Master en Condicionantes Genéticos, Nutricionales y

Ambientales del Crecimiento y Desarrollo

Could a patient with SMC1A4 duplication be

classified as a human cohesinopathy?

Trabajo de Fin de Master

Curso 2012-2013

Alumna:
Carolina Baquero Montoya
Universidad de Zaragoza

Tutor:
Feliciano Ramos Fuentes |
Catedratico de la Facultad de Medicina, Zaragoza



AGRADECIMIENTOS

A mi tutor Feliciano J Ramos, por creer en mi y apoyarme en todo
momento,

Al Profesor Juan Pié, por sus ensefianzas y consejos,

A mis amigas y colegas del Laboratorio de Genética y Genémica
Funcional, por su inmensa ayuda, paciencia y apoyo,

A mi familia,

GRACIAS



INDICE

RESUMEN... .. et et et e e et e et 5
Justificaciondeltema................o 6
Memoria cientifica del proyecto investigativo...................c..coce 10

Separata articulo publicado.................ccoiii i 10

Could a patient with SMC1A duplication be classified as

a human cohesinopathy?.............coori oo 11
Memoria de la practica del proyecto de investigacion........................ 22
Separatas presentaciones en CONgresos.............oeevvieeuieneearnennns. 22
Aparicion de casos familiares del SCdL.......................l 23

Duplication of SMC1A leads to Cornelia de Lange spectrum
PRENOLYPE.....oooiriiiiiiiiiii s e D

Separatas posters presentados en congresos.................c.ceeeeenn. 32

Somatic mosaicism in a Cornelia de Lange syndrome patient with
NIPBL mutation identified by Exom Sequencing............ccccccceeen 33

Severe asymmetrical limb involvement in a Cornelia de Lange 36
proband with a new NIPBL mutation...............ccooeomeeeiiininneens

Second SMC3 mutation confirms this gene as a cause of Cornelia

de Lange SyNArOme...........ccccieiiniiiiiiiiiieiee e ea e e 38

Separatas seminarios GENUD.....ooe oo, 40

Bone mass in male and females children and adolescents with

Do SYPOIIOMIEL. ..o ¢ 5 nommmnnas s o s ammamins s 45 sawmmmssst & § 3 Esrmrmns 1§+ sxsmmrs 41

B-Vitamin status and intake in European adolescents. A review of



the Terature. .. ..o e e e e et e e e enaes

Body composition changes during interventions to treat
overweight and obesity in children and adolescents: A descriptive
=] ——

Aspectos perinatales, crecimiento y tipo de lactancia de los recién
nacidos pequefios para la edad gestacional.............................

Iron and vitamin status biomarkers and its association with
physical fitness in adolescents: The HELENA study...................

Maternal postnatal depression and child growth: A European
cohort Study.... ..o s

Prevalencia de la lactancia materna durante el primer afio de vida
en Aragon: Estudio CALINA. ...

Sex differences in the endocrine system in response to protein
intake early infife..............ccoiiiiiiiii

Bibliografia............coomreiriei s

42

43

44

46

48

50

51
53



RESUMEN

Los desordenes causados por mutaciones en los genes codificantes de las
subunidades y de las proteinas reguladoras del complejo de cohesinas, son llamadas
colectivamente cohesinopatias. La mas conocida es el Sindrome de Cornelia de
Lange (SCdL), la cual es un desorden multisistémico del desarrollo caracterizado por
dismorfia facial, malformaciones en las extremidades, alteraciones cognitivas y del
crecimiento. Mutaciones en cinco genes, subunidades codificantes del complejo de
cohesinas (SMC1A, SMC3, RAD21) y sus regularadores (NIPBL, HDACS), son
responsables del ~ 70% de los casos de SCdL.

Aqui, se describe un varén de 16 afos con dismorfia facial, retraso en el
crecimiento, discapacidad intelectual, hirsutismo y ménos pequenas, quien tiene un
Marcador Cromosémico Supernumerario (small Supernumerary Marker Chromosome
(sSMC)) presente en forma de mosaico. El sSMC esta compuesto de dos segmentos
duplicados que abarcan 17 genes, incluyendo el gen SMC1A, en las regiones Xp11.22
y Xp11.21q11.1.

En este trabajo se realizo una comparacion clinica entre nuestro paciente y el
previamente reportado con duplicacion de SMC1A, ademas con cuatro varones
portadores de sSMC similares, reportados en las bases de datos, sugiriendo que todos
ellos comparten rasgos clinicos relacionados con las cohesinopatias. Aunque este
paciente no tiene el fenotipo craneofacial clasico del SCdL, presenta retraso del
crecimiento pre- y postnatal, discapacidad intelectual y anomalias
musculoesqueléticas leves, los cuales son rasgos frecuentemente encontrados en los

desordenes de las cohesinas.



JUSTIFICACION DEL TEMA

Las cohesinopatias son desordenes causados por mutaciones en las proteinas
estructurales o reguladoras del complejo de cohesinas (1). El complejo de cohesinas
es esencial en el funcionamiento de muchos procesos biolégicos, entre los que estan:
Segregacion cromosomica, reparacion del DNA, expresion génica, y formacion de la
estructura de la cromatina (1). El complejo tiene una forma de anillo muy conservada
que rodea la cromatina y estd formado por diferentes componentes estructurales
(proteinas) primarios: SMC1A, SMC3, RAD21 y antigenos estromales (SA-1+2+3) y
secundarios: ESCO2, HDACS8, PDS5A/B, WAPL, MAU2 y NIPBL (Figura 1). Estos dos
altimos, NIPBL y MAU2, conforman un complejo heterodimérico denominado “kollerin”,
que regula la carga y la descarga del anillo de cohesinas a la cromatina (2-4).

MAU-2
- RAD21/RECS8

NIPBL

WAPL - PDS5 .
ESCO2 .HDAca

Figura 1. El complejo de las cohesinas esta formado por cuatro subunidades en forma de anilio. Dos de ellas

SA1/SA2/SA3

son las proteinas del mantenimiento estructural (Structural Maintenance of Chromosomes —SMC-) , SMC1A y SMC3, y
dos subunidades no SMC (RAD 21 y la proteina STAG), que interactian con un amplio nimero de proteinas
incluyendo NIPBL, ESCO2 y HDACS.

La cohesinopatia mas conocida es el Sindrome de Cornelia de Lange (SCdl)
(OMIM # 122470, 300590, 610759, 614701, 300882), una patologia del desarrollo de
origen genético, caracterizada por rasgos faciales distintivos, defectos de reduccion en

las extremidades superiores e inferiores, retraso del desarrollo pre- y postnatal,



discapacidad intelectual y alteraciones del comportamiento (5) (Figura 2 a1-2). En la
mayoria de los pacientes aparecen ademas desordenes de diferentes sistemas, como
el gastrointestinal, cardiovascular, neurolégico, oftalmolégico y auditivo (6). Dentro de
las caracteristicas craneofaciales clasicas se encuentran la sinofridia, pestafias largas
con cejas arqueadas, puente nasal deprimido con narinas antervertidas, philfrum largo
y liso, labio superior delgado y micrognatia (Figura 2), las cuales permiten ademas el
reconocimiento del sindrome (6). La prevalencia del sindrome se estima entre
1/45.000 - 1/62.000 recién nacidos vivos (7).

NIPBL

Figura 2. a1 — 2 Fenotipo grave de una paciente portadora de una mutacién en N/PBL, nétese el defecto de
reduccion de las extremidades. b1-2 Fenotipo leve de un paciente con mutacién en NIPBL, el cual no tiene
alteraciones en las extremidades. c1-2 Fenotipo de un paciente portador de una mutacion en SMC1A, el cual destaca
por su poca afectacion. d1-2 Fenotipo de una paciente portadora de una mutacién en HDACS, en la cual se pueden
observar discretas diferencias como la nariz tubular y ausencia de las narinas antervertidas.

Actualmente se han identificado 5 genes asociados al fenotipo del sindrome:
NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21 y HDAC8 (8-13) (Figura 2 a1-2, b1-2, c1-2 y d1-2).
Todos ellos codifican componentes estructurales o reguladores del complejo de
cohesinas (8-11). Las mutaciones en estos genes son heredadas de forma autosomica
dominante (NIPBL, SMC3 y RAD21) o ligadas al X (SMC1A y HDACS8) (8-13).
Aproximadamente un 60% de pacientes tienen mutacion en NIPBL, localizado en el
cromosoma 5p13 (8, 11, 14). Un porcentaje mucho menor de los pacientes tiene
mutaciones en SMC1A (~ 4-6%) (10, 11), localizado en Xp11 y hasta la fecha solo un



varén con fenotipo leve, ha sido identificado como portador de una mutacién en SMC3
(11) en el cromosoma 10q25. La reciente descripcion de mutaciones en RAD21 (<1%)
(12), localizado en 8g24.11 y en HDAC8 ubicado en Xq13.1 (13) han sido relacionados
con el SCdL. Sin embargo persiste un alto porcentaje de individuos sin diagndstico
genético (~30 %), lo que hace sospechar de la existencia de mas genes implicados o
de otras alteraciones moleculares causales, como por ejemplo duplicaciones o
deleciones.

Mutaciones en el gen ESCO2 (Figura 1) son responsables de otra
cohesinopatia, el sindrome de Roberts/SC-Focomelia, caracterizado por retraso del
crecimiento intrauterino, anomalias craneofaciales, discapacidad intelectual y
malformaciones en extremidades, que van desde tetra-focomelia simétrica bilateral
hasta hipomelia secundaria a acortamiento mesomélico (15). Otros desordenes de las
cohesinas son el sindrome de Varsovia y la discapacidad intelectual ligada al X con a-
talasemia (1), causadas por mutaciones en los genes DDX11 y ATRX,
respectivamente. Si bien todas ellas tienen caracteristicas fenotipicas distintivas, todas
comparten hallazgos como la discapacidad intelectual, el retraso del crecimiento y

desarrollo y las anomalias en las extremidades (16).

