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Le basi biochimiche e molecolari delle talassemie ¢ la diagnosi
dell’Alfa-talassemia eterozigote

BRUNO MASALA

Cattedra di Chimica Biologica - Istituto di
Fisiologia Gencrale ¢ Chimica Biologica dell'Universita
Via Muroni 25, 07100 Sassari.

The biochemical and molccular basis of thalassemic syndromes.
and the diagnosis of heterozygous alpha-thalassemia.

Recent aspects of molecular and biochemical basis of thalassemic
syndromes are described together with laboratory mecthods sui-
table for diagnosis and screening of heterozygous g-thalassemia.
KEy worps: Thalassemia syndromes, Hecterozygote screening.

LE EMOGLOBINE UMANE NORMALI

Le emoglobine umane sono formate dalla associazionc di 4
globine, della lunghezza di 141-146 residui aminoacidici, ciascuna
delle quali ¢ coniugata ad un gruppo non proteico, contenente
un atomo di ferro, detto eme. Il tetramero risultante ha peso mole-
colare di circa 68.000 ¢ la sua funzione principale ¢ quella di tra-
sportare O, H" ¢ CO..

I tetrameri originati dalla associazione delle catene globiniche
sono rappresentati dalle tre emoglobine embrionali Gower 1 (& ¢),
Gower 2 (a2 £2), Portland (& v2), dalla emoglobina fetale Hb F (a.y2)
e dalle emoglobine adulte Hb A (a: 2) ¢ Hb A: (a2 8:). Altre emo-

Lezione tenuta al 20 Corso Teorico Pratico sulla Diagnosi ¢ Screening della g-Talas-
semia organizzato dal Consiglio Nazionale delle Ricerche. Roma, Istituto Supe-riore
di Sanitd, 12-18 dicembre, 1981,
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globine, presenti negli emolisati preparati di fresco, sono il pro-
dotto di modificazioni a carico di alcune di quelle suddette: I’'Hb
A ¢ il risultato della lenta glicosilazione della Hb A con forma-
zione di una base di Schiff fra I"'aminogruppo N-terminale della
catena f3 ¢ il glucosio; la Hb Fi deriva dalla acetilazione, anch’es-
sa post-traduzionale, dell’aminogruppo N-terminale della catena ¥y
(BunN ¢ coll., 1977). L’interesse nelle emoglobine glicosilate & no-
tevolmente cresciuto dopo l'osservazione che esse sono presenti in
concentrazioni circa doppie del normale in pazienti con diabete
mellito (TRIVELLI e coll., 1971).

Recenti esperienze di biologia molecolare hanno messo in
cvidenza che i geni per le globine € ed a sono duplicati e localizzati
sul cromosoma 16 nella sequenza &, &, a2, ai, in direzione 5'— >3,
mentre sul braccio corto del cromosoma 11 sono localizzati i geni
per le globine non-a nella sequenza ¢, 6, Ay, § e § (i prodotti dei due
geni v differiscono esclusivamente per la presenza dell’aminoacido
glicina o alanina nella posizionc 136 della catena) (MANIATIS ¢
coll., 1980).

Ciascun genc risulta distanziato dall’altro fra 3,5 e 20 kilobasi
(Kb) ¢ contiene due sequenze non codificanti dette introni. Gli
introni dei geni o sono localizzati fra i codoni 31 ¢ 32 e fra i
codoni 99 e 100 e contengono 95 e 125 paia di basi rispettiva-
mente, quelli dei geni non-a sono localizzati fra i codoni 30 e 31
¢ fra i codoni 104-105 ¢ contengono circa 150 e 900 paia di basi
rispettivamente (MaNiATIS e coll.,, 1980).

I geni per le globine non sono tutti attivi contemporaneamente,
ma sono sottoposti a complicati meccanismi di regolazione e di
« switches » che ne assicurano la corretta espressione. I geni §
sono attivi gia a livello di cellule eritroidi del sacco vitellino, men-
tre intorno al 3" mese dall’annidamento dell’'uovo vengono rimpiaz-
zati da quelli & chc proseguono la loro attivita per il resto della
vita. La attivita dei geni v rimpiazza quella dei geni € pure intorno
al 3" mese di gestazione per poi essere sostituiti dai geni § a partire
dal 4°-5° mese (HUEHNS ¢ coll., 1964). La precisa collocazione dei
momenti di sintesi delle diverse globine ha reso possibile la attua-
zione della diagnosi prenatale delle talassemie.

