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RESUMEN

El Sindrome Cornelia de Lange (SCdL) es un trastorno genético del neurodesarrollo con una gran
variabilidad genética. Aunque la amplia mayoria de casos descritos se deben a variantes de novo
en uno de los ocho genes causales conocidos hasta la fecha (NIPBL, SMC1A, HDAC8, SMC3,
RAD21, BRD4, ANKRD11 y MAUZ2); en los ultimos afios, se ha revelado una prevalencia
especialmente alta de casos de mosaicismo genético en este sindrome, pudiendo llegar a
suponer hasta un 13% de los casos diagnosticados. Sin embargo, se desconoce la contribucién
del mosaicismo parental de baja frecuencia en la transmisién del SCdL. En este trabajo nos
planteamos evaluar la relevancia de este fendémeno. Para ello, se han evaluado 11 familias con
un nifio/a afectado, y aplicado las técnicas de secuenciacidén Sanger y de nueva generacion en
una muestra de saliva de los progenitores. La utilizacion de un panel de genes con alta
profundidad de lectura (>900x) ha permitido detectar, en una de las familias estudiadas, la
presencia de la variante causal (SMC1A, c.2078G>A) en la madre del paciente, con una frecuencia
alélica del 9% en la muestra de ADN procedente de saliva. En conclusién, los casos de
mosaicismo parental podrian ser mas frecuentes de lo estimado hasta el momento en el SCdL,
teniendo una repercusion directa en el asesoramiento genético y cdlculo de recurrencia familiar.
Por ello, proponemos realizar estudios de segregacion familiar en este sindrome en muestras de
saliva o fibroblastos de los progenitores utilizando técnicas de secuenciacién con alta

profundidad de lectura.

Palabras clave: Sindrome Cornelia de Lange, mosaicismo genético, asesoramiento

genético, secuenciacidn masiva de nueva generacion, gen SMCI1A.



ABSTRACT

Cornelia de Lange Syndrome (CdLS) is a genetic neurodevelopmental disorder with a high genetic
heterogeneity. Although most of the cases described are due to de novo variants in one of the eight
causal genes known to date (N/IPBL, SMC1A, HDACS8, SMC3, RAD21, BRD4, ANKRD11 and MAU2);
recently, a particularly high prevalence of genetic mosaicism has been revealed in this syndrome,
which may account for up to 13% of diagnosed cases. However, the contribution of low levels of
parental mosaicism in the transmission of CdLS is yet unknown. In this study, we intend to evaluate
the relevance of this phenomenon. For this purpose, 11 families with an affected child have been
tested using Sanger and new generation sequencing techniques, which have been applied to a buc-
cal swab sample from the parents. An NGS panel with very high sequencing depth (>900x) has
allowed the detection of a causal variant (SMC1A, c.2078G>A) maternally transmitted to an affec-
ted child. This variant presents an allele frequency of 9% in the saliva-derived DNA of the mother.
In conclusion, parental mosaic cases could be more frequent than currently recognized in CdLS,
which could have a great impact on genetic counseling and familial recurrence calculation. For this
reason, we propose to carry out family segregation studies in this syndrome in saliva or fibroblasts

samples from the parents using highly sensitive sequencing techniques.

Keywords; Cornelia de Lange Syndrome, genetic mosaicism, genetic counseling, massive next-

generation sequencing, SMC1A gene.



1 INTRODUCCION

1.1 Sindrome Cornelia de Lange
El Sindrome Cornelia de Lange (SCdL, OMIM #122470, #30590, #300882, #610759,

#614701) es un desorden genético multisistémico que fue descrito por primera vez en el afo
1932 por la pediatra Cornelia de Lange, y se caracteriza clinicamente por deformidades
craneofaciales, defectos en las extremidades y discapacidad intelectual. La prevalencia estimada
del SCdL oscila entre 1/10.000 y 1/30.000 nacidos vivos, y en la mayoria de los casos, estd
producido por variantes genéticas de novo. Se trata de una patologia autosémica dominante o

ligada al cromosoma X (1).

1.2 Etiologia y bases moleculares del SCdL

El espectro CdL se asocia con variantes genéticas en genes relacionados con el complejo

de cohesinas.

1.2.1 Complejo de Cohesinas

El complejo de cohesinas estd compuesto por un nucleo central con un anillo y proteinas
asociadas que participan en la regulacion de su funcién. Cada gen relacionado con el SCdL
codifica un componente diferente del complejo, pudiendo dar lugar a proteinas estructurales,

como por ejemplo SMC3 o SMC1A, o reguladoras, como es el caso de NIPBL (Figura 1).

Este complejo tiene diversas funciones. Una de ellas es el establecimiento vy
mantenimiento de la cohesidn entre las cromatidas hermanas, que es esencial en células en
division y cobra especial relevancia en la regulaciéon de la division del dvulo fecundado a lo largo
del desarrollo del embridn (2). Aunque seria lo esperable, las células derivadas de pacientes con
SCdL no presentan defectos obvios en la cohesion de las cromatidas hermanas, sugiriendo que
otras funciones del complejo de cohesinas pudieran estar implicadas en los mecanismos
patogénicos del sindrome. Se ha descrito que el complejo de cohesinas también participa en la
reparacion del ADN, mantiene su estabilidad durante la replicacién y la divisidon celular, e
interviene en la regulacién de la transcripcion, siendo precisamente la alteracion de esta funcion

la que se cree que pudiera ser la responsable del fenotipo observado en el SCdL (3,4).

Dicho desorden y otros sindromes relacionados se han denominado clasicamente como
‘cohesinopatias’. Esto se debe a que son causados por alteraciones en genes que producen
proteinas del complejo de cohesinas. Sin embargo, algunos autores consideran mas adecuado

clasificar el SCdL de acuerdo con la funcion biolégica alterada y no a la estructura involucrada.



De este modo, ha sido incluido dentro del grupo de las “transcriptomopatias”, que engloba
sindromes causados por una desregulacién de la expresidn génica, como el sindrome KBG (SKBG,
OMIM #148050), el sindrome de Coffin-Siris (SCS, OMIM #135900), el sindrome de
RubinsteinTaybi (SRT, OMIM #180849, #613684) o el sindrome de Wiedemann-Steiner (SWDST,

OMIM #605130), con los que comparte cierta similitud fenotipica (5).
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Figura 1. Complejo de cohesinas y genes afectados en el SCdL. EF: Factor de elongacion. TF: Factor de
transcripcion. RNAPII: ARN polimerasa Il. Fuente: Kline AD, Moss JF, Selicorni A, Bisgaard M, Deardorff MA, Gillett
PM, et al. Diagnosis and management of Cornelia de Lange syndrome: first international consensus statement.
Nat. Rev. Genet. 2018; 19(10):649-666. (Modificada)

1.2.2 Genes implicados en el SCdL

Hasta la fecha, se han descrito al menos ocho genes causales: NIPBL, SMC1A, SMC3,

RAD21, HDAC8, ANKRD11, BRD4y MAU2(1).

NIPBL: Es el gen mas frecuentemente afectado, responsable de hasta el 70% de los casos
de SCdL, generalmente albergando mutaciones sin sentido o de pérdida de funcién, y resultando
de estas ultimas unas caracteristicas clinicas mds graves. La afectacidn del gen NIPBL suele
conllevar la presencia de un fenotipo cldsico. Ademas de lo explicado anteriormente, en el
estudio del gen NIPBL también se han apreciado microdeleciones o deleciones intragénicas de
exon en el 3% de los casos. Finalmente, se ha probado que un nimero considerable de personas

con SCdL clasico porta variantes de NIBPL en mosaico (1,6).

SMCI1A: Es el gen que codifica la proteina 1A responsable del mantenimiento estructural
de los cromosomas. Es un componente central del complejo de cohesinas, y se han identificado
variantes en este gen en aproximadamente el 5% de los individuos con SCdL. El fenotipo asociado
a la afectacion de este gen corresponde a un fenotipo no clasico con cejas mas pobladas, el
puente nasal con un acortamiento menos llamativo y una cara mas redonda que los individuos

con variantes en NIPBL. Un subconjunto de individuos con afectacion en el gen SMCI1A puede



presentar un fenotipo completamente distinto al del SCdL, que a menudo se parece al del
sindrome de Rett. SMC1A es un gen ligado al cromosoma X, y en las pocas familias reportadas
hasta la fecha, las mujeres estdan menos afectadas que los hombres, probablemente debido a la

inactivacion de dicho cromosoma (1).

HDACS8: En este caso, existen pacientes que presentan afectacidon en el gen HDAC8 y
cumplen los criterios del SCdL cldsico, aunque en términos generales, la afectacidn de este gen
produce una variacién fenotipica considerable, que incluye como caracteristicas distintivas
fontanela anterior grande, hipertelorismo orbital y personalidades extrovertidas. El gen HDAC8
se encuentra en el cromosoma X, y en funciéon de cdmo se produce su inactivacion, las mujeres

portadoras pueden verse afectadas de forma variable o incluso estar completamente sanas (1).