El uso de nuevas técnicas de diagnéstico molecular como los CGH-Arrays
(Comparative Genomic Hybridization Arrays) y la secuenciacion masiva (Next
Generation Sequencing -NGS-) permitiran identificar alteraciones moleculares como
microdeleciones o microduplicaciones y genes causales adicionales relacionados con
las cohesinopatias (17). Los CGH-Arrays permiten la deteccién de desequilibrios de ~
3 a 5 Mb, y actualmente estan indicados como estudios complementarios al cariotipo
de alta resolucién en pacientes con discapacidad intelectual, trastornos del espectro
autista y anomalias congénitas miultiples sin filiar. Sin embargo, cuentan con
desventajas como la imposibilidad para detectar alteraciones moleculares menores a
400 Kb asi como mutaciones puntuales (18). Con respecto a la NGS, su aplicacion
facilitara el estudio de forma inmediata de grandes grupos de genes, permitiendo, de
una forma rapida, la confirmacion del diagnéstico y la posibilidad de establecer

correlaciones genotipo-fenotipo (17).

El genoma humano tiene un gran nimero de variaciones en el nimero de
copias (duplicaciones, deleciones y reordenamientos cromosoémicos), las cuales
abarcan el ~12% del genoma y son responsables del 14.5% de las alteraciones

moleculares de genes implicados en enfermedades humanas (19). Las alteraciones en



el nuimero de genes sensibles a la dosis han sido relacionadas con miuiltiples
enfermedades genéticas, como por ejemplo la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
tipo 1A, la neuropatia hereditaria con susceptibilidad a la paralisis por presién, la
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Aizheimer, los trastornos del espectro
autista y la esquizofrenia (19).

Hasta la fecha s6lo se han descrito duplicaciones en NIPBL y SMC1A, sin
embargo los pacientes portadores de éstas no ha sido diagnosticados de SCdlL o
como afectos de cohesinopatias. En este trabajo se reporta el segundo paciente
portador de una duplicacion en SMC1A, que tiene una afectacion multisistémica y una
alteracién molecular que, aunque no presenta un cuadro clinico compatible con SCdL
clasico, lo incluye dentro de los desérdenes de las cohesinas.
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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 (SMCIA, SMC3, RAD21) and its regulators (NIPBL,
HDACS), are responsible for ~70% of CdLS cases. We describe a
16-year-old boy with facial dysmorphism, growth retardation, intellectual
disability, hirsutism and small hands, who has a small Supernumerary
Marker Chromosome (sSMC) present in mosaic form. sSSMC is composed
of two duplicated segments encompassing 17 genes including SMCIA
gene, at the regions Xp11.22 and Xp11.21q11.1. Clinical comparison
between our patient with a previously reported individual with a SMCIA
duplication and four male carriers of similar sSSMC reported in databases,
suggest that they all share clinical features related to cohesinopathies.
Although our patient does not have the classical CdLS craniofacial
phenotype, he has pre and postnatal growth retardation, intellectual
disability and mild musculoskeletal anomalies, features commonly seen in
patients with cohesinopathies.
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Cohesinopathies are disorders caused by mutations in
structural or regulatory proteins of cohesin complex (1).
The core cohesin complex consist of four-subunit ring-
like complex, formed by two structural maintenance of
chromosomes (SMC) proteins (SMC1A and SMC3) and
two non-SMC subunits (RAD21 and a STAG protein)
(1), which interact with a wide number of proteins, most
notably NIPBL, ESCO2, and HDACS8 (2). Among the
functions of this complex are chromosome segregation,
DNA repair and gene expression as well as chromo-
some conformation (1). The best known cohesinopa-
thy is Cornelia de Lange Syndrome (CdLS; OMIM
1227470, 300590, 610759, 614701, and 300882) (3).
Mutations in five genes, encoding components of the
cohesin complex (SMCIA, SMC3 and RAD21) and its
regulators (NIPBL and HDACS8) have been found in
CdLS patients (4-9). Other known cohesinopathies, are
Roberts-SC phocomelia, Warsaw Breakage Syndrome
and X-linked intellectual disability with a-thalassemia
(1). Even though each of them has distinctive cranio-
facial features, they share common phenotypic findings
including intellectual disability, growth retardation and
limb abnormalities (1).

Here, we report on the second case with duplication
in SMCIA. 1t is well known that duplications produce a
milder disorder, indeed the first reported proband, who
carried SMCIA duplication, did not have phenotypical
findings suggestive of CALS (10). Our patient is the
second reported case with SMCIA duplication, who has
a multisystem involvement and a molecular alteration.
Although his craniofacial features did not resemble
CdLS, he can be included within the cohesin disorders.

Materials and methods
Clinical description

The patient is the second child of a healthy and unre-
lated 35-year-old father and a 31-year-old mother.
There was no family history of congenital defects or
intellectual disability. Intrauterine growth retardation
was detected in prenatal ultrasound. He was born at
38 weeks of gestation by vaginal delivery. Apgar score
was 9 in the first minute and 10 at 5 min. Birth weight
was 2330g, length 44cm and head circumference
31cm (<3 centile for gestational age). At birth, the
craniofacial features included microcephaly, synophrys,
arched and bushy eyebrows, long eyelashes, broad nasal
bridge, prominent philtrum, down-turned corners of
the mouth, micro-retrognathia, low-anterior hairline and
hirsutism (Fig. 1a—d). He also had brachydactyly, bila-
teral fifth finger clinodactyly, small hands and feet
(<3 centile) and hyperextensible joints (Fig. le—f).
Ophthalmologic evaluation revealed hypermetropia
with normal retina. Brain evoked auditory response
and echocardiogram were normal. No symptoms of

2

Received 27 February 2013, revised
and accepted for publication 15 May
2013

gastroesophageal reflux disease were present. Abdom-
inal ultrasound showed cortical atrophy on the left
kidney with vesicoureteral reflux (which spontaneously
resolved at 6 years of age) and a bladder diverticulum.
At age 5, the patient showed a significant global devel-
opmental delay and began with seizures. At the last
evaluation, at the age of 15 years, his weight was 42 kg
(<3" centile), height 158 cm (<3™ centile) and head
circumference 51.5cm (<3™ centile). He had learning
disabilities with an IQ of 57, according to the Wechsler
Adult Intelligence Scale. He also had extreme shyness,
autistic-like features and attention deficit-hyperactivity
disorder. A more detailed clinical description of the
patient is provided in Table 1.

Cytogenetic analysis

High-resolution cytogenetic analysis using GTG band-
ing was performed from cultured peripheral blood
lymphocytes of the patient and his parents following
standard procedures.

Array comparative genomic hybridization (aCGH)

Peripheral blood DNA samples from the patient and
his parents were tested with the qChip Post oligonu-
cleotide microarray (Quantitative Genomic Medicine
Laboratories, Barcelona, Spain). This aCGH has 60,000
probes mainly located in pericentromeric and subtelom-
eric regions, as well as regions associated to syndromes
caused by recurrent genomic alterations, with 35kb
overall median probe spacing and giving a resolution of
100-125kb. After hybridization, slides were scanned
and analyzed for relative gain or loss of fluorescent
signals from hybridization of the probands and refer-
ence DNAs. Genomic region analyses were performed
according to the human reference sequence build 36.1
(hg18) with the GENoMIC WORKBENCH software.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis

To confirm results of aCGH, FISH analyses were per-
formed on interphase nuclei and metaphase chromo-
some spreads from fibroblast of the patient by standard
procedures. Four different probes were used: (i) CEP
X (DXZ1) spectrum green and (ii) CEP Y (DYZ3)
spectrum orange, both probes hybridized according
to the manufacturer’s instructions (Abbott Molecular,
Des Plaines, IL), (iii) bacterial artificial chromosomes
(BAC) clone RP11-619J22 (chrX: 53,34-53,50 Mb;
spectrum red labeled) located at Xp11.22 and over-
lapping SMCIA locus, and (iv) clone RP11-431N15
(chrX: 56,57—56,75 Mb; spectrum green labeled) map-
ping to Xp11.21. BAC clones were hybridized follow-
ing Abbott protocol for sequence-specific probes and
using the LSI/WCP buffer (Abbott Molecular).
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Fig. 1. Phenotype of the patient. Frontal views of the patient at the age of (a) 4, (b) 6 and (c—d) 16. (e) Left hand at the age of 6years. (f)

Roentgenogram of the left hand at the age of 16 years.

Immunoblot analysis

Primary fibroblasts were cultured in Dulbecco’s modi-
fied Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal calf serum. Cells were collected by trypsiniza-
tion, counted, washed once in cold PBS, resuspended
in sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) loading buffer and sonicated.
After boiling, samples were run in 7.5% Bis/Tris gels
followed, by Western blotting with antibodies against
cohesin subunits (11) and tubulin (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain, DM1A).

Results
Cytogenetic analysis

High-resolution G-banding in the patient showed 47,
XY, +mar karyotype (Fig. 2a), which means a small
Supernumerary Marker Chromosome. Parents had nor-

mal karyotypes.

aCGH

The qChip post oligonucleotide microarray reve-
aled a gain in copy number at the Xp11.22 region span-
ning ~1.1Mb, encompassing the SMCIA, KDM5C,
IQSEC2, RIBCI, HSDI7B10, HUWEI, PHFS,
FAMI120C and WNK3 genes [arr Xp11.22(53,177,039-
54,294,634)x2 hgl8] (Fig. 2b). A second ~6.3Mb
duplication was detected as well [arr Xpll.21ql11.1
(56,191,696-62,515,210)x2 hg18], which contained the
following genes: MIR98, KLFS8, UBQLN2, SPIN2B,
SPIN2A, FAAH2, ZXDB, ZXDA. These duplications
were de novo mutations as the parents of the proband
tested negative for both duplications.

FISH analysis

FISH analyses performed on interphase nuclei spreads
from patient’s fibroblasts using a probe from the
chromosome X centromere showed the presence of
47, XY+der(X)(Xpl11.1—+q11.1)[48]/46,XY[52] mosai-
cism (data not showed). Metaphase FISH analyses with
the same probe revealed a distinct signal on the sSMC,
confirming that it was originated from chromosome X
(Fig. 2ci—iii). Hybridization with BAC clone probes
from Xp11.22 and Xp11.21 showed that both duplicated
regions were located on sSMC, therefore bearing an
additional copy of the SMCIA gene. (Fig. 2cii—ii’).

