DEL TRATAMIENTO CON ANTICOLINESTERASICOS EN
PACIENTES CON DISTROFIA MUSCULAR POR GMPPB

Se ha propuesto la piridostigmina como un tratamiento beneficioso en
pacientes con distrofia muscular por GMPPB, dada la afectacién que se sabe que
existe a nivel de uniéon neuromuscular, con un fenotipo de miastenia congénita que se
superpone con el fenotipo distréfico. En enfermedades raras tratables como esta, la
necesidad de evaluar objetivamente y de manera cuantitativa la respuesta a los
tratamientos farmacolégicos es cada vez mas necesaria. En este estudio, medimos el
impacto del tratamiento con piridostigmina en tres pacientes utilizando escalas
funcionales motoras validadas. La respuesta al tratamiento fue sobresaliente dentro de
las primeras horas, con todas las puntuaciones de las escalas mostrando un aumento
drastico en solo dos dias. Esta notable mejora se mantuvo estable durante 12 meses,
pero posteriormente se detectd una disminucion moderada de la funcién motora. A
pesar de este descenso en las puntuaciones de las escalas al final del seguimiento, el
estado funcional motor de los pacientes seguia siendo significativamente mejor que

antes de iniciar el tratamiento.

Hay condiciones intrinsecas, como la naturaleza degenerativa de la distrofia
muscular asociada con la reduccion de a-distroglicano que presentan estos pacientes
gue creemos que pueden explicar este deterioro funcional motor después de 12 meses
de tratamiento. Hipotetizamos que esto puede estar parcialmente asociado con la
historia natural de la condicién distréfica. En nuestra cohorte de pacientes, no solo
este factor intrinseco puede afectar los resultados. Otros factores extrinsecos como la
escoliosis y sus complicaciones quirurgicas también deben tenerse en cuenta en la
progresion de la enfermedad, ya que afectaron el seguimiento clinico y la funcionalidad

de los pacientes en mayor o menor medida. La escoliosis es un factor relevante a
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considerar en términos de progresion de la enfermedad. En nuestra cohorte, la
introduccion de piridostigmina a una edad temprana de la enfermedad en el paciente
3, antes del inicio de la escoliosis, parece haber tenido un efecto protector sobre esta.
El paciente 2 ya mostraba una escoliosis grave cuando tenia 12 afos, casi la misma
edad que el paciente 3 en el ultimo seguimiento, mostrando que la progresion de la

escoliosis en el paciente 3 ha sido mas lenta que la observada en sus hermanos.

Cabe destacar que, incluso en aquellos pacientes mayores, 0 en aquellos en
los que se observa infiltracion grasa en algunos musculos mediante resonancia
magnética, como los pacientes 1y 2, el tratamiento con piridostigmina confirié un claro
beneficio en términos de funcién motora. Este hallazgo destaca la importancia de
incluir en el diagnodstico diferencial de todas las distrofias musculares sin diagnéstico
genético a la distrofia muscular por GMPPB, dado que la afectacién a nivel de unién
neuromuscular es tratable. Segun nuestros resultados y teniendo en cuenta la
presentacion clinica heterogénea de los trastornos relacionados con GMPPB,
consideramos los inhibidores de la acetilcolina como la primera opcion terapéutica en
pacientes con mutaciones en GMPPB, ya desde las primeras etapas de la
enfermedad, incluyendo aquellos casos en los que la fatigabilidad no se observa
claramente. La fatigabilidad puede presentarse superpuesta con otros sintomas y no
siempre es facil de objetivar . El empleo adicional de otros tratamientos, incluyendo
salbutamol y 3,4-diaminopirimidina, también puede considerarse como un tratamiento

complementario .
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6.3 CARACTERISTICAS CLINICAS, ANATOMOPATOLOGICAS Y
FISIOPATOLOGICAS DE LOS PACIENTES CON DISTROFIA POR
ALTERACIONES EN DTNA

Describimos el fenotipo de 12 pacientes de cuatro familias con variantes
monoalélicas en el gen DTNA en el contexto de hiperCKemia persistente (n = 11),
mialgias (n = 10), intolerancia al ejercicio (n = 9), rabdomidlisis (n = 1) y debilidad
muscular proximal en las extremidades inferiores (n = 3). Nuestros hallazgos sugieren
que las variantes en el dominio de coiled-coil de a-distrobrevina dan lugar a un fenotipo
relativamente leve de distrofia que afecta al musculo esquelético con penetrancia
variable. La delecion p.GIn523 Glu529del esta asociada con un fenotipo clinico mas
grave, que incluye debilidad muscular, mientras que la variante de cambio de sentido
p.Glu529Lys resulta en un fenotipo mas leve de hiperCKemia, mialgia e intolerancia al
ejercicio. Queremos subrayar que el dominio coiled-coil de a-distrobrevina media la
interaccion con distrofina y su homaologo utrofina y que otras variantes missense en este

dominio no se han descrito previamente en humanos.

