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1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ATRX

AURKB
CDCAS
CdLS
cDNA
DDX11
DNA
ESCo1

ESCO2

ESPLI
HDACS
HEAT

KMT24
LOD
MAU2
MLPA

mRNA
NGS
NIPBL

PDS54
PDS5B
PLK1

PTTG1

gen kodujacy czynnik remodelujacy chromatyng ATRX (ATRX chromatin
remodeler)

gen kodujacy kinaze B (aurora kinase B)

gen kodujacy biatko sororing (cell division cycle associated 5)

zesp6t Cornelii de Lange (Cornelia de Lange Syndrome)

komplementarny DNA (complementary DNA)

gen kodujacy helikaze¢ DNA (DEAD/H-box helicase 11)

kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

gen kodujacy N-acetylotransferane 1 (establishment of sister chromatid
cohesion N-acetyltransferase 1)

gen kodujacy N-acetylotransferane 2 (establishment of sister chromatid
cohesion N-acetyltransferase 2)

gen kodujacy biatko separyn¢ (extra spindle pole bodies like 1, separase)
gen kodujacy deacetylaze histonowaq 8 (histone deacetylase 8)

domena delanginy zbudowana z wielokrotnych powtérzen aminokwasow
(Huntington, Elongation factor 3, the PR65/A subunit of PP2A and the
lipid kinase Tor)

gen kodujacy metylotransferaze lizynowa 2A (lysine methyltransferase 2A)
logarytm dziesi¢tny stosunku wiarygodnosci (logarithm of odds)

gen kodujacy biatko MAU2 (MAU?2 sister chromatid cohesion factor)
zalezna od ligacji tancuchowa reakcja polimerazy (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

matrycowy RNA (messenger RNA)

sekwencjonowanie nowej generacji (next generation sequencing)

gen kodujacy delangine (NIPBL cohesin loading factor)

krétkie ramie chromosomu (z fr. petit — maty)

gen kodujacy biatko PDSSA (PDS5 cohesin associated factor A)

gen kodujacy biatko PDS5B (PDS5 cohesin associated factor B)

gen kodujacy kinaze PLK1 (polo like kinase 1)

gen kodujacy sekuryng (PTTG1 regulator of sister chromatid separation,

securit)



RAD2I
RECQL4
RNA

RT-PCR

SGOL1
SMCIA

SMC3
STAGI
STAG2

TAF6

WAPAL

gen kodujacy biatko z rodziny kleizyn (RAD21 cohesin complex
component)

gen kodujacy helikazg RecQ (RecQ like helicase 4)

kwas rybonukleinowy (ribonucleic acid)

reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza (reverse
transcriptase PCR)

gen kodujacy biatko SGOLI1 (shugoshin 1)

gen kodujacy biatko utrzymujace strukture chromosomoéw 1A (structural
maintenance of chromosomes 14)

gen kodujacy biatko utrzymujace structure chromosomoéw 3 (structural
maintenance of chromosomes 3)

gen kodujacy stromaling 1 (stromal antigen 1)

gen kodujacy stromaling 2 (stromal antigen 2)

gen kodujacy biatko  podjednostki TFIID wspotczynnika inicjacji
transkrypcji 6 (TATA-box binding protein associated factor 6)

gen kodujacy biatko WAPL (WAPL cohesin release factor)



2. WYKAZ PRAC WCHODZACYCH W SKLAD ROZPRAWY

1. Natalia Krawczynska, Alina Kuzniacka, Jolanta Wierzba, Ilaria Parenti, Frank J
Kaiser, Bartosz Wasag: Mosaic intronic NIPBL variant in a family with Cornelia de
Lange Syndrom. Front Genet. 2018; 9:1-5

Czasopismo umieszczone na LiScie Filadelfijskiej, wskaznik Impact Factor: 4,151

2. Natalia Krawczynska, Jolanta Wierzba, Jacek Jasiecki, Bartosz Wasag: Molecular
characterization of two novel intronic variants of NIPBL gene detected in
unrelated Cornelia de Lange Syndrome patients. BMC Med. Genet. 2019; 20:1-6

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik Impact Factor: 1,913

3. Natalia Krawczynska, Jolanta Wierzba, Bartosz Wasag: Genetic mosaicism in a
group of patients with Cornelia de Lange Syndrome. Front Pediatr. 2019; 7:1-7