Immunoblot analysis

We checked protein levels of several subunits of the
cohesion complex in whole cell extracts prepared from
fibroblasts of the patient, his parents and additional male
and female healthy probands (Fig. 3a). We could not
detect significant differences in the protein levels of
SMCI1A among the samples (Fig. 3b).

Discussion

Our patient was initially evaluated due to multiple con-
genital anomalies, pre and postnatal growth retardation
and global developmental delay. Shortly after birth, a
G-banded karyotype revealed 47,XY,+mar. Afterwards
an aCGH was performed for a better characterization
of the sSMC, the result showed a first duplication at
the Xp11.22 region spanning ~1.1 Mb, encompassing
nine genes, including SMCIA (Fig. 2b; Table S1). A
second duplication was subsequently found, located
at Xpl11.21q11.1, which is not currently related with
pathological clinical signs (12).

FISH analyses allow to locate the duplicated seg-
ments inside sSSMC, derived from the X chromosome
but without the XIST gene (Fig. 2c). Therefore, the clin-
ical findings found in the patient could be the result of
a functional disomy of known genes contained in it
(13). To further investigate the correlation between the
pathological duplication and the patient’s phenotype,
we carried out a database search of the clinical features
of reported individuals with duplications of these genes.
Seven out of nine duplicated genes were related to clin-
ical signs found in the proband (Table S1) (14-18).
Although his phenotype seems to be caused mainly due
to the pathogenic effect of SMCIA (6, 7, 19, 20), other
duplicated genes also brain expressed might contribute
to the neurological involvement (14-18). Despite the
clinical findings, we did not find a significant increase
of the SMC1A protein levels in the patient’s fibroblasts
(Fig. 3). Similar analyses were performed in SMCIA-
mutated probands, which were also inconclusive (21).
Additionally, the mosaic status of the patient could
make the detection of differences more difficult (22).

It is well known that duplications produce a milder
phenotype compared to mutations in the same gene
(10). The SMCIA duplication, in our case, does not
result in the typical craniofacial features that may allow
us to classify him as CdLS. However, he shares some of
the clinical findings, also described in cohesinopathies,

3
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Table 1. Clinical comparison between CdLS and SMC1A duplication phenotypes

Clinical findings CdlS(1,3,7) Previous case with SMC1A duplication (10) Our case
Birth and growth parameters

Birth weight <39 centile = <3 centile

Birth length <3 centile — <3 centile

Birth HC <3 centile - <3 centile

Weight <34 centile - <3 centile

Height <3 centile — <39 centile

HC <3 centile - <8 centile
Craniofacial features
Eye

Synophrys + - +

Arched eyebrows + — +

Bushy eyebrows N/A +

Long eyelashes + + +
Nose

Depressed nasal bridge + + +
Philtrum

Prominent + N/A +
Mouth

Thin upper lip + N/A -

Downtumed comers + N/A +

Micrognathia + N/A +
Ear *

Low set + + o
Skull

Microcephaly + + +
Neurologic, developmental and behavior manifestations

Hypotonia/hypertonia + + +

Seizures + + +

intellectual disability + + +
Behavior disorders

Autistic-like features + - +

Aggression + + -

Anxiety + + +

ADHD + N/A +

Global developmental delay + + +
Musculoskeletal anomalies

Small hands + g +

Fifth finger clinodactyly + + +

Proximally placed thumb + N/A -

Single palmar crease + N/A

Small feet + N/A —

Second to third toe syndactyly + NA -

Limited elbow extension + N/A -

Broad chest & N/A +

Widely spaced nipples + N/A +
Ophthalmologic abnormalities

Palpebral ptosis + N/A -

Myopia + N/A -

Hypermetropia + N/A +
ENT anomalies

Sensorineural hearing loss + N/A -
Dermatologic manifestations

Hirsutism + + +
Congenital heart disease + N/A -
Gastrointestinal manifestations

GERD + N/A -
Genitourinary malformations

VUR + + +

Hypoplastic kidneys + - +

Bladder diverticula — — +
Other findings

Recurrent infections = + +

ADHD, attention deficit hyperactivity disorder; CdLS, Comelia de Lange Syndrome; ENT, ear—nose—throat; GERD, gastroesophageal reflux disease;
HC, head circumference; N/A, not available; +, present; —, not present; VUR, vesicoureteral reflux.
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Could a patient with SMCIA duplication be classified as a human cohesinopathy?
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Fig. 2. (a) High-resolution G banding showing the 47,XY,+mar karyotype. The blue rectangle shows the sSSMC. (b) aCGH detected two gains of
1.1 Mb (nine genes) and 6.3Mb (eight genes). The green rectangle shows the duplicated region containing the SMCIA gene. (c) FISH analyses
performed on metaphase chromosomes from the patient’s fibroblasts using the centromere-X probe showed green signals on both the normal
chromosome X and sSMC (indicated with a blue arrow) (panels i, i, iii and iii’). FISH analysis with the centromere-Y probe showed a consistent
red signal (panel iii). Hybridization with BAC clones, RP11-619J22 (red) at Xp11.22 mapping to the SMCIA region and RP11-431N15 at Xp11.21
(green), indicated that both duplicated regions are inserted into sSMC (panels i, ¥, ii and ii’). Panels ¥/, ii’, and iii’ are higher magnification of the
selected areas from i, ii, and iii panels, respectively.
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Fig. 3. SMCI1A protein levels in fibroblasts. (a) Immunoblot analysis of whole cell extracts prepared from primary fibroblasts with antibodies
against SMC1, RAD21 and tubulin as loading control. Samples correspond to the patient, his parents and two healthy controls from both sexes.
(b) Signals were quantified with Li-Cor Imaging System and the abundance of SMC1 with respect to RAD21 was plotted relative to one of the
samples (father).

like pre and postnatal growth retardation, intellectual
and behavior impairments and minor musculoskeletal
anomalies (Table 1).

To date, a single duplication including SMCIA
has been reported in an individual with intellectual
disability but his phenotype remains uncertain, maybe
because of the large size of the imbalance (174 genes)
(10). Yet, comparisons between that case and ours were
made (Table 1) (10). Among the differences found,

our case was dysmorphic, he had pre and postnatal
growth retardation, minor musculoskeletal anomalies
and extreme shyness; features not reported in the first
patient (Table 1) (10). But we found similarities as well,
such as intellectual disability, developmental delay,
behavior impairment, seizures and renal malformations
(Table 1). The coincident neurological involvement
supports the hypothesis that the brain is the organ most
sensitive to cohesin disruption. Moreover, the detected

5
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discrepancies might be the result of the larger duplica-
tion size found in the first reported individual (2).

The recent availability of sSMC databases (12)
makes possible to look for patients with similar
duplications inside marker chromosomes. Thus, we
identified four probands with Xp duplication, which
included the SMCIA gene. Interestingly, all of them had
several of the typical features of cohesin disorders (12,
13, 23, 24), but none of them has been encompassed
within a specific disorder (Table S2).

Finally, we propose that although individuals with
SMCIA duplication cannot be classified as CALS, they
could be included within the cohesinopathies, since
their phenotypes share common features with most
of these disorders. Additionally, the involvement of
the cohesin complex’s genes should be considered in
patients with unexplained intellectual disability, behav-
ior impairments, growth retardation or musculoskeletal
anomalies, either by analysis of mutations or by copy
number variations.

Supporting Information
The following Supporting information is available for this article:

Table S1. Clinical features of duplicated genes related to the clinical
features found in the proband

Table S2. Overview of the clinical features of reported males with
a sSMC derived from the X chromosome

Additional Supporting information may be found in the online
version of this article.
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APARICION DE CASOS FAMILIARES DEL SCdL

JUSTIFICACION

La siguiente presentacién fue realizada para el VIl Congreso del Sindrome de
Cornelia de Lange, el cual esta dirigido a los pacientes y sus familias. En él se busca
transmitir los conocimientos actuales y avances sobre el sindrome. En este caso en
particular, se busco actualizar el concepto de casos familiares en este desorden.
Previamente era aceptado que los casos familiares podian ocurrir en familias donde
alguno de los padres estaba afectado del sindrome, lo cual es denominado
transmision autosémica dominante. Pero desde hace algunos afios se viene
introduciendo el mosaicismo germinal como mecanismo causal de casos, en los que
los padres son portadores de la mutacion a nivel de 6vulo o espermatozoides y

carecen de los hallazgos fisicos del sindrome.
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Aparicion de

casos familiares del SCdL

VII Congreso Nacional del
Sindrome Cornelia de Lange

Carolina Baquero Montoya

CASO NUEVO EN LA
FAMILIA

& Caso esponténeo ?

¢ Riesgo de recurrencia en una
préxima gestacién ?

Caso nuevo

Autosdmica Dominante
{Algiin padre afectado)

Mosaicismo germinal

Unidad de Genitica

Modelos de herencia ey gnine
Autosdémico dominante
Patrén vertical
Mosaicismo germinal

Expresividad variable

Unidad de Genética
Clinica y Genémica
Funcional

Autosémico dominante

‘Coma se Transmite fa Herencia Dominante La mitad de la descendencia
hereda la afectacion

No salta generaciones

PATRON VERTICAL

i gen D o of N de su padre.