SMC3: La afectacion del gen SMC3 es una causa infrecuente de SCdL. Los individuos
afectados muestran discapacidad intelectual, talla baja y anomalias congénitas que no cumplen
los criterios diagndsticos clinicos del SCAL no clasico. Las variantes identificadas en SMC3 en
personas con SCdL suelen ser cambios sin sentido, sugiriendo que las variantes de pérdida de

funcién no son compatibles con la vida (1,7).

RAD21: Suele conllevar un fenotipo SCdL atenuado en comparacién con el causado por
variantes en NIPBL o SMCIA en lo que respecta a morfologia facial, anomalias de las
extremidades y especialmente la cogniciéon y el comportamiento. En algunos individuos con
informacidn clinica limitada, los diagndsticos adicionales incluyen sindrome de Mungan en
pacientes con variantes bialélicas y holoprosencefalia, con o sin caracteristicas de SCdL. Se han
descrito varios casos adicionales con fenotipos que incluyen esclerocérnea, en los que la
participacién de la variante RAD21 es incierta. Las variantes son con frecuencia familiares, y los
andlisis de genotipo-fenotipo han demostrado una notable variabilidad interfamiliar e

intrafamiliar, (1,8).

BRD4: Este gen se relaciond por primera vez con el SCdL cuando se identificd una delecion
de novo que incluia BRD4 en un individuo con un fenotipo atipico de SCdL. Hoy en dia, el numero
de individuos con variantes en BRD4 es demasiado pequefio para sacar conclusiones sobre el

fenotipo asociado mas comun (1).

ANKRD11: Actualmente, gracias a los avances tecnoldgicos, ha sido posible Ila
identificacion de cinco variantes de novo que afectan al gen ANKRD11 en individuos con un
fenotipo no clasico del SCAL. Ademas, se han identificado variantes adicionales en cohortes

clinicas y de investigacion, sin embargo, los pacientes que las albergan presentan caracteristicas



que se superponen con el fenotipo clasico, asi como con algunas caracteristicas menores de SCdL

(1,9).

MAU2: El heterodimero NIPBL/MAU?2 tiene la funcién de cargar cohesinas en la cromatina.
Recientemente, se ha informado de una variante en MAUZ2 causante de la eliminacidn de siete
aminodcidos que afecta a la interacciéon entre MAU2 y el extremo N-Terminal de NIPBL,

provocando un mal funcionamiento del complejo de cohesinas (10).

Sindrome
Coffin-Siris ANKRD11 SMC1A RAD21

espectro CdLS

Otros fenotipos compartidos SCdL no cléasico

signos limitados de SCdL fenotipo

|
variante en Variante en un gen implicado en 2

ofro gen funcionamiento de cohesina desregulado

Figura 2. Espectro Cornelia de Lange. Fuente: Kline AD, Moss JF, Selicorni A, Bisgaard M, Deardorff MA, Gillett
PM, et al. Diagnosis and management of Cornelia de Lange syndrome: first international consensus statement.
Nat. Rev. Genet. 2018; 19(10):649-666. (Modificada)

Para finalizar este apartado e introducir el proximo cabe comentar que los fenotipos que
comprende el SCdL se pueden definir como un espectro, que incluye individuos con fenotipo
clasico de SCdL en los que se ha identificado o no una variante patogénica en un gen implicado
en el complejo de las cohesinas. También incluye individuos con un fenotipo de SCdL no clasico
que albergan una variante patogénica en un gen relevante para la funcion de las cohesinas. Sin
embargo, hay individuos que pueden ser portadores de una variante causal en un gen relevante
para la funcidon de cohesinas, pero por poca o ninguna semejanza con el fenotipo asociado al

SCdL no estan incluidos dentro del espectro CdL (1) (Figura 2).

Finalmente, se baraja la hipdtesis de que haya genes que causen el espectro CdL que no
tienen funcién dentro del complejo de cohesinas. Asi pues, debido a la continua necesidad de
estudio genético que implica el SCdL, no se debe excluir la existencia de ninguna causa genética,

antes debe ser estudiada e investigada.



1.3 Manifestaciones clinicas en los diferentes érganos y sistemas

El SCdL clasico es facilmente reconocible por facultativos experimentados, sin embargo,
no todas las personas con SCdL exhiben el este fenotipo y la presentacidn del trastorno puede
variar ampliamente de leve a grave junto con diferentes grados de afectacion facial y de las
extremidades. La afectacidn facial es la mas llamativa y posiblemente la mas sencilla de
reconocer. Consiste principalmente en la presencia de sinofridia, cejas gruesas, y a nivel nasal se
suele apreciar una nariz corta, cresta nasal concava y punta nasal hacia arriba. Como en muchos
sindromes que presentan un fenotipo facial concreto, los pacientes con SCdL tienen el filtrum
mas largo de lo habitual, el labio superior mds delgado y las comisuras de la boca hacia abajo.
Estas caracteristicas faciales junto a oligodactilia de la mano, adactilia y hernia diafragmatica

congénita se consideran caracteristicas cardinales del SCdL (1) (Figura 3).

Cejas gruesas

- Sinofridia

Cresta nasal concava

Nariz corta ——
- Punta nasal hacia arriba

- Filtrum largo

Labio superior fino

Comisuras de la
boca hacia abajo

Figura 3. Fenotipo cldsico del SCdL. Imagen A. Fenotipo facial clasico; sinofridia, cejas gruesas, cresta nasal
concava, punta nasal hacia arriba, nariz corta, filtrum alargado, labio superior fino y comisura de la boca hacia
abajo. Imagen B. Alteraciones de las extremidades; oligodactilia, sindactilia,braqui-clinodactilia del quinto dedo.
Fuente: Kline AD, Moss JF, Selicorni A, Bisgaard M, Deardorff MA, Gillett PM, et al. Diagnosis and management of
Cornelia de Lange syndrome: first international consensus statement. Nat. Rev. Genet. 2018;

19(10):649-666. (Modificada)

El fenotipo caracteristico del SCdL, ya sea clasico o no, suele incluir defectos en los
diferentes sistemas del individuo. Cabe sefialar que casi todos los 6rganos de los sentidos, en
mayor o menor medida, presentan alguna caracteristica que merma su funcionalidad. En primer
lugar, las manifestaciones oculares debido al fenotipo facial son muy frecuentes, con
independencia del gen involucrado. La ptosis bilateral o unilateral que oscurece parte de la
pupila, la blefaritis que consiste en la inflamacién del parpado y la obstruccién unilateral o

bilateral de conducto nasolagrimal son las manifestaciones oculares mas tipicas, aunque

también suelen presentar deficiencias visuales.
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En segundo lugar, la afectaciéon de los oidos, nariz y garganta confiere patologia mas
complicada e incapacitante como es la pérdida de audicién. Es tipicamente bilateral,
comenzando en la infancia, varia de leve a grave (40-50%) y es neurosensorial en el 25% de los
casos y conductivo en el 75%. A nivel general, la pérdida de audicién afecta a un 85-90% de las
personas con SCdL. En cuanto a las anomalias nasales, tienden a producir infecciones recurrentes

de los senos paranasales (1).

Junto a todo lo mencionado, las personas con SCdL habitualmente presentan
malformaciones en las extremidades. Esto implica la necesidad de tratamiento rehabilitador y

ortopedia durante toda la vida del individuo.

Ademas, el desarrollo de estos individuos presenta patologias enfocadas en diferentes
areas. Concretamente, se ven afectados el crecimiento fisico y desarrollo motor, para cuya
evaluacidn hay disponibles tablas de crecimiento especificas. Este se encuentra influenciado por
la naturaleza de la variante y el gen causante, acostumbrando a estar menos comprometido en
individuos con variantes en SMCI1A que en aquellos que tienen afectado NIPBL. El desarrollo
motor se retrasa invariablemente, aunque en este caso no se dispone de datos confiables para
una gran serie de individuos con diagndsticos confirmados molecularmente. En una pequeia
serie, los nifios con variantes en SMCIA alcanzaron varios hitos como sentarse, caminar y
pronunciar las primeras palabras a una edad mas temprana que los nifios con variantes en NIPBL.
En este Ultimo grupo, a los 5 afnos, el 99% se sentaba, el 63% caminaba de forma independiente

y el 38% habia comenzado a hablar (1).

En cuanto al desarrollo cognitivo e intelectual de las personas con SCdL, estas muestran
una discapacidad intelectual que puede variar de profunda a leve, sin embargo, en la mayoria
de los casos, tiene lugar una discapacidad intelectual de severa a moderada. De nuevo, los
individuos con variantes en SMCIA tienden a un grado de capacidad cognitiva mas alto que

aquellos con variantes en NIPBL.

