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Aggiornamenti in ambito genetico

—> La genetica della CdLS: breve cenno su storia e studi pregressi

—> Lo studio della genetica della CdLS: le NOVITA’ (nuovi
geni, nuove tecniche di studio) e la nostra esperienza




La Sindrome di Cornelia de Lange é:

=> una malattia genetica e congenita

Congenito = presente alla nascita

Genetico = riconducibile ad alterazioni del patrimonio genetico



—> una malattia genetica  Dovuta ad alterazioni del materiale genetico (DNA)
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cromosoma

Gene “‘A” —»

2 copie. alleli proteina

Cromosoma: molecola in cui € distribuito il nostro DNA
Gene: porzione di DNA con specifica funzione (geni sono parti dei cromosomi)

Allele: una delle due copie di un gene



GENE PROTEINA




mutazioni geniche Variazioni irreversibili del materiale genetico (DNA)




La Sindrome di Cornelia de Lange é:

una malattia genetica monogenica ed eterogenea

\

Puo essere causata da mutazioni in geni diversi

E’ sufficiente la mutazione in un gene per avere CdL



Malattia genetica ETEROGENEA, mutazioni in:

Gene A Gene B Gene C




| geni CdLS

2004

NIPBL (5p13.2): mutazioni in questo gene sono presenti in circa il
50% dei pazienti CdLS

2006
SMC1A (Xp11.22): mutazioni in questo gene sono presenti in circa il
6% dei pazienti CdLS

2007
SMC3 (10g25.2): una mutazione in questo gene ¢é stata riportata in
un solo paziente CdLS
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nucleo di cellula maschile



——> g trasmissione autosomica dominante

Il gene NIPBL

E’ sufficiente che la mutazione sia
presente solo in una copia (allele)
del gene affinché si abbia la malattia

NIPBL con
mutazione

Nella maggior parte dei pazienti CdLS in una delle due copie (alleli) del
gene ¢’ €& una mutazione



——> g trasmissione autosomica dominante

Il gene NIPBL

E E genitore genitore
F




——> a trasmissione X-linked

Il gene SMC1A

SMC1A con SMC1A con

mutazione mutazione

XY X X
Maschio Femmina

Nei pazienti CdLS con mutazione in SMC1A:
-se maschi hanno una mutazione nell’ unico allele di SMC1A

-se femmine hanno una mutazione in uno dei due alleli SMC1A



——> a trasmissione X-linked dominante §

dl gene SMC1A>
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La funzione dei geni CdLS

Le coesine (SMC1A/SMC3) formano un complesso che “abbraccia” e tiene unite le due
parti del cromosoma; la delangina (NIPBL) “carica” il complesso sul cromosoma

NIPBL




La funzione dei geni CdLS

Le coesine e la delangina regolano |” espressione di altri geni (tra cui quelli
deputati allo sviluppo scheletrico e allo sviluppo del sistema nervoso centrale)
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Aggiornamenti in ambito genetico

—> La genetica della CdLS: breve cenno su studi pregressi

= | Lo studio della genetica della CdLS: le novita; NUOVI
GENI e NUOVE METODICHE DI STUDIO




NIPBL (5p13.2): 50% dei pazienti CdL hanno una mutazione nel gene NIPBL

SMC1A (Xp11.22): 6% dei pazienti CdL hanno una mutazione nel gene SMC1A

SMC3 (10925.2): Pochi (?) pazienti CdL hanno una mutazione nel gene SMC3

?gd

E il restante 44% ??7?7 — RICERCA DI NUOVI GENI???



Altri 2 geni...
Ad oggi 6 CdLS descritti

The American Journal of Human Genetics 90, 1014-1027, June 8, 2012 AR TICLE
RAD21 Mutations Cause a Human Cohesinopathy 0,5-1% dei negativi
Matthew A. Deardorff,1:2* Jonathan J. Wilde,! Melanie Albrecht,® Emma Dickinson,* a NIPBL e SMC1A.'
Stephanie Tennstedt,® Diana Braunholz,? Maren Monnich,* Yugian Yan,® Weizhen Xu,3”
Maria Concepci Gil-Rodriguez, 3.8 Dinah Clark,! Hak Hakonarson,1.29 Sara Halbach,1©

aria Concepcion Gil-Rodriguez ina ar akon Hakonarson ara Halbac <0’3_0’5%

ANALISI DI 101 CdLS e 189 CdLS-like: 1 con
ALTERAZIONE su RAD21 (altri 3 ripresi da

letteratura) poi ANALISI di ALTRI 258 CdLS: = A 4
2 con MUTAZIONE IN RAD21 e — CEacn

