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1.Resumen/Abstract

Los desérdenes causados por mutaciones en los gediigantes de las subunidades y de las
proteinas reguladoras del complejo de cohesinasllamados colectivamente cohesinopatias. La
mas conocida es el Sindrome de Cornelia de Lan@dL(S la cual es un desorden multisistémico
del desarrollo caracterizado por dismorfia fagiahlformaciones en las extremidades, alteraciones
cognitivas y del crecimiento. Mutaciones en cineo&s, subunidades codificantes del complejo de
cohesinas MC1A, SMC3, RAD21) y sus reguladoresN(PBL, HDACS), son responsables de
aproximadamente el 70% de los casos de SCdL. Agqudlescribe un varon con dismorfia facial,
sinofridia, retraso en el crecimiento, discapacidaeélectual, marcada ERGE y comunicacion
interauricular. El estudio se centra en el §1C1A, su diagndstico clinico y el procedimiento para
su diagnéstico molecular. En este sentido, sezeealia comparacion clinica entre nuestro paciente
y los previamente reportados con mutacioS8®KC1A y NIPBL a fin de establecer el fenotipo

caracteristico de este gen, que facilite su diagmdslinico y molecular.

The disorders caused by mutations in genes encoding subunits and accessory proteins of cohesin
complex are collectively termed as cohesinopathies. The best known cohesinopathy is Cornelia de
Lange Syndrome (CdLS), which is a multisystem developmental disorder characterized by facial
dysmorphism, limb malformations, growth and cognitive impairment. Mutations in five genes,
encoding subunits of the cohesin complex (SMC1A, SMC3, RAD21) and its regulators (NIPBL, HDACS8),
are responsible for about 70% of CdLS cases. Here, we describe a male case with facial dysmorphism,
synophrys, growth retardation, intellectual impairment, important GER and interatrial
communication. The study focuses on gen SMC1A, its clinical diagnosis and the procedure to its
molecular diagnosis. In this sense, a clinical comparison was made between our case and the ones
previously reported with SCM1A and NIPBL mutations in oder to stablish the characteristic phenotype

of this gene which would facilitate its clinical and molecular diagnosis.



2.Introduccion

El Sindrome de Cornelia de Lange (SCdL) es un trasiorno genéticamente heterogéneo
qgue afecta a mdultiples 6rganos y sistemas. Losqudsncasos, fueron documentados por los
anatomistas holandeses Gerardus y Willem Vrolik1849, mas tarde por el médico alemén
Brachmann en 1916, seguido por el pediatra hola@té#selia de Lange en 1933, a quien el
sindrome debe su nombre, ya que fue el primereascrithirlo como una entidad clinica (1-3).

El SCdL es un trastorno clinico variable, carazteto principalmente por retraso
psicomotor y discapacidad intelectual (con probEnme comportamiento y neuroldgicos),
microcefalia, rasgos faciales distintivos, retra® crecimiento pre y post natal, hirsutismo y
malformaciones de los miembros superiores fundaairaehte (desde manos pequefias a graves
defectos de reduccion de los antebrazos) (4). éw@tmente, las manifestaciones sistémicas
incluyen las cardiacas, gastrointestinales y datadp locomotor, asi como la pérdida de audicién y
anomalias genitourinarias. (Figura 1). (3)

La incidencia se estima en 1:10000 — 1:30000 nacwiMos, pero la incidencia exacta se
desconoce ya que los casos mas leves son susesmliblser subdiagnosticados (3,5). Hasta la
fecha, cinco genedN(PBL, SMC1A, SMC3, RAD21 y HDACS) se han asociado con SCdL.

2.1 Bases moleculares del sindrome

El SCdL se incluye dentro de un complejo conjundopatologias que se conocen como
cohesinopatias. Todas ellas tienen como base ntaieadteraciones en el complejo cohesina o en
alguno de sus factores reguladores. Estas inclgjeéindrome de Roberts, el Sindrome de rotura
cromosémica de Varsovia, el sindrome KBG vy, el mimortante de todos, el Sindrome Cornelia de
Lange. (1)

El SCdL no so6lo muestra clinica, sino también ltetugeneidad genética y, hasta
ahora, se han identificado variaciones patogérdeads secuencia de ADN que conducen al SCdL
en cinco geneNIPBL, SMIC1A, SMIC3, RAD21 y HDACS8. Las mutaciones eNIPBL, SMC3 y
RAD21 llevan a la forma autosémica dominante del SCdD-@dLS), mientras que los genes
causantes de SCdL ligadas al cromosoma X36G1A y HDACS. Entre los pacientes con una
mutacion de uno de estos cinco gemMd®BL representa alrededor del 60% (Tabla 1) de losscaso
Todas las mutaciones identificadas en el SCdL afeatproteinas/enzimas del complejo cohesina.
(2,3)



N PACIENTES

AUTOR, ANO, PAIS ESTUDIADOS NIPBL (+) SMCI1A (+) SMC3(+)
Gillis, 2004, EE.UU 120 47% (56)
Bhuiyan, 20006, Holanda 39 56% (22)
Yan, 2006, Polonia 25 46% (13)
Musio, 2006, Italia 37 44% (24) 9% ()
63% (7)
Schoumans,2007 ,Suecia(9), 11 (5 Suecia, 1 -
Turquia y Rumania Rumania vy 1 (2 varones)
Turquia )
R . 0TS 30 8% A q1varones
Deardorff, 2007, EE.UU 207 59% (10) <1% (1)
Selicorni, 2007, Italia 62 429% (26) 8% (5)
Pie, 2010, Espaifia 30 369 (11D 10% (3) =

Tabla 1. Mutaciones halladas en estudios del S@Qdlistintos estudios.

Se ha demostrado que el complejo cohesina estalugnado en la segregacion
cromosoOmica, la reparacion del ADN (Figura 1) ydgulacion de genes, pero se cree que el SCdL
surge principalmente de la desregulacion transormat. Los productos proteicos de tres de los
genes conocidos del SCdGMC1A, SMC3 y RAD21) son componentes estructurales del anillo de
cohesina (Figura 2). El producto proteico 8#PBL esta implicado en la carga del anillo en los
cromosomas en la metafase, mientd3AC8 es responsable de la desacetilaciorSd€3 para
facilitar la renovacion del complejo cohesina déspde su disociacion de la cromatina durante la

profase o la anafase. (1,2)
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Figura 2. Estructura del complephesina



Como se ha podido evidenciar estos genes codiffrateinas que forman parte del
complejo Cohesina. Especificamente la proteina NI@Bun regulador de proteinas asociados a la
cohesina y las proteinas SMC1A y SMC3 son compesete la estructura en anillo del complejo
que participan en la cohesién de crométides hersngnpor tanto garantizan la adecuada union y
separacion de las crométidas hermanas durantecdgw de mitosis.