A nivel conductual y de comportamiento, en individuos con SCdL se aprecian
frecuentemente perfiles de comportamiento repetitivo y adaptativo deteriorado. Las
habilidades de comportamiento adaptativo en el SCdL pueden disminuir o variar con los afios.
Asi pues, puede haber un mayor dominio con la edad de habilidades especificas de autoayuda
como lavarse y alimentarse, pero haber al mismo tiempo una disminucidn del dominio de otras
habilidades como pedir ayuda o moverse de forma independiente. Los comportamientos
repetitivos pueden asumir manifestaciones discretas que suelen consistir en movimientos
motores estereotipados, insistencia en la uniformidad y comportamientos rituales, siendo

caracteristicos hacer fila y ordenar. Ademas, la conducta autolesiva es frecuente en individuos
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con SCdL, y el comportamiento autoagresivo puede interpretarse como un signo o una respuesta
al dolor. Las descripciones de problemas comunes de salud mental en personas con SCdL
incluyen el trastorno del espectro autista (TEA), ansiedad social y trastornos del estado de animo,
gue no parecen estar asociados con el sitio o la naturaleza de la variante genética involucrada.
La ansiedad es comun en individuos con SCdL, y tiende a manifestarse como ansiedad
generalizada, ansiedad por separaciéon, mutismo selectivo o como factor exacerbante de
conductas repetitivas, sintomas relacionados con el estado de animo o conductas disruptivas,
agresivas y autolesivas. Las personas con SCdL tienen una mayor preferencia por la igualdad y
tienen dificultades para responder a los cambios en la rutina, lo que puede hacer que los
periodos de transicién sean mas desafiantes y provoquen ansiedad. Medir la psicopatologia en
el SCdL es dificil porque la mayoria de las personas afectadas no pueden informar

adecuadamente de su propia incomodidad (1).

Ademds, es interesante comentar que las personas con SCdL presentan grandes
dificultades de comunicacidn, particularmente a la hora de expresarse, aunque puede haber un
habla y lenguaje bien desarrollados. La fonacién, el habla y la masticacion se ven comprometidas
debido a un tono muscular anormal general. El habla también puede verse afectado debido a la
pérdida de audicién o anomalias morfoldgicas en el paladar, la mandibula y la articulacion
temporomandibular. A la vez, la vision también cobra importancia en la comunicacidn, y, por

ende, el deterioro cognitivo complica aun mas la comunicacién y la comprension de esta.

Para finalizar, a nivel sistémico destacamos el reflujo gastroesofagico como el problema
gastrointestinal mas prevalente y grave. Se puede presentar en la infancia en forma de eventos
disténicos clinicamente significativos similares a los del sindrome de Sandifer. En un estudio de
cuestionario, la enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE) fue mas comun en individuos
con variantes en NIPBL (71%) que en aquellos con variantes en SMC1A (60%), siendo en ambos
casos una patologia bastante frecuente(11). A nivel del sistema nervioso, las convulsiones,
concretamente por epilepsia parcial, estan presentes en un 45% de individuos con variantes en
SMCI1A, en un 15% de individuos con variantes en NIPBL y en un 20-26% de individuos sin
diagndstico molecular. Las otras dos manifestaciones neuroldgicas destacables consisten en
anormalidades cerebrales estructurales, especialmente en individuos con variantes en NIPBL y

problemas relacionados con el suefio tanto en individuos con variantes en NIPBL como en SMC1A

(1).

1.4 Diagndstico genético del SCdL

El método mds efectivo para detectar variantes causales en los genes relacionados con el

SCdL es la secuenciacion masiva mediante un panel de genes especifico que incluya al menos los
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ocho genes conocidos causantes del sindrome. La mayoria de los laboratorios de diagnéstico
incluyen varios genes adicionales que pueden causar un fenotipo similar al del SCdL, como
CREBBPy EP300. En caso de que la técnica mencionada no estuviera disponible, la secuenciacién
Sanger de NIPBL es el método de eleccién en individuos con fenotipo clasico. Sin embargo, para
aquellos con fenotipo no clasico, la evaluacidon del mismo por facultativos con experiencia puede

orientar las pruebas moleculares (1) (Figura 4).

Cabe la posibilidad de que los métodos anteriormente mencionados no revelen variantes
causales. En ese caso, considerando la posibilidad de mosaicismo, se debe hacer un estudio mas
profundo y/o de tejidos adicionales. Para ello, se prefiere el uso de fibroblastos no cultivados,
aunque también se pueden usar células bucales o células epiteliales de la vejiga. Si este estudio
también resultara negativo, se procederia a analizar la presencia de deleciones o duplicaciones

en NIPBL a través de la amplificacién de sonda dependiente de ligadura multiplex (MLPA)(1).

(_Classiccdls _J (_Non-classic CdLs )

| T Sey

Positive | INGS-based ‘O'mdi“d‘“lp NGS-based screening Gene-specific testing
screeningofknown | | T e S e
CdLS genes J of known CdLS genes dependent on phenotype
\ Negative lv)
- Negative Positive
Positive IMasaicism testing in tissues
other than lymphocytes §
|
l Negative i
Positive Y -
\ Deletion and duplication Negative Clinical CdLS diagnosis not }
testing of NIPBL J confirmed molecularly J

Figura 4. Diagnostico genético en el SCdL.Fuente: Kline AD, Moss JF, Selicorni A, Bisgaard M, Deardorff MA, Gillett
PM, et al. Diagnosis and management of Cornelia de Lange syndrome: first international consensus statement.
Nat. Rev. Genet. 2018; 19(10):649-666. (Modificada)

1.5 Mosaicismo genético en el SCdL

1.5.1 Introduccién al mosaicismo genético

Gracias a los recientes avances en tecnologias gendmicas, incluida la secuenciacion de
nueva generacidn, ha sido posible la evaluacion de las diferentes condiciones genéticas
presentes en el genoma humano. Una de las muchas variantes existentes es el mosaicismo,
objeto de estudio y reflexion en este trabajo. El concepto de mosaico corresponde al individuo

que se ha desarrollado a partir de un solo évulo fertilizado y tiene dos o mas poblaciones de
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células con distintos genotipos. La generacion de células genéticamente distintas a partir de un
solo cigoto requiere eventos mutacionales postcigéticos, que pueden dar lugar a una

enfermedad esporddica (12).

Dentro del escenario del mosaicismo se encuentran descritos tipos mds especificos del
mismo, que se clasifican en funcién de los tejidos que albergan las células con variantes y el
potencial de transmisién a la descendencia. De este modo, podemos encontrar el mosaicismo
de linea germinal o gonadal, el mosaicismo somatico y el mosaicismo gonadosomatico, que es
la combinacién de los dos anteriores. En el mosaicismo germinal, los precursores de células
germinales en la gdnada son heterogéneos, es decir, algunos tienen una variante genética y otros
no, al igual que ocurre en el mosaicismo somatico, que hace referencia a las células no
germinales presentando también estas un patron heterogéneo (12,13). Los trastornos que
cursan con mosaicismo y son clinicamente evidentes se clasifican en distintas categorias. En
todas ellas, es probable que la variante postcigdtica de novo subyacente ocurra al azar y, por lo
tanto, generalmente se manifiesta clinicamente como una enfermedad esporddica en individuos
con padres no afectados. Sin embargo, el momento del desarrollo en el que tiene lugar el evento
mutacional y el linaje celular afectado, combinados con las consecuencias fenotipicas de la
variante en cuestién, determinan en ultima instancia la distribucién tisular del mosaicismo, y

también los patrones de recurrencia de la enfermedad dentro de las familias (12).

Actualmente, los avances tecnoldgicos recientes han permitido detectar eventos de
mosaicismo en muchos trastornos y en diversos tipos de tejidos, eliminando la idea de que el
mosaicismo es un fendmeno limitado a trastornos que tienen atributos clinicos observables o a
aquellos que tienen una etiologia molecular conocida. Ademas, todas estas herramientas
permiten su estudio a una resolucidon cada vez mayor y mas precisa detectando variantes en

frecuencias alélicas muy bajas (12).

El mosaicismo, en ocasiones, puede ser especifico de un tejido, por lo que su deteccidn
puede requerir el analisis de multiples tejidos dentro de un individuo. En algunos casos, la
eleccidén del tejido se sugiere por el reconocimiento de un sindrome o fenotipo sospechoso. En
ausencia de indicios fenotipicos que desencadenen la busqueda de mosaicismo, su deteccion se
basa en el uso de técnicas sensibles de genotipado, como microarrays de SNPs o secuenciacion
de nueva generacion (NGS), capaces de detectar variantes genéticas presentes en frecuencias

alélicas muy bajas (1,12).