Varios individuos afectados

Afecta por igual a hombres y a mujeres

La mutacion afecta a una parte de
los évulos o espermatozoides

e L S 5§l
O Wlamces (@ cume

La mutacién puede transmitirse a la
DESCENDENCIA

Casos familiares descritos en la
literatura

Dos hermanas reportadas
é1° CASO FAMILIAR debido a MOSAICISMO GERMINAL?
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Casos familiares descritos en |
lltqrat

Exclusion of Linkuge to the CDLI Gene Region on
‘Syndrome

Krantz et al,, 200

Exclusién por ligamiento de la regién
del gen CDL1 en el cromosoma 3q26.3
en algunos casos familiares de SCdL

Descripcién 9 casos familiares

Casos familiares

descritos en la literatura

MOSAICISMO GERMINAL

HERENCIA AUTOSOMICA DOMINANTE 6

Unided de Genética
Clinica y Genémica
Funcional

Casos familiares descritos en la

literatura

Russel et al., 2001:
Transmisién dominante paterna del SCdL
Revisién de 25 casos familiares

Descripcién de 1 nuevo caso familiar

RAPID COMMUNICATION

Father-to-Daughter Transmission of Cornelia de
Lange Syndrome Caused by a Mutation in the.
5" Untranslated Region of the NIPBL Gene

Transmision de Padre a Hija de Sindrome
de Cornelia de Lange causado por una
mutacién en la la region 5” UTR del gen
NIPBL
Hallazgos Clinicos similares

Mutacién en NIPBL *

Sordera / Hipoacusia

Talla baja

Unidad de Genética
Clinica y Gendmica
Funcional

Consideraciones en casos familiares

Retraso Psicomotor

Alteraciones en el aprendizaje

Trastornos de Comportamiento

Caracteristicas fenotipicas

Mosaicismo Germinal

Niu et al., 2006:

Mosaicismo gonadal paterno de una
mutacién en NIPBL en un padre de
dos hermanos con SCdL
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Unidad de Genitica

Slavin et al., 2012
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Cornelia de Lange O W= O

Riesgo Actual de Recurrencia: 3.4% al 5.4%

Casos familiares
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Transmisién dominante
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Funcional
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Trastornos de Conducta
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Unidad de Gentica
Clinica y Gemémica
Funcional

C0073 y C0O073a

Alteraciones en el aprendizaje
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=
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DUPLICATION OF SMC1A LEADS TO CORNELIA DE
LANGE SPECTRUM PHENOTYPE

JUSTIFICACION

EL Sindrome de Cornelia de Lange (SCdL) es un trastorno del desarrollo
multisistémico caracterizado por dismorfia facial, malformaciones de las extremidades,
retraso en el crecimiento y el deterioro cognitivo. Las mutaciones en cinco genes, que
codifican los componentes del complejo de cohesién, son responsables de ~ 70% de
los casos SCdL. El aumento o la disminucién del numero de copias del mismo gen
puede potencialmente causar caracteristicas clinicas similares o diferentes. Hasta la
fecha, las duplicaciones notificados de los genes NIPBL y SMC1A, no han sido

clasificados como SCdL.

Aqui presentamos el segundo caso de la duplicacion en SMC1A, que tiene un
fenotipo similar al SCdL. El paciente tenia un cariotipo 47, XY, + mar y un aCGH que
revelé dos regiones duplicadas en el Xp11.22 y Xp11.21q11.1, que fueron confirmados
y localizados por analisis FISH dentro de un pequefio cromosoma marcador

supernumerario derivados de cromosoma X , rara vez visto en varones.

Hasta la fecha, se ha planteado la hipétesis de que los hallazgos clinicos
podrian ser el resultado de la disomia funcional de los genes conocidos que aparecen
en la sSMC, SMC1A entre ellos. La duplicacion SMC1A no presenta los rasgos
clinicos tipicos de SCdL, pero sin duda tiene sintomas clinicos de SCdL, como
discapacidad intelectual, retraso del crecimiento y trastornos de conducta, que nos

permiten clasificarlo dentro del espectro Cornelia de Lange.
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Clinical Background

Cornelia de Lange
Syndrome

OMIM # 122470, #300590 y
| #610759.

| Multisystem developmentat
| disorder.

iPrevﬂmoe_‘l 10.000-100.000.
| I inherited in an autosomal
lammammx-u\udmu

Clinical features of CdLS

- i
Cornelia de Lange
Syndrome

Clinical features of CdLS

Cornelia de Lange
Syndrome

Genes involved |
=
Gornelia de Langesyndrome s cuvsed by mutationsin
T 2004: Tonkin et al./Krantz et al. \mrz) the human homolog of Drosophita melogaseer
Nipped

1¢ gene associated with CdLS: NIPBL

(Nat Genet, 2004)
NP cncoding s hornolog of ungal Sec -ty sser

~ 60% of the patients. chromatid cohesion prateins and fly Nipped-f, is mutited
in Cornelia de Lange syndsorme

P —

e comuUnEATIONS

£ 2006: Musio et al.
2™ gene associated with CdLS: SMCTA

Xclnked Corocis de Lavge

(Nat Genet, 2006) yndsome awing to SMCILE
~ 5% of the patients.
£>2007: Deardorff et al.

weposT
3 gene associated with CdLS: SMC3 Mitwgca L?ﬂ:{u E:,’:Ji"ﬁ"‘ 5?"3.1’.':.‘2‘"
(Am J Hum Genet, 2007) ek

Only 1 case has been reported so far

Genes involved

arTicLE

£ 2012: Deardorff et al.
4" gene associated with CdLS: RAD21
(Am J Hum Genet, 2012)

2 cases

©>2012: Deardorft et al. LETTER ;

5" gene associated with CdLS: HDAC8 HDACS mutations in Cornelia de Lange syndrome
affect the cohesin acetylation.

(Nature, 2012) .

~ 5% of the patients

5 20XX: Other causative genes of CdLS (30% of the patients)
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Cohesin complex

Structural components:
- SMC1A

*SMC3

+ RAD21/REC8

* SA1/SA2/SA3

Regulation factors:
*NIPBL

* MAU-2

= PDS5A/PDS5B

= WAPL

«ESCO2

« HDACS8

23/6/13

Submicroscopic copy number imbalances
contribute to the etiology of human diseases

Gene Disease Molecular features

i 1A 1.5Mb in the ger
Pup22 (OMiM# 118220)
b "2 y y iability to | Delotion of 1.5 Mb in the PMP22 gene
Chromosome 17p11.2 Pressure Palsies
(OMIM # 162500)
v bhte g
Muck2 ; (OMIM # 300005)
¥ Conpiming Deletion or mutation n the MaGP2
s Xa28 Rett syndrome orm in gene
(OMIM # 312750)
region for Williams Beuren Syndrome
Chromosome 7q11.23 Williams Beuren syndrome Deletion of 1.5 to 1.8 Mb on chr 7q11.23
(OMIM # 194050)
PLP1
ipid 1 s Duplication or deletion of the PLP? gane
Xq222 2000
L d vs di d Copy Number of the same gene

can potentially cause either similar or different clinical features

Duplication of NIPBL and SMC1A previously reported

Yan et al., 2009:
5 cases = NIPBL duplication
*1 case = SMC1A duplication

Novara et al., 2012:
+1 case = NIPBL duplication

Duplication of SMC1A previously reported

Yan et al., 2009:
+5 cases = NJPBL duplication
1 case = SMC1A duplication

127 duplicated
genes (WAS gene)

CLINICAL FEATURES:

Developmental delay
Seizures

Clinical phenotype of our case report

CRANEOFACIAL FINDINGS

Weight: 42 Kg (<3 percentile}
| Height: 168 cm (3" percentile)

NEUROLOGIC
MANIFESTATIONS
Hypertonia
Seizures

Clinical comparison of CdLS vs Dup SMC1A

Previous Duplication

Out ease
of SMICIA o
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Clinical comparison of CdLS vs Dup SMC1A

Clinical comparison of CdLS vs Dup SMC1A

Clinical comparison of CdLS vs Dup SMC1A
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Kline et al., 2007: Diagnastic Criteria for Comelia de Lange Syndrome

Clinical comparison of CdLS vs Dup SMC1A

[ |
; According to Kiine s diagnostic criteria: Cornelia de Lange Spectrum mild i

High Resolution Karyotype

o
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~
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47,XY,+mar Karyotype }
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High resolution genomic analyses of duplications

\  aCGH: 2 Duplications

= arr Xp11.22(53,177,039-54,294 634)x2.

> fon size: 1.1 Mb

= 9 genes including SMC1A, KDM5C and
IRSEC2

= amr Xp11.21q11.1(56,191,696-62 515,210} |
x2.

= Duplication size: 6.3 Mb
= 11 genes including UBQLN2

Interphase Fluorescence in situ hybridisation (FISH)

Small supemumerary marker chromosome (sSMC)
originated from the Chr X
FISH analyses confirmed the p of 47, XY+der(X)
(Xp11.1—2q11.1 )[48]/46,XY[52] mosaicism

Expression of SMC1A protein

a8

i
SMC1 SMC3 Rad21 SA1

Protein relative levels

00

Preliminary results:
Expression of the SMC1A protein in the patient is higher than the control subject’s

Conclusions

* CdLS is a clinically disorder
ized by ions ing multiple systems.
« About 4 to 6% of patients have mutations in the X- linked SMC7A gene.

= Until now, just one patient with SMC7A duplication has been described.

+ We report the first patient with a duplication of SMC1A, who also
fultfills the clinical diagnestic criteria for CdLS proprosed by Kline et al.

« With our case we want fo expand the clinical phenotype of the
duplication of SMC1A and classify it into Cornelia de Lange spetrum.
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Somatic mosaicism in a Cornelia de Lange syndrome
patient with NIPBL mutation identified by Exome

Sequencing

JUSTIFICACION

El sindrome de Cornelia de Lange es una condicion de herencia dominante
caracterizada por anomalias craneofaciales tipicas, retardo en el crecimiento pre y
postnatal, retraso psicomotor, alteraciones en el comportamiento, hirsutismo vy
compromiso multiorganico. Mutaciones en cinco genes que codifican componentes del
Complejo de Cohesinas, son responsables del 70% de los casos de SCdL. Aunque el
mosaicismo germinal se ha descrito como mecanismo causal de varios casos
familiares, solamente se ha comunicado un caso de mosaicismo somatico en un

paciente NIPBL positivo.

El objetivo de este poster es comunicar el diagnéstico de un paciente de SCdL
con mosaicismo somatico NIPBL positivo, detectado mediante secuenciacion masiva

tras un resultado negativo de secuenciacion sanger.