LETTER 13 SEPTEMBER 2012 | VOL 489 | NATURE | 313 Ad Oggl 6 CdLS descritti

doi:10.1038/naturell316 <4% dei negativi a
HDACS8 mutations in Cornelia de Lange syndrome NIPBL e SMC1A:

- -
affect the cohesin acetylation cycle <29
(1)
Matthew A. [)Ld]d()l“] *, \l.awslugL Bando™*, Ryuichiro Nakato®*, Erwan \\.allmd“ Takehiko ll()h Masashi Minamino?,
l\.atsu‘,.j S.ﬂl()h \1.11\1]\0 l\()m.jl.j \ul i l\.jl()u l)m.ah C 1.311 ! l\.:ll]]l\l] E. (()lL , Elfride l)L Baere?, C hnsl()phc l)Lans

Nlataliva 1§ Nianata® s Erret] Tanmen T Erancou] Valanda Coftadinmn® 2 untara Hirachinmal® Aalania Tl

‘p.R164x Q] p.T311M . © p.G320R

ANALISI DI 154 CdLS:
6 con MUTAZIONE IN HDACS8



——> una malattia genetica eterogenea

nucleo di cellula maschile



Mutazioni in 5 geni diversi causano la Cornelia de Lange

(“3 NCBI OMIM :ﬁ ) {10::::'"5

Online Mendelian Inheritance in Man = 1wt University

all Databases PubMed Mucleotide Protein Genome Structure
Searchl OMIN v } for “:omelia de lange syndrome l [ Go ] [ Clear] Save Sea
[J1: #122470. CORNELIA DE LANGE SYNDROME 1; CDLS1 GeneTests, Links
Gene map locus 5pl3.1
[(J2:#3005%0. CORNELIA DE LANGE SYINDROME 2. CDLS2 GeneTests, Links
Gene map locus Zpll 22-p11 .21
[J3: #300882. CORNELILA DE LANGE SYNDROME 5, CDLS5S Links
[(J4: #614701. CORNELIA DE LANGE SYINDROME 4; CDLS4 GeneTests, Links
[Js: #610759. CORNELLA DE LANGE SYNDROME 3; CDLS3 GeneTests, Links

Gene map locus 10g25



Mutazioni in 5 geni diversi causano la Cornelia de Lange

HDACS
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Mutazioni in 5 geni diversi causano la Cornelia de Lange

una mutazione in NIPBL o In
SMC1A o SMC3 o RAD21 o HDACS
o ... ha conseguenze diverse ???

...1lo chiederemo ai clinici....



La nostra esperienza

DIAGNOSI CLINICA

|

ANALISI NIPBL 4

(DHPLC E SEQUENZIAMENTO) —> Conferma molecolare diagnosi
+

ANALISI SMC1A —> Conferma molecolare diagnosi

(DHPLC E SEQUENZIAMENTO)