Czasopismo umieszczone na Liscie Filadelfijskiej, wskaznik Impact Factor: 2,335

Laczny IF prezentowanych prac: 8,399



3. STRESZCZENIE

3.1 Wprowadzenie

Zespot Cornelii de Lange (Cornelia de Lange Syndrome, CALS; OMIM #122470,
300590, 300882, 610759, 614701) zostal po raz pierwszy opisany przez niemieckiego
lekarza Brachmana w 1916 roku [1]. Nazwa zespolu pochodzi od imienia i nazwiska
dunskiej lekarki Cornelii de Lange, ktora w 1933 roku jako pierwsza opisala dwie

niespokrewnione ze sobg dziewczynki z tym zespotem [2].

CdLS jest wielosystemowym zaburzeniem rozwojowym o heterogennym fenotypie
i genotypie. Wsrdd pacjentow z CdLS, pomimo bardzo zréznicowanego fenotypu,
mozna zaobserwowac specyficzne cechy odpowiadajace zespotowi. Charakterystyczna
dysmorfia twarzy jest jednym z najbardziej rozpoznawalnych objawow zespotu.
W dysmorficzne] twarzy istotnymi cechami sg: dtugie 1 geste brwi (czesto potaczone
po $rodku - synophrys), krétki nos, dluga rynienka podnosowa, cienka gorna warga,
mala broda oraz nisko osadzone uszy [3,4]. Innymi charakterystycznymi wyktadnikami
CdLS sa hirsutyzm, zaburzenia pokarmowe, opdznienie wzrostu oraz deformacje
konczyn gornych, poczawszy od tagodnych cech, takich jak skrécenie paliczkoéw, az do
cigzkich malformacji przedramienia. Niepelnosprawno$¢ intelektualna wystepuje z
roznym nasileniem. Dodatkowo, wielu pacjentow wykazuje takze cechy autystyczne

oraz inne zaburzenia behawioralne, w tym tendencje do autoagresji.

Wykonana w 12 rodzinach obcigzonych CdLS analiza sprz¢zen ujawnita cztery regiony
chromosomowe mogace mie¢ potencjalne znaczenie w rozwoju zespotu [5]. Analiza
sprzezen regionu zlokalizowanego na chromosomie 5p13 z CdLS osiagneta najwyzsza
wartos¢ wedtug skali oceniajacej logarytm dziesigtny stosunku wiarygodnos$ci
(logarithm of odds, LOD). Powyzsza obserwacja wraz z wczesniej opisanymi
rearanzacjami (translokacja t(5;13)(p13.1;q12.1) 1 delecja del5p14.2-p13.1) pozwolity
zidentyfikowa¢ region krytyczny o wielkosci 1,1Mpz znajdujacy si¢ na krotkich
ramionach (p) chromosomu 5 [6], a w konsekwencji umozliwity identyfikacj¢ zmiany w
genie N/IPBL (OMIM*608667). Wkrotce po tym odkryciu - u pacjentow z CdLS
wykryto takze warianty patogenne w genach SMCIA (OMIM*300040) [7], SMC3
(OMIM*606062) [8], RAD21 (OMIM*606462) [9], oraz HDACS (OMIM*300269)



[10]. Produkty pieciu wyzej wymienionych genow sa niezb¢dne do prawidlowej

budowy i funkcjonowania kompleksu kohezyny.

Kompleks kohezyny petni niezwykle istotne funkcje w wielu procesach
wewnatrzkomorkowych, w tym kontrole rozchodzenia si¢ chromatyd siostrzanych
w trakcie podziatow komoérkowych, regulacje ekspresji genéw oraz naprawe¢ peknieé
nici DNA. W zwigzku z powyzszym choroby zwigzane z zaburzeniami kompleksu
kohezyny sa klasyfikowane zarowno do grupy kohezynopatii jak réwniez
transkryptomopatii [11]. Ponadto dane literaturowe wskazuja na udzial szeregu innych
genow, oprocz wezesniej wymienionych, w wystepowaniu fenotypu ze spektrum CdLS.
W wigkszosci sg to geny, ktorych produkty biorg udzial w budowie i funkcjonowaniu
kompleksu kohezyny, w regulacji ekspresji i naprawie DNA. Ostatnie badania wskazuja

na udzial KMT2A w patogeneze tego zespotu [11,12].

