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» Prelievo di sangue in EDTA non a digiuno
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IL DNA

Nucleo Cromosoma

Cellula

DNA e |I'abbreviazione di acido
desossiribonucleico; & la molecola che costituisce
il patrimonio genetico di ogni organismo.
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la doppia elica originale

duplicazione del DNA
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CLASSIFICAZIONE DELLE MUTAZIONI

Tipo di alterazione:

e Cromosomiche * Geniche (Puntiformi)
O nhumeriche o sostituzioni
o  strutturali o Delezioni
O inserzioni
Effetto:

* Con effetto fenotipico (note in letteratura)

* Con effetto fenotipico sconosciuto

* Senza effetto fenotipico
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Amplificazione e sequenziamento

1. Polymerase Chain Reaction

2. ANALISI PRODOTTI DI PCR
(Corsa elettroforetica + analisi uv)

4. PCR di sequenza

4. Purifica di PCR

Sanger ddNTP Chain Termination s«;uendng

Teenplate: 3. —GCATIGGGAACC —
Pl § COTA ¥

dNTPs dNTPs dNTPs
“GIP« W ddCTP
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Analisi della sequenza del DNA

1 11 21 o1 41
caagdaacgtgttcaaaaaagtttccocctcatccaattgataaatgggc
‘ Q2 e T C s K K F F S S ) * - M =

CHAGGAACGTGTTCAAAAAAGTTTCCCTCATCCAATTGATAAATGGGEC

el A ot

CRhAGGAACGTGTTCAAAAAAGTTTCCCTCATCCAATTGEATAAATGGEC

MAMAWMMAMN\/\MMAM%MMW/\/

BAGGAACGTGTTCAAAAAAGTTTCCCTCATCCAATTGATAAATGGGC

sl A ot

(]

V
Bambino Gesu
OSPEDALE PEDIATRICO



La genetica della Rubinstein-Taybi

Quali sono le cause genetiche della sindrome di Rubinstein-Taybi?
La sindrome puo essere causata da mutazioni in alcuni geni come CREBBP e
EP300 entrambi codificanti per proteine che modulano il tasso di trascrizione

globale del Dna delle cellule oppure da piccole delezioni del cromosoma 16,
nella regione 16p13.3.

Come si trasmette la sindrome di Rubinstein-Taybi? La sindrome si
trasmette con modalita autosomica dominante: un genitore malato ha il 50%
di probabilita di trasmettere la malattia a ciascuno dei propri figli. Nella

maggior parte dei casi, tuttavia, la sindrome e sporadica per cui il paziente
non ha famigliari affetti.
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La genetica della Rubinstein-Taybi
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La genetica della Rubinstein-Taybi

summary of Molecular Genetic Testing Used in Rubinstein-Taybi Syndrome

Proportion of Rubenstein-Taybi Syndrome Attributed to Mutation of
This Gene

Gene ! Test Method

Sequence analysis >~

FISH*
CREBEFP 30%-60%
Deletion/duplication

analysis > 8

Sequence analysis

EP300  3%-8% ' Deletion/duplication
analysis &
Unknown 30% ° NA
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La genetica della Rubinstein-Taybi

Malattia autosomica dominante :
| 1 sola mutazione su uno dei due
' “ cromosomi
g ‘N. ‘1!  , CREBBP
T “ |;

19 20 21 22
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La genetica della Rubinstein-Taybi
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In laboratorio.......ciouenennes

1) Accettazione del campione con sospetta sindrome di Rubistein Taybi, dopo
avere effettuato consulenza genetica e firmato consenso informato

2) Estrazione del DNA da Sangue periferico del paziente

3) Analisi di sequenziamento del gene CREBBP |
- NGS

4) Analisi di sequenziamento del gene EP300

5) Ricerca delezioni gene CREBBP ed EP300 (MLPA-aCGH)
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In laboratorio: NGS

v’ Sequenziamento massivo che permette di studiare contemporaneamente
tante regioni di DNA per piu campioni

Recejve custom Assay Cluster gen and Real-fime
oligos, biochemistry sequencing analysis
Hybridization sefup on MiSeq

Oligos, Extension & Ligation, Automated Simple, efficient,
universal reagents PCR with index, sequencing automatic data analysis
normalization & pooling and variant calling

gy - T
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In laboratorio: NGS

Sequencing

Clusiers are images using
LER and filter combinatiotis
specific far each
fluorescently-labeled
nuclectide

After irnaging 1s complete
for one section (tile), the
flow cell is moved to the
nexttile and the process
IS repeated

Itnaging forthe 12 cycle
takes~3 min. mcluding
focusing routines: ’

G image

Timage
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In laboratorio: ricerca delezioni

v' Multiplex Ligation-dependent

Probe Amplification (MLPA) v Array comparative genomic
. hybridization (CGH)
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In laboratorio.......ccoueeneanes

** Risultato positivo:
A. Analisi dei genitori
B. Studio della letteratura

C. Confronto clinico

* Risultato negativo:
A. Confronto clinico

B. Ricerca
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