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Resumen

La dinamina 1 es una proteina GTPasa implicada en la fisién de las vesiculas sinapticas,
que facilita la exocitosis de los neurotransmisores necesarios para la sefializacion normal.
Las variantes patogénicas en el gen DNM1 se asocian con epilepsia intratable, a menudo
manifestada como espasmos infantiles al inicio, retraso en el desarrollo y un trastorno
del movimiento, y se localizan en los dominios GTPasa y medio de la proteina.
Describimos a un hombre de 36 afos con autismo y discapacidad intelectual moderada
que experimentd solo unos pocos espasmos generalizados entre los 16 y los 30 afios.
Mediante un enfoque de secuenciacion completa, identificamos la nueva variante
patogénica ¢.1994T>C p.(Leu665Pro) de novo con sentido erréneo en el dominio efector
GTPasa (GED) de la proteina DNM1. Los analisis estructurales sugieren que esta
sustitucion deteriora tanto la formacién del tallo como sus interacciones, conocidas por
su importancia para la funcién celular fisiolégica de la dinamina-1. Nuestros datos amplian
el espectro de fenotipos asociados con variantes patogénicas en el gen DNM1,
vinculando una variante en el dominio GED con el autismo y la apariciéon en la
adolescencia de epilepsia leve, una presentacion fenotipica notablemente diferente de
la encefalopatia epiléptica infantil precoz asociada con variantes patogénicas en los
dominios GTPasa o medio.
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Camilli, 2012). DNM1 est& organizada en cinco dominios: (a) un dominio
G terminal N que une e hidroliza GTP (dominio GTPasa);

Las variantes patogénicas en el gen DNM1 se han asociado con
encefalopatias epilépticas de aparicion temprana. A menudo se
manifiestan desde la primera infancia con espasmos infantiles, retraso
del desarrollo y un trastorno del movimiento (von Spiczak et al., 2017).
En general, se ha estimado que las variantes patogénicas de DNM1
representan hasta el 2% de los pacientes con espasmos infantiles o
sindrome de Lennox-Gastaut (EuroEPINOMICS- RES Consortium et al.,
2014). La dinamina 1 (DNM1; NM_004408) se localiza en el cromosoma
9934.11 y codifica la DNM1, una proteina GTPasa implicada en la fisién
de vesiculas sinapticas para la endocitosis mediada por receptores en la
membrana plasmatica presinaptica (Ferguson & De

(b) un dominio medio, implicado en la oligomerizacién; (c) un dominio de
homologia pleckstrin (PH); (d) un dominio efector GTPasa (GED), y

(e) un dominio rico en prolina (PRD) (Boumil et al., 2010). Todas las
variantes patogénicas de novo identificadas en pacientes con
encefalopatias epilépticas se agrupan en los dominios GTPasa y medio
(Allen et al., 2016; EuroEPINOMICS-RES Consortium et al., 2014;
Nakashima et al., 2016; von Spiczak et al., 2017; Figura 1). En el unico
paciente con una variante patogénica fuera de estos dos dominios, en el
dominio PH, la discapacidad intelectual y el autismo no se asociaron con
la epilepsia (Brereton et al., 2018).
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FIG URA1 Enla superior, se muestra una representacion lineal de la proteina DNM1, consistente en los limites de los exones con sus regiones

relativas de codificacién de proteinas y una escala de aminoacidos. En la inferior, por encima y por debajo de la proteina DNM1 se muestran las
variantes patogénicas (co-ocurrencia de 1 a 10) descritas en la literatura (piruletas en rojo: sin sentido, negro: truncamiento, azul claro: empalme que
resulta en una insercién inframe) y las variantes naturales sin sentido (co-ocurrencia de 2 a 5, de 6 a 30 y >30) descritas en la base de datos gnomAD
(piruletas verdes), respectivamente. La variante sin sentido p.Leu655Pro identificada en el paciente aqui descrito se representa como una piruleta
azul. GTPasa (verde): Dominio GTPasa que une e hidroliza el GTP; Medio (rojo claro): dominio medio implicado en la oligodimerizacién; PH (azul
claro): dominio de pleckstrin-homologia; GED (amarillo): dominio efector de la GTPasa implicado en la oligomerizacién y la estimulacion de la actividad

GTPasa; PRD (gris oscuro): dominio rico en prolina.

Aqui describimos un paciente portador de una nueva variante
patogénica missense de novo en la GED de DNM1 cuyo fenotipo incluia
autismo y discapacidad intelectual moderada, con epilepsia generalizada
leve de inicio en la adolescencia.

2 | INFORME CLINICO

El probando es un hombre de 36 afios que naci6 a término de padres
caucasicos no emparentados tras un embarazo y un parto normales. Tiene
un hermano mayor con un trastorno de ansiedad generalizada der y un
hermano menor (29 afios) con un trastorno mixto ansioso-depresivo. El
peso y la talla del probando al nacer estaban por encima de la media
(peso 4850 g, +2,6SD; talla 57 cm, +2,6SD) y los pardmetros de
crecimiento se mantuvieron en la parte superior de la curva hasta la
edad adulta. Un examen inicial, a los 8 meses, reveld hipotonia y mala
coordinacién motora. No se observaron rasgos dismoérficos. El desarrollo
precoz se retraso con la sedestacion sin apoyo a los 9 meses y la marcha
auténoma a los 19 meses. El desarrollo subsiguiente de las habilidades
motoras finas se retraso, con cierto grado de torpeza todavia presente.
En la edad escolar, el nifio fue diagnosticado de discapacidad intelectual
moderada con deterioro de las habilidades comunicativas no verbales
(DSM-5318.0), Trastorno del Espectro Autista (TEA) con nivel 3 de
(DSM-5299.00),
verbales y ausencia de lenguaje comunicativo (CIE-11 6A02.5). En la

gravedad discapacidad intelectual, estereotipias

actualidad, el probando sigue siendo no verbal y soélo utiliza
vocalizaciones, como sonidos monosilabicos.

A los 16 aparecié una crisis ténico-clinica generalizada y se iniciod
tratamiento con lamotrigina (200 mg/dia). Varios EEG, realizados entre
los 16 y los 32 afios de edad, revelaron descargas epileptiformes
interictales difusas. La resonancia magnética cerebral, realizada a los 17
de edad, mostré una leve asimetria de los ventriculos laterales, un leve
agrandamiento de la cisterna magna con una porcién inferior hipoplasica
del vermis cerebeloso. Tras 3 afios de remision de las convulsiones, se
le retiré la lamotri- gina y permanecié sin convulsiones durante 7 afios
mas, pero entonces se produjeron convulsiones generalizadas, con un

total de ocho episodios tonico-clonicos generalizados.

de los 16 a los 30 afios, tras lo cual volvid a estar libre de convulsiones
hasta los 36 afios. Dado que durante estos afios la lamotrigina se
suspendié y se reintrodujo varias veces y que se produjeron un numero
similar de convulsiones con o sin medicacion, sigue sin saberse con
certeza si el farmaco desempefi¢é algun papel en el control de las
convulsiones. Actualmente esta en tratamiento con lamotrigina (200
mg/dia).

En la actualidad, el probando manifiesta un trastorno del suefio
resistente al tratamiento y tiene una autonomia muy limitada en las
actividades de la vida diaria, por lo que requiere apoyo constante.

3 | MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo el consentimiento informado de la familia para la
secuenciacion del exoma completo (WES), y el estudio fue aprobado por
el Comité de Etica Pediatrica de la Regién de Toscana. EI ADN gendmico
se extrajo utilizando un robot QiaSymphony SP (Qiagen), de acuerdo con el
protocolo del fabricante, a partir de leucocitos de sangre periférica de la
probanda y sus padres.

El WES se realizé en el probando y en ambos progenitores en
objetivos de exdn aislados mediante captura utilizando el kit SureSelect
Clinical Research Exome V2 (67,3 Mb) (Agilent Technologies). Las
bibliotecas se secuenciaron con el sistema de secuenciacion lllumina
NextSeq 500 con lecturas paired-end de 100 pb (lllumina). El andlisis de
los datos WES se realiz6 con la plataforma BaseSpace OnSite
(Nlumina). Las lecturas se alinearon con el genoma humano
GRCh37/UCSC hg19 y las variantes se filtraron por calidad de acuerdo
con las mejores practicas de GATK, se anotaron con VarSeq (Golden
Helix) y se filtraron con bases de datos publicas (gnomAD V.2.0) e
raras (MAF< 0.1%)

localizadas en exones con cualquier efecto sobre

internas para retener variantes privadas y
la secuencia
codificante y en regiones de sitios de empalme. Las variantes con
profundidad> 10 y calidad del genotipo> 20 se filtraron segln los
modelos de novo autosémico dominante, ligado al X, homocigoto
recesivo y heterocigoto compuesto. El impacto funcional de las variantes
se evalué mediante prediccion in silico utilizando la base de datos
dbNSFP (v3.3a) (Liu et al.,, 2016). La validacion de variantes y la

segregacion en la familia se obtuvieron con
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Secuenciacion Sanger en ambas cadenas, utilizando la quimica Big Dye
Terminator V3.1 (Thermo Fisher Scientific), en un 3500 DX Genetic Ana-
lyzer (Thermo Fisher Scientific). Las variantes se clasificaron segun las
directrices estandar del ACMG (Richards et al., 2015).

Para evaluar la conservacion evolutiva de los residuos de
aminoacidos, la proteina DNM1 se alineé con sus paralogos humanos
(DNM2 y DNM3) y con sus ortélogos de ocho especies diferentes de
vertebrados e invertebrados (Pan troglodytes, Canis lupus, Bos taurus, Mus
mus- culus, Gallus gallus, Danio rerio, Drosophila melanogaster y Caenor-
habditis elegans) utilizando la herramienta Clustal Omega (Sievers &
Higgins, 2018).

Para visualizar la ubicacion de la sustituciéon de aminoacidos en la
estructura de DNM1, se utilizé la herramienta de visualizacion de la
estructura UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 20212021) y el modelo de
proteina humana DNM1 predicha por homologia alfa (AF-Q05193-F1-
model_v4.pdb) (Jumper et al., ).

Para predecir los posibles cambios estructurales introducidos por la
sustitucion de sentido erréneo en el autoensamblaje de el dominio GED
con los dominios GTPasa y medio, se utilizaron las herramientas
Missense3D (lttisoponpisan et al., 2019), PremPS (Chen et al., 2020) y
Arpeggio (Jubb et al., 2017).

4 | RESULTADOS

El analisis WES reveld una variante patogénica heterocigota missense de
novo en el gen DNM1 (NM_004408.4:c.1994T>C p.(Leu665Pro)). La
variante ¢.1994T>C es nueva y no aparece en bases de datos de
variantes (Exome Aggregation Consortium, base de datos gnomAD,
1000 Genomes Project y NHLBI Exome Sequencing Project, base de
datos ESP6500).
patogénica segun

La variante se clasifica como probablemente

Seminars in Medical Genetics

las directrices del ACMG (PS2, PM2 y PP3). El residuo de aminoacido
p.Leu665 esta altamente conservado en los paralogos humanos de
DNM1 y en los ortélogos de vertebrados e invertebrados de la proteina
(Figura S1); este residuo esta localizado en la porciéon N-terminal del
dominio GED, conocido por interactuar con el dominio medio, cerca del
dominio PH (Figuras 1 y 2). La sustitucion sin sentido p.Leu655Pro
introduce una prolina enterrada y se predice, mediante la herramienta
Missense3D, que tendra un notable impacto estructural en la estabilidad
de la proteina. Las predicciones computacionales PremPS realizadas
para cuantificar el efecto de la sustitucion missense en la estabilidad de
la proteina DNM1 mostraron un fuerte efecto desestabilizador de la
sustitucion con un +3 AAG (kcal mol'). Ademas, la herramienta
Arpeggio puso de manifiesto una reducciéon de las interacciones no
covalentes establecidas por el residuo mutante p.Leu665Pro con los
aminoacidos C-terminales del dominio medio en comparacién con las
establecidas por el residuo p.Leu665 de tipo silvestre (Figura S2).

5 | DEBATE

La encefalopatia DNM1 se caracteriza por un fenotipo relativamente
homogéneo de hipotonia, discapacidad motora global, discapacidad
intelectual de grave a profunda y epilepsia que suele comenzar como
sindrome de espasmos infantiles y evolucionar con frecuencia como
sindrome de Lennox-Gastaut (Allen et al., 2016; Nakashima et al., 2016;
von Spiczak et al., 2017). Otras caracteristicas clinicas poco frecuentes
incluyen regresion del desarrollo, deficiencia visual cortical, trastornos del
comportamiento y microcefalia (Allen et al., 2016; Nakashima et al., 2016;
von Spiczak et al., 2017). Hasta la fecha, se han descrito 46 pacientes con

encefalopatia epiléptica y variantes patogénicas de DNM1 en 45 familias
(Kolnikova et al., 2018; Li et al., 2019; AlTassan et al., 2022; Yigit et al.,
2022). Veintitrés

FIG URA2 Estructura tridimensional de la proteina DNM1 (segun la prediccion AF-Q05193-F1-model_v4-Alphafold monomer V2.0 para dynamin-1,
Uniprot Q05193). (a) Los dominios DNM1 se han coloreado en verde claro (dominio GTPasa), amarillo (dominio medio), azul (dominio GED), naranja (dominio
PH) y gris claro (dominio PRD). (b) Vista girada 90° de la estructura tridimensional de la proteina mostrada en (a). Tanto en (a) como en (b), la variante de
sentido erroneo p.Leu655Pro, localizada en el dominio GED e identificada en el paciente del que se informa aqui, se representa como bolas-palitos rojas.
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Se han descrito diferentes variantes patogénicas de novo con herencia
autosémica dominante. La variante mas comun es la sustitucion
c.709C>T (p.Arg237Trp), observada en 10 pacientes no relacionados.
Todas las variantes sin sentido asociadas con la encefalopatia epiléptica
se agrupan en los dos dominios funcionales principales de la proteina
DNM1, el dominio GTPasa y el dominio medio. Ademas, se ha
informado de que las variantes patogénicas de pérdida de funcion
homocigéticas en DNM17 causan una encefalopatia epiléptica y del
desarrollo autosémica recesiva grave en tres pacientes no relacionados
(AlTassan et al., 2022; Yigit et al., 2022). Por ultimo, una variante
recurrente de novo en el sitio de empalme de DNM1 se ha asociado con
encefalopatia epiléptica y del desarrollo con un mecanismo dominante
negativo (Parthasarathy et al., 2022). Tres variantes patogénicas sin
sentido en DNM1 se han asociado con un fenotipo menos grave. La
sustitucion p.Lys535GIlu se identifico en dos hermanas gemelas
idénticas que presentaban discapacidad intelectual de leve a moderada
y trastorno del espectro autista sin convulsiones (Brereton et al., 2018).
Este fenotipo leve se atribuyé a la localizacion unica de la variante en el
dominio PH (Brereton et al., 2018). La sustitucion p.Vald7Met se
identificé en una nifia que exhi- bia un retraso moderado del desarrollo y
epilepsia autorresolutiva (Choi et al., 2021). Esta variante se localizé en el
dominio GTPasa, destacando asi que la epilepsia intratable o el retraso
grave del desarrollo no forman parte del fenotipo en individuos cuyas
variantes patogénicas afectan a este dominio (Choi et al., 2021). La
sustitucion p.Pro405Leu se observé en una nifia que presentaba
hipotonia leve, discapacidad intelectual leve, problemas de
comportamiento pero no epilepsia (Parthasarathy et al., 2022). Esta
variante se identificé en el ex6n10b de DNM1, cuya menor expresion en
el cerebro con respecto al exén10a podria subyacer al fenotipo leve de
esta paciente (Parthasarathy et al., 2022).