Na poczatku XXI wieku rozpoznanie CdLS opierato si¢ na subiektywnej ocenie
objawéw klinicznych. Obecnie jednym z podstawowych kryteriow rozpoznania CdLS
jest wykrycie wariantu patogennego w jednym z pigciu genéw zwiazanych z zespotem.
Niemniej jednak u okoto 30% pacjentow z klinicznym rozpoznaniem CdLS wynik
badania gentycznego jest negatywny, co potwierdza wczesniejsza obserwacje dotyczaca
heterogennosci genetycznej tego zespotu. W zwigzku z tym, coraz czesciej w
diagnostyce CdLS wykorzystywane sa zaawansowane metody biologii molekularne;.
Postawg w tym zakresie jest wykorzystanie sekwencjonowania nowej generacji (next
generation  sequencing, NGS) z zastosowaniem paneli genowych badz
sekwencjonowania catego genomu. Ponadto, dotychczasowe obserwacje naukow
wskazujg na duze znaczenie analizy procesu sktadania mRNA w diagnostyce CdLS. W
publikacjach wchodzacych w sktad niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano, ze
empiryczne okreslenie roli poszczegdlnych wariantéw genetycznych w skladaniu
mRNA nie zawsze jest tozsame z teoretycznym rozwazaniem w oparciu o badania in
silico [13,14]. W zwiazku zpowyzszym analiza ¢cDNA powinna stanowi¢ istotny

element badan diagnostycznych wariantow intronowych u pacjentow z CdLS.

W diagnostyce CdLS duze znaczenie ma réwniez analiza mozaicyzmu komorkowego,
bedacego konsekwencja negatywnej selekcji komorek w stosunku do zmiany
patogennej. Skutkiem tego jest brak mozliwosci wykrycia zmiany w DNA izolowanym
z limfocytow krwi obwodowej co wigze si¢ z konieczno$cig pobrania alternatywnej
tkanki do badan. W takiej sytuacji zazwyczaj materialem badanym jest wymaz z
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wewngtrznej czgéci policzka pacjenta. Dotychezas odsetek mozaicyzmu, tylko w genie
NIPBL, wyniost 23% (11/44) [15], a nalezy zauwazy¢ iz zjawisko to moze w r6znym

stopniu dotyczy¢ takze innych genow zwigzanych z patogeneza tego zespotu [3,16,17].

W pracach prezentowanych w niniejszej rozprawie przedstawiono wyniki badan, ktore

obrazuja mozaicyzm genetyczny u pacjentow z CdLS [13,14,18].



3.2 Cele pracy

1. Okreslenie czestosci 1 rodzaju germinalnych wariantdéw  genetycznych
wystepujacych w genach kodujacych uktad kohezyny u pacjentow z klinicznie
potwierdzonym CdLS.

2. Okreslenie czestosci 1 rodzaju mozaikowych wariantow genetycznych badanych
genow.
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3.3 Metody

Zadania badawcze zrealizowano poprzez analizg:

1. sekwencji kodujacej gendw zwigzanych z kompleksem kohezyny: NIPBL,
SMC1A4, SMC3, RAD21, HDACS, STAGI, SGOLI, PDS54, PTTG1, TAFG,
ESCO2, WAPAL, CDCAS5, KMT2A4, DDXI11, ESPLI1, PDS5B, PLKI, AURKB,
ESCOI, MAU2, ATRX, STAG?2 oraz RECQL4 z wykorzystaniem techniki NGS

oraz sekwencjonowania metodg Sangera,

2. genu NIPBL z wykorzystaniem techniki MLPA (multiplex ligation-dependent

probe amplification) w celu identyfikacji duzych rearanzacji tego genu,

3. RNA wybranych pacjentow w celu okreslenia potencjalnego wpltywu wariantow

genetycznych na proces sktadania mRNA.
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3.4 Omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy

W publikacji pt: ,,Mosaic intronic NIPBL variant in a family with Cornelia de Lange
Syndrome” (Front Genet., 2018) przedstawiono wyniki NGS przeprowadzone u syna
z klasycznym fenotypem CdLS oraz matki z fagodng postacig tego zespotu. Uprzednio
wykonana analiza molekularna u tych o0s6b z wykorzystaniem techniki
sekwencjonowania metoda Sangera pozwolita na identyfikacje heterozygotycznego
wariantu patogennego w genie NIPBL (c.869-2A>G) [19]. Analiza z uzyciem NGS
wykazata obecnos$¢ tego wariantu w DNA wyizolowanym z krwi syna i matki
na poziomie odpowiednio 46% (522/1132) 1 23% (251/1115). Uzyskane wyniki
pozwolily na stwierdzenie, ze u matki wystepuje wariant mozaikowy. Analiza cDNA
potwierdzita, ze zidentyfikowany wariant patogenny w genie NIPBL zaburza proces
sktadania mRNA - p.(Gly290 Lys498del). Prawdopodobnym mechanizmem powstania
wariantu mozaikowego wykrytego u matki jest spontaniczna mutacja, ktéora miata
miejsce po zaplodnieniu a przed gastrulacja zygoty. Przedstawione w omawianej
publikacji wyniki dowodza, Ze zastosowanie technik o wysokiej czulo$ci pozwala na
identyfikacj¢ wariantéw mozaikowych. Wykorzystanie tych technik pozwoli na bardziej
precyzyjna diagnostyke molekularng pacjentow z CdLS oraz szczegdtowa korelacje

uzyskanych wynikéw z danymi klinicznymi.

Wyniki analizy dwoéch zmian intronowych przeprowadzonych u dwojga
niespokrewnionych pacjentow z klasycznym CdLS zostaly przedstawione w pracy
pt. ,,Molecular characterization of two novel intronic variants of NIPBL gene detected
in unrelated Cornelia de Lange Syndrome patients.” (BMC Med. Genet., 2019).
Pierwszy etap analizy materiatu genetycznego pacjentow wykonano z wykorzystaniem
techniki NGS. Dalsze analizy przeprowadzono u pacjentéw, u ktorych zidentyfikowano
dwa warianty intronowe w genie NIPBL: ¢.6954+3A>G oraz c.5862+1delG. W tym
celu zamplifikowane fragmenty cDNA wklonowano do wektora plazmidowego
1 zsekwencjonowano. Analiza uzyskanych elektroforogramow wykazata, Zze zmiana
¢.6954+3A>G powoduje delecj¢ na poziomie RNA (r.6764 6954del), co prowadzi do
powstania zmodyfikowanego produktu biatkowego - p.(Ser2255LeyfsTer20).
W przypadku drugiego pacjenta zaobserwowano, ze zmiana c¢.5862+1delG jest
przyczyng insercji na poziomie RNA (r.5862 5863ins5862+2 5862+41) czego efektem

jest wprowadzenie kodonu STOP w pozycji 1955 - p.(Leul955Ter). W obydwu
12



przypadkach skrocenie sekwencji aminokwaséw doprowadzilo do utraty wysoce
konserwowanych powtorzen HEAT (Huntington, Elongation factor 3, the PR65/A
subunit of PP2A and the lipid kinase Tor) w produkcie biatkowym. Przedstawione
w pracy wyniki wskazuja, ze kazda zmiana intronowa u pacjenta z CdLS powinna by¢
analizowana na poziomie RNA co pozwoli na prawidlowa klasyfikacje

zidentyfikowanych wariantow 1 usprawni analize fenotyp-genotyp u pacjentéw z CdLS.