Una disminucion de los niveles celulares de colaesaiusa tanto la separacion prematura de
cromatidas hermanas como defectos en la alinedeidms cromosomas en la placa metafasica.

Durante la profase las cromatidas hermanas permanggidas gracias al complejo de
cohesinas, y a la shugosina unida a la protein@ P#to al iniciarse la anafase, el complejo que
promueve la anafase degrada a la securina, ésta Bbla separasa, provocando la liberacion de la
shugosina, la proteina PP2A y las proteinas intéggsadel complejo cohesinas, lo cual provoca la
separacion de las cromatidas hermanas. (1, 15AlBQue esta maquinaria estd conservada a
través de la evolucidén, en vertebrados la mayotepde las cohesinas se libera en profase,
independientemente de la presencia de APC/C, gnaseso dependiente de kinasa (Figura 3).(8)
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Figura 3. Ciclo cohesina durante la division celula



Las dltimas dos subunidades también se conocen kbRl (SCC1, kleisina) y STAG
(SCC3). El complejo cohesina adopta una estructureforma de anillo, que atrapa el ADN
replicado y media la cohesiéon entre cromatidas aeas. EI complejo cohesina esta regulado por
multiples cofactores, entre los que destaca elptgjmadherina, formado por dos proteinas, NIPBL
y MAU2. Para la correcta funcion cohesiva se ragula participacion de las acetiltransferasas
ESCO1/2. El substrato de esta acetilacion es larsdéd SMC3 del complejo cohesina. Otros
cofactores son PDS5, WAPL y Sororina, implicadoglemantenimiento o eliminacion de la unién
cohesina-cromatina. (1)

Recientemente se ha descubierto la relacion emt@raplejo cohesina y CTCF, una
proteina aislante que participa en el bloqueo detémaccion potenciador-promotor. Estos trabajos

sugierenn participacion de la cohesina en la reguiade la expresion génica. (1)

2.2 Manifestaciones clinicas del Sindrome Corrddidange

Es un sindrome caracterizado por afectacion sigtémiy rasgos faciales vy

musculoesqueléticos especialmente distintivos grdiaticos. Incluye:

* Manifestaciones craneofaciales

Las caracteristicas craneofaciales tipicas songpatodnicas de SCdL y conducen al

diagndstico inicial. En SCdL clasicos, con freciange encuentra microcefalia, cuello corto y

implantacion del cabello baja tanto en la parter@ot como en la posterior. (2)

MANIFESTACIONES CRANEOFACIALES

CEJAS BIEN DEFINIDAS Y ARQUEADAS SINOFRIDIA

FISURAS PALPEBRALES ESTRECHAS PESTANAS LARGAS Y RIDAS
OIDOS GRUESOS DISPLASICOS, DE BAJA CARA PLANA

IMPLANTACION Y ROTADOS
NARIZ ANCHAY CORTA CON PUENTE NARINAS ANTEVERTIDAS
NASAL DEPRIMIDO

PHILTRUM LARGO, LISO Y PROMINENTE LABIOS DELGADOS
COMISURAS DE LA BOCA HACIAABAJO MICROGNATIA




El conducto auditivo externo es a menudo estreobstendtico, lo que predispone a la otitis
media y sinusitis. El paladar es alto y puede halper hendidura que es a menudo submucosa.
También se observan anomalias dentales (6). Lgosdaciales tienden a evolucionar a medida
que los pacientes envejecen. La cara se alargarg@mas gruesa. La mandibula se vuelve mas
cuadrada y huesuda en su apariencia. En algunos, das rasgos faciales se hacen menos tipicos
con la edad y en casos leves pueden llegar aueaexpariencia facial casi normal en la vida adulta

(6).

* Crecimiento y pubertad

Los pacientes con CdLS suelen tener retraso deintiento pre y post natal (percentiles
inferiores al 3) y una baja estatura que persigtarde toda la vida. La obesidad troncal también es
un hallazgo en adultos. Existen curvas de crecimierspecificas para la monitorizacion de
pacientes SCdL (7). La edad media de apariciom geibertad es de 13 y 15 afios para las mujeres
y los hombres, respectivamente. Solo el 33% dedogentes desarrollan vello axilar, mientras que
el 90% desarrollan vello pubico. La menstruacioaraeen el 87% de las mujeres, pero es irregular
en el 53%. Alrededor del 80% de las mujeres delsamrmamas (6).

» Discapacidad intelectual y fenotipo conductual

El retraso psicomotor y la discapacidad inteleciteal desde dificultades de aprendizaje
leves a graves. Habla y lenguaje son las areaestrdllo mas afectadas: cerca del 30-40% de
pacientes empieza a hablar tarde, 20-25% estatadios, y un 25-30% no hablan, mientras que

entre el 3y el 4% realizan un desarrollo del hablanal o casi normal (2, 8-11).

MANIFESTACIONES INTELECTUALES Y CONDUCTUALES
RETRASO PSICOMOTOR IMPORTANTE DISCAPACIDAD INTELECTAL
MODERADA-GRAVE
HIPERACTIVIDAD TDAH
AGRESIVIDAD TIMIDEZ EXTREMA
DESAFIO PERSEVERACION
TRASTORNOS OBSESIVO-COMPULSIVOS DEPRESION
TRASTORNOS DEL SUENO AUTOLESION




+ Manifestaciones neurosensoriales

La pérdida de audicién se observa en la mayoriaspacientes con SCdL, tanto pérdida
auditiva neurosensorial como conductora. Los canaleditivos son a menudo estrechos o
estendticos, lo que predispone a los pacientes @itia media y la sinusitis. Los hallazgos
oftalmolégicos mas comunes son la alta miopia,iptpblefaritis. También se ha informado de la
obstruccién del conducto nasolagrimal, nistagmwaaratas y glaucoma (4). La epilepsia se
encuentra en 20% de los pacientes. Los pacientesnado tienen una inusual alta tolerancia al
dolor, que puede ser debido a la neuropatia pedafén algunos casos. Si logran caminar, la

marcha es con una extensa base de sustentaciam&osicion ligeramente encorvada (8).

» Deformidades esqueléticas

En casi todos los pacientes se presentan malfoomeide las extremidades superiores.