Desde 2005, las técnicas basadas en microarrays comenzaron a reemplazar las pruebas
citogenéticas debido a las multiples ventajas que presentan, puesto que es posible analizar

muchas células simultdneamente o analizar diferentes tipos de células incluso en las distintas
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fases del ciclo celular. Ademas, las muestras no requieren cultivo, lo cual algunas veces puede
provocar que se originen nuevas mutaciones (12). En relacién con las técnicas de secuenciacion
de ADN cabe destacar el método Sanger y la secuenciacién masiva o de nueva generacion (NGS).
Ambas son de gran utilidad, pero a la hora del estudiar casos de mosaicismo, el uso de paneles

NGS presenta una serie de ventajas en comparacion con el método Sanger.

Por un lado, la secuenciacién Sanger se basa en la sintesis de una hebra de ADN
complementaria a una hebra molde generando fragmentos de ADN bicatenario de diferente
tamanio por la adicién secuencial de los cuatro dideoxinucledétidos carentes del grupo -OH en 3’
y marcados con un fluoréforo. De este modo, si se incorporan a la cadena de ADN la reaccidn se
detiene y al correr los fragmentos resultantes en un gel de electroforesis es posible conocer su
tamafio (14). Aunque el método de Sanger ha sido ampliamente utilizado y supuso un hito
histérico para el diagndstico molecular, presenta un rendimiento limitado y no es cuantitativo,
por lo que esta siendo cada vez mas desplazado por las nuevas técnicas de secuenciacién masiva,
gue facilitan especialmente el estudio de las enfermedades multigénicas y mas heterogéneas,

como es el caso del SCdL (15).

La secuenciacidon masiva hace referencia a las técnicas de alto rendimiento que permiten
secuenciar millones de secuencias de ADN en paralelo y muy rapidamente. Existen diferentes
posibilidades como la elaboracion de paneles de genes, la secuenciacion de exomas o la
secuenciacién de genomas completos (16). Si bien es cierto que las técnicas NGS han supuesto
un gran avance confiriendo rapidez y agilidad a los estudios genéticos, tienen ciertas limitaciones
a la hora de cubrir regiones problematicas como exones con baja o nula cobertura, regiones
homdlogas con pseudogenes, con alto contenido en GC o muy repetitivas. Ademas, aunque
suponen una minoria, la presencia de falsos positivos, sobre todo a la hora de detectar
deleciones e inserciones, hace necesaria la confirmacion de las variantes detectadas mediante

secuenciacién Sanger para alcanzar un diagndstico genético fiable y validado (15).

1.5.2 Caracteristicas del mosaicismo genético en el SCdL

Recientemente, se ha estimado que el mosaicismo ocurre en aproximadamente el 10-15%
de los individuos con SCdL con fenotipo clasico que albergan una variante en el gen NIPBL, lo
cual supone una prevalencia inusualmente alta. Ademas, llama la atencién que, en la mayoria
de los casos, dicha variable se encuentra en muy baja frecuencia alélica o es indetectable en
sangre. Respecto a otros genes causales, hasta el momento, hay muy pocos casos conocidos de

individuos con SCdL que alberguen variantes mosaico en SMC3, RAD21 o SMC1A (17).
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Otra caracteristica que llama la atencidon es que, en la mayoria de los desérdenes
genéticos, el mosaicismo conduce a una variacion en la gravedad del fenotipo clinico
presentdndose de forma mas leve. Sin embargo, de acuerdo con los datos actuales, esto no

parece cumplirse en el SCdL (18).

Ademas, la identificacidon de nuevos casos de mosaicismo genético podria influir en el
riesgo de recurrencia familiar que presenta el SCdL, aunque hasta el momento no existen
estudios a gran escala que lo estimen. Tradicionalmente, el SCdL segrega de manera autosémica
dominante, pero ya son varios los genes ligados al cromosoma X que se han identificado como
causales de este espectro y siguen las reglas generales de herencia ligada al X. En los ultimos
anos, se han informado familias en las que el mosaicismo de la linea germinal conduce a
hermanos afectados nacidos de padres no afectados. En este sentido, la experiencia en una
muestra de 560 familias que incluian un individuo con una variante causal en NIPBL, sugirid que
el riesgo de recurrencia familiar debido al mosaicismo gonadal es del 0,89%. En cuanto al riesgo
de recurrencia para las variantes en SMC1A y HDAC8, ante la necesidad de un primer
asesoramiento genético, el riesgo empirico de recurrencia es del 1,5%. Este asesoramiento
genético puede ser especialmente dificil para las familias en las que se han detectado variantes
en SMC1A, HDAC8 y RAD21 debido a la notable variabilidad del fenotipo, incluso dentro de la
misma familia (13,17,18).
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2 OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es evaluar la relevancia clinica del mosaicismo parental
en el Sindrome Cornelia de Lange (SCdL), y valorar su repercusidon en el asesoramiento genético
a las familias.

Objetivos especificos

Para llevar a cabo este objetivo se pretende:

1. Optimizar la deteccion de mosaicismo de baja frecuencia alélica en el SCdL
mediante la combinacion del andlisis de distintas muestras bioldgicas junto con la

aplicacién de técnicas de secuenciacién altamente sensibles.

2. Estimar la prevalencia de mosaicismo parental en una cohorte de 11 familias con

un hijo o hija genéticamente diagnosticado con SCdL.

3. Caracterizar clinica y molecularmente un caso de SCdL heredado por via materna

a causa de mosaicismo gonadosomatico en la madre del paciente afectado.
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3 MATERIAL Y METODOS
3.1 Caracteristicas generales del estudio

3.1.1 Aspectos éticos

Este estudio se ha llevado a cabo en el Grupo de Genética Clinica y Gendmica Funcional
de la Universidad de Zaragoza e Instituto de Investigacién Sanitaria de Aragdn (GIIS062). Las
muestras bioldgicas e informacion clinica estan recogidas en la coleccién de muestras inscrita en
el Registro Nacional de Biobancos del Instituto Sanitario Carlos Ill para la linea de investigacion
en el Sindrome Cornelia de Lange (C.0005514), cuyo responsable es el Dr. Feliciano J. Ramos
Fuentes. Los objetivos de este trabajo estdn incluidos en el proyecto con titulo “Sindrome
Cornelia de Lange: desarrollo de paneles diagndsticos, patrones de expresion génica y evaluacién

de ejes endocrinos en pacientes afectados” aprobado por el CEICA (P116/225).

3.1.2 Participantes

La recogida de muestras e informacion clinica se realizé durante el Congreso Nacional
Cientifico-Familiar del Sindrome Cornelia de Lange que tuvo lugar en Madrid en noviembre del

2021. En total en este estudio se han incluido 11 familias afectadas con el SCdL.

3.2 Evaluacion clinica

La informacion clinica de los pacientes fue obtenida durante el transcurso de una consulta
realizada y supervisada por el clinico genetista de referencia del Grupo Genética Clinica y
Gendmica Funcional. Para ello se utilizd una hoja de recogida de datos disefiada especificamente
para el estudio del SCdL por medio de cddigos HPO, y se calculd el score clinico del SCdL siguiendo
con las indicaciones recogidas por Kline et al. (1) (Ver Tabla 1). Ademas, se realizé un exhaustivo

cuestionario y evaluacidn de antecedentes familiares.

La aplicacion de Face2Gene (https://face2gene.com) se usé como método
complementario de evaluacion clinica para analizar los rasgos faciales de la paciente en estudio.
La tecnologia DeepGestalt y su aplicacién Face2Gene realiza una evaluacion facial que detecta
rasgos dismorficos y patrones reconocibles de las malformaciones faciales a partir de fotografias
faciales en 2D. Su aplicacion permite discriminar entre los diferentes sindromes de

neurodesarrollo, y ha demostrado tener una alta sensibilidad para la deteccién del SCdL (19,20).
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Tabla 1: Calculo del Score clinico del SCdL. Tabla de elaboracién propia.

Caracteristicas cardinales (2 puntos cada una si esta presente)

Sinofridia y/o cejas gruesas

Nariz corta, cresta nasal céncava y/o punta nasal hacia arriba

Filtrum largo y/o liso

Bermelldn del labio superior fino y/o comisuras de la boca hacia abajo

Oligodactilia de la mano y/o adactilia

Hernia diafragmatica congénita

Rasgos sugerentes (1 punto cada uno si esta presente)

Retraso global del desarrollo y/o discapacidad intelectual

Retraso del crecimiento prenatal (<2sD)

Retraso del crecimiento postnatal (<2sD)

Microcefalia (prenatal y/o posnatal)

Manos pequefias y/o pies

Quinto dedo corto

Hirsutismo

Puntuacion Clinica

<4 puntos: insuficiente para indicar pruebas moleculares para Cornelia de Lange.

4 a 8 puntos (de los cuales al menos 1 es cardinal): pruebas moleculares indicadas.

9 0 10 puntos (de los cuales al menos 2 cardinales): Cornelia de Lange no clasicas.