Se describe una paciente de 5 afios de edad, con: anomalias craneofaciales,
retraso del crecimiento pre y postnatal, comunicacién interauricular con arteria
subclavia aberrante, enfermedad por reflujo gastroesofagico con hipomotilidad
esofagica, insercién proximal del pulgar con sinostosis radio-ulnar, retraso psicomotor
y compromiso dermatol6gico consistente en cutis marmorata, angioma tuberoso
cervical con ausencia de cambios u otras anomalias en la pigmentacién de la piel.
Mediante secuenciacion completa del exoma del paciente y sus progenitores, se ha
detectado una nueva mutacién missense en el gen NIPBL (c.6647A>C; p.Tyr2216Ser),
que afecta solo a un 28% de la muestra de DNA de sangre periférica y que altera un
residuo altamente conservado del dominio HEAT repeat de interacciéon de NIPBL con

otras proteinas.
En conclusion se describe un paciente con SCdL y mosaicismo somatico que

cursa, sorprendentemente, con una clinica clasica grave. Ademas, el diagnéstico no

pudo ser realizado por secuenciaciéon sanger, sino mediante la nueva técnica de
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secuenciacion masiva de exoma completo. Este resultado sugiere que se puede estar
subestimando la deteccion de mutaciones de genes conocidos responsables del
SCdL.
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BACKGROUND

Cornelia de Lange syndrome (CdLS; OMIM 122470) is a dominant inherited
disorder characterized by facial dysmorphism, growth retardation, cognitive
and behavior impairments, hirsutism and multiple organ involvement. Most of
CdLS probands carry a mutation in one of the five cohesin complex-
associated genes NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21 and HDACS8. Somatic
mosaicism has been only reported in three CdLS probands, two of them had
mutations in NIPBL. Interestingly, two weeks ago, Huisman et al., has
described 10 NIPBL-mutated individuals with somatic mosaicism.

MATERIAL AND METHODS

Case presentation

The patient had classic symptoms of CdLS like typical facial features, pre-
and postnatal growth retardation, minor musculoskeletal anomalies, severe
gastroesophageal reflux disease with a swallowing disorder (that was
surgically corrected by Nissen Fundoplication and gastrostomy), labia
majora hypoplasia, hirsutism, cutis marmorata and cognitive impairment (see
photos in Figure 1). However she also had unusual clinical findings like the
aberrant subclavian artery and the tuberous angioma, visible on the neck
(Fig. 1 iii). It was noteworthy the absence of abnormal cutaneous
pigmentation, segmental overgrowth or asymmetries, which are important
clues for mosaicism.

Molecular analysis

Genomic DNA and RNA were isolated from peripheral blood leukocytes,
fibroblasts and/or oral mucosa epithelial cells by standard protocols. The
entire coding region and flanking intron sequences of NIPBL, SMC1A,
SMC3, RAD21 and HDAC8 were screened for mutations by sanger
sequencing. In order to identify disease-causing mutations, exome
sequencing in trio (patient and her unaffected parents) was performed too.
The quantification of the relative amount of each allele, on DNA and RNA
samples from different tissues, was carried out by pyrosequencing with the
PSQ 96MA pyrosequencer.

RESULTS AND DISCUSSION

Here, we report a patient with CdLS due to a mutation in the NIPBL gene (c.
6647A>C; p.(Tyr2216Ser)) (Fig. 2 and 3) in mosaic state detected by exome
sequencing. The mutation affects tyrosine 2216, which was evolutionarily
highly conserved and located in the HEAT repeat domain of protein
interaction (Fig. 4).

Initially, molecular analyses by sanger sequencing of the five causative
genes were performed on DNA from blood leukocytes, but unfortunately no
mutation was detected. In this context, the patient was a good candidate for
exome sequencing by the family trio strategy. The mutated allele was found
in 28% of cells, evocative of somatic mosaicism.

By pyrosequencing, we confirmed the presence of NIPBL mutation in all the
tissues analyzed, which had different embryonic origins: mesoderm
(peripheral blood leukocytes, fibroblasts) and ectoderm (oral mucosa
epithelial cells). However, relative amounts of wild-type (A) and mutated
allele (C), either in DNA as in cDNA from the patient, were tissue-specific.
Interestingly, levels of mutated allele were found in ascending order: blood
leukocytes < oral mucosa epithelial cells < fibroblasts (Fig. 2 and 3). -

These findings support the hypothesis that the contribution of mutations of
the five known causative genes of CdLS are underestimated, perhaps due to
somatic andfor germline mosaicism. This highlights the importance of
screening different tissues from the proband and the parents, as well as, the
combined application of multiple screening techniques.

-

Figure 1. Phenotype of the patient. (i-ii) Frontal and lateral view of the proband in the first week of life.
(ili) ) Frontal view at the age of 1 year (iv-v) Hands and feet of the case at the age of 3 years and 10
nths.
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Figure 2. Pedigree of the affected family and partial electropherograms of exon 39 of the NIPBL gene. The
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Figure 3. Allele quantification by pyrosequencing of exon 39 of the NIPBL gene. Molecular analyses were
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Figure 4. Location of wild-type aminoacid (Y2216)(i) and mutated residue (S2216)(ii) in the proposed

\ structural model for HEAT domain of NIPBL protein. )
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Severe asymmetrical limb involvement in a Cornelia de

Lange proband with a new N/PBL mutation

JUSTIFICACION

El sindrome de Cornelia de Lange es una condicién de herencia dominante
caracterizada por anomalias craneofaciales tipicas, retraso del crecimiento pre- y
postnatal, retraso psicomotor, alteraciones en el comportamiento, hirsutismo y
frecuente compromiso multiorganico. A nivel musculoesquelético, los pacientes suelen
presentar malformaciones en las extremidades superiores, casi siempre bilaterales,
con un grado de afectacion variable: desde braquidactilia hasta graves defectos de
reducciéon (oligodactilia’/hipomelia). Las extremidadeé inferiores suelen estar mas
raramente afectadas y de forma mas leve. Hasta la fecha se han identificado
mutaciones en cinco genes (NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21 y HDACS8) que codifican
componentes estructurales o reguladores del Complejo Cohesinas y son responsables
del 65% de los casos de SCdL.

En este poster describimos un paciente con SCdL y afectacion asimétrica grave

de extremidades debida a una nueva mutacién del gen NIPBL.

El paciente, es un varéon de origen senegalés de 3 afios, que presenta un
fenotipo craneofacial tipico de SCdL, retraso en el crecimiento pre y postnatal,
comunicacion interauricular, retraso psicomotor y malformaciones en extremidades
derechas consistentes en oligodactilia del 3° y 4° dedo de la mano, hipoplasia de tibia
y agenesia de peroné. Las extremidades izquierdas eran normales. El estudio genético
detectdé una nueva mutacion missense de novo (c.6647A>G; p.Tyr2216Cys), que
alteraba un residuo altamente conservado localizado en el dominio HEAT repeat de

interaccién con proteinas.

En conclusién se describe un paciente con un fenotipo craneofacial clasico de
SCdL pero con afectacion asimétrica grave de extremidades derechas. El estudio
molecular identific6 una nueva mutacion tipo “missense” en el gen NIPBL
(p.Tyr2216Cys). La no existencia de ningin caso de SCdL similar hace que nuestro
paciente sirva para expandir nuestro conocimiento del que podriamos denominar

“espectro Cornelia de Lange”.
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BACKGROUND

Cornelia de Lange syndrome (CdLS; OMIM 122470) is a dominant inherited
disorder characterized by typical facial dysmorphism, pre and postnatal
growth retardation, intellectual disability, behavior impairments, hirsutism and
multiple organ involvement. Anomalies in the extremities are particular
characteristic, mainly in the upper limbs. Usually hands and feet are small
and about one third of patients present with limbs reduction defects. Lower
extremities are less involved than upper extremities, being the 2™ and 3™ toe
syndactyly, the most common clinical finding. To date, mutations in five
genes, encoding components of the cohesion complex (SMC1A, SMC3 and
RAD21) and its regulators (NIPBL and HDAC8) have been found in ~70% of
CdLS cases.

MATERIAL AND METHODS

Case presentation

The patient’s phenotype showed features of moderate CdLS: craniofacial
dysmorphism, pre- and postnatal growth retardation, atrial septal defect,
feeding and swallowing disorder, hirsutism, cutis marmorata and delayed
developmental milestones (see photos in Figure 1). The craniofacial features
included synophrys with arched eyebrows, long eyelashes, depressed nasal
bridge with anteverted nostrils, low set ears, long and prominent philtrum,
thin lips with down-turned corners, high arched palate, micrognathia, low
anterior and posterior hairline. He had oligodactyly of the 3 and 4" finger,
tibial hypoplasia and fibular agenesis in the right limbs (Fig. 1 ii-iv, vi and viii).
At the age of 1 year, he was surgically intervened for an amputation of the
right leg. The left limbs were normal (Fig. 1 ii,vii and viii).

Molecular analysis

Genomic DNA and RNA were isolated from peripheral blood lymphocytes,
fibroblasts and/or oral mucosa epithelial cells by standard protocols. The
entire coding region and flanking intron sequences of NIPBL (exons 2—47)
were screened for mutations by bidirectional sequencing. Relative
quantification of allele-specific level on DNA and RNA samples was
peformed by pyrosequencing with the PSQ 96MA pyrosequencer.

RESULTS AND DISCUSSION

Here, we report a patient with CdLS due to a missense mutation in the
NIPBL gene (c.6647A>G, p.(Tyr2216Cys)) detected by sanger sequencing
(Fig. 2). Pyrosequencing analyses confirmed similar levels of each allele
(~50%) in DNA and RNA samples from all tissues analyzed from the patient
(oral mucosa epithelial cells, peripheral blood leukocytes and fibroblasts)
(Fig. 2). These findings confirm that the NIPBL mutation is not in mosaic
state, even though there is a segmental asymmetry of the limbs.

The mutation affects tyrosine 2216, a highly conserved evolutionarily residue
and located in the HEAT repeat domain of protein interaction (Fig. 3). The
effects of the p.(Tyr2216Cys) mutation was predicted as probably damaging
according to free online prediction programs, PolyPhen-2 (http://
genetics.bwh.harvard.edu/pph/) and SIFT (http:/sift.jcvi.org/). Following the
hypothesis of a dominant-negative effect of NIPBL missense mutations and
its location in HEAT domain, this mutation could disrup its interaction with
some binding partner.