La existencia de manifestaciones a nivel de sistema nervioso central en algunos
pacientes todavia no sabemos cémo interpretarlas. La a-distrobrevina se expresa en
multiples regiones del cerebro en humanos % y en peces cebra *. lo que sugiere que
las variantes de DTNA pueden estar asociadas con alteraciones en el desarrollo
neuroldgico. Especificamente, la expresion de DTNA aumenta durante el periodo
prenatal tardio, seguido de una meseta y una posible disminucion lenta después de la
primera infancia %’. Basandose en estos hallazgos, Simon et al. sugirieron que la elevada
expresion de DTNA en las primeras etapas de la astrogliogénesis puede reflejar un

papel de los astrocitos en la distribucién de factores secretados criticos para procesos
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de desarrollo como el mantenimiento de la barrera hematoencefalica y la maduracion

neuronal ¥’.

La inmunofluorescencia de las muestras de biopsia muscular mostré una
marcada reduccion de a-distrobrevina en la membrana, asi como de otros componentes
del DGC, sugiriendo que los posibles mecanismos por los cuales las variantes
p.Glu529Lys y p.GIn523_Glu529del dan lugar al fenotipo distréfico pueden incluir
interacciones alteradas entre a-distrobrevina y una o mas proteinas del DGC,
desestabilizando asi el complejo con una reduccion de multiples componentes cuando
se miden en la ubicaciéon de la membrana donde esperariamos encontrarlos. En
contraste con el déficit inmunohistoquimico en la membrana, los western blots no
mostraron una disminucion de a-distrobrevina en los lisados musculares totales de los
pacientes. Aunque los anticuerpos utilizados para los dos estudios fueron diferentes (el
anticuerpo que usamos para la inmunofluorescencia se dirige a la region interna de a-
distrobrevina (aminoacidos 366-422), mientras que el anticuerpo utilizado para el
western blot se dirige a la region C-terminal de a-distrobrevina (aminoacidos 600-743),
las regiones objetivo no incluyen los aminoacidos afectados por las variantes de
nuestros pacientes. Una explicacién mas plausible para los hallazgos discordantes entre
los estudios inmunohistoquimicos y los western blots es que algunas variantes de a-
distrobrevina, como las de nuestros pacientes, den lugar a una incapacidad de
localizarse adecuadamente en el DGC, lo que lleva a un efecto dominante negativo
caracterizado por la desestabilizacion de otros componentes del DGC mientras que la
cantidad total de proteina de a-distrobrevina presente en el musculo permanece sin
cambios. En apoyo de esta hipotesis, encontramos que la interaccion entre a-
distrobrevina y sintrofina se vio interrumpida por una construccion alterada de DTNA
que contenia la delecion ¢.1567_1587. También consistente con esta hipotesis es que

la a-distrobrevina interactua directamente con distroglicanos a través de su dominio EF
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%_Como no se aplicaron técnicas de disociacion mecanica fuerte para solubilizar las
proteinas musculares antes de realizar los western blots, otra posible explicacién para
los hallazgos discordantes es que las variantes reportadas aqui podrian llevar a la
formacion de agregados solubles, lo cual seria una hipotesis alternativa para explicar la
existencia de una disminucion de la expresion de a-distrobrevina en

inmunofluorescencia, pero no en western blot.

Una variante patogénica monoalélica diferente en DTNA, (NM_001390.5)
c.362C>T; p.(Pro121Leu), se habia identificado previamente en 6 pacientes con
miocardiopatia no compactada del ventriculo izquierdo de la misma familia [17], y mas
recientemente, una variante diferente de DTNA (NM_001198943.1) c.681G>C;
p.(Glu227Asp) se asocié con fibrilacion auricular en otra familia; sin embargo, existen
discordancias genotipo-fenotipo en esta ultima familia que han quedado suficientemente

aclaradas

. No se describi6 la existencia de hiperCKemia ni otros sintomas
musculoesqueléticos en ninguno de los individuos reportados en estos dos articulos.
Por otra parte, no se detectd implicacion cardiaca en ninguno de los pacientes de
nuestra cohorte, lo que sugiere que no existe solapamiento entre estos dos fenotipos.
Que las variantes asociadas con distrofia muscular y las asociadas con miocardiopatia
estén ubicadas en diferentes dominios sugiere que (i) la localizaciéon de las variantes
patogénicas en DTNA tiene una influencia significativa en el fenotipo clinico asociado y
(ii) el dominio coiled-coil de a-distrobrevina es sensible a variantes que alteran la
estructura e interacciones del DGC en el musculo esquelético. Esta interpretacion esta
respaldada por los altos niveles de conservacién del dominio de coiled-coil a lo largo de
especies evolutivamente divergentes, y por la interaccién entre a-distrobrevina y
distrofina en el dominio coiled-coil. La identificaciéon de mas pacientes y los datos de

historia natural seran cruciales para comprender mejor el espectro fenotipico y las

manifestaciones clinicas a largo plazo de esta forma de distrofia muscular, que es mas
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leve que el fenotipo observado en ratones knockout de DTNA . Que no haya reportado
ningun paciente con variantes patogénicas bialélicas en DTNA sugiere que la ausencia
completa de DTNA en humanos puede ser tan grave como para ser incompatible con la

vida.