-4




Analisi di sequenziamento tradizionale

Gene SMC1A
~5.000 sequenze

Gene NIPBL
~10.000 sequenze



Analisi NGS (next generation sequencing) ESOMA
(~20.000 geni per ~ 50milioni di sequenze)
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271 |1 16892274 A T 3405 251 #8% Tru[ 7 |o/0  0M 0N FRAME_SHIFT HIGH KIAA1T51 mRNA CODING | NM_001030434 NM_001080434.cx1 0038 NA
28 |1 16892276 125772688 TG T 3227 255 -495 Tru| & |00 0N O FRAME_SHIFT HIGH KIAAITST  mRNA CODING | NM_001080454 NM_001030434.cx1 0.035  NA
23 |1 16592278 c CTA | 3224 25 -8 Trul 9 |4 0N W1 SPLICE_STE_ACCEF HIGH NPHP4 mRNA CODING | NM_015102 0168 recessive
30 |1 16312025 aT G 3328 147 2,04 Tro| 10 |4 0/0  0/0 | SPLICE_STE_ACCEF HIGH HEPD mRNA CODING | NM_004235 ] NONE
& 11 16914219 124350200 © s 3685 327 5.4 Tral 1l |4 O/0  0/0  SPLICE_SITE_DONOI HIGH Clorfl2?  mRNA CODING | NM_001170754 ] NONE
52 |1 16946535 12437905 |T c 333 54 427 Tral 12 |4 4 OH  STOP_LOST HIGH MISSENSE TgalCaa “152R NPPA mRNA CODING  NNM_OO61T2 NM_006172.exd 0581 [
3511 teaT471 n o 3451 346 A4 Tral 13|00 [ 0/0 | 0/0  FRAME_SHIFT HIGH PRAMEF1Z | mRNA CODING | NM_00108053C NM_001030830.¢x.3 -1 NONE
5411 1615255 T . 3340 513 71 Tral 16|00 [0/ (0N | STOP_GAINED HIGH NONSENSE | fTgitag L10s* PRAMEF1  mRNA CODING | NM_023013  NM_023013.6x3 -1 NONE
52 | : ST o0 00 00 FRAME_SHIFT HIGH HNRNPCLI | mRNA CODING | NM_001013631 NM_001013631.ex1 | -1 NONE
L35 1 16376101 G A 231 338 48 Tl e (o0 00 0/0  FRAME_SHIFT HIGH HNRNPCLI | mRNA CODING | NML_OOI013631 NM_001013631ex1 -1 NONE
| 36 |1 17085532 T c 2122 288 65 Trl 17 (o0 00 00 | STOP_GAINED HIGH MOMSENSE tgGitgh w53* PRAMEF2 | mRNA CODING  NM_023014  NM_023014.x2 - NONE
31 |1 17057243 CA c 3067 387 052 Tru| 13 |oM oM 0N STOP_GAINED HIGH NONSENSE tTaltag L105* PRAMEF2 | mRNA CODING  MM_023014  NM_0230M.ex3 -1 NONE
38 |1 17057244 r:58502471 AC A 3064 358 144 Tru| 13 [0/0  0/0  0/0  FRAME_SHIFT HIGH PRAMEFS  mRNA CODING | NM_001003611 NM_0010096M.exd | -1 NONE
33 |1 11118671 r-74327663 AG A 433 56,8 5,37 PAJ 20 [0/0  0/0 /0  FRAME_SHIFT HIGH LOC440563  mRNA CODING | NM_001136561 NM_00M36561ex | -1 NONE
40 |1 17718674 ar G 423 563 194 Tro| 2 |4 0/0  0/0  SPLICE_STE_ACCEF HIGH FHAD1 mRNA CODING | NM_052923 E] NONE
WTHE 18803581 a A 639 575 6,25 Try| 22 |0/0 | 0/0  0M  STOP_GAINED HIGH NONSENSE  tGgithg W539" FHAD mRNA CODING | NM_052923  NM_052329.ex13 -1 NONE
42 |1 | 05062/ ri2iooi00 G [A | 6M| STS| 48|PAYFH GGl | Sro GANED (WGH |NONSENSE (Gt Fio&o" - GODING | RM_Or340 [ NNCOTSd0axs |1~ NORE
a1 = | gaTga ml &X. -
Leail 22133513 T TG 626 533 38 ToIorTon  on 0N FRAMESHIFT HIGH NEPF1 mRNA CODING  NM_017340  NM_O1T940.ex3 -1 NONE
LM 25191564 c L] 196 519 131 PAYT ¢ o 0/0  0/0  FRAME_SHIFT  HIGH NEFF1 mRNA CODING  NM_OT340  NMLOMT380.ex3 -1 NONE
45 |1 23637233 TG T 7500 536 153 Trel a7 o of oM STOP_LOST HIGH MISSENSE Taglhag *375K NBPF1 mRNA CODING  NM_O17940  NM_O17340.ex3 -1 NONE
46 |1 23645031 G c 1053 58 -07 Tru["35 oM 0N [0 FRAME_SHIFT HIGH NEPF1 mRNA CODING  NM_O17340  NM_DIT940.ex3 -1 NONE
41 |1 24710405 rz12030838 A G 166 587 719 PAY 23 |00 0/0  0/0  FRAME_SHIFT HIGH NBPF1 mRNA CODING NR_O17340  NM_017940.0x.3 -1 NONE
M4 > \Tier3 /(Tier4 / 30 |4 00 0/0  FRAME_SHIFT HIGH NEPF1 mRNA CODING | NM_017940  NMLOTT340.ex18 -1 NONE
31 |0/0 00 0/0  SPLICE_SITE_DONOI HIGH NEPF1 mRNA CODING | NM_017340 E] NONE
o : ~| 32 |0n 0N 0N  SPLICE_STE_ACCEF HIGH CROCCP2  Mon-coding_transcri NON_CODIN NR_026752 E] NONE
:Disegno~ Lg |Forme~ N\ N [] O [A] 4] *ﬂ 250 35 (0 0/0 | 0/0  SPLICE_SITE_ACCEF HIGH MSTIP2 Mon-coding_transcri NON_CODIN NR_027504 E] NONE
34 |0/0 00 0/0  SPLICE_SIE_DONOI HIGH MSTIP2  Mon-coding_transcri NON_CODIN NR_027504 ] NONE
35 |04 00 0N SPLICE_SITE_ACCEF HIGH MSTIP2  Mon-coding_transcri NON_CODIN NR_027504 E] NONE
36 |0/0 00 0/0  SPLICE_SITE_ACCEF HIGH MSTIP3  Mon-coding_tranzcri NON_CODIN NR_002723 E] NONE
37 |0/0 00 OM  SPLICE_SITE_DONOI HIGH MSTIP3  Mon-coding_tranzeri NON_CODIN NR_002723 ] NONE
38 (00 | 0/0 O SPLICE_STE_DONOI HIGH MSTIPS  Mon-coding transcri NON_CODIN NR_002723 E] NONE
33 |4 W1 W1 SPLICE_STE_ACCEF HIGH PADIE mRNA CODING | NM_207421 0100 [
40 |4 WM W1 FRAME_SHIFT HIGH PADIE mRNA CODING  NM_207421  NM_207421exd0 | 0.100 A
41 |0/0 00 0/0  STOP_GAINED HIGH NONSENSE  tgGitgh wio2" KLHOCTA  mRNA CODING | NM_152375  NML152375.ex.1 ] NONE
42 |4 00 0N STOP_GAINED HIGH NONSENSE  CgalTga R36" PLA2G2C  mRNA CODING | NM_0O1105572 NM_00M0SST2.0x3 | 0.068 N&
43 |4 00 010  FRAME_SHIFT HIGH HSPG2 mRNA CODING  NM_00S523  NM_005523.cx.68 0635 recessive
44 |4 00 0/0  STOP_GAINED HIGH NONSENSE | taCitad Y334° EPHB2 mRNA CODING | NM_004442  NM_004442.0x5 0530  Na
45 |0/0 00 0/0  FRAME_SHIFT HIGH HNRNPR  mRNA CODING | NM_001102337 NM_00110235T.cx1 | 0.276  NA
46 |0/0 00 0/0  STOP_GAINED HIGH NONSENSE | tCaitGa s200° HNRNPR  mRNA CODING | NM_001102337 NM_00110235T.cxd |0.276  NA
47 |0/0 00 0/0 | START_LOST HIGH MISSENSE aTghCq M Clorf201  mRNA CODING | NM_001133014  NM_00133018.cx6 | -1 NONE
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Analisi NGS (next generation sequencing)
VANTAGGI E SVANTAGGI