W pracy ,,Genetic mosaicism in a group of patients with Cornelia de Lange Syndrome.”
(Front Pediatr., 2019) opisano wyniki badan molekularnych wykonanych w grupie 69
pacjentow z CdLS. Material badany stanowit DNA wyizolowany zaréwno z komorek
jadrzastych krwi obwodowej (68 pacjentéw), jak 1 pochodzacy z komorek
nabtonkowych uzyskanych droga wymazu z wewngetrznej cze$ci policzka (13
pacjentow). Badania molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem panelu
NimbleGen SeqCap EZ Hyper Cap (Roch Diagnostics) oraz urzadzenia MiSeq
(Illumina). Analize bioinformatyczng przeprowadzono za pomoca oprogramowan IGV
(Broad Institute), SeqNext (JSI Medical Systems) oraz Alamut (Interactive
Biosoftware). Nastepnie  wykorzystujac  sekwencjonowanie metodg  Sangera
potwierdzano obecnos¢ wariantow patogennych
1 prawdopodobnie patogennych w wybranych genach. W przypadku wariantéw
intronowych, potencjalny wplyw na alternatywne skladanie mRNA analizowano
za pomocg reakcji RT-PCR oraz sekwencjonowania metoda Sangera. Ponadto, w celu
wykrycia duzych rearanzacji w genie NIPBL u pacjentow przeprowadzono analiz¢
MLPA z zastosowaniem komercyjnie dost¢pnego zestawu (MRC Holland). Germinalne
warianty patogenne stwierdzono u 18 pacjentéw —14 wariantow w genie NIPBL oraz
dwa w genach SMCIA oraz HDACS. Mozaikowe warianty patogenne wykryto u
czterech pacjentow — trzy warianty w genie NIPBL oraz jeden w genie KMT2A.
Uzyskane wyniki dowodza, iz zastosowanie technik o wysokiej czuto$ci pozwala na
wykrycie wariantow patogennych u wiekszej liczby pacjentow z CALS. Wykorzystanie
DNA pochodzacego zrdznych listkow zarodkowych pozwala na identyfikacje
moziacyzmu u czesci pacjentow z CALS. Natomiast analiza na poziomie RNA pozwala

na prawidtowg klasyfikacje wariantow intronowych.
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3.5 Podsumowanie

Heterogennos$¢ genetyczna 1 fenotypowa CdLS stanowi wyzwanie dla prawidtowej
diagnostyki pacjentow z tym zespotem. Patogenne warianty zard6wno germinalne jak
1 mozaikowe moga wystepowaé w genach zwigzanych nie tylko z kompleksem

kohezyny.

e Wykorzystanie wysokoprzepustowych i czutych metod molekularnych takich
jak NGS pozwala na identyfikacje podioza molekularnego u wigkszej liczby
pacjentow z CdLS.

e Wykorzystanie do badan molekularnych DNA wyizolowanego z ro6znych
listkbw zarodkowych pozwala na identyfikacje mozaikowych wariantow
genetycznych co pozwala na potwierdzenie klinicznego rozpoznania zespolu

CdLS.

e Dodatkowa analiza na poziomie RNA pozwala na okreSlenie patogennosci

i prawidtowa klasyfikacje wykrytych wariantow intronowych.
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4. SUMMARY

4.1 Introduction

Cornelia de Lange Syndrome (CdLS; OMIM # 122470, 300590, 300882, 610759,
614701) was first described by the German physician Brachman in 1916 [1].
Nevertheless, the name of the syndrome comes from the name of the Danish doctor

Cornelia de Lange, who described two unrelated girls with this syndrome in 1933 [2].

CdLS is a multisystemic developmental disorder with a heterogeneous phenotype
and genotype. Despite very distinct phenotype among CdLS patients specific features
corresponding to the syndrome are observed. The characteristic facial dysmorphism
isone of the most recognizable symptoms of the CALS. In the dysmorphic face,
the important features are long and thick eyebrows (often connected in the middle -
synophrys), a short nose, a long philtrum, a thin upper lip, a small beard and low set
ears [3,4]. Other characteristic CALS hallmarks are hirsutism, digestive disorders,
growth retardation, and upper limb deformities, ranging from benign features such as
shortened phalanges to severe forearm malformations. Intellectual disability occurs with
varying intensity. In addition, many patients also show autistic symptoms and other

behavioral disorders, including self-injury.

The linkage analysis performed in 12 families with CdLS revealed four chromosomal
regions that could be of potential importance in the development of CdALS [5]. The
linkage analysis of the region located on the 5p13 chromosome with CdLS reached the
highest value in the range of logarithm of odds (LOD). The above observation together
with the previously described rearrangements (translocation t(5;13)(p13.1;q12.1) and
deletion del5p14.2-p13.1) identified the critical region of 1.1 Mpz on the short arms (p)
of the chromosome 5 [6]. Based on the previously mentioned data, future studies could
have become the basis for identifying variants in NIPBL (OMIM*608667). Shortly
afterwards NI/PBL variants discovery - pathogenic variants in SMC/4 (OMIM*300040)
[7], SMC3 (OMIM*606062) [8], RAD2I (OMIM*606462) [9], and HDACS
(OMIM*300269) [10] were detected in patients with CALS. The products of all five

genes are involved in the construction and functioning of the cohesin complex.