Ademas de estar localizada en el sarcolema, la a-distrobrevina se expresa en la
unidon neuromuscular, especialmente en la cresta de los pliegues de la unién, con un
papel clave para anclar los receptores de acetilcolina a la membrana postsinaptica °'.
En los pacientes presentados aqui no se detectaron sintomas tipicos de afectacion de
la unién neuromuscular, ya que se observo fatigabilidad, ptosis, ni una disminucion en
la amplitud del potencial de accion motor compuesto (CMAP) después de la estimulacion
repetitiva de baja frecuencia, por lo que no investigamos si las variantes alteraban el
anclaje normal de los receptores de acetilcolina. Sin embargo, en la biopsia muscular
de uno de los pacientes, identificamos diez uniones neuromusculares con una
morfologia ligeramente anormal, ya que eran mas delgadas que las del control (Figura
19). Estos hallazgos deben interpretarse con cautela debido a la conocida variabilidad
de las uniones neuromusculares en secciones de criostato y al numero limitado de
uniones neuromusculares visualizadas. Estudios futuros sobre los posibles efectos de
las variantes de a-distrobrevina en la unién neuromuscular serian esclarecedores, y es
posible que en el futuro se encuentren pacientes con variantes patogénicas en otros

dominios de DTNA que presenten un fenotipo miasténico.

a-Distrobrevina es un componente integral y evolutivamente conservado del
DGC "2, Estudios en multiples organismos modelo, incluyendo el ratén (Mus musculus),
pez cebra (Danio rerio), mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) y nematodo
(Caenorhabditis elegans), han mostrado que los ortélogos de distrobrevina en estas
especies (Dtna, dtna, Dyb y dyb-1, respectivamente) se expresan en los musculos

esqueléticos, asi como en el sistema nervioso central *'%, La generacion de modelos
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animales deficientes en Dyb en estas especies facilito la investigacion sobre la funcion
de esta proteina en la unidon neuromuscular postsinaptica, donde esta enriquecida. Los
organismos mutantes con pérdida de funcion de Dyb son viables; sin embargo, se han
reportado anomalias en la actividad motora, la integridad de las fibras musculares, la
liberacion de neurotransmisores en la union neuromuscular y la estructura de la union
neuromuscular en multiples especies. Estos estudios revelaron un papel importante de

DTNA/Dyb en la unién neuromuscular %1%,

Las formas dominantes de distrofia muscular siguen siendo mucho menos
frecuentes que las formas recesivas '°°. Esto probablemente refleja en cierta medida los
patrones epidemioldgicos de los pacientes con distrofia muscular, pero como muestra
nuestro estudio, los estudios genéticos de familias dominantes a menudo se ven
obstaculizados por fenotipos mas leves que los observados en familias recesivas, como
es el caso de algunos individuos con LGMD-1D "%, Esto plantea la posibilidad de errores
de fenotipado que podrian confundir los analisis de segregacion de variantes
patogénicas candidatas 7. Por lo tanto, creemos que las formas dominantes de distrofia
muscular pueden estar infraestimadas y que es probable que se descubran genes

adicionales con variantes causantes de herencia dominante en el futuro.
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1)

4)

VII. CONCLUSIONES

El maximo hito motor alcanzado por los pacientes con distrofia por déficit de
colageno VI a los 5 afios de edad, como la capacidad de levantarse del suelo sin
ayuda y la capacidad de subir 4 escalones sin agarrarse a una barandilla,
demostraron ser fiables para distinguir entre 3 subgrupos fenotipicos: (1) distrofia
muscular congénita de Ullrich, (2) fenotipo intermedio y (3) miopatia de Bethlem.
La funcion motora y respiratoria a largo plazo de los pacientes con distrofia
muscular por déficit de colageno VI se correlacionan con la clasificacion
fenotipica propuesta, que permite a clasificar a los pacientes desde sus primeros
anos de vida. Esta clasificacién ayudara a predecir otros eventos relevantes de
la enfermedad, como la edad de pérdida de la marcha y la necesidad de iniciar
ventilacion no invasiva nocturna.

El tratamiento con piridostigmina en pacientes con distrofia muscular por
alteraciones en GMPPB mejoré mucho la funcion motora de todos los pacientes
en pocas horas y durante el primer afo de tratamiento. No obstante, se detectd
un empeoramiento en las escalas funcionales motoras un afio después del inicio
del tratamiento. Esto sugiere que, a pesar de la respuesta beneficiosa, el curso
progresivo asociado al componente distrofico de la enfermedad persiste.
Aportamos evidencia clinica, genética e histopatolégica de la patogenicidad de
variantes autosdmicas dominantes especificas en un dominio particular de a-
distrobrevina, asi como una expansion notable del espectro fenotipico asociado
con el gen DTNA. Nuestras observaciones sugieren que el dominio coiled-coil
de a-distrobrevina es intolerante a la variacion genética en el musculo

esquelético
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