11 quadro emoglobinico definitivo si stabilisce intorno all’ottavo
mese dalla nascita e risulta costituito per il 97% da Hb A, per
il 2-3% da Hb A: e per lo 0,2-0,5% da Hb F,
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LE EMOGLOBINOPATIE

II DNA che costituisce i geni per le globine, o la sequenza
di eventi che dal DNA stesso conducono alla sintesi di essc pos-
sono peraltro subire danni che alterano la composizione in aminoacidi
o la capacita di sintesi proteica. Attualmente sono conosciute oltre
325 varianti della struttura emoglobinica, gran parte delle quali sco-
perte mediante eclettroforesi di campioni di sangue raccolti du-
rante studi popolazionistici o durante I'esame di soggetti con anemic
emolitiche, cianosi, eritrocitosi ecc. Fra queste si possono ricordare
le emoglobine S e C diffuse fra le popolazioni di origine africana
¢ la E diffusa fra gli asiatici, tutte varianti della catena 8; le emo-
globine G Philadelphia e ] Sardegna, varianti della catena a, ¢ la
emoglobina F Malta, variante della catena vy, tutte diffuse in
Sardegna.

Nella gran parte dei casi le globine mutate vengono prodot-
te nelle stesse quantita di quelle normali ¢ spesso la emoglobina
anomala che ne risulta non provoca patologic di rilievo. In altri tipi
di difetti invece, le globine mostrano la normale sequenza aminoa-
cidica ma vengono sintetizzate in quantita ridotte: tali difetti pren-
dono il nome di talassemie. Poiché qualunque gene pud subire danni
che ne riducono la capacita di sintesi, si definiscono a, 8, &, v, 83
o afl-talassemie a seconda del gene, o dei geni, interessati (WEATHE-
RALL e CLEGG, 1979 e 1981).

Poiché i geni per le globine vengono ereditati secondo le leggi
mendeliane relative a caratteri autosomici recessivi, gli cterozigoti
per le emoglobinopatie strutturali della catena 3 possiedono un gene
B mutato ed uno normale 8*, mentre gli cterozigoti per la P-talasse-
mia possiedono un gene B malfunzionante ed uno $ normale. Gli
omozigoti hanno invece ambedue i geni mutati o malfunzionanti.
Con gli stessi meccanismi, complicati perd dal fatto che i geni sono
duplicati su ogni cromosoma 16, vengono trasmesse le mutanti del-
la catena « o i geni a-talassemici.

A differenza degli omozigoti per le varianti emoglobiniche, che
producono quasi esclusivamente l'emoglobina mutata, gli omozi-
goti B-talassemici si manifestano con la sola Hb F (8°8") o Hb F
in presenza di quantita variabili di Hb A (3°8°, £°8") mentre gli
omozigoti a-talassemici si manifestano, alla nascita, con soli tetra-
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meri di globine non-e (vs, Hb Bart e 8s, Hb H) oltre a circa il 10%
di Hb Portland. L’esistenza di omozigoti per la (3-talassemia caratte-
rizzati da assenza di Hb A o dalla presenza di questa in quantita va-
riabili (ma comunque piccole), suggeriva V'esistenza di una certa
variabilita ed eterogeneita del danno molecolare.

BASI MOLECOLARI DELLE TALASSEMIE

Mentre le basi molecolari dei difetti strutturali delle emoglobine
sono ben comprese e dimostrabili, le precise ragioni molecolari alla
base di molte delle talassemie non sono state ancora stabilite a
causa della complessith dei meccanismi della sintesi proteica a li-
vello di qualunque dei quali pud verificarsi un danno.

Recentemente la disponibilita di metodi di indagine estrema-
mente sofisticati e precisi, quali la ibridazione molecolare in fase
liquida DNA-DNA e DNA-RNA, ed il mappaggio genico mediante
enzimi di restrizione, DNA ricombinante, clonaggio genico eccetera,
hanno comunque chiarito non solo diversi degli aspetti pitt oscuri,
ma anche aperto uno spiraglio ad interventi fino a qualche tempo
fa impensabili. Il recente successo ottenuto da COSTANTINI ¢ LAcy
(1981) nella introduzione di un gene per la 8-globina nel genoma di
topo ne rappresenta un chiaro esempio.