Las extremidades inferiores se ven menos afectddas).

MANIFESTACIONES MUSCULOESQUELETICAS Y COMPLICACIONE S
ORTOPEDICAS

MANOS PEQUENAS PULGAR PEQUENO Y PROXIMALMENTE
COLOCADO
CLINODACTILIA DEL 5° DEDO AGENESIA DE ANTEBRAZOS CONDEDOS
PRESENTES DISTALES AL CODO
LUXACION DE CABEZA RADIAL CON PIES PEQUENOS

SINOSTOSIS RADIOCUBITAL
SINDACTILIA PARCIAL DEL 2°Y 3° DEDO| DISPLASIA/DISLGCACION DE CADERA

ESCOLIOSOS TENDONES DE AQUILES TENSOS
OSTEOPOROSIS PRECOZ PECTUS EXCAVATUM

* Manifestaciones gastrointestinales

La ERGE es una de las manifestaciones mas sigtivé; uno de los sintomas presentes en
mas del 90% de los pacientes. Los individuos codlLS ERGE a menudo presentan "signos
atipicos” como hiperactividad, vomitos y agitacidocturna. La incidencia de la ERGE no es
significativamente diferente en pacientes con S€ldkicos frente a aquellos SCdL con fenotipos
mas leves, aunque existe una fuerte correlaciore esttgrado de la lesion en el eso6fago y el
fenotipo clinico. EI complejo Sandifer, que se cwAza por causar un postura distonica

paroxistica incluyendo torticolis y opistétonos, también comun en todos aquellos pacientes
10



afectos de ERGE. La ERGE a menudo persiste o empgquede haber principios de secuelas a
largo plazo, incluyendo el es6fago de Barrett eth08l (6). La neumonia por aspiracion es una
complicacion frecuente. Los problemas de alimeatasion frecuentes y tipicamente vistos en la
infancia y los adultos jovenes. Pueden ser causpdasel paladar hendido, micrognatia, y
disminucién del tono muscular en la zona oral &RGE. La estenosis pilérica es la causa mas
frecuente de vOmitos persistentes durante el periednatal, observada en el 4% de los pacientes.
Otras anomalias gastroesofagicas incluyen la naait intestinal (2%) y la hernia diafragmatica
congénita (1%) (4, 8).

+ Manifestaciones cardiovasculares

La incidencia de las cardiopatias congénitas eslréededor del 25 a 30%. Las anomalias
mas comunes son (en orden descendente): defegqitaeseventriculares, defectos del tabique

auricular, estenosis pulmonar, tetralogia de Fafl@l sindrome del corazon izquierdo hipoplasico

(4).

« Manifestaciones genitourinarias

Hasta el 40% de los pacientes con SCdL tiene arnasndéd la estructura renal y/o anomalias
del tracto urinario, como reflujo vesicoureteralaicion de la pelvis y displasia renal. La fumcié
renal puede estar reducida. Hipoplasia genitaiptanquidia se presentan en el 57% y el 73% de
los pacientes del sexo masculino, respectivamédtms hallazgos comunes son micropene e
hipospadias. Pueden verse labios mayores pequeiidsrgs anormalmente formados (4). Es
probable que la fertilidad esté disminuida en lgstes gravemente afectados. Sin embargo, se ha
informado de la transmisibn materna y paterna,ojurin varios casos de padres levemente

afectados con nifios gravemente afectados.

+ Manifestaciones cutaneas

Es frecuente el hirsutismo generalizado, mas neta la cara, la espalda y las
extremidades y el 60% de los individuos tienenscotarmorata. Pueden verse pezones y ombligo
pequefios (4). Los pacientes muestran signos dgeemaento prematuro, tales como arrugas,
flacidez y el pelo gris y, por lo tanto, a menudogezen mas viejos de lo que a su edad cronoldgica

corresponde (6).
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» Hallazgos paraclinicos

Se han observado trombocitopenias transitoriasnymnes en el SCdL . Se pueden hallar
dafos en la poblacion de células T, asociada cdefieiencia de anticuerpos.

2.3 Relaciones genotipo-fenotipo

A dia de hoy sabemos que hay amplia variabilidadaeexpresion fenotipica del SCdL.
Ademas del fenotipo clésico clinicamente mas sewdorma constante se documentan casos de
probandos mas leves. (3, 4)

El gen NIPBL localizado en 5pl13, estd compuesto por 47 exomes apdifican las
delanginas Ay B, de 2804 y 2697 aminoacidos rds@auente. Se trata de una de las proteinas
reguladoras del complejo cohesina; es decir, iotéaacon las SMC. Una mutacién en NIPBL se
encuentra en el 60% de los pacientes y suele aseceé un fenotipo mas grave con mucha
afectacion de extremidades.

El genSMCI1A esta ubicado en la region cromosomica Xpll.22 po@sto por 25 exones
gue se extienden en 9,7 Kb. Apenas se ha inforrdadoolimorfismos hasta el momento ya que
existen muy pocos y constituye uno de los genesgqoapa del proceso de inactivacion del X. Se
han reportado hasta el momento mas de 20 mutaci&hgsoducto proteico del gen tiene 1233
aminoacidos, es un componente nuclear, formandeetarodimero con la proteina SMC3. (1-3) El
fenotipo de estos pacientes se caracteriza porigtéacion facial leve, ausencia de reduccion en
las extremidades y ERGE.

Son pocos los pacientes conocidos con mutacion | egere SMC3, localizado en el
cromosoma 10925 (15). Las mutaciones de este gén asociadas al fenotipo mas leve del
sindrome. Los pacientes destacan por su simpaf#édtay de sinofridia, la ausencia de defectos
graves en extremidades y los problemas cardiacos.

Recientemente se han encontrado mutaciones enneldgedDAC8 localizado en el
cromosoma Xgl13.1 y codifica una histona deacetil#Sa6) Las mutaciones de este gen se
encuentran en el 4% de los pacientes afectadosy(f&nera la clinica mas grave tras el gen
NIBPL. Se caracteriza por una facies con nariz de drapdia y bulbosa, defectos de extremidades
que pueden ser graves y retraso del crecimiensicpmotor.

Por ultimo, las mutaciones @RAD21 causan una cohesinopatia que se caracteriza por
retraso del crecimiento, anomalias esqueléticasorasn implicacion cognitiva leve y rasgos

faciales que se superponen a los hallados en duaigicon SCdL.