The cohesin complex plays an important role in many intracellular processes.
It is involved in controlling the separation of sister chromatids during cell division,

15



as well as in the regulation of gene expression and the repair of double-strand breaks
of DNA. Regarding these phenomena, diseases associated with disturbances
of the cohesin complex are included in the group of cohesinopathies and also classified
as transcriptomopathies [11]. Literature data indicate the participation of other genes
to those previously mentioned, in the CALS occurrence. Most of them are involved
in the proper functioning of the cohesin complex and in the regulation of gene
expression and DNA repair processes. One of the latest papers, report the involvement

of the KMT24 in the pathogenesis of the CALS [11, 12].

At the beginning of the twenty-first century, the diagnosis of CdLS was based
on a subjective assessment of clinical symptoms. Currently, one of the basic criteria
for diagnosing CdLS is the detection of a pathogenic variant in one of the five genes
associated with the syndrome. However, in about 30% of patients with a clinically
diagnosed syndrome the result of genetic test is negative, which confirms the genetic
heterogeneity of CdLS. Therefore, more advanced methods of molecular biology are
used in CdALS diagnosis. The approach in this area is the use of next-generation
sequencing (NGS) using gene panels or whole genome sequencing. Previous scientific
observations confirmed that the analysis of the impact of intronic variants on mRNA
splicing could have a pivotal role in CdLS diagnostics in the future. The publications
included in this doctoral dissertation show that the empirical determination of the role of
particular genetic variants in the mRNA splicing is not always identical to the
theoretical consideration based on in silico research [13, 14]. Regarding the
aforementioned reports, cDNA analysis should become an important element of

diagnostic tests of intronic variants in CdLS patients.

In the CdLS diagnostics, it is extremely important to analyze cellular mosaicism, which
is a consequence of the negative selection of cells with the pathogenic variant. This
results in the inability to detect variants in DNA isolated from peripheral blood
lymphocytes, which involves the need to take an alternative tissue for testing. In this
situation, the tested material usually is a buccal swab. Until now, the percentage of
mosaicism only in the N/PBL in patients with CALS was estimated at 23% (11/44) [15].
Should be noted that the phenomenon of mosaicism is not only related to the occurrence
of variants in the NIPBL, but also to the other four genes related to CdLS [3,16,17].

The papers presented in this dissertation present the results of studies that illustrate

genetic mosaicism in patients with CdLS [13,14,18].
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4.2 The aims of doctoral dissertations

1. To determine the frequency and type of germinal genetic variants in genes encoding

the cohesin complex in a group of patients with clinically confirmed CdLS.

2. To determine the frequency and type of mosaic genetic variants in analyzed genes.
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4.3 Methods
The tasks were accomplished by analysis of:
1. coding sequences of cohesion complex genes: NIPBL, SMCIA, SMC3, RAD21,
HDACS, STAGI, SGOL1, PDS5A4, PTTG1, TAF6, ESCO2, WAPAL, CDCAS5,
KMT2A4, DDXI11, ESPL1, PDS5B, PLKI, AURKB, ESCOIl, MAU2, ATRX,

STAG?2 and RECQL4 using NGS and bidirectional Sanger sequencing,

2. large rearrangements within the coding sequence of NIPBL using MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification) technique,

3. RNA isolated from selected patients in order to determine the potential impact

of genetic variants on the mRNA splicing.
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4.4 The overview of publications, which are part of doctoral dissertation