Come gia detto la sequenza di basi del DNA che codifica per
le globine, e per altri geni di eucarioti, & discontinua ed intercala-
ta da tratti detti « intercorrenti » o anche « introni », non codificanti.
Sebbene la funzione degli introni sia ancora sconosciuta, & stato
proposto cie essi abbiano un ruolo molto importante nella evolu-
zione, ruolo che si esplicherebbe unendo diverse combinazioni di
tratti di DNA codificanti sequenze proteiche strutturali (CRrick,
1979). Gli introni, unitamente agli « esoni » codificanti, vengono
trascritti in un grosso precursore, colineare al DNA, di RNA che
‘nel nucleo subisce modifiche di varia natura quali 'aggiunta di un
« cappuccio » di metil-guanosina all’estremo 5’ e una coda polia-
denosilica all’estremo 3’ (« processing »), seguite dall’allontana-
mento delle sequenze complementari agli introni e dalla saldatura
del restante RNA (« splicing »). L'mRNA cosi accorciato e maturato,
viene trasportato nel citoplasma nel quale, associandosi all’apparato
traduzionale, viene tradotto in globina. La globina si associa in se-
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guito all’eme ed alla globina controparte formando il tetramaro
funzionale (N1ENHUIS e coll.,, 1979; CouTELLE, 1981). La biosintesi
del gruppo prostetico eme ¢ invece interamente citoplasmatica ¢
sotto il controllo di una serie di enzimi che, a partire dalla conden-
sazione di succinil-CoA ¢ glicina, portano alla sintesi della proto-
porfirina IX via acido 8-aminolevulinico (ALA) ¢ porfobilinogeno.
I.’eme-sintetasi catalizza infine la inserzione dello ione Fe nella
molecola della protoporfirina (GRANICK ¢ LEVERE, 1964).

Tralasciando gli eventuali danni a carico della biosintesi del-
I’eme, che non provocano come risultato sindromi talassemiche,
le cause finora dimostrate che si esprimono con le numerosc forme
talassemiche, possono essere cosi riassunte:

1. Delezione dell’intero gene, di porzioni pil o meno estese di
esso e/o di DNA fiancheggiante il gene intatto;

2. Delezione di frammenti di DNA estendentesi dall’interno del
gene a zone di DNA contigue;

3. Mutazioni determinanti triplctte « non-sense » con conscguente
arresto precoce della trascrizione. Ne rappresentano escmpi la
mutazione a carico della tripletta 17 codificante lisina, AAG,
nel'mRNA della f-globina, in UAG codificante « fine sintesi »
scoperta in un omozigote di origine cinese (CHANG ¢ KaN, 1979),
e la mutazione a carico della tripletta 39 codificante glutamina,
CAG, ancora nell’'mRNA per la catena 8. in UAG « fine sintesi »,
descritta in omozigoti sardi (TRECARTIN ¢ coll., 1981) ed in un
altro omozigote pure di origine italiana (MoscHonAs ¢ coll., 1981).
In questi casi le quantita di mRNA prodotte sono irrilevanti
(1-5% del normale);

4. Mutazioni di varia entita a carico degli introni, che determinano
la produzione di mRNA maturo in quantita abrnormemente
scarse;

5. Presenza di fattori inibenti la traduzione (Coxcont ¢ coll., 1979).

(per una rassegna completa della bibliografia riguardante le mu-
tazioni e i danni suddetti vedere: ORKIN ¢ coll., 1979; NIENHUIS
e coll., 1979; WEATHERALL ¢ CLEGG, 1979; Bank e coll., 1980;
MaNIATIS e coll., 1980; WEATHERALL ¢ CLEGG, 1981).
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In tutti i casi la diretta conseguenza della riduzione della
sintesi di una globina & la presenza di un cccesso della globina
controparte che continua ad essere sintetizzata in quantita normali.

FISIOPATOLOGIA DELLE TALASSEMIE

La fisiopatologia delle talassemie & essenzialmente determinata
dalla continua sintesi della globina controparte che viene in tal
modo a trovarsi in eccesso. Naturalmente la quantita di globina
spaiata dipende dalla condizione di etero- o omozigosi o dalla pre-
senza di difetti interagenti: cosi gli effetti dovuti alla B-talassemia
(presenza di un eccesso di catene @) possono essere in parte annul-
lati dalla concomitante presenza dell’a-talassemia (presenza di un
difetto di catene o) (KAN e NATHAN, 1970; MAsaLA e coll., 1979;
LonGiNoTTI e coll.,, 1981).