12



3.0bjetivos

Diagnosticar a nivel molecular un paciente con
manifestaciones clinicas moderadas o leves delr@mal

Cornelia de Lange
Ampliar la informacion clinica disponible sobre maxtes

con SCdL y mutacion eBMC1A que ayude a definir el

fenotipo caracteristico de este gen.

13



4. Material y métodos

Este trabajo se centra en un caso de un pacietmafe Sindrome Cornelia de Lange. Para
acometer el principal objetivo del trabajo, quelkdiagndstico del mismo, se han hecho uso de tres
herramientas fundamentalmente: historia clinicagmdstico clinico segun criterios de Gillis y

Kline (2007) y diagndstico genético mediante PCR.

4.1 Historia clinica

Se hace uso de una historia clinica estandar-basi¢a que nos detendremos mas en una
serie de puntos:
* Antecedentes familiares (con arbol genealdgico).
» Datos del embarazo (toxicos, infecciones...)
» Datos perinatales (Apgar, hitos del desarrollo...)
» Exploracion fisica exhaustiva
Facies
Ojos
Nariz
Orejas
Boca
Extremidades
Auscultacion cardiopulmonar
Exploracién abdominal
Toma de una foto para seguimiento

Interconsultas y pruebas diagnosticas

4.2 Obtencion de muestras

Se realizard por puncion venosa en la extracciosadgre en la flexura del codo. También

se pueden obtener fibroblastos y células de la sauomal.

14



4.3 Métodos de laboratorio

El diagndstco genético se realizard mediante tasrde amplificacion de ADN, del gen que
se cree sospechoso. La técnica mas empleada $¥Rla

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), astégnica de biologia molecular
desarrollada en 1986 por Kary Mull@yyo objetivo es obtener un gran niumero de copgasnd
fragmento de ADN patrticular, partiendo de un minimo teoria basta partir de una Unica copia de
ese fragmento original.

El proceso a seguir sera el siguiente:

Sangre periférica

Extraccion de ADN

g

Disefo de primers
Amplificacion de exones
Andlisis de fragmentos en gel de agarosa/Purificaci

Secuenciacion

Diagndstico de variantes alélicas

4.3.1 Obtencién de ADN

* Recepcion de tubos falcon de 50 ml. Rotulacionetaddigo del paciente
* Homogeneizar la sangre por inversion. Extracciod dd de cada tubo.

* Adiciéon de 10 volumenes de “Tritdbn sucrosa” hastarazar 40 ml.

PARA 2 litros de TRITON SUCROSA VOLUMEN/CANTIDAD
TRITON X-100 20 ml
SACAROSA 21907 g
TRIS HCI 1M 20 ml
MgCl2 10 mi

* Centrifugacion de la muestra a 2000 rpm duranteibditos a 0 °C.

* Eliminacion del sobrenadante por decantacion yspmsion del pellet en 6 ml de
tampén SE .

15



PARA 100 ml de TAMPON SE VOLUMEN/CANTIDAD
SDS (DODECILSULFATO SODICO) 0'1g
NaCl 0'5 M 15 ml
EDTA 05 M 5 ml
AGUA DESTILADA 80 ml

* Adicion de la proteinasa K

* Incubacion de la muestra (2-3 horas en bafo a ©bt8@a la noche en estufa a 37 °C.
* Adicion de 2 ml de NaCl 6M y agitar.

* Adicion de 8 ml de cloroformo.

» Agitar en el rotor durante 30 minutos.

» Centrifugacion a 2500 rpm durante 15 minutos.

» Obtencion del sobrenadante (6-7 ml)

» Adicion de isopropanol en proporcion 1:1

» Extraccion del ADN recién visualizado con micropga un eppendorf.

* Adicion de etanol al 70%.

» Agitar en el rotor 30 minutos y centrifugar a 120p6 durante 5 minutos.
» Extraccion del etanol y dejar secar a T2 abientarda 2 horas.

* Adicion de 300ul de buffer TE y dejar en la estufa a 37 °C haiteidn.

PARA 100 ml de TAMPON TE CANTIDAD/VOLUMEN
TRIS HCI 1M 1ml
EDTAOQO'S M 02 ml
AGUA DESTILADA 98'8 ml

* Medicion de concentracion mediante nanodrop o ésgetmetro.

4.3.2 Disefio de primers

Un primer es una cadena deido nucleic o de una molécula relacionada que sirve como
punto de partida para la replicacion A8IN. Es una secuencia corta @gdo nucleic que
contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma paleshases complementarios a tnedra moldy
actla como punto de inicio para la adiciéindeleétido con el fin de copiar la hebra molde. Se
necesitan dos para la reaccion de PCR, uno ertrehex 3' y el otro complementario para la otra
hebra. Para poder amplificar todos los exones ptibtes de estar mutados, hace falta crear

primers para cada uno de ellos. (Tabla 2)
16



El disefio de los primers se realiza con la ayud@rdgramas informaticos o de forma

manual mediante ecuaciones teniendo en cuentgylasrites factores:

La longitud del primer: éptima entre los 18 y |@srRicledtidos.

Los primers no deben diferir en mas de 3 bases sntr

Se requiere una distribucion homogénea de los@uairledtidos en la secuencia, evitando
los poliT/A/GIC.

La temperatura de disociacion o melting (Tm): ageratura a la cual el 50% de esa misma
especie de molécula de ADN forma una doble hélstabée y el otro 50% se separa en

moléculas de un solo filamento; es decir, aquelldaeque el 50% del primer se encuentra
disociado.

Dado que la temperatura 6ptima de hibridacion de BS€de 2-4 °C por debajo de su media,
los primers de la pareja deben tener Tm similag@®rimas.

Aproximadamente el 40-60% de la secuencia del pradeben ser GC. Hay que evitar que

en el extremo 3' se acumulen mas de 3 Gs o Cscynglementariedad entre los dos

extremos.