The patient showed a moderate CdLS phenotype, although with severe
limbs reductions defects (Fig. 1). To date, only 8 patients with CdLS have
been reported to have lower limb major abnormalities. Only one of them had
a molecular diagnosis, he carried a frameshift NIPBL mutation in exon 46
mutation (c.7878dupA p.(His2627Thrfs*5)).

The distinctive lower limb malformations of our patient allow us to expand
the spectrum of the phenotype of the Cornelia de Lange.

e

Figure 1. Phenotype of the patient. (i-i) Frontal view and lower limbs of the patient in the first week of
ife. (iii-iv) MRI and roentgenogram of right leg patient at the age of first month of life. (v) Frontal view; (vi-
vii) right and left hands; and (viii) lower limbs of the patient at the age of 2 years and 2 months.
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Figure 2. Pedigree of the affected family and partial electropherograms of exon 39 of the NIPBL gene. The
sequencing analysis performed on genomic DNA from the patient oral mucosa epithelial cells, peripheral
blood leukocytes and fibroblasts (v-viii), as well as cDNA from blood leucocytes and fibroblasts (viii-ix) shows
the peaks of the allele carrying the c. 6647A>G missense mutation...

Figure 3. Position of wild-type aminoacid (Y2216) and mutated residue (C2216) in the proposed structural
model for HEAT domain of NiPBL protein.
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Second SMC3 mutation confirms this gene as a cause

of Cornelia de Lange syndrome

JUSTIFICACION

Sindrome de Cornelia de Lange es un trastorno hereditario caracterizado por
dismorfia facial, retraso en el crecimiento, alteraciones cognitivas, malformaciones de
las extremidades y afectacion multisistémica. Mutaciones en cinco genes, codificantes
de componentes del complejo cohesinas, son responsables del fenotipo SCdL en el
70% de los pacientes. Sin embargo, en uno de los genes, SMC3, sélo se ha reportado

una mutacioén en un adulto levemente afectado.

Aqui, se presenta una segunda mutacién nueva en el gen SMC3 en un nifio
con SCdL. El tiene un fenotipo clasico del sindrome consistente en dismorfia facial,
multiples anomalias musculoesqueléticas, hirsutismo y retraso grave del desarrollo.
También tuvo miopia, una pérdida de audicion moderada, estenosis adrtica
supravalvular - pulmonar leve, estenosis pilérica, anomalias vertebrales, y enfermedad

por reflujo gastroesofagico.

El andlisis molecular identific6 una mutacion de novo en el ex6n 22
(c.2494_2499del) del gen SMC3, la cual produce deleciones en el marco de dos
residuos altamente conservados y localizados en la parte C-terminal del dominio
coiled-coil, p. (Leu832_Asn833del). El andlisis estructural de la proteina SMC3
mutante mostré un cambio grave en la posicion relativa de los residuos que se
acompafian, provocando el desplazamiento de los residuos correspondientes de las
dos hélices antiparalelas que forman el dominio coiled-coil. Nuestro caso demuestra
que las mutaciones en el gen SMC3 pueden causar un fenotipo leve a moderado,
coincidiendo con lo previamente informado, en algunos pacientes con mutaciones en
el gen SMC1A. Por ltimo, se recomienda llevar a cabo le estudio molecular de SMC3
en pacientes con fenotipo SCdL en los que no se ha identificado mutaciones en los

otros genes conocidos SCdL.
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BACKGROUND

Cornelia de Lange syndrome (CdLS) is an inherited disorder characterized
by facial dysmorphism, growth and cognitive impairment, limb malformations
and multiple organ involvement. Mutations in five genes, encoding subunits
of the cohesin complex (SMC1A, SMC3, RAD21) and its regulators (NIPBL,
HDACS8), account for 70% of patients with CdLS or overlapping phenotype.
However, to date, only a single mildly affected adult with a mutation in SMC3
(c.1464_1466del, p.(Glu488del)) had been reported in literature. Here, we
report on the second novel mutation in the SMC3 gene in a boy with CdLS.

MATERIAL AND METHODS

Case presentation
The patient was born at 40 weeks gestation by vaginal delivery. Birth weight
was 2.985 g, length 49 cm and head circumference 32 cm (s10% centile for
gestational age). He showed classical CdLS phenotype with facial
dysmorphism, multiple musculoskeletal anomalies, hirsutism and severe
developmental delay (Figure 1). He also had myopia, moderate hearing loss,
mild pulmonary and supravalvular aortic stenosis, pyloric stenosis, vertebral
anomalies, feeding and swallowing problems, gastroesophageal reflux
disease, unilateral cryptorchidism and inguinal hernia (Figure 1). At last
examination, when he was 11 months old, his weight was 7.5 kg (<3™
centile), length 71 cm (10% centile), and head circumference 42 cm (<34
centile).

- Molecular analysis
Genomic DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes by standard
protocols. Due to previous negative results in NIPBL and SMC1A mutation
analyses, the entire coding region (exons 1-29) and flanking intron
sequences of SMC3 were screened for mutations by bidirectional
sequencing. Parental genotypes were screened to assess whether the
variant was de novo or inherited.

RESULTS AND DISCUSSION

Molecular analysis of SMC3 identified a de novo mutation in exon 22 (c.
2494 2499del) (Figure 2), which predicted an in-frame deletion of two
residues highly conserved in vertebrates and mapped to the C-terminal
coiled-coil domain, p.(Leu832_Asn833del) (Figure 3). Structural analysis of
the mutant SMC3 protein showed a serious shift in the relative position of the
accompanying residues, leading to the displacement of the corresponding
residues of the two antiparallel helices that form the coiled coil (Figure 3).

Our case demonstrates that mutations in the SMC3 gene may cause a
mild-moderate phenotype, as it has been previously reported in some
patients with mutations in the SMCTA gene. However, he also showed
numerous major structural anomalies and his craniofacial findings were mild
and less typical of CdLS. Even the patient exhibited additional features
distinct from classical CdLS including absence of synophrys, short sternum,
cleft and butterfly vertebrae, and supravalvular aortic stenosis.

To date, some functional indications support the hypothesis that the
mechanism of pathogenicity in SMC1A and SMC3 related CdLS might be
due to a dominant negative effect of the altered protein resulting from
missense or in-frame mutations. Nevertheless, should not discard the loss of
function as additional potential cause of pathogenesis.

Finally, this emphasizes the importance of SMC3 mutation screening in
CdLS patients without a molecular diagnosis, which will allow us to better
define the spectrum of the phenotype and to assess for genotype-phenotype
correlation.

[

Figure 1. Phenotype of the patient. (a) Frontal view of the proband in the first week of life. (b-c ) Frontal
and side-view at the age of 5 months, (d) 15 months. (e-f) Roentgenogram of the hands and the thoracic
spine at the age of 5 months. Note cleft vertebrae in the thoracic spine and butterfly vertebra at T6 level
(arrow). (g-h) Left hand and foot of the patient at the age of 15 months.
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Figure 2. Pedigree of the affected family and partial electropherograms of exon 22 of the SMC3 gene. The
sequencing analysis performed on genomic DNA from the patient peripheral blood leucocytes (iii), shows de
novo mutation c.2494_2499del.
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Figure 3 (Left) Schemama representahon of the SMC1A-SMC3 heterodimer of the cohesin complex and
the k in coiled-coil domain. Position of mutated residues (L832_N833) in the
CdLs panent dﬁmbed here is indicated by red dots. The mutated residue (E488), which was previously
reported by Deardorff et al. [2007] is indicated by a blue dot. (Right) Multiple sequence alignment of
several proteins homologous to SMC3 in the areas surrounding mutated residues E488 and 1832_N833.
Represented sequences are: Homo sapiens (SMC3_HUMAN), Pongo abelii (SMC3_PONGO), Ratfus
norvegicus (SMC3_RAT), Mus musculus (SMC3_MOUSE), Bos faurus {SMC3_BOVIN), Xenopus laevis
{SMC3_XENOPUS),  Saccharomyces cerevtstae (SMC3_YEAST), Plasmodium falciparum
(SMC3_PLASMOD). are colored to con: ion.
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Bone mass in male and female children and adolescents

with Down syndrome

Gonzalez-Agiero A., Vicente-Rodriguez G., Moreno L.A., Casajis J.A.
Osteoporos Int 2010: DOI 10.1007/s00198-010-1443-7

Los nifios y adolescentes con Sindrome Down (SD) tienen niveles menores de
masa Osea cuando se comparan con jévenes sin SD. La dimorfia sexual de la masa
6sea de individuos normales difiere de la observada en nifios y adolescentes sin SD.
En este estudio se busca comparar la masa 6sea y el dimorfismo sexual de la masa
O0sea entre jovenes de sexo masculino y femenino con SD, como también con

controles adaptados al sexo y edad sin SD.

La densidad mineral 6sea (Bone mineral density (BMD)), la BMD volumétrica,
la densidad mineral aparente 6sea (bone mineral apparent density (BMAD)), la
relacion BMD/ talla (BMD/height (BMDH)), y la masa magra total fueron medidas a
partir de DXA. Treinta y dos jévenes (15 mujeres) con SD y treinta y dos jévenes (13
mujeres) sin SD participaron en el estudio.

Las valoraciones ANOVA mostraron una menor BMAD y BMDH en las jovenes
de sexo femenino con SD comparadas con aquellas sin SD. Los test ANOVA
revelaron una menor BMD corporal total y de la cadera en todos los j6venes con SD
comparados con los controles. Dentro del grupo de SD, las mujeres tuvieron una

mayor BMD de la regién lumbar comparadas con los varones.
En conclusion. los valores bajos de BMD y de parametros relacionados junto

con las diferencias del dimorfismo sexual, indican que el desarrollo 6seo no es

homogéneo en los nifios y adolescente con SD.
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B-Vitamin status and intake in european adolescents. A

review of the literature

Al-Tahan J., Gonzalez-Gross M. y Petrzik K.
Nutr Hosp 2006;21(4):452-65

Las recomendaciones actuales sobre el consumo de vitamina B para
adolescentes, se basan en valoraciones y extrapolaciones de adultos. Los
adolescentes tienen una mayor vulnerabilidad a su déficit, debido al periodo de rapido
crecimiento y desarrollo. Por otro lado la baja ingesta de vitamina B se relaciona con el
desarrollo de cancer, defectos del tubo neural y enfermedades cardiovasculares. El
objetivo de este articulo es valorar el estado vitaminico y los niveles de homocisteina,
asi como la ingesta de vitamina B en adolescentes europeos, basandose en estudios

publicados.