Non tutte le catene globiniche eventualmente presenti in ec-
cesso;, comunque, determinano la stessa fisiopatologia: come ¢ evi-
dente dallo studio comparato della - e dell’a-talassemia, i maggiori
danni sembrano quelli causati dall’eccesso di catene a libere nella
B-talassemia. In effetti le catene a si accumulano formando aggre-
gati particolarmente instabili che precipitano prontamente nei pre-
cursori eritroidi in attiva fase di sintesi, mentre le catene § e quelle
vy sono piu stabili e riescono a formare per un certo periodo di
tempo omotetrameri (85, HbH e ys, Hb Bart) solubili, anche se
fisiologicamente inutili a causa della eccessiva affinita per 1’ossi-
geno (la loro curva di dissociazione & quasi sovrapponibile a quella
della mioglobina). Per queste ragioni il feto a-talassemico omozigote
non riuscirebbe a sopravvivere in utero, o per qualche ora dopo la
nascita, se non disponesse di percentuali di Hb Portland intorno
al 10%.

Le inclusioni insolubili dovute alle globine precipitate deter-
minano la morte prematura della cellula eritroide o danni irreversi-
bili a carico della membrana cellulare. Le poche emazie che emergo-
no dal midollo, ipocromiche per la scarsa emoglobina formata,
determinano l'instaurarsi di uno stato anossico che stimola la pro-
duzione di altri precursori eritroidi anch’essi destinati a morire pre-
maturamente nell’organo ematopoietico (eritropoiesi inefficace). Ov-
viamente questi fenomeni sono imponenti nell’omozigosi B-talasse-
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mica ¢ nella malattia da Hb H, quando cioé la quantita di catene
libere ¢ di grosse proporzioni.

Nell’etcrozigote invece, i danni sono modesti ed asintomatici
ma comunque presenti e tali da poter essere riconosciuti senza
eccessiva difficolta. Inoltre essi sono, entro limiti abbastanza ristretti,
caratteristici per ogni tipo di talassemia, come si vedri nel dettaglio
pitt oltre.

Le modificazioni indotte dalla presenza di globinz libere sono
essenzialmente morfologiche, fisiologiche e biochimiche, queste ulti-
me a carico soprattutto dei lipidi ¢ delle proteine di membrana
(RacuMILEWITZ ¢ KAHANE, 1980). Le emazie appaiono, a causa
della scarsa emoglobinizzazione, pit o meno distorte ¢ di forma
insolita (anisocitosi, poichilocitosi, cellule a bersaglio ecc.). Al
microscopio elettronico tali modificazioni appaiono determinate
da bizzarre invaginazioni, reduplicazioni o riavvolgimenti della
membrana plasmatica (WINTROBE, 1974). Alle anomalie morfo-
logiche sono associate una serie di alterazioni fisiologiche quali un
aumentato eflusso di ioni K* ed altri cationi (VETTORE ¢ TEDESCO.
1974; Knox-MACAULAY ¢ WEATHERALL, 1974); la perdita di ma-
teriale intracellulare osmoticamente attivo determina I'accartoc-
ciamento della emazia con aumento della rigidita di membrana ed
aumento della capacita da parte del globulo rosso di assumere acqua
in ambiente ipotonico (aumento delle resistenze globulari osmotiche)
(GunN e coll., 1972), un tempo utilizzata come criterio diagnostico,
per una probabile perdita di gruppi SH attivi nclla pompa dei cationi
(KAHANE ¢ RACHMILEWITZ, 1976).

Le catene globiniche intracellulari in cccesso subiscono, con
la loro precipitazione, una serie di fenomeni auto-ossidativi che
comportano l'introduzione di una molecola di acqua nella tasca
dell’eme, la trasformazione dell’ossiemoglobina ¢ la precipitazione
di questa in emicromi insolubili. La metacmoglobina libera una
seric di radicali ad alta energia, quali il radicale superossido,
il perossido, I'idrossilico e l'ossigeno singoletto, definibili col ter-
mine generale di « ossigeno attivato », che :ono i responsabili piu
o meno diretti della evidente aumentata pcrossidazione dei lipidi
di membrana e delle proteine (CARREL e coll.. 1975; RACHMILEWITZ
e KAHANE, 1980). In particolare tali perossidazioni si sono dimo-
strate a carico delle sialoglicoproteine (con riduzione dei residui
di acido sialico) e delle proteine della faccia interna, dei lipidi (con
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aumento ponderale dei lipidi e del colesterolo) e della vitamina E
che, date le sue funzioni antiossidanti, diminuisce sensibilmente
(RAcHMILEWITZ ¢ KAHANE, 1980).