4.3.3 Amplificacion de exones

Es lo que se conoce como PCR. La reaccion en catietepolimerasa es una técnica de

biologia molecular desarrollada en 1986 por KaryliSluSu objetivo es obtener un gran niamero de

copias de un fragmento de ADN particular, partieddoun minimo; en teoria basta partir de una

Gnica copia de ese fragmento original. Para laciéase necesita: (2)

Componentes Concentraciones

Buffer ) 10x

dNTPs ' 0'5 mM

MgCI2 | Master Mix 50 mM

Eco Taq Polimerasa 5U/ pl
Primer Forward y Primer Reverse 20 pmol/ul de cadta u

ADN 100 ng/ul
Agua C.p.s. 40 ul

La reaccion tiene lugar en un termociclador que pesnite poner ciclos de 3 temperaturas

diferentes. Los ciclos, con alguna variacion regpecla temperatura de annealing o hibridacién,

son.
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Tiempo Temperatura

Inicio 2-10 minutos 98 °C
Desnaturalizacion 30 segundos 96 °C
Hibridacion 30 segundos 54-60 °C 30-35 ciclos
Extension 30 segundos 72 °C
Extension final 7 minutos 72°C

4.3.4 Electroforesis en gel de agarosa

Para verificar que la PCR ha generado el fragmento de ADN previsto, se emplean técnicas
de electroforesis en gel de agarosa, que separan los fragmentos de ADN generados de acuerdo a su
tamafo. El tamafio del producto de la PCR queda determinado por un marcado de peso molecular
de ADN. Este contiene fragmentos de ADN de tamafio conocido y se corre en el gel de igual forma
que los productos de PCR, sirviendo asi de referencia. (3) (Imagen 1)

Para poder ver los fragmentos de ADN hay que afadir a este gel bromuro de etidio. Este
producto se intercala entre las hebras de ADN y permite visualizarlo al exponerlo a luz UV. Es

altamente toxico.

Imagen 1. Electroforesis en gel de agarosa y visualizacion UV.
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4.3.5_Purificacion

Los fragmentos de ADN se purifican para ser sedadas después. Para purificarlos
emplearemos “ExX0SAP-IT”, que permite la purificacae fragmentos de PCR entre 100pb y 20kb.
Su funcién consiste en la eliminacion de los prangrde los dNTPs mediante la degradacion
enzimatica con Exonucleasa | y Shrimp Alkaline &&$a, respectivamente.

Para su uso se sigue el protocolo indicado paaida comercial:

1. Colocar el tubo de ExoSAP-IT en un bafio de hielo

2. Mezclar 5 pl de producto de PCR con 2 pl de ExoFRAP-

3. Incubar a 37 °C durante 15 minutos (degradaci@rideers y nucleétidos)
4. Incubar a 80 °C durante 15 minutos (inactivacidrEke SAP-IT)

5. Guardar el producto de PCR purificado a -20 °C

4.3.6_Secuenciacion Sanger

El método de secuenciacién por dideoxinucleotidosjor conocido como el método
Sanger se basa en el proceso biologico de la agpic del DNA. El método comienza una vez se
aisla y se clona el DNA gue se desea secuenci@r.[B$A se desnaturaliza y se emplea una sola
hebra para la secuenciacién. En la secuenciacidtiliza un cebador o “primer” que se encarga de
suministrar el terminal 3'OH que necesita la DNAperasa para comenzar a elongar. A cada tubo
se le afiade una pequefia proporcion de un dideds@tido trifosfato; un tubo con ddATP, otro con
ddTTP, el tercero con ddGTP y el cuarto con ddddrP.cada uno de estos tubos se producen
cadenas de DNA de distintas longitudes, terminaondas en el lugar en el que se incorporo el
dideoxinucledtido correspondiente afiadido al tubms productos de las 4 reacciones, cada una
conteniendo una pequeia cantidad de uno de losoalideoxinucledtidos, son cargados en un gel
de agarosa y sometidos a electroforesis. Asi, dbtemos un patron de bandas en orden, del cual es

posible deducir la secuencia del ADN introducido.
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4.4 Métodos clinicos

Es la primera forma de diagndstico ademas de la asaguible. Solo observando las
caracteristicas fenotipicas y algunas de las nalad®mnces clinicas podemos llegar a establecer el
diagnéstico de SCdL y la gravedad del mismao.

4.4.1 Clasificacion de Gillis

La clasificacion de Gillis es mas breve y se basdaevaloracion de tres parametros
fenotipicos: el grado de reduccion de las extredadael nivel de desarrollo y de las habilidades
cognitivas y el percentil de crecimiento. En fumcide los hallazgos le otorga un indice de

gravedad. (5)

PARAMETROS CLASE ] {Leve) CLASE Il {Moderada) CLASE I18 {Girve]
Rediccion en Mo reduceian Alteraciones parciales, Alteracianes graves €1
lars muctremidade oligodactilia [>2 dedos dedms en manas

en cada mana)
Desarrofio y habifidades Retraso mofor <2 anos Fetraso motor »2 anhos, habls | Retraso motor prefundo,
cognitivas Presentan capatidad de habla | yeomunicacion fimitada pérdida significativa
2 el oo I——— i
Crecimienta® » percentil 75 Entre ef pescentil 35-75 ¢pescentil 25

Los p:fcurafts. dela Ella: el pﬁ:@p&nmﬂm cofalico estan referidos 2 las cunvas estandar upmﬁ:as del 5CdL

4.4.2 Clasificacion de Kline

En 2007, Kline propuso un sistema de diagnésticeata en unos criterios clinicos

minimos, en el que se considera que un individumasidera que tiene SCdL si presenta:

Sinofridia (criterio principal de la categoria ceafacial) mas 3 criterios secundarios de esta
categoria mas los criterios necesarios de dossdeatagorias de crecimiento, de desarrollo fisico o
de comportamiento.

Sinofridia (criterio principal de la categoria ceafacial) mas 3 criterios secundarios de esta
categoria mas los criterios necesarios de 3 detlas 6 categorias, teniendo en cuenta que una de
ellas tiene que ser de la categoria crecimienggrdalo fisico o comportamiento. (5)
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CATEGDRIA |n® CRITERD PRINCIFAL |CON  |CRITERID SECLINDARID
Cranecfacial Sinofridia (ejas finas y arqueadad) ly23de |Pestafiac largas
Mariz pequena y narinas antevertidas
Filtrum largo y prominente
Puente nasal ancho y depimido
Barbilla pequenia y cuadrada
Lahios ﬂnasytnr;':suras hacia abajo
Paladar elevads
|Diastema
Crecimiento z2de  |Pesodel5® ritil sepin |2 edad |
antaﬂamsiprﬁmmmﬁnhm
Perimetro cefalico por d
| |%del5® percentil segiinla edad
Desazmollo z1de |Retrasodel desarrollo o mental
e e e
Comportamiente |22de | Déficit de atencion + hiperactividad
Compartamiento absesive-complidsive
Ansiedad
Agresividad
Comportamiento sutelesivo
Timidez extrema
Rasgos autistas
Extremidados Defectos de reduccion con ausencia 154la
de antebeazos
o Manos yfo uefios [por debajo
ddpergent 3]5&3@::13’"; = |y22de
a Minguna de las anteriores iy23de Clinodactilia 52 deda
| ‘Linea patmar anormal
Extension anormal de codo
1% metacarpiana cortoflocalizacion
prowimal de los pulgares
|Deformidades en los dedas de los ples
| Sindactiliz en of 28 y 32 dedo def pie
\Escoliosis
Pectus excavatum
|Displasia o dislocacion de cadera
Newrosensorial/piel |23 de | Ptosis
Malfarmaciones en & conducta lacrimal o
blefaritis
Miopia 25000
Malformationes aculares mayores o plgmen-
tachin peripapilar
Sardara o perdida de audicion
Epilepsia
Cutis marmorata
Hirsutismo generalizada
Mamas yfu Lenas
Mah:rta’!lﬁnfma mﬂmm
Ctmssistemaz  |23de |Hemiadisfragmatica
Reflujo gastroesafagicn
Fisira palatina
Defectos cardiacos congénitos
Micropene
Hipospadias
Cnptarquidismo
Malfarmacionesien el tracto renal o urinatia |