Para su realizacion se utilizo la base de datos Medline, en la cual se analizaron
términos como “Vitamina B”, “Homocisteina”, “Europa”, etc. Se analizarén los estudios
publicados entre junio de 1980 y diciembre de 2004. Los resultados de ingesta de
vitamina B12 se compararon con los de EAR y Al, de acuerdo a las recomendaciones
del Instituto de Medicina de EEUU. Debido a la ausencia de valores de referencia para

adolescentes, los resultados se compararon con los diferentes umbrales para adultos.

Dentro de las limitaciones encontradas para la comparacién de los estudios
estaban las diferentes metodologias utilizadas, el tamafio de muestras, grupos de
edad, etc. Sin embargo se puedo encontrar que la media de ingesta de vitamina B
sobrepasa la EAR y Al. Los varones tienen niveles mas altos de vitamina B que las
mujeres. La ingesta de esta vitamina decrece con el aumento de la edad en ambos
géneros. Se observo una discreta deficiencia de acido félico en las mujeres, pero los
niveles séricos de vitaminas Bg — By, acido félico y homocisteina estaban dentro de la

normalidad.

En conclusion las adolescentes europeas tienen un mayor riesgo de deficiencia
de acido félico. Establecer la ingesta real de las vitaminas del complejo B y acido félico
no se pudo realizar, debido a la falta de informacién sobre la suplementacion de los
alimentos y de la descripcion de los alimentos enriquecidos, desvirtuando la ingesta
real. Se necesitan investigaciones futuras que establezcan los valores de referencias

de vitaminas del complejo B, y de la homocisteina
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Body composition changes during interventions to treat
overweight and obesity in children and adolescents: A

descriptive review

De Miguel-Etayo P., Moreno LA, Iglesias |., et al.
Nutr Hosp 2012;28:52-62

La nutricion, la actividad fisica y la modificacién del comportamiento alimentario
son técnicas empleadas en el tratamiento de la obesidad. En este trabajo se busca
revisar la evidencia disponible de los efectos a corto y largo plazo del tratamiento de
sobrepeso y obesidad; principalmente a nivel de la grasa corporal. Ademas se busca
obtener una mejor comprension sobre las técnicas empleadas para detectar los

cambios longitudinales.

Se incluyeron un total de 13 estudios, siete proporcionan informacién sobre un
tratamiento multidisciplinar, cinco administran un tratamiento combinado (nutricion y
actividad fisica) y solo un daba tratamiento basado en la actividad fisica. Las técnicas
de composicion corporal utilizadas para valorar los resultados fueron: indices
antropométricos, impedancia eléctrica y absorciometria dual de rayos X. Cuando fue

posible, se calculo el cambio de porcentaje de grasa.

Los resultados sugieren que la intervenciéon multidisciplinar con una duracion
de 20 semanas, produjo un mayor cambio en el porcentaje de grasa asi como un
aumento paralelo de la masa libre de grasa; todo esto valorado por medio de la

absorciometria dual de rayos X.
En conclusién, son necesarios mas estudios que determinen cual es el método

optimo de composicién corporal que permitan controlar los cambios durante el

tratamiento del sobrepeso en nifios y adolescentes.
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Aspectos perinatales, crecimiento y tipo de lactancia de los

recién nacidos pequefios para la edad gestacional

Biosca Pamies M., Rodriguez Martinez G., Samper Villagrasa M.P., et al.
An Pediatr 2013;78(1):14-20

Actualmente no hay una definicién clara del recién nacido pequefio para la
edad gestacional (PEG), pero una de las mas aceptadas establece que los recién
nacidos que tengan un peso y/o longitud de 2 6 mas desviaciones estandar por debajo
de la media o inferior al percentil 10, considerando la poblacién de referencia de su
misma edad gestacional y sexo, deben de ser catalogados como PEG. La mayoria de
ellos tienen complicaciones perinatales, siendo el 5% de caracter grave y el 7% de
caracter fatal. Por otro lado estos pacientes tienen un riesgo aumentado de padecer
retraso en el crecimiento postnatal a corto y a largo plazo, asi como un incremento en
la probabilidad de ser obesos y tener adiposidad central, desarrollar sindrome
metabolico e insulinoresistencia y enfermedades cardiovasculares. Las alteraciones
nutricionales durante la época intrauterina y postnatal precoz pueden modular el
crecimiento y la composicion corporal a corto y largo plazo. El objetivo principal de
este estudio es analizar las caracteristicas actuales perinatales, socioculturales,

antropométricas y nutricionales de los PEG en Aragén hasta los 6 meses de edad.

El estudio se realizé a partir de los datos obtenidos longitudinalmente de los
recién nacidos y lactantes incluidos en el proyecto CALINA durante los primeros 6
meses de vida. El proyecto CALINA es un estudio observacional longitudinal, cuyo
objetivo principal fue valorar el patrén de crecimiento actual, la composicion corporal y
pautas de alimentacion de una muestra representativa de nifios aragoneses hasta los
24 meses de edad, asi como los factores prenatales, postnatales y psicosociales que
puedan influenciarlos. El estudio se ha desarrollado en una muestra aleatorizada de

centros de salud representativos de la Comunidad Auténoma de Aragoén.

Los criterios de inclusion fueron: tener personal de pediatria y enfermeria
pertenecientes al programa de seguimiento de nifio sano, tener una antigliedad de 2
afilos como minimo, tener un cumplimiento y una cobertura de dicho programa superior
al 80% de la poblacién asignada. Los criterios de seleccion fueron: todos los binomios
madre-hijo del proyecto CALINA pertenecientes al periodo de marzo de 2009 a marzo
de 2010, que hayan sido valorados en la primera visita en el centro de salud y que

hayan firmado el consentimiento informado
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Variable evaluadas:
a) Pais de origen, nimero de hermanos y orden en la fratria, trabajo y nivel de
estudios de los padres.
b) Historia clinica obstétrica: Antropometria materna antes y al finalizar la gestacion,
controles prenatales, incidencias gestacionales, habito tabaquico de la madre durante
el embarazo.
c) Historia perinatal: Fecha de nacimiento, tipo de parto, sexo, edad gestacional,
incidencias neonatales, antecedentes maternos o infantiles que contraindicaban o
dificultaban la lactancia materna, antropometria del recién nacido, tipo de alimentacion
del nifio tras el parto.
d) Peso, longitud, perimetro cefalico, abdominal y braquial del lactante, asi como el
tipo de alimentacion al alta hospitalaria, en la primera visita al centro de salud y al

primer, segundo, cuarto y sexto mes de vida.

La cohorte estaba compuesta por un total de 1596 recién nacidos, 834 varones
y 765 mujeres, de los cuales 94 (5,89%) eran PEG (49 varones y 45 muijeres) y 1502
(94,11%) no PEG (785 varones y 720 mujeres). En los resultados se pudo observar
que los PEG tenian una edad gestacional , que sus madres ganaron menos peso
durante el embarazo, el parto fue generalmente mediante cesarea y que la duracién
de la lactancia materna fue menor con respecto al resto de la poblacién. Por otro lado
los PEG mantuvieron un menor peso y longitud durante los primeros 6 meses de vida

y la ganancia ponderal mensual fue similar al resto.

En este estudio, se concluye que los PEG tienen una serie de caracteristicas
especiales, que confieren riesgos para la salud y que deben de ser seguidos de forma
estricta. En esta comunidad, los PEG no hacen un crecimiento recuperador en los

primeros 6 meses de vida y su menor tamafio persiste a los 6 meses de vida.
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Iron and vitamin status biomarkers and its association with

physical fitness in adolescentes: The HELENA study

Gracia-Marco L., Valtuefia J., Ortega F.B., et al.
J Appl Physiol 2012;113:566-573

La adolescencia es un periodo critico del crecimiento y del desarrollo y de la
adquisicion de habitos saludables. Una nutricion adecuada juega un papel importante,
ya que permite la expresion del potencial genético que junto con la actividad fisica,
influenciara la salud en la vida adulta. Actualmente hay evidencia cientifica que
demuestra que el desempefio de los adolescentes en los test de valoracion de la

actividad fisica, ha disminuido significativamente en las ultimas tres décadas.

Algunos estudios han mostrado que el nivel de hierro esta asociado con el
acondicionamiento fisico, el cual esta directamente relacionado con la funcién
cardiorrespiratoria. La vitamina C esta asociada al desempefio deportivo y a la
recuperacion del ejercicio intenso, ademas tiene funciones antioxidantes, esta
involucrada en el metabolismo del colageno y en la sintesis de carnitina. Las
alteraciones en la vitamina D estan asociadas con dificultades en la fuerza y funcién
muscular, asi como con el metabolismo del calcio, la proliferacion celular y la
diferenciacién, desarrollo de resistencia a la insulina y en la movilizacién de acido
araquidénico. Sin embargo la asociacion entre el estado de algunos micronutrientes y
el desempefio fisico continua sin esclarecerse. En este estudio, se hipotetiza que el
hierro y el estado vitaminico estan directamente relacionados con el

acondicionamiento cardiorrespiratorio y musculoesquelético en los adolescentes.