Una conferma indiretta delle ragioni che determinano la fisio-
patologia delle talassemie, ed in particolare della B-talassemia,
viene dallo studio della persistenza ereditaria di emoglobina fetale
(HPFH) e da alcune, circoscritte, forme di 68-talassemia tutte ca-
ratterizzate dalla presenza di livelli elevati di emoglobina fetale
anche nella vita adulta in assenza delle caratteristiche talassemiche.
I danni molecolari che caratterizzano queste forme consistono so-
litamente di delezioni che, a partire dal DNA in 3’ al gene 8, si
spingono in 5’ fino a determinare la delezione del gene 8, di seg-
menti della zona intergenica e, qualche volta, del gene Av; talvolta
i danni molecolari che caratterizzano alcune di tali forme sono
invece di entita talmente modesta da non essere svelabili nemmeno
con la pur sofisticata metodologia del DNA ricombinante (OTTO-
LENGHI ¢ coll., 1979; BErNARDS e FLAVELL, 1980). I soggetti omo-
zigoti sono facilmente riconoscibili per la presenza di sola Hb F
nel sangue periferico, praticamente in mancanza di patologia di
rilievo. Cio in virtlt della produzione di quantitativi di catene vy che
in qualche caso equivalgono a quelle @ a causa di meccanismi, non
ancora chiariti nel dettaglio, che impediscono il verificarsi dello
« spegnimento » dei geni y. In tal modo, mancando la presenza
di globine in largo eccesso, manca praticamente la causa prima
della sintomatologia talassemica.

METODI DI LABORATORIO PER LA DIAGNOSI DELLE
TALASSEMIE

Tutti i metodi impiegati per svelare la presenza di un gene
talassemico si basano sulle conoscenze riassunte nelle righe prece-
denti. Poiché la ridotta emoglobinizzazione riduce volume e conte-
nuto cellulare, la determinazione dei pitl comuni parametri emato-
logici fisici mediante un moderno contatore elettronico di parti-
celle costituisce un primo, ed essenziale, approccio. Generalmente
il numero di globuli rossi aumenta mentre diminuiscono emoglo-
bina percentuale, volume medio (MCV) ed emoglobina corpuscolare
media (MCH).
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L'elettroforesi, in assenza di anomalic concomitanti, non ¢
qualitativamente diversa dal normale ¢ deve percid essere utilizzata
esclusivamente per evidenziare, od escludere, la presenza di geni
per la &B-talassemia, per la HPFH, per la emoglobinopatia Lepore
¢ varianti in genere o la presenza di Hb H nell’adulto ¢ Hb Bart
nel neonato. L’aumento percentuale della Hb A: nella B-talassemia,
non sempre cvidenziabile alla clettroforesi, ¢ l'unico parametro
realmente discriminante per cui la sua determinazione merita una
attenzione del tutto particolare. 11 metodo microcromatografico di
Huisman e coll. (1975), adattato ¢ modificato in diversi laboratori
(GALANELLO e coll.,, 1977) rappresenta per la sua semplicita di
esccuzione, precisione ¢ accuratezza il metodo pit indicato che
consente I'esame di un gran numero di campioni per volta. Per i
laboratori meno attrezzati inoltre, sono disponibili colonne micro-
cromatografiche pronte per 'uso distribuite da diverse ditte.

Nel caso dell'a-talassemia 1'elettroforesi di per sé pud dare
indicazioni precise solo in presenza di concentrazioni discrete di
Hb H nell’adulto o di Hb Bart nel nconato, come gia accennato.

La presenza di globine libere intracellulari, mentre non ¢ cvi-
denziabile nella B-talassemia, ¢ invece abbastanza facilmente ricono-
scibile nella eterozigosi per l'a-talassemia. Secondo MetLis ¢ coll.
(1980) ncl 70% dei sardi sospetti portatori del carattere, la pre-
senza dei corpi inclusi da Hb H & sempre facilmente evidenziabile.
Praticamente tali corpi inclusi vengono messi in evidenza inducen-
done la precipitazione mediante incubazione a 37" per 1 ora di
una parte di sangue ed una parte di Brilliant Cresyl Blue all'19%
in soluzione fisiologica.