Rapidita risposta (?)

Analisi contemporanea di tutti i geni noti

Costi elevati

Difficile interpretazione risultati (in ogni campione sono presenti circa
25.000 varianti di cui occorre capire il significato)

Molti falsi positivi, possibili falsi negativi



Analisi NGS (next generation sequencing)
COSA CI ASPETTIAMO
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Analisi NGS (next generation sequencing) prospettiva




Le alterazioni dei geni delle coesine

Che utilita hal’ analisi molecolare?

CONFERMA DELLA DIAGNOSI &

*
ESPANSIONE CONOSCENZA CAUSA-EFFETTO

SUPPORTO CONSULENZA FAMILIARE



LE PROSPETTIVE DI RICERCA GENETICA per CdLS

La ricerca si propone di:

- studiare ogni tipo di mutazione

- capire se ci sono conseguenze diverse per una mutazione in NIPBL o
in SMC1A o SMC3 o RAD21 o HDACS o...

- studiare qual € la funzione che viene persa

- stabilire se ¢’ & un rischio di ricorrenza per future gravidanze

- capire quali altri geni possono causare la CdLS



In conclusione
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Per qualsiasi domanda...

Cristina Gervasini

Genetica Medica (6° piano, blocco C)

Universita' di Milano Polo Ospedale San Paolo MILANO

tel. 02 50323028
fax 02 50323026

cristina.gervasini@unimi.it