5. Resultados

Siguiendo el orden establecido en materiales y t&tccomenzamos el caso por la historia
clinica y la exploracion. Entrevistando a los padrde procedencia rumana, supimos que el
embarazo habia transcurrido con normalidad, cadml(en las ecografias no se objetivd ninguna
alteracion) que el parto fue a término (39 semaredpcico, que su peso al nacer fue de 2770
gramos, su talla de 46 cm y su perimetro cefale82icm (todos ellos entre los percentiles 10-25)
con un Apgar 9/10. Nadie en la familia habia sidmaosticado de ningun sindrome ni presentaba
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rasgos dismorficos o tipicos de alguno. Duranaddarazo no hubo habitos téxicos ni infecciones.

Durante el periodo neonatal se evidencia un refragomotor y un cuadro dismérfico, motivo por

el que acuden a consulta.

La exploracion a nivel de todos los aparatos y sistemas evidencid los siguientes hallazgos:

HALLAZGOS CLINICOS

FECHA DE NACIMIENTO 02/02/2001
CRANEOFACIAL MICROCEFALIA Si
BRAQUICEFALIA Si
SINOFRIDIA Si
LINEA DE INSERCION DEL CABELLO No
ANTERIOR BAJA
PESTANAS GRUESAS Y LARGAS Si
NARIZ CORTA CON PUENTE NASAL Si
DEPRIMIDO O BASE ANCHA
NARINAS ANTEVERTIDAS Si
PHILTRUM LARGO, LISO Y Si
PROMINENTE
CEJAS ARQUEADAS Si
EDAD DE CIERRE DE LA FONTANELA | No figura
ANTERIOR
OTRAS No
0JOoS PTOSIS Si
MIOPIA No
OBSTRUCCION DEL CONDUCTO No
LACRIMAL
OTROS No
BOCA LABIO SUPERIOR DELGADO Si
BOCA EN CARPA Si
PALADAR ALTO Si
PALADAR HENDIDO No
ANOMALIAS DENTALES No
MICROGNATIA No
OTROS No
ORL HIPOACUSIA/ SORDERA No
OTITIS/ SINUSITIS/ AMIGDALITIS No
A REPETICION
CUELLO LINEA DE INSERCION DE CABELLO No

POSTERIOR BAJA

CARDIOVASCULAR

CARDIOPATIA CONGENITA

Si, CIA tipo OS con bloqueo de rama
derecha, el cual persiste.
CIA cerrada espontdaneamente.

PULMONAR

APNEAS No
INFECCIONES RESPIRATORIAS No
RECURRENTES

OTRAS No
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GASTROINTESTINAL

REFLUJO GASTROESOFAGICO

Si (pHmetria: Imagen 2)

PROBLEMAS CON LA
ALIMENTACION/SUCCION

Si, vomitos y regurgitaciones
frecuentes, sin causa clara (unas dos
veces por semana)

MALFORMACIONES DIGESTIVAS No
GENITOURINARIO MALFORMACIONES RENALES No
REFLUJO VESICOURETERAL No
MALFORMACIONES No procede
UTERINAS/OVARIOS
CRIPTORQUIDIA No
HIPO/EPISPADIAS No
OTROS No
EXTREMIDADES MANOS PEQUENAS No
INSERCION PROXIMAL DEL PULGAR | No
CLINODACTILIA DEL 52 DEDO Si, bilateral
PLIEGUE PALMAR UNICO No
BRAQUIDACTILIA Si
PIES PEQUENOS No
SINDACTILIA DE LOS DEDOS DEL PIE | No
DEFECTOS DE REDUCCION DE No
EXTREMIDADES
LIMITACION PARA EL MOVIMIENTO | No
DE LOS CODOS
OTROS No
PIEL HIRSUTISMO No
CUTIS MARMORATA Si
OTROS Nevus melanociticos (2) en espalda.
HEMANGIOMAS O MARCAS DE No
NACIMIENTO
SNC ANOMALIAS ESTRUCTURALES EN No
SNC (ECO, TAC, RNM)
CONVULSIONES No
TONO MUSCULAR ANORMAL No
REFLEJOS OSTEOTENDINOSOS Normales
OTRAS EEG anormal
MENTAL / DISCAPACIDAD INTELECTUAL Si, de moderada a severa
COGNITIVO
ALTERACIONES DE TDAH (COMENTAR TRATAMIENTO??)
COMPORTAMIENTO Y/O
PERSONALIDAD
DESARROLLO DESARROLLO DEL LENGUAIJE Retrasado
EDAD PRIMERA PALABRA 7 meses
DESARROLLO MOTOR Retrasado
EDAD SENTARSE SOLO 12 meses
EDAD CAMINAR SOLO 2 afos y 6 meses
DATOS EDAD GESTACIONAL 39 semanas
ANTROPOMETRICOS
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NACIMIENTO

PESO AL NACER (g)

2770 gr (P10-25)

LONGITUD AL NACER (cm)

46 cm (P10-25)

PERIMETRO CEFALICO (cm)

32 cm (P10-25)

SEVERIDAD C

LINICA

Leve

Imagen 3. pHmetria.
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No se evidencié ninguna alteracion a nivel hemagio®o inmunologico.

Atendiendo a estos resultados, la clasificaciorKlitee no deja lugar a dudas: el paciente
presenta el rasgo principal que es la sinofridienas de muchos otros de categorias secundarias
como son: retraso psicomotor e intelectual, reflggstroesofagico (Figura 6), braquidactilia y
clinodactilia del 5° dedo, ptosis, pestafias layggsiesas, philtrum alargado y narinas antevertidas
entre otros, pudiendo ser diagnosticado de SCdL.