>11 puntos, de los cuales al menos 3 son cardinales: Cornelia de Lange clasicos

3.3 Toma de muestras de saliva, extraccion y cuantificaciéon del ADN

3.3.1 Obtencién de muestras de saliva

Las muestras de saliva fueron recogidas mediante el uso del Kit Orange referencia og-575
y 0g-675. El uso de este tipo de kit es simple y sencillo (Ver Figura 5). De hecho, esta preparado
para que cada paciente, si estd capacitado, pueda recoger la saliva sin necesidad de un
profesional sanitario lo hago por él. En el caso de este estudio la recogida de saliva si que fue

realizada y supervisada por profesionales que ayudaron a los pacientes y progenitores.

0 Tapadel MuescaenV /-
‘f \'\\ ¢ en"::budo

. e— Embudo

)

u | | <¢——Tubo A
Tapa °3 Almohadilla 4 < Tapén \ :
del tubo | J =l pequeho : /‘4
Lo Colector L b s
Hisopos para el tubo

Instrucciones

Figura 5: Componentes del Kit Orange referencia og-575 y 0g-675 para la obtenciéon de muestras de saliva de pacientes

y progenitores.
Antes de comenzar a recoger la saliva con este tipo de Kit, hay que tener en cuenta las

siguientes precauciones;

* No retirar la pelicula de plastico de la tapa del embudo
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Comprobar que la almohadilla no esta dafiada cada vez que vaya a introducirla en
la boca del individuo. Usando una segunda almohadilla si la primera presenta

signos de desgaste.

No es recomendable reemplazar la almohadilla por otro tipo de almohadillas o

bastoncillos.

En cuanto al procedimiento de recogida, el individuo no debe haber comido, bebido,

fumado o mascado chicle durante los 30 minutos previos a la obtencidn de la muestra de saliva,

ademas debe adoptar una posicién adecuada en vertical. No es un procedimiento muy largo,

pero si puede durar 15 min aproximadamente, siendo influenciable por la colaboracién del

Consta de los siguientes cuatro pasos, (protocolo Kit Orange) (Ver Figura 6):

Se coloca la almohadilla en la cara interna de la mejilla. A continuacidn, se pasa
suavemente la almohadilla por las encias y la cara interna de las mejillas durante

30 segundos para recoger la maxima cantidad de saliva posible.

Una vez la almohadilla se haya empapado en saliva, se introduce la muesca en V
del embudo. Se escurre la saliva de la almohadilla con un movimiento de torsién

y presidn contra la pared interna de la muesca en V. La saliva entrard en el tubo

Se repiten estos pasos una o dos veces utilizando la misma almohadilla hasta que
el fluido de la saliva, sin burbujas, alcance la linea de llenado. Se debe comprobar
que la almohadilla no estd dafiada cada vez que se vaya a introducir en la boca del
individuo. Se debe utilizar una segunda almohadilla si la primera presenta signos
de desgaste. Es aconsejable golpear suavemente la parte inferior del tubo sobre

una superficie dura para reducir el nimero de burbujas.

Se debe mantener el tubo en posicidén vertical con una mano y la otra mano se
debe usar para cerrar la tapa, presionandola firmemente hasta que se escuche un
“clic”. El liquido de la tapa se liberara y pasara al tubo, donde se mezclara con la

saliva. Hay que asegurar que la tapa este bien cerrada.

Una vez realizado el paso anterior, es posible desenroscar el embudo del tubo,

siempre manteniendo el tubo en posicidn vertical.

Esta vez se tapa el tubo con el tapdn pequefio.
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7. Finalmente se agita el tubo cerrado durante 5 segundos. Se debe desechar el tubo

y las almohadillas.

Muesca| [ /7
—penV

)
7 Linea de
llenado

Figura 6: Procedimiento para la obtencién de muestras de saliva con el Kit Orange OG-575.

3.3.2 Extraccién de ADN

Una vez adquiridas las muestras biolégicas, el paso siguiente es extraer el ADN de la saliva

mediante el protocolo de precipitacion con etanol y reactivo Prepitel2P para purificarlo

posteriormente segun las indicaciones del fabricante (Tabla 2)

Tabla 2: Procedimiento de extraccion de ADN a partir de una muestra de saliva.

1 Mezclar la muestra en el kit DNA Genotek por inversion v agitacion suave durante unos segundos

2 | Incubar la muestra a 50°C en una incubadora de agua durante un minimo de 1 hora o en una incubadora de
aire durante un mimimo de 2 horas

3 | Transfiera 500 pl. de la muestra mezclada a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL

4 | Para 500 pL. de muestra, agregue 20 pL. (1/25 del volumen) de PTL2P al tubo de microcentrifuga v mezcle
con vortex durante unos segundos

5 | Incubar en hielo durante 10 minutos

6 | Centrifugar a temperatura ambiente durante 5 mimmutos a 15000 = g

7 | Transferir con cindado la mavor parte del sobrenadante claro con una pipeta a un tubo de microcentrifuga
nuevo. Es posible desechar el pellet.

8 | Al500 uL de sobrenadante, agregue 600 pl. de etanol al 95 % o al 100 % a temperatura ambiente. Mezclar
suavemente por inversion 10 veces.

9 | Reposar la muestra a temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir que el ADN precipite por
completo.

10 | Colocar el tubo en la microcentrifuga en una orientacién conocida. Centrifugar a temperatura ambiente
durante 2 minutos a 15.000 < g

11 | Retirar con cuidado el sobrenadante con la punta de una pipeta v deséchelo. Ser cuidadosos para no perturbar
el sedimento de ADN

12 | Lavado con etanol: Afiadir con cuidado 250 pl. de etanol al 70%. Dejar reposar a temperatura ambiente
durante 1 mimnuto. Retire completamente el etanol sin perturbar el sedimento.

13 | Agregue 100 pl. de solucion TE para disolver el sedimento de ADN. Vortice durante al menos 5 segundos.

14 | Para asegurar la rehidratacion completa del ADN (pellet v frotis) incubar a temperatura ambiente durante la
noche seguido de agitacion vorticial a 50 °C durante 1 hora con agitacion vorticial ocasional.

15 | Opciones para el almacenamiento del ADN completamente rehidratado: a) Recomendado en TE, en alicuotas
a -20°C para almacenamiento a largo plazo, o b) En TE a 4°C hasta por 2 meses

3.3.3 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN fue realizada usando un NanoDrop 2000, es un

espectrofotometro de UV visible de espectro completo que permite evaluar y cuantificar la
pureza de ADN. Con este tipo de espectrofotémetro es posible medir volimenes de muestras

muy pequeiios, de alrededor de 0,5 pl. Su sistema de retencién permite el pipeteo directo de
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muestras sobre la superficie de medicidn dptica y una vez terminada la medicidn, basta con

limpiar las superficies con un pafio de laboratorio sin pelusa (Figura 7).
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Figura 7: Ejemplo de cuantificaciéon de ADN usando un NanoDrop 2000.Imagen obtenida durante el procedimiento
de cuantificacion de ADN en los laboratorios del Departamento de Fisiologia de la Universidad de Zaragoza.

3.4 Secuenciacidn Sanger
El anélisis de variantes genéticas mediante secuenciacion Sanger consta de cuatro pasos

principales:
1. Amplificacion de la region de interés por PCR
2. Limpieza del producto de PCR
3. Secuenciacion Sanger
4. Anadlisis de resultados

3.4.1 Amplificacién del ADN por PCR

En primer lugar, se realiza una PCR de las muestras de ADN de saliva de cada uno de los
individuos del estudio. La PCR o reacciéon de la cadena de polimerasa consiste en una
amplificacion mediante copias repetidas de una pequefia region del ADN. Para llevar a cabo esta
amplificacién, se utilizd el kit DreamTaq PCR Master Mix (2X) de Thermo Scientific™ que contiene
la Tag Polimerasa y los nucleétidos necesarios para que tenga lugar la reaccién. Ademas,
también se afadieron los oligonucledtidos, especificos para cada regidn que se quiere estudiar

(disefados en el laboratorio).
Las PCR se hicieron en un volumen total de 10 ul:
* DreamTaq PCR MasterMix (2X): 10 pl
* Oligonucledtido Forward (10mM): 0.5 ul

* Oligonucledtido Reverse(10mM): 0.5 pl

*  Agua: 8.5l
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e ADN (100ng/ul): 0.5 ul

Una vez finalizada la PCR se lleva a cabo un revelado mediante electroforesis. En este
estudio, se aplica corriente eléctrica sobre un soporte de gel de agarosa (1%) y usando una pipeta
se introduce el ADN amplificado en la PCR en uno de los pocillos (Ver Figura 8A). Debido a la
carga negativa de la molécula de ADN, estd migrara hacia el electrodo positivo. Al poner la
mezcla de moléculas y aplicar un campo eléctrico, estas se moveran y deberdn ir pasando por la
malla de gel que es una red tridimensional de fibras cruzadas. Las pequeiias se moveran mejor
y mas rapido por lo que avanzardn mientras que las mas grandes quedaran cerca del lugar de
partida. Ademas, en la preparacién del gel se incluyd la sonda fluorescente Gel Red, la que

permitio revelar el mismo mediante un transiluminador UV convencional (Ver Figura 8B).