Lo sbilancio di sintesi globinica pud essere dimostrato deter-
minando la capacita di incorporarz aminoacidi marcati da parte
di reticolociti in presenza degli opportuni substrati. Le globine
neosintetizzate vengono separate, insieme a quelle gia presenti nelle
emazie, mediante cromatografia a scambio ionico, ¢ la radioattivita
incorporata espressa in termini di rapporto a/f (Heywoon ¢ coll.,
1964; WEATHERALL e coll., 19653; BANK ¢ MARKS, 1966). In condi-
zioni normali tale rapporto ¢ intorno a 1, mentre in presenza di un
gene B-talassemico ¢ teoricamente uguale a 2. Nella a-talassemia
il rapporto di sintesi /B dipende dal numero di geni deleti o
malfunzionanti ed ¢ comunque teoricamente pari a 0,75 in man-
canza di un gene su 4, 0,5 in mancanza di 2 geni, ¢ 0,25 nella ma-



68

lattia da Hb H in mancanza di 3 geni. I rapporti teorici sono piuttosto
sovrapponibili a quelli pratici solo nell’a-talassemia delle popola-
zioni tailandesi il cui difetto dipende quasi esclusivamente da
delezioni. I reperti globino-sintetici relativi ad altre popolazioni
sono tuttora in fase di interpretazione.

La presenza di Hb F in concentrazioni visibili alla elettro-
foresi e stimabili in oltre il 5%, in presenza di valori normali di
Hb A., devono far sospettare la presenza di un gene per la 83-talas-
semia o per la HPFH. La esatta determinazione quantitativa della
Hb F con uno dei diversi metodi a disposizione e lo studio della
sua composizione in termini di catene G e As consentono, con una
certa approssimazione in mancanza di altri metodi pilt sofisticati,
di distinguere fra i due genotipi. La determinazione quali-quanti-
tativa delle due catene v, mentre nel passato presentava grosse dif-
ficolta a causa delle metodologie applicabili soltanto in laboratori
altamente specializzati, pud essere oggi eseguita con diversi metodi
elettroforetici relativamente semplici (Comt e coll., 1979; RIGHETTI
e coll,, 1979; ALTER e coll., 1980).

Altri metodi, oltre a quelli qui trattati sommariamente, sono
disponibili per il laboratorio di ricerca ed analisi o screening e
consentono di giungere ad una diagnosi precisa e puntuale (HuisMAN
e Jonxis, 1977).

Semplici determinazioni biochimico-cliniche, quali la determina-
zione del ferro sierizo, consentono di appurare la eventuale pre-
senza di altra patologia con manifestazioni simil-talassemiche, men-
tre nel caso di interazioni a volte veramente complicate fra diverse
talassemie e fra talassemie ed emoglobinopatie qualitative, lo studio
genetico-familiare ortodosso rappresenta spesso il miglior mezzo
ausiliario alla diagnosi.

Nella pratica routinaria di diagnosi e screening delle talassemie,
i metodi e gli interventi sopra descritti sono « allineati » secondo
un flusso organico, il cui diagramma & mostrato nella Fig. 1, in
cui mediante una serie successiva di livelli decisionali, si giunge
alla formulazione della diagnosi differenziale.

Poiché al primo livello decisionale del diagramma di flusso,
che si basa sulla determinazione accoppiata del’'MCV e del’MCH
e della Hb A: , i soggetti con valori di MCV superiori a 79, MCH
superiore a 27 ed Hb A: inferiore a 3,5% vengono considerati
normali ed esclusi da successivi accertamenti, un certo numero di



SOGGETTO
\{

Intervista per ottenere informazioni utili alla diagnosi ¢ fornire informa-
zioni eventualmente utili a diagnosi ultimata.

Quadro
normale
Azioni Varianti P Elettroforesi |« N MCV ¢ MCH
specifiche € emoglobiniche € cttroforest 1< >l dosaggio Hb A,
dosaggio <«—— Hb F aumentata €—
¢ aumentats — =
Hb F non tal N
3 Normale artal essuna
> B-tal azionc
silente
Y ) 4
Microcitosi con Microcitosi con
Hb A, normale Hb A, clevata
- ~|  Normale o Y
L+ non tal .
Altre azioni artal < Alto B-talassemia
diagnostiche 17
¢ §0-tal ¥
- - Dosaggio del Completamento del
| ferro  sierico quadro diagnostico
Y
Convocazione dei
Sideropenia«€——Diminuito < familiari

Fig. 1 - Diagramma di flusso degli interventi che consentono la formulazione della diagnosi differenziale delle talassemie cterozi-
goti (modificato da TENTORI ¢ coll,, [1930).
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axtalassemici ¢ di B-talassemici cosiddetti « silenti », possono sfug-
gire alla diagnosi. Se il mancato riconoscimento dell’eterozigote
axtalassemico non rappresenta un vero inconveniente, come si
vedra pitt oltre, pud invece essere di rilievo in regioni ad alta inci-
denza di B-talassemici, la presenza del gene « B-silente », falso ne-
gativo in senso stretto, la cui incidenza non ¢ stimata né, probabil-
mente stimabile.