Por otro lado, de acuerdo a la clasificacion maspkiicada de Gillis, el fenotipo del
paciente podria ser clasificado entre grado lewaygerado, como suele ser habitual en los casos
de mutacion en SMC1A.

Para conocer el diagnéstico genético del paciemteeeesario realizar una PCR de cada
exon, utilizando los primers especificos que secarden la tabla 2 de los Anexos. Posteriormente,
el resultado de la amplificacion se comprueba nmelisiembra en gel de agarosa y posteriormente
se secuencia por técnica Sanger. Una vez locallaaai@tacion se comprueba su existencia en los
progenitores para confirmar que se trata de unagitut de novo.

A continuacion se indica el resultado de la sedaertn:

EXON F R | MUTACION OBSERVACIONES
1
2/3 Sl NO
c. 587 G>A; R196H (mutacion presente en el paciente,
4/5 Sl Sl pero ausente en los padres) Exén 4
6/7 Sl Sl NO
8/9 Sl Sl Polimorfismo 1418-32 C2>A (Ex 9)
10/11
12/13 Sl NO
14/15 Sl Sl NO
16 Sl Sl NO
17/18 Sl Sl NO
19 Sl Sl NO
20 Sl Sl NO
21/22
23/24 Sl Sl NO
25 Sl Sl NO
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El paciente presenta la mutaciébn missense c. 58 &a>el exon 4 que provoca el cambio
de la arginina 196 por una histidina (R196H). Estdacion esta localizada en la coiled-coil, cerca

del dominio N-terminal.

hinge
SMCH

smMc3 [

E488—® R496~ P e ran
) E493* \X
{
) R790-%,
( ®-D831*
‘l
) R196 ()
\ N [ 4
3 L}
b 2 )
c ¥ FV15383 Faos Figura 4.
head S o .
domains C F1122 Localizacion de la mutacion R196H.
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Esta mutacion modifica las interacciones de losnaatidos de la cadena al cambiar su
posicion en la coiled-coil alterando la relacionlde dominios SMC. Todo ello da lugar a una

afinidad aumentada por la cromatina, afectandodivésion.

6. Discusion

AunqueSMIC1A [Musio et al. 2006] fue descrito como gen caughlSCdL hace ya mas de
9 afos, el numero de pacientes diagnosticadosdasitoreducido [Deardoff et al. 2007, Liu et al.
2009, Pie et al. 2010]. Su baja frecuencia, afaat® mas del 4%, de los casos, obliga todavia a
recoger la clinica con detalle, por si pudieranreger rasgos fenotipicos distintivos no descritos
hasta la fecha. Este trabajo intenta aportar nudetales sobre la clinica del SCdL en pacientes
que sufre una mutacion en el g@iC1A (11, 15).

Como en otras ocasiones, el hallazgo de un pacearieSCdL de fenotipo moderado
planted la posibilidad de que el gen afectado feé@MC1A. La biusqueda de mutaciones en este
gen permitié descubrir el cambio de la guanina g@&7un adenina (c. 587 G>A) que provocaba en
la proteina la sustitucién de la arginina 196 pw histidina (R196). El hecho de que esta mutacion
no estuviera presente en los padres sugeria li@pade una “mutacion de novo” que podia ser
responsable de la clinica del paciente. Por alswim, se han descrito mutaciones missense o
deleciones de tripletes de bases en este gen.eSsapgue las mutaciones mas graves deben ser
incompatibles con la vida. Sin embargo también j@odcurrir que mutaciones de codén de stop
produjeran otro tipo de patologias (12). En todsbcéa mutacion encontrada responde a un tipo de
mutacion tipica de este gen. La sustitucion deatgsinas complica la relacion de los aa de la
coiled coil de SMC1A, en concreto producen un cantlg polaridades que desestabiliza la hélice.
Esta alteracion, por tanto, dificulta la funciértrestural de SMC1A pero no la impide y es,
probablemente, la causa de la aparicion del singlrom

Tan interesante como conocer el tipo de mutaci$na elescripcion detallada de la clinica
del paciente. Habitualmente tanto los pacieM&BBL como SMC1A presentan caracteristicas
cldsicas comunes como: la incapacidad intelecalaktraso psicomotor, el de crecimiento pre y
postnatal, la sinofridia, la pérdida auditiva, dteraciones genitourinarias, los paladares ojsvgle
hendidos, la miopia etc.., que son los que nosnhpersar en el diagnostico de SCdL y en los que

se basa la clasificacion de Kline. No obstanteradg de estos rasgos son mas tipicoblI&BL
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gue enSVIC1A y viceversa. Son precisamente estos detallesuesidentamos clarificar con el
estudio de nuestro paciente.

Existe la tendencia a clasificar los fenotipo\#leBL como mas severos (Imagen 3) que los
de SMCI1A, este criterio estaria basado en la abundancitagialteraciones esqueléticas de
extremidades en los primeros. Seria frecuente éracodesde oligodactilias hasta hipoplasias o
agenesias del antebrazo con los dedos situaddscedae Pero ademas, las mutacioned\NtieBL
irlan acompafadas frecuentemente de una sinofndécada, de alteraciones dentarias
importantes, de defectos cardiovasculares congeyitte alteraciones del sistema nervioso central
como la hiperecogenicidad de la sustancia blanaagmgricular. Por el contrario los pacientes de
SMIC1A apenas presentarian afectacién de las extremigadasfacies seria mucho mas normal
[Pie et al. 2010] (Tabla 3). El caso que nos oaggponderia perfectamente a este esquema, y sin
embargo podria no ser adecuado considerar a estnfgay por extension a los pacientes con
mutacion en este gen como moderados. De hechcéino indice de mortalidad en el grupo de
pacientes con SCdL estudiado por la Unidad de @anéllinica y Gendmica Funcional de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Zaradgozi@genen [osSMC1A positivos. El motivo hay
que buscarlo en la enfermedad por reflujo gastfagem (ERGE), que es especialmente intensa
en estos pacientes. Otra caracteristica que los@ada es la incapacidad intelectual severa y el
retraso psicomotor que puede llegar a ser massiotgue en los pacientédi PBL positivos.
Nuestro paciente responde exactamente a este emqubay que decir que nos preocupa mas su
supervivencia que la de otros pacientes mas cksico

Este estudio y otros que seguiran, deberdn perméjorar la definicién fenotipica de los
pacientes d&MC1A Yy facilitar un adecuado prondstico y diagnostieadfico (Imagen 2). (11, 15).
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7. Conclusiones

Se confirma que el paciente con clinica leve-matieréampliar) del SCdL tiene una
mutacion en el geBMC1A. La mutacion produce el cambio de la arginina A@@6una histina que

altera la relacion de los aminoéacidos de la “codelt’ y es, probablemente, la causa del sindrome.