B
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa de ADN. (A) Imagen de la cubeta de electroforesis (B) imagen representativa
de un gel de agarosa revelado mediante un transilumniador UV. Imagen obtenida durante el procedimiento de
amplificacion de ADN en los laboratorios del Departamento de fisiologia de la Universidad de Zaragoza.

3.4.2 Limpieza del producto de PCR

Una vez obtenidos los productos de PCR, antes de realizar la secuenciacién de las muestras
se debe eliminar todo el material genético adicional mediante la adicion de un reactivo
enzimatico. Concretamente, este método de limpieza de PCR elimina el exceso de cebadores y
dNTP usados en la amplificacidn sin interferir con las aplicaciones posteriores. Cabe sefalar que
en este estudio se ha usado ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup de Applied Biosystems™ (Thermo
Fisher Scientific) Exo-SAP. Tras la inactivacidn de las enzimas ExoSAP por calor, el producto de

PCR ya se encuentra en condiciones dptimas para ser secuenciado.

3.4.3 Secuenciacion Sanger

Una vez obtenidos los productos de PCR purificados, se prepararon para ser enviados al
servicio externo de secuenciacion de Sistemas Gendmicos en Valencia con el secuenciador

ABI3730xI| de Applied Biosystems.
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3.4.4 Andlisis de resultados de la secuenciacién Sanger

En este estudio ha sido necesario usar el software informdatico SnapGene Viewer para la
consecucién de los cromatogramas, ademas del buscador de genomas Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html). En la Figura 9 se muestra un ejemplo analizado en el

transcurso de este trabajo.

Figura 9: Cromatograma que muestra la presencia de la variante c. 6316G>T en el gen NIPBL

3.5 Secuenciacion masiva con paneles de genes

El método de secuenciacion sanger y la secuenciacién de nueva generacién tienes
caracteristicas profundamente distintas. La secuenciacidon Sanger corresponde a un método
cualitativo y especifico mientras que la secuenciacion de nueva generacion es de cardcter
cuantitativo lo que conlleva que sea un método de alta sensibilidad. Dicha sensibilidad esta
directamente relacionada con profundidad y cobertura de lectura de la muestra. Por ello, para
evaluar la presencia de mosaicismo parental, se realizdé una secuenciacidon masiva con un panel
de genes que incluye todos los genes del SCdL descritos hasta la fecha, con alta profundidad de
lectura. Esta prueba se realizd en todos aquellos casos que presentaron dudas tras la

secuenciacion Sanger.

3.5.1 Protocolo de secuenciacién con el panel de genes del SCdL

La muestra de ADN fue secuenciada mediante el uso de un panel de genes dirigido
disefado especificamente para el SCdL en el laboratorio de la Unidad de Genetica Clinica y
Genomica Funcional. Este panel analiza las regiones codificantes e intrénicas flanquentes (+/-20
pb) de 35 genes relacionados con el SCdL, entre los que se encuentran N/PBL (NM_133433.3),
SMCI1A (NM_006306.3), SMC3 (NM_058243.2), RAD21 (NM_006265.2), HDAC8 (NM_018486.2),
BRD4 (NM_058243.2) y ANKRD11 (NM_001256183.1). Por lo que resulto de gran utilidad para
estudiar todas las variantes de nuestro estudio. El panel ha sido disefiado con la tecnologia de
AmpliSeq y la cobertura in silico es del 99.15%. La secuenciacion se realizd en los servicios
centrales de Secuenciacion y Gendmica Funcional del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
(IACS). Para ello se ha empleado la tecnologia de lon Torrent™. La libreria se generd con el
sistema automatico de lon Chef y se secuencid en un lon Chip 530 en la plataforma lon S5XL con

una longitud de lectura establecida en 200bp. Los resultados de secuenciacion fueron analizados
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por los especialistas del grupo de investigacion utilizando los softwares de lon Torrent Suite™,

lon Reporter™ e IGV (Broad Institute).

3.5.2 Interpretacién de variantes genéticas

Las variantes fueron clasificadas de acuerdo con las recomendaciones de la American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), para lo cual se utilizaron las siguientes bases

de datos:

Bases de datos de variacidn genética:

* GnomAD (Genome Aggregation Database): https://gnomad.broadinstitute.org.Reline y
armoniza datos de secuenciacién de exomas y genomas de una variedad de proyectos de

secuenciacion a gran escala.

* dbSNP: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. Base de datos que contiene
descripciones de polimorfismos de nucledtido Unico y sus variantes junto a todas las

publicaciones hasta la actualidad.

Bases de datos de mutaciones reportadas causantes de enfermedad:

e ClinVar: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/. Constituye un archivo publico de acceso
gratuito a informes sobre la concordancia entre variaciones y fenotipos humanos, que
incluye variantes de linea germinal y somaticas de cualquier tamafio, tipo o ubicacién

gendmica (21).

*  LOVD: https://www.lovd.nl/. Disefiada para recopilar y mostrar variantes en la secuencia de

ADN. Base de datos disefiada para recopilar y mostrar variantes en la secuencia de ADN (22)

Algoritmos para la prediccion de patogenicidad:

* Mutation Taster: https ://www.mutationtaster. Evalla las variantes secuenciadas de ADN

para determinar su potencial de causar enfermedades.

* PolyPhen2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2. Predice el posible impacto de una

sustitucién de aminodcidos en la estructura y funcidn de una proteina humana (23).

*  SIFT: http://sift.jcvi.org/. Predice si la sustitucién de un aminodcido afecta a la funcion de la

proteina segun la homologia de secuencia y las propiedades fisicas de los aminodcidos

Aplicaciones integradoras:

* Varsome: https://varsome.com. Permite investigar las variantes en su contexto gendmico,

recopilando multiples bases de datos.
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4 RESULTADOS

4.1 Estudio de la presencia de mosaicismo parental en el SCdL

Actualmente, los estudios de cosegregacion familiar llevados a cabo en la practica clinica
rutinaria se basan en el estudio del ADN procedente de sangre de los padres de pacientes
utilizando métodos de primera generacidn. Con el fin de detectar si se estan pasando por alto
casos de mosaicismo parental en este sindrome, se tomaron muestras de raspado bucal de
padres asintomaticos con hijos con SCdL y se sometieron a diagndstico genético para comprobar
si alguno de ellos pudiera albergar la variante causal de su hijo en forma de mosaico. Todas las
muestras fueron analizadas por secuenciacion Sanger, y en caso de sospecha se llevé a cabo un
estudio mas exhaustivo utilizando un panel de genes de alta profundidad especificamente

disefado en el laboratorio para el diagndstico del SCdL.

Se analizaron un total de 11 familias: seis de ellas con un nifio con una variante causal en
el gen NIPBL, tres en el gen HDAC8 y dos en el gen SMCI1A. En la figura 10 se muestran los

cromatogramas resultantes de la secuenciacidn de las familias estudiadas:

*  Familia 1: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen NIPBL, que presenta
delecién de dos nucledtidos en la posicidon ¢.2479 2480, la cual ya ha sido reportada en
ClinVar y clasificada cdmo patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de

ninguno de los progenitores.

*  Familia 2: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen NIPBL que presenta una
traslocacion en la posicidn c.6316G>T. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

* Familia 3: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen NIPBL que presenta una
traslocacion en la posicion c.3745 A>G. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

*  Familia 4: Se trata de un nifio con una variante genética en el gen N/IPBL que presenta una
traslocacion en la posicidon ¢.4422 G>T. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

*  Familia 5: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen NIPBL que presenta una
traslocacion en la posicidon ¢.5482 C>T. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.
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Familia 6: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen NIPBL que presenta una
traslocacion en la posicion ¢c.6869 T>C. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

Familia 7: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen HDAC8 que presenta una
traslocacion en la posicidn ¢.9386 G>A. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

Familia 8: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen HDAC8 que presenta una
traslocacion en la posicién ¢.1081C>T. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

Familia 9: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen HDAC8 que presenta una
traslocacion en la posicion ¢.6860 T>C. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

Familia 10: Se trata de una nifia con una variante genética en el gen SMC1A que presenta
una traslocacién en la posicién ¢.2906 G>A. Ha sido reportada en ClinVar y clasificada como

patogénica. No se observa dicha variante en el ADN de saliva de ninguno de los progenitores.