LA DIAGNOSI DIFFERENZIALE DELL’ALFA-TALASSEMIA

La conoscenza del fenotipo ematologico caratteristico del-
I'a-talassemia non ¢ fondamentale, come nel caso della B-talasse-
mia, per la prevenzione della malattia allo stato omozigote poiché
essa non ¢ mai stata descritta nelle nostre popolazioni e sono stati
segnalati solo due casi nell’area del Mediterraneo. La malattia da Hb
H, inoltre, ha un decorso clinico solitamente favorevole e compa-
tibile con una vita normale. Peraltro I'incidenza di questa forma nel-
le popolazioni nelle quali ¢ diffusa la B-talassemia, & piuttosto ele-
vata e tale da costituire un serio problema diagnostico e di consul-
torio quando non venisse effettuata, o non fosse possibile effettuare,
la sua precisa identificazione.

L’analisi del DNA mediante enzimi di restrizione ha dimostra-
to la notevolissima eterogeneita dei danni molecolari alla base della
riduzione totale o parziale della sintesi della globina a. Sono state
infatti descritte delezioni da 1 a 4 geni « senza danni a carico dei
geni embrionali { (delezioni tipo tailandese); delezioni che si spin-
gono in 5’ fino a provocare anche la delezione di geni ¢ (delezioni
tipo mediterraneo); difetti da non-delezione o con delezione di pic-
coli frammenti di DNA. Sono state inoltre descritte associazioni
fra genotipi da delezione e non-delezione e diverse non-delezioni
fra loro (WEATHERALL e CLEGG, 1981 per una bibliografia completa).
E’ stata infine suggerita la ragione della mancanza della omozigosi
in certe popolazioni (KAatramis e coll.,, 1980; PRESSLEY e coll.,
1980; Dozy ¢ coll., 1979). Essa si spiegherebbe con la delezione
contemporanea dei geni a e &, con conseguente impossibilita di
formazione della Hb Portland e delle altre emoglobine embrionali
nel caso delle popolazioni mediterranee, e con la mancanza di casi
di delezioni di ambedue i geni a in c¢is nelle popolazioni negre.
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Recentemente (Orkin ¢ Gorr, 1981) ¢ stata osservata una
diversa capacita di produrre mRNA da parte dei due geni a (la
capacitd del gene a» in 5° starecbbe a quella del gene a; in 3' come
60:40). Tale interessante osservazione consentira probabilmente
di chiarire aspetti ancora piuttosto oscuri quali le descritte discre-
panze fra i rapporti di sintesi globinica nelle varie forme a-talas-
semiche eterozigoti, e rendera nel contempo obsoleta "attuale classi-
ficazione dei trait basata sui caratteri fenotipici.

Limitatamente al genotipo orientale, schematizzando con aa/
ao l'assetto normale dei geni sui due cromosomi, si possono distin-
guere genotipi la cui espressione ¢ correlata col numero di geni
deleti: l'ax-talassemia (-a/ae) con lieve riduzione della globino-
sintesi in & ¢ parametri ematologici talvolta indistinguibili da quelli
normali; ar-talassemia (--/aa o anche -a/-a) con sbilancio del rap-
porto di sintesi a/B pilt consistente essendo compreso fra 0,6 ¢ 0.7,
parametri eritrocitari alterati (MCV intorno a 70 fl ed MCH intorno
a 23 pg) con Hb A: normale ¢ corpi inclusi da Hb H presenti nella
gran parte dei casi; malattia da Hb H (composto genetico fra
o ¢ ar-talassemia, --/-a) con forte riduzione dei parametri eritro-
citari, corpi inclusi presenti in quasi tutte le cellule rosse ¢ Hb H
in quantitd rilevanti mel tracciato clettroforetico; idrope feto-pla-
centarc (--/--) omozigosi per l'ai-talassemia con assetto --/aa (KAN
¢ coll.,, 1975; Wasi ¢ coll., 1969).