El diagnostico positivo dSMC1A en un paciente con manifestaciones clinicas lees
SCdL, sugiere que puede ser adecuado priorizastatlie de este gente sobkPBL en los
pacientes con este tipo de fenotipo aunque nuestadies seran necesarios para terminar de definir

las principales caracteristicas clinicas de este ge
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ANEXO

Aneuploidy, sterility, cancer

Chromosome
segreqgation

Heterochromatin Gane expression
control
Cohesinopathies
DNA damage
repair

Chromosomal instability, cancer

Figura 1. Funciones de la cohesina.

A . DNA replication
™~ & cohesin . /

functions
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EXONES Tamano i ph PRIMERS Secuenciab =3 [MogCLMmM J12 anneling®C | %G+C L primer | T®*m CNIO

SMCY 4 290 SMCT F1 CGTATACGCAACATCAGYCL MM i} 525 20 60,75
SHMCT R CGCGACGTTTCAGGTTACAT MM 58 50 20 58,75
SMC1 F23 GAGTACTGAGTGATTAGGGG MK 58 50 20 59 75

SMC12y3 a7
SMC1 R23 TEAGATGEAGCAGACAGAGT T 58 50 20 58,75
e s SMC1 F4i5 AATGGETAAGGTGAACTGEGG MK 58 50 20 59,75
¥ SMC1 R4i5 AAACAGCACGGCCTCTTGET MK fisi] 25 20 61,80
SMC1 FefT CTCCTTTGGGTGAAAAGLCT MK 58 50 20 59,75

SMC16yT 642
SMC1 REIT GGATTTGGGATGCTCAALLT MK 58 50 20 59,75
SMC18 vy can SMC1 Forg ATGETCTIGGCGTAAACTCG MK o 50 20 o870
3 SMC1 REMS GATTGGCAACCCTETCLTTA MM 58 50 20 59,75
SMC1 F10iMA ATTAGGATTCCTGAGCCAGC MM 58 50 20 59,75

SMC110y 11 60 =

SMC1 R10§11 AATCTCCAGTACTGAGCCTG T 58 50 20 58,75
SMCT F12M3 | CAGGCTCAGTACTGGAGATT MK 58 50 20 59,75

SMIC112y 13 489
SMCT R12M3 | AACCTAGGCCAGGAATGTGT MK 58 50 20 59,75
SMC1 F1415 | CCAATGCAGTCAAGGTAGLT MR bt 50 20 58,75

SMCH 14y 15 458
SMCT R14M15 | GATGTCAAGCTAGAGGCTCA MM 58 50 20 59,75
Shi ot o1 SMC1 F18 CCTGGGTCTAGTTICCCTTT MK 58 50 20 5875
SMC1 R16 GACATTATCCTTCTGTCTGTLG MM i} 45,2 22 60,97
BT AT AR e SMC1 F17HE | AACTGCCTAGTAGGAAGGGT MM 58 50 20 59,75
2 SMC1 RITHE CCTTCCTGGTCACTTTCACT MK 58 50 20 59 75
P 245 SMC1F15 CCTATAGAGGTGCACTCTCA MK 54 50 20 59,75
SMCTR18 | GACAACTAGGAAGATAGTCCC MM 54 47 B 20 58,77
it = SMC1 F20 CCACACTCAGTCAGTCATCT MR 58 50 20 5975
SMCT R20 TEECATACCCTTAGCCTCTT MK 58 30 20 59,75
SMC1 F21422 TGTTCCTGCTCTGGATTGTC MK 58 50 20 59,75

SMC1 21y 22 Go0
ShC1 R2122 TCACCTTCGCAGATCTCTGT MM i} o 20 58,75
SRy P r SMC1TF23i24 | TCAGGCAACTTTGAGACCTG MM 58 = 20 59,75
¥ SMC1 R23i24 | TGGLCATTCAGGACCTGATT MK 58 50 20 59,75
SMCH 25 288 SMC1 F25 AGCATATCCTCTCACACCCA MK o0 a0 20 28,75
SMC1T R25 ATTGGGAGAGGGACAGCTTA MM 58 50 20 59,75

Tabla 2. Primers utilizados para la amplificaci@estones de SMC1A.

SMC3

\ SMC1A

/[ N

RAD21

HDACS8
NIPBL Severe

Imagen 3. Relaciones fenotipo-mutacion.
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Tabla 4. Nuevos polimorfismos de NIPBL, SMC1A v SMC32 ¥ variantes de significado

desconocido identificadas.

db SNP Estado de Alelos Frecuencia
Gen Cambio de fiucledtide | Localizacion (fre l:ue-ncia} P nﬂadqr.de control al§ lica
otrosfamiliares | enconfrados estimada
NIPEL:
£.3305- 85delT Intron 11 P - -
cA42 1+TA—-G* Intron 20 P 0100 0.00
cA4361-83C—=T Intron 21 _ P - -
c 5011-62T—C Intron 23 rsl 6003455 - - 0032
c3573-168A—-T Intron 29 rs3100653 - - 0024
cH108+7AT* Intron 34 e novo 0100 0.00
€. 7265+133A T Intron 42 rs 3000359 - 5 0.152
SMC1A:
c2197-5T—C° Intron 13 rs2297104 pam 0/ 100 0.00
c*14C—-TF JUTR m 0/98 0.00
SMC3:
K- 02-103G—A | Intron2 | 57083749 pam 100/100 1.00
c92-128 127insGTT | Intron2 | rsd0635641 pam 96/100 086
c.304+33C—G Intron 10 - - 6104 0.06
c1092-64 62delATT Intron 12 - * 110 0.01
c. 1305+136A T~ Intron 13 - m 0100 0.00
% 1’1}3_15{;‘—1‘5?”15T Intron 13 - p 11/100 0.11
c.1306-150A—G Intron 13 rs24I9572 = - 0.57
c3105+83G—T Intron 23 20359574 p.m 04/98 096

p= padre, m= madre, - = no datos, *= no hay padres (nifio adoptado). "= variantes de significado

desconocido.
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