The publication entitled "Mosaic intronic NIPBL variant in a family with Cornelia
de Lange Syndrome" (Front Genet., 2018) presents the results of NGS performed
in the son with a classic phenotype and the mother with a mild form of CdLS.
The previously completed molecular analysis of these patients using the Sanger
sequencing technique allowed the identification of heterozygous pathogenic variant
in NIPBL (c.869-2A>G) [19]. Analysis with the use of NGS showed the presence of this
variant in DNA isolated from the blood of the son and the mother at the level of 46%
(522/1132) and 23% (251/1115), respectively. The obtained results allowed to conclude
that the mother has a mosaic variant. cDNA analysis confirmed that the identified
pathogenic variant in the NIPBL interferes mRNA splicing — p.(Gly290 Lys498del).
The probable mechanism of the mosaic variant detected in the mother is a spontaneous
mutation that occurred after fertilization and before zygote gastrulation. The results
presented in this publication suggest that the use of highly sensitive techniques allows
the identification of mosaic variants. The use of these techniques will allow more
precise molecular diagnostics of patients with CdLS and a detailed correlation of the

obtained results with clinical data.

The results of the analysis of two unrelated patients with classic CdLS with two intronic
variants are presented in the paper "Molecular characterization of two novel intronic
variants of NIPBL gene detected in unrelated Cornelia de Lange Syndrome patients."
(BMC Med. Genet., 2019). The first stage of the analysis was performed using NGS.
Further analyses were performed in two patients with intronic variants in NIPBL:
€.6954+3A>G and ¢.5862+1delG. For this purpose, the amplified cDNA fragments
were cloned into a plasmid vector and sequenced. Analysis of the obtained
electropherograms showed that the variant ¢.6954+3A>G causes deletion at the RNA
level (r.6764 6954del), which leads to the creation of a modified protein product -
p-(Ser2255LeyfsTer20). In the second patient, the variant c¢.5862+1delG causes
insertion at the RNA level (1.5862 5863ins5862+2 5862+41), which leads to the
creation of STOP codon in 1955 position - p.(Leul955Ter). In both cases, the
shortening of the amino acid sequence led to the loss of highly conserved HEAT repeats
(Huntington, Elongation factor 3, the PR65 / A subunit of PP2A and the lipid kinase

Tor) in the protein. The results presented in the paper indicate that each intronic variant
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in a patient with CdLS should be analyzed at the RNA level, which will allow the
correct classification of identified variants and improve the phenotype-genotype

analysis in patients.

The work entitled "Genetic mosaicism in a group of patients with Cornelia de Lange
Syndrome." (Front Pediatr., 2019) describes the results of molecular analyses performed
in a group of 69 patients with CdLS. The tested material consisted of DNA isolated
from both peripheral blood cells (68 patients) and epithelial cells obtained from buccal
swabs (13 patients). Molecular studies were performed using the NimbleGen SeqCap
EZ Hyper Cap (Roch Diagnostics) panel and the MiSeq (Illumina). The bioinformatic
analysis was performed using IGV (Broad Institute), SeqNext (JSI Medical Systems)
and Alamut (Interactive Biosoftware) software. Using Sanger sequencing, the presence
of pathogenic and probably pathogenic variants was confirmed. In the case of intronic
variants, the potential impact on alternative mRNA splicing was analyzed by RT-PCR
followed by Sanger sequencing. In addition, to detect large rearrangements in N/PBL,
MLPA analysis was performed using a commercially available kit (MRC Holland).
Germline pathogenic variants were found in 18 patients - 14 variants in N/PBL and two
in SMCIA and HDACS. Mosaic pathogenic variants were detected in four patients -
three variants in N/PBL and one in KMT2A. The obtained results prove that the use of
highly sensitive techniques allows detecting of pathogenic variants in a larger number
of patients with CdLS. The use of DNA derived from various germ layers allows the
identification of the disease in part of patients with CdLS. Moreover, analysis at the

RNA level allows for proper classification of intronic variants.
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4.5 Conclusions

Genetic and phenotypic heterogeneity of CdALS is challenging for the correct diagnosis
of patients with this syndrome. Pathogenic germinal and mosaic variants can be

detected in genes associated not only with the cohesin complex.
e The use of high-throughput and sensitive molecular methods such as NGS
allows identifying the molecular basis of the syndrome in a larger number of

CdLS patients.

e The use of DNA isolated from different germ layers allows to identify mosaic

genetic variants which confirm the clinical diagnosis of CdLS.

e Additional RNA analysis allows to determine the pathogenicity and correctly

classify detected intronic variants.
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