I genotipi da non-delezione vengono rappresentati in modo
simile sulla base delle caratteristiche mostrate dal DNA sottoposto
alla azione delle endonucleasi di restrizione: 22,5 kb ¢ 2,6 kb
rappresentano duc genotipi, presenti nei non-asiatici, evidenziabili
con I'enzima Eco RI, producenti ambedue un fenotipo ematologico
assegnabile all’ai-talassemia (con microcitosi, ipocromia, anisopoi-
chilocitosi, Hb A: ed F normali, resistenze globulari aumentate,
corpi inclusi presenti ma non numerosi) la cui interazione non pro-
duce l'idrope fetale ma la malattia da Hb H in forma lieve (KAN
¢ coll,, 1977; OrkiIn ¢ coll., 1979; GaLANELLO ¢ Cao, 1979).

Il notevole grado di sovrapponibilita esistente fra i caratteri
fenotipici dell'a,- ¢ ai-talassemia non-orientali (esistente anche nella
determinazione degli mRNA) ¢ comunque tale da non consentire
discriminazioni precisc talvolta nemmeno nei confronti dei soggetti
normali. Date queste difficolta ¢ possibile stabilire parametri emato-
logici medi solo a carico di soggetti identificati per la presenza di
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corpi inclusi da Hb H, o per l'esistenza di un rapporto di sintesi
globinica sbilanciata o in soggetti eterozigoti obbligati perché geni-
tori o figli, di pazienti affetti dalla malattia da Hb H.

La tabella 1 mostra i parametri ematologici medi e la devia-
zione standard calcolati su 56 soggetti maschi e 89 femmine po-
sitivi per la presenza di corpi inclusi e la significativita statistica
nei confronti di 117 maschi e 183 femmine normali presi a caso.
Ovviamente ai valori medi calcolati in questo modo non possono
essere assegnati genotipi precisi. 1 soggetti presi in considerazione
si riferiscono ad una parte della casistica raccolta presso il Labora-
torio Interdisciplinare per lo studio delle Talassemie, Emoglobino-
patie e Favismo (LITEF) della Universita di Sassari, sulla popola-
zionc del Nord Sardegna.

La diagnosi e lo studio della genetica della a-talassemia sem-
brava pit agevole, e veniva consigliata, da effettuarsi su neonati
data I’evidenza che 1'aumento dei livelli di Hb Bart nel sangue di
funicolo correla con il numero di geni a-talassemici, analogamente
alla alterazione dei parametri ematologici (da 1 a 3% di Hb Bart
nell’a-talassemia, 5-10% nell’a-talassemia, 25% negli Hb H). In
reaita l'incidenza del tratto nelle diverse regioni dell’Italia meri-
dionale & conosciuta quasi esclusivamente sulla base di screenings
neonatali (per la bibliografia vedere GALANELLO e Cao, 1979). Tut-
tavia tale metodo ¢ stato messo in dubbio dalla evidenza che la
percentuale di neonati portatori del tetramero in varie concentra-
zioni non correla col numero di portatori identificabili fra gli
adulti (DEMuURO e coll., 1980) né con la percentuale di anomalie
rilevabili sul tratto di DNA del cromosoma 16 nel quale sono lo-
calizzati i geni a (Cao, 1981).

In mancanza di metodi semplici e sicuri, la diagnosi dell’a-ta-
lassemia resta pertanto un problema non completamente risolto
anche se, & bene ricordarlo, essa & necessaria per facilitare quella,
ben pilt importante nella prevenzione genetica pre-probando, della
B-talassemia.



73

Tab. 1 - Parametri critrocitari medi, deviazione standard ¢ significativita
statistica di un gruppo di soggetti g-talassemici, individuati sulla
basc della presenza di corpi inclusi intracritrocitari da Hb H,
confrontati con i parametri medi ¢ la deviazione standard di un
gruppo di soggetti normali.

SOGGETTI SIGNIFL-

PARAMETRE o CTALASSEMITT CATIVITAY

SOGGETTE NORMALL

58 maschi 14,9 % 1,55 P << 005 1y m. 15,9 + 1,03
HbL (g/d1) .

89 femmine 13,0 + 1,25 P < 005 1S3 fo 13,5 + o4t

58 maschi 40,2 + 4,09 n.s. 17 m. 45,7 4 