La cohorte estaba compuesta por 1089 adolescentes (580 mujeres)
provenientes del estudio HELENA (estudio transversal). Por medio de modelos
lineales se buscaron asociaciones entre biomarcadores de micronutrientes y el
acondicionamiento fisico. La edad, estacionalidad, latitud, el indice de masa corporal,
menarquia y la actividad fisica fueron utilizados como covariables. Con respecto al
acondicionamiento fisico, en varones la concentracion de hemoglobina, retinol y la
vitamina C y en mujeres los B-carotenos y la vitamina D se asociaron con el consumo

maximo de oxigeno.
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En cuanto al acondicionamiento muscular, en varones la concentracién de la
hemoglobina, B-carotenos, retinol y a-tocoferol y en mujeres los B-carotenos y la

vitamina D se asociaron con un buen desempefio en la prueba de salto largo.

En conclusién, las concentraciones de hemoglobina y la mayoria de las
vitaminas antioxidantes en varones adolescentes y los B-carotenos y la vitamina D en
mujeres estan asociados de forma positiva con el acondicionamiento
cardiorrespiratorio y muscular. La asociacién entre acondicionamiento fisico y los
niveles de hierro o de vitaminas, observada en este estudio de corte transversal,
debiera de continuarse en un segundo estudio con el fin de esclarecer las relaciones

causales.
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Maternal postnatal depression and child growth: A

european cohort study

Grote V., Vik T., Von Kries et al.
BMC Pediatrics 2010;10:10-14

La depresioén postparto tiene una prevalencia del 10 al 15%. Es un desorden de
presentacion variable en las diferentes poblaciones. Los factores de riesgo asociados
con ella, son eventos estresantes en la vida, desempleo, conflictos matrimoniales,
ausencia de apoyo social, bajos ingresos, antecedente de depresién y cesarea. Las
madres con depresion se asocian con estilos de vida menos saludables y son mas
propensas a suministrar una alimentacién menos saludable y a alterar los patrones de
suefio del bebé. Por otro lado estas madres tienen una ingesta nutricional inadecuada
y desafortunadamente una tendencia a suspender precozmente la lactancia materna,

en comparacion con las madres no depresivas.

En este estudio se busca explorar si el peso, la longitud o el grosor de los
pliegues de los hijos de madres depresivas difiere del de los hijos de madres no
depresivas. Ademas evalla si la depresion postnatal tiene altera la distribucion de las

medidas antropométricas y si tienen hacia la parte alta o baja de las curvas.

La poblaciéon del estudio esta constituida por 929 binomios madre-hijo, es un
estudio multicéntrico a nivel europeo. Las madres fueron valoradas de acuerdo a la
escala de depresion postnatal de Edimburgo (EPDS) a los 2,3 y 6 meses luego del
parto. Los valores iguales o mayores a 13 de la EPDS fueron considerados como
depresion materna. Se hizo un seguimiento durante 2 afios a los nifios y el final de
este periodo se valor6 el peso, la longitud, el groso y el indice de masa corporal (IMC),
los cuales fueron convertidos posteriormente a desviaciones estandar (DS) basandose

en el estudio de referencia de crecimiento multicéntrico de la WHO.

Los resultado fueron valorados por medio del Z-Score de peso para la longitud.
El Z-score de peso para la longitud de los hijos de madres depresivas fue mayor a
0.74 DS en relacion a los hijos de madres no depresivas. El IMC no mostré ningun
cambio significativo en ambos grupos. Los otros datos antropométricos tampoco
demuestran cambios en ninguno de los dos grupos y finalmente el ajuste multivariado

no mostré cambios.
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En conclusién, los hijos de madres depresivas no tienen un mayor riesgo de
padecer alteraciones nutricionales secundarias al estado emocional materno, cuando

son comparados con los hijos de madres no depresivas.
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Prevalencia de la lactancia materna durante el primer afio
de vida en Aragon: estudio CALINA

Cuadron-Andrés L., Samper Villagrasa M.P., Alvarez Sauras M.L et al.
An Pediatr 2013; DOI: 10.1016/j.anpedi 2013.03.010

La lactancia materna es el alimento ideal durante los primeros meses de vida y
es beneficiosa durante el periodo de introduccién de la alimentacién complementaria.
Actualmente se recomienda administrarla exclusivamente durante los primeros 6
meses de vida y mantenerla hasta el segundo afio de vida junto con la alimentacion
complementaria. Hoy en dia la inmigracién se ha constituido como un nuevo factor
social, el cual podria estar asociado con una modificacién de los habitos de
alimentacion durante la lactancia. El objetivo de este estudio es analizar la prevalencia
actual de la lactancia materna en una muestra representativa de lactantes aragoneses,
asi como los aspectos demograficos, perinatales y sociales que influyen en su

variabilidad.

Este es un estudio longitudinal observacional en una cohorte representativa de
la poblacién de lactantes aragoneses, nacidos entre marzo del 2009 y marzo del 2010
y controlados hasta los 12 meses de edad (N=1602). Las variables evaluadas fueron:

obstétricas, perinatales y nutricionales.

Dentro de los resultados obtenidos, se encontré6 que la lactancia materna
exclusiva o como parte mayoritaria de la alimentaciéon mixta fue superior al resto de
modalidades nutricionales. Las variables maternas asociadas de forma significativa
con el mantenimiento de la lactancia materna al mes de vida como a los 6 meses
fueron: el parto vaginal, el alto nivel educativo, proceder de Africa, madres con

sobrepeso o peso normal y ausencia de tabaquismo durante la gestacion.

En conclusiéon, en Aragén la prevalencia de la lactancia materna esta por
encima de la media espafiola y esta en aumento en comparacién con los datos
reportados previamente. Mas de la mitad de los lactantes de 6 meses de vida reciben
lactancia materna y ya para el afio de vida solo un 25%. El tipo de parto, el nivel de
estudios, la procedencia, el grado de adiposidad y el tabaquismo son los principales
condicionantes maternos que influyen en el inicio y mantenimiento de la lactancia

materna en Aragon.
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Sex differences in the endocrine system in response to

protein intake early in life

Closa-Monasterlo R., Ferré N. Luque V., et al.
Am J Clin Nutr 2011;94(suppl):1920S-7S

La programacion temprana de la salud se ha convertido en un foco de atencién
en las ultimas décadas. La evidencia actual muestra que la programacion temprana y
la composicién corporal juegan un papel importante en la programacién tardia de la
salud. Se ha sugerido que una ingesta alta de proteinas es un factor de riesgo
nutricional para el desarrollo posterior de obesidad. El proyecto de Obesidad Infantil de
la Unién Europea ( EU CHOP) es el primer estudio controlado aleatorizado disefiado
para valorar la hipétesis que una alta ingesta de proteinas durante las primeras etapas

de la vida conlleva a una ganancia mas rapida de peso durante la infancia.

Es conocido que el crecimiento y la composicién corporal difiere en entre
ambos sexos desde edades tempranas. Las nifias tienen mayor cantidad de grasa
corporal y menor cantidad de masa magra, de igual manera el peso y la talla son
menores en comparacion con los nifios. El dimorfismo sexual es especialmente
relevante en el crecimiento, donde las nifias muestran una mayor concentracion del
factor de crecimiento relacionado con la insulina (IGF) desde antes de la pubertad en

comparacion con los nifios.

Se ha postulado que los efectos de la ingesta de proteinas en relacion al
crecimiento y ganancia de peso pudieran estar mediados por el eje IGF-1. Estudios
observacionales han sugerido que el eje IGF-1 es un mediador de la programacion
metabélica del crecimiento. Por lo tanto un aumento de la secrecién del IGF-1 durante
la nifiez, como también de otras hormonas importantes, pudieran afectar la

programacion y modificar la fisiologia normal del adulto.

Basado en lo anteriormente mencionado, se hipotetiza que el sexo puede
modular las vias de programacion metabolicas tempranas, las cuales afectarian la
respuesta del nifio a la ingesta de diferentes cantidades de proteinas durante las
etapas tempranas de la vida. En este estudio se busca investigar si el sexo modula la
respuesta de parametros bioquimicos relevantes y del crecimiento en relacion a las

cantidades ingeridas de proteinas en etapas tempranas de la vida.
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Esta investigacion se realizo por medio de un estudio clinico aleatorizado,
multicéntrico y doble ciego. Los participantes fueron seleccionados entre Octubre de
2002 y el 31 de Julio de 2004. Los nifios fueron distribuidos en 2 grupos, uno donde
recibian formula a base de leche entera de vaca con un alto contenido proteico y otro
donde la formula tenia un bajo contenido proteico durante el primer afio de vida.

Los principales resultados a valorar fueron:
- Niveles séricos libre y totales de IGF-1, proteina unidora de | IGF (IGFBP2), IGFBP3
y la leptina por medio de ensayo inmunorradiométrico.
- La adiponectina sérica por medio de radioinmunoensayo.
- Proteina unidora de leptina.
- Péptido C urinario por radioinmunoensayo.
- Las medidas antropemétricas: peso, longitud, grosor del pliegue ftricipital y
subescapular.
- La ingesta dietética: ingesta proteica e ingesta de energia, las cuales fueron

valoradas a los 3 y 6 meses de vida por medio de un diario alimenticio.

El estudio cumple los criterios de la declaracién Il de Helsinski y fue aprobado
por los comités de ética. En todos los casos se obtuvo consentimiento informado por
parte de los padres.

La respuesta del eje IGF-1 a la alimentacion con una férmula con alto
contenido proteico fue modulada por el sexo. Los valores séricos de IGF-1 totales y
libres, asi como la IGFBP3 fueron mayores en nifias que en los nifios. Cuando se
comparo la dieta de alto contenido proteico con la de bajo contenido, se asoci6 con un
mayor valor de IGF-1 y una menor secrecion de IGFBP2. La respuesta a la dieta de
alto contenido proteico tuvo una tendencia a ser mayor en nifias que en nifios; ademas
esta dieta tuvo una relacion péptido C/creatinina mayor. La concentracién de leptina
fue mayor en nifias que en nifios y se correlaciono con los parametros del eje IGF-1.

En conclusion, los resultados del estudio sugieren que la respuesta endocrina a
una dieta con un alto contenido proteico en edades tempranas de la vida, puede ser
modulada por el sexo. Aunque la respuesta del eje IGF-1 en nifias fue mayor que la de
los nifios, no se evidencié un efecto acelerado del crecimiento.
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