Familia 11: Se trata de un nifio portador de una variante causal en el gen SMCIA
(c.2078G>A). El cromatograma correspondiente a la madre de la familia 11 resulté poco
concluyente y sugirid la posibilidad de un evento de mosaicismo parental. Por ello se

procedio al analisis de esta muestra con una técnica de secuenciacidon mas sensible.
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Figura 10: Analisis de mosaicismo parental en 11 familias afectadas con el SCdL. Se muestran los cromatogramas
obtenidos tras la secuenciacién Sanger de una muestra de ADN de rasp ado bucal de los padres de pacientes con
SCdL. Debajo de cada arbol genealdgico se indica la variante genética presente en el paciente. La flecha roja
sefiala la posible presencia de mosaicismo en la muestra de la madre de la familia 11.
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4.2 Descripcion de un caso de mosaicismo parental
4.2.1 Historia Clinica

Nuestro caso describe a un paciente masculino de 13 meses de edad, primer hijo de una
pareja sana no consanguinea, nacido a las 38 semanas y cinco dias de edad gestacional sin
complicaciones durante el embarazo. Su longitud al nacer (47,5 cm, -1,4 SD), peso corporal
(2,505 kg, -1,89 SD) y circunferencia de la cabeza (32 cm, -1,57 SD) estaban dentro de los rangos

normales.

A la edad de tres meses el paciente fue trasladado a la unidad de Neuropediatria por la
observacién de rasgos faciales dismdrficos e hipertonia. El examen clinico reveld microcefalia,
sinofridia, pestanas largas, orejas de implantacion baja, raiz nasal deprimida, labio superior
delgado, frente hundida, nacimiento del cabello posterior bajo y sindactilia bilateral parcial en
el segundo y tercer dedo del pie. Todos estos hallazgos clinicos apoyaron la sospecha de SCdL en
el paciente. Tras el andlisis neurolégico se detectaron anomalias estructurales como hipoplasia
de cerebelo y cuerpo calloso, megacisterna magna y un posible retraso en la mielinizacion

cerebral.

4.2.2 Calculo del score clinico del SCdL

A la edad de 13 meses de realizd una reevaluacién exhaustiva del paciente de edad para
calcular el puntaje clinico del SCdL de acuerdo a la guia publicada (1). Si bien las medidas de
altura, peso corporal y perimetro cefdlico permanecian normales, el examen reveld
braquicefalia, micrognatia, cejas y paladar ligeramente arqueados, y diastema leve. El paciente
presentaba otras caracteristicas tipicas del SCdL, como manos pequefas, hirsutismo leve,
criptorquidia, discapacidad intelectual, reflujo gastroesofagico y dificultades a la hora de
alimentarse. Todos estos hallazgos clinicos confirmaron el diagndstico clinico de SCdL en el

paciente, con una puntuacion clinica de 12 (Tabla 3).
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Tabla 3. Célculo del puntaje clinico del Sindrome Cornelia de Lange del paciente 11.

Caracteristicas-cardinales:(2-puntos-cada-una-siestid-presente)

Sinofridia-y/o-cejas-gruesasc

Nariz-corta,-cresta-nasal-concava-y/o-punta-nasal-hacia-arribac

Filtrum-largo-y/o-lisox

Labio-superior-fino-y/o-comisuras-de-la-boca-hacia-abajox

Oligodactilia-de-la-mano-y/o-adactiliac

Hernia-diafragmatica-congénitac

Rasgos-sugerentes'(1-punto-cada-uno-si-esta-presente)a

Retraso-global-del-desarrollo-y/o-discapacidad-intelectual-x

Retraso-del-crecimiento-prenatal-(<2sD)x

Retraso-del-crecimiento-postnatal(<2sD)a

Microcefalia-(prenatal-y/o-posnatal)c

Manos-pequeiias:y/o-piesc

Quinto-dedo-cortox

Hirsutismon

Puntuacion-Clinicax

<4-puntos:-insuficientepara-indicar-pruebas-moleculares-para-Cornelia-de-Lange.=

4-a-8-puntos-(de-los-cuales-al'menos-1 -es-cardinal): pruebas-moleculares-indicadas.=

9-0°10-puntos-(de-los-cuales-al'menos-2-cardinales):-Cornelia-de-Lange 'no-clasicasc

>11-puntos,'de-los-cuales-al'menos-3-son-cardinales:-Cornelia-de-Lange-clisicosa

En magenta se resaltan los fenotipos presentes en el paciente 11

4.2.3 Evaluacion del fenotipo facial con la herramienta Face2Gene

Con el fin de complementar el diagndstico clinico realizado, una fotografia de la cara del

paciente se sometid a un analisis adicional con la aplicacidn Face2Gene, resultando el SCdL como

el primer sindrome sugerido con un nivel gestalt alto (Figura 11). Ambos padres también fueron

evaluados clinicamente y utilizando la tecnologia Face2Gene y no mostraron ningln signo ni

sintoma de SCdL o cualquier otro desorden relacionado.

Cornelia De Lange Sy CANCEL

Similarity Diagnosis

Figura 11. Resultado facial mediante el uso de la aplicacidon Face2gene. Figura de elaboracion propia.
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4.2.4 Diagndstico molecular

4.2.4.1 Clasificacion de la variante causal en SMC1A

Ante la sospecha de un trastorno del desarrollo, cuando el paciente tenia cinco meses de
edad se realizé un andlisis de secuenciacién del exoma filtrado para los genes relacionados con
el SCAL. Como resultado, se identificé una posible variante causante de enfermedad en
heterocigosis en el gen SMC1A [SMC1A: NM_006306.3: ¢.2078G> A: p.(Arg693GIn)], detectada

con una frecuencia alélica del 50%.

Esta variante no esta registrada en las bases de datos poblacionales gnomAD ni EXAC, y se
clasificé como patogénica segln los criterios AMP/ACMG para la clasificacion de variantes y de
acuerdo con todos los algoritmos predictivos in silico aplicados (SIFT: 0.0, Polyphen-2: 1.0).
Ademas, dicha variante habia sido reportada previamente en la literatura en un paciente con
SCdL, y también otra que afecta la misma posicion aminoacidica (p.Arg693Gly), ambas descritas

como deletéreas.

4.2.4.2 Secuenciacién Sanger del ADN de saliva y sangre de la madre del paciente

Para investigar el supuesto origen de novo de la variante, se realizaron estudios de
cosegregacion familiar. Tras la secuenciacidon Sanger del ADN extraido de sangre periféricay de
saliva de la madre del paciente, los cromatogramas obtenidos no resultaron concluyentes (Figura
12). Dado que la secuenciacion Sanger no es un método cuantitativo que permita confirmar la
presencia de mosaicismo genético, se decidié analizar la muestra de ADN procedente de raspado

bucal a través de técnicas de secuenciacidn mas profundas.

SMCIA4, c.2078G>A., p.(Arg693Gln)
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Figura 12. Secuenciacion Sanger de las muestras de ADN de saliva y sangre de la madre del paciente. Se muestran
los cromatogramas obtenidos tras la secuenciacién de las muestras de ADN procedentes de tejido materno en
comparacion con el cromatograma resultante de la secuenciacién Sanger de ADN de un control negativo que no
presenta la variante de estudio.
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4.2.4.3 Secuenciacion masiva del ADN de saliva de la madre del paciente

El ADN procedente de mucosa bucal de la madre del paciente se analizé utilizando un
panel NGS especificamente disefiado en el laboratorio para el diagndstico del SCdL que incluia
el gen SMC1A con alta profundidad de lectura. Este confirmé la presencia de la variante causal
del SCdL que albergaba el paciente en una frecuencia alélica muy baja (AAF 9,34%). La posicidn
gendmica de interés fue secuenciada con una cobertura de 942 lecturas, lo que permitid la
deteccidén de la variante en un nivel tan bajo de mosaicismo. Estos datos se contrastaron con los
resultados de secuenciacidn Sanger de una muestra de raspado bucal de una mujer control que
no presentaba la variante de estudio, comprobando que la deteccidn de la variante de estudio
en una AAF tan baja era precisa y no se debia a errores intrinsecos del panel. Finalmente, los

hallazgos anteriores indicaron que la variante se habia transmitido al paciente con SCdL por via

materna.
Madre Control -
T 3 T G ' T C T T T CEEG T T T 7T
M&ﬂ&m&&& MAAA/\M/\/\/\
chrX:53.432.062 chrX:53.432.062
——Total count: 942 = - = = __Total count: 917
A:0 A:0
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N:0O N:0
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SMC14, ¢.2078G>A., p.(Arg693Gln)

Figura 12. Visualizacion en el software IGV de la variante c.2078G>A en el gen SMCI1A detectada en la muestra de
ADN de saliva de la madre del paciente por secuenciaciéon masiva.