El hombre de 36 afios portador de una nueva variante patogénica
DNM?1 sin sentido de novo (c.1994T>C, p.Leu665Pro) que describimos
aqui presentaba discapacidad intelectual moderada y trastorno del
espectro autista, y s6lo experimentd un nimero limitado de convulsiones
desde la adolescencia hasta los primeros afios de la edad adulta. La
resonancia magnética cerebral reveléd una hipoplasia leve del vermis
cerebeloso. La limitada informacion disponible sobre las caracteristicas
de la RM cerebral en pacientes con variantes patogénicas DNM1 incluye
atrofia cerebelosa y otras caracteristicas no recurrentes (Tabla S1). La
hipoplasia del vermis cerebeloso, observada en nuestra paciente, no se
habia descrito antes. En general, la presentacion fenotipica de nuestro
paciente es atipica con respecto a los fenotipos conocidos relacionados
con DNM1. La variante p.- Leu665Pro no aparece en la literatura ni en
las bases de datos de controles sanos. Implica una sustitucion de
aminoacidos no conservadora que se produce en una posicién
conservada evolutivamente que es intolerante a las variaciones
(https://stuart.radboudu mc.nl/metadome/dashboard). Se localiza en el
dominio GED,

autoasociacion de la dinamina para formar estructuras en espiral

conocido por tener un papel importante en la
alrededor de vesiculas lipidicas durante la endocitosis (Chakraborty et
al.,, 2012; von Spiczak et al., 2017). Este dominio es esencial para
estimular la hidrélisis de GTP de la dinamina, actuando asi como una
Pro- teina Activadora de GTPasas (GAP) interna (Chakraborty et al.,
2012). Hasta el momento no se han descrito variantes patogénicas en el
dominio GED. La sustitucién p.Leu665Pro afecta a un residuo de DNM1
que estd muy conservado en los paralo- gues DNM2 y DNM3, y en los
ortélogos de diferentes paralo- gues.

especies de vertebrados e invertebrados (Figura S1). Esta variante es una
sustitucion de leucina a prolina que consiste en una sustitucion de no
polar a no polar, por lo que no aporta carga adicional. Sin embargo, la
sustitucion introduce un residuo de prolina enterrado que, segun las
predicciones de la herramienta Missense3D, tiene un notable impacto
estructural en la proteina al interrumpir el sistema de puentes de
hidrogeno de las hélices a y exponer un aceptor de puente de
hidrégeno. Este impacto perjudicial sobre la estabilidad de la proteina se
ve por los cambios cuantitativos de +3 AAG (kcal mol') en la energia
libre de Gibbs de desdoblamiento calculada por la herramienta PremPS,
que indica un fuerte efecto desestabilizador de la sustitucién p.Leu665Pro.
El andlisis de las interacciones interatémicas tanto de la proteina DNM1
de tipo salvaje como de la mutante, realizado con las herramientas
Arpeggio y PremPS, puso de manifiesto la pérdida de interacciones no
covalentes entre el residuo mutante Pro665 y los residuos circundantes
y, en particular, las interacciones hidrofébicas con los residuos C-
terminales altamente conservados Phe493, 1le494 y Phe496 del dominio
medio (Figura S2). El dominio peduncular de la dinamina se compone de
un haz de cuatro hélices con tres hélices proporcionadas por el dominio
medio y una hélice en la parte N-terminal del dominio GED (Faelber et
al., 2011). Dado que la variante p.Leu665Pro se encuentra en la parte N-
terminal del dominio GED y se predice que tiene un efecto perjudicial
sobre la estructura helicoidal correspondiente, es posible que la
sustitucion subyacente perjudique tanto a la formacién del tallo como a
sus interacciones, que se sabe que son importantes para la funciéon
celular fisio-l6gica de la dinamina-1. Estas observaciones sugieren que
la variante DNM1 identificada en nuestro paciente podria tener un efecto
perjudicial sobre la proteina y un posible efecto dominante-negativo,
aunque son mas investigaciones funcionales.

Nuestro informe indica que las variantes patogénicas de novo en el
dominio GED causan un fenotipo del neurodesarrollo caracterizado por
autismo y retraso del desarrollo en el que la epilepsia no representa una
caracteristica principal, a diferencia de la encefalopatia epiléptica
asociada con variantes patogénicas en los dominios GTPasa o medio. El
espectro neurode- lopmental de los trastornos del neurodesarrollo
relacionados con DNM1 puede ser mas amplio de lo que se pensaba y
los fenotipos relacionados con DNM1 pueden estar infradeclarados,
especialmente entre la poblacién con trastornos del espectro autista.
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