5 DISCUSION

El Sindrome Cornelia de Lange (SCdL) es un trastorno genético del neurodesarrollo con
una gran variabilidad genética. Una amplia mayoria de casos se deben a variantes de novo en
uno de los genes causales (NIPBL, SMC1A, ANKRD11, SMC3, RAD21, BRD4, ANKRD11 vy
MAU2)(17). Sin embargo, en los ultimos afios se ha revelado una prevalencia especialmente alta
de casos de mosaicismo genético en este sindrome, pudiendo llegar a suponer hasta un 13% de

los casos diagnosticados (17). Esto ha sido posible gracias a la incorporacién en el diagndstico
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genético de técnicas de secuenciacién gendmica mas sensibles, junto con el analisis de distintas

muestras bioldgicas de los pacientes.

En el enfoque del diagndstico genético del SCdL establecido en la guia de manejo clinico
del SCdL publicada en 2018 en Nature Genetics, ya se refleja la importancia del mosaicismo en
este sindrome, y se recomienda explorar esta posibilidad en el caso de no encontrar una variante
constitutiva tras la secuenciacién de los genes relacionados con el SCdL. Sin embargo, en una
muestra de ADN de sangre del paciente es muy dificil detectar un caso de mosaicismo, ya que
en el SCdL se ha descrito una eliminacion de las células con la variante patogénica
especificamente en este tejido (17). Por ello, ante la sospecha clinica de SCdL en un individuo, se

recomienda analizar también ADN procedente de muestras de fibroblastos o células bucales.

Pese a estas peculiaridades, los estudios de segregacion familiar en el SCdL se siguen
realizando de manera rutinaria con el analisis de una muestra de ADN procedente de sangre de
los progenitores del paciente con técnicas de secuenciacion de primera generacion, pudiéndose
asi pasar por alto casos de mosaicismo parental, que, aunque no cursen con clinica, puedan tener

una repercusioén directa en el asesoramiento genético y riesgo de recurrencia familiar.

En 2012, Slavin et al. describieron 12 familias con mds de un nifio afectado confirmado
molecularmente nacido de padres no afectados, lo cual parecia revelar una frecuencia
inusualmente alta de mosaicismo germinal parental en el SCdL, llegando a suponer hasta un 5.4%
de los casos (24). Sin embargo, estos resultados fueron cuestionados por otros autores, por

representar una muestra muy sesgada (25).

En este trabajo nos planteamos estudiar molecularmente la prevalencia de mosaicismo
parental en una cohorte de 11 familias, y para ello, se obtuvo ADN procedente de frotis bucal de
ambos progenitores y se realizd la secuenciacion Sanger de la region en la que se encontraba la
variante patogénica en su hijo/a. La posterior aplicacidon de técnicas de secuenciacién masiva
con un panel de genes relacionados con el SCdL nos permitié confirmar un caso de mosaicismo

parental. Siendo asi la prevalencia de mosaicismo parental en nuestra cohorte del 9.1% (1/11).

El caso que nos atafie corresponde a un nifio afectado que presenta un fenotipo de SCdL
clasico y portador de la variante en el gen SMC1A c.2078G>A. En el estudio de segregacién
familiar, la secuenciacién Sanger de la muestra de ADN tanto de saliva como de sangre de la
madre del paciente resultaron no concluyentes. Gracias a una posterior secuenciacion con alta
profundidad de lectura (>900x), se pudo concluir la presencia de la variante en el ADN
procedente de raspado bucal de la madre con una frecuencia alélica del 9%. Sin embargo, la

madre del paciente no presentaba clinica sugestiva del SCdL.
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El gen SMCI1A tiene una herencia ligada al cromosoma X y representa aproximadamente
el 5% de los individuos con SCdL diagnosticados clinicamente (26). En el presente caso, la
variabilidad fenotipica observada entre madre e hijo podria justificarse por la inactivacion
aleatoria del cromosoma X, que hace que las mujeres portadoras de variantes patogénicas en
SMCI1A expresen tanto el alelo mutante como el salvaje, mientras que los varones portadores
expresan solo el alelo mutante por poseer un solo cromosoma X. Ademads, se ha informado que
SMCI1A escapa parcialmente a la inactivacion del cromosoma X y, como consecuencia, las
mujeres expresan el doble de ARNm de SMCIA que los varones en proporciones alélicas
bastante variables segun el individuo (27). Si bien este tema queda por analizar, parece factible
que el género, con respecto a las variantes causales en SMCIA, pudiera tener un efecto en la
expresividad del SCdL. La baja frecuencia alélica encontrada en la madre también podria
favorecer la ausencia de manifestaciones clinicas. Sin embargo, esto podria no ser tan obvio en
el SCdL, considerando que los pacientes con variantes mosaico suelen presentar caracteristicas
clinicas tan graves como aquellos con variantes patogénicas constitutivas (17). Sea como fuere,
la dificultad de interpretar la presentacién clinica de las mujeres portadoras de variantes en
SMCI1A ha sido ampliamente reconocida, asi como las diferencias entre sexos observadas en la

expresividad de SCdL cuando SMCIA es el gen afectado.

Hasta la fecha solo se han descrito dos casos en el SCdL de variantes causales en SMC1A
transmitidas debido a mosaicismo parental. Sorprendentemente, la Unica variante descrita
[SMC1A: NM_006306.3: c.1487G>A; p(Argd96His)] en dos hermanas con SCdL se detectd en
forma de mosaicismo gonadosomatico en su padre, carente de presentacion clinica, reforzando
la complejidad en el patrén de herencia y expresividad de las variantes en SMC1A anteriormente
mencionada (. La misma variante se encontré en otro caso familiar no relacionado y, a pesar de
que nunca se pudo confirmar su presencia en los padres, su identificacidn en ambas hijas resulté
compatible con un caso de mosaicismo de la linea germinal (16). Indudablemente, son
necesarios mas estudios sistematicos a nivel de poblacién para evaluar la contribucion del

mosaicismo a la transmision del SCdL a la descendencia.

Todos estos hallazgos podrian indicar la posibilidad de que los casos de SCdL transmitidos
como resultado de mosaicismo gonadosomatico en algin progenitor pudieran sean mas
frecuentes de lo que actualmente se reconoce, asi como que el analisis de muestras adicionales
ademds de la sangre con tecnologias altamente sensibles podria revelar varios casos de
mosaicismo no detectados hasta el momento en pruebas genéticas estandar. Asi pues, cabe

sefialar que la secuenciacion profunda del ADN derivado de células bucales o fibroblastos seria
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una forma confiable de investigar el mosaicismo somatico en pacientes y padres v,

posteriormente, estimar el riesgo de recurrencia.

En este contexto, el riesgo de recurrencia de futuros embarazos podria dividirse en cuatro
grupos segun el tipo de variantes patogénicas encontradas en los pacientes y sus padres: alto
(variante constitutiva de los padres), moderado (variante gonadosomatico y/o mosaico germinal
de los padres), bajo (Variante de novo en linea germinal parental) y minimo (variante postcigética
en el paciente). Asi pues, al planificar el diagndstico molecular del paciente y los estudios de
cosegregacion familiar, es necesario tener en cuenta la alta prevalencia de mosaicismo en el
SCdL, asi como la probable seleccidn purificadora frente a variantes causantes de enfermedades

en la sangre.

Para finalizar, la alta prevalencia de mosaicismo en el SCdL, asi como la disparidad en la
distribucidn de los tejidos, brindan una orientacién novedosa para el manejo clinico y el
asesoramiento genético de las familias. Igualmente, el caso que aqui se presenta, junto con los
hallazgos recientes sobre el mosaicismo genético en SCdL, manifiestan la necesidad de realizar
mas investigaciones y estudios a gran escala que permitan conocer mejor la contribucién de esta

condicion genética.
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6 CONCLUSIONES

1. Laaplicacidn de técnicas de secuenciacidon masiva en los estudios de segregacién familiar ha
permitido la deteccidn de un caso de Sindrome de Cornelia de Lange heredado por via

materna debido a mosaicismo gonadosomatico.

2. Esla primeravez que se describe y se confirma molecularmente en el Sindrome Cornelia de

Lange un caso de mosaicismo parental en el gen SMCI1A.

3. El hallazgo de un caso de mosaicismo parental entre las 11 familias estudiadas en este
trabajo revela que este fenémeno podria ser mas frecuente de lo estimado hasta el

momento en el Sindrome Cornelia de Lange.

4. La secuenciacidon Sanger y el analisis de una sola muestra bioldgica en los estudios de
segregacion familiar podrian no detectar casos de mosaicismo gonadosomdtico parental de
baja frecuencia. Se propone realizar los estudios de segregacion familiar en el Sindrome
Cornelia de Lange utilizando muestras de saliva o fibroblastos de los progenitores y técnicas

de secuenciacidn con alta profundidad de lectura.

5. Laidentificacién de nuevos casos de mosaicismo parental en el Sindrome Cornelia de Lange
tiene importantes implicaciones en el asesoramiento genético y calculo de riesgo de

recurrencia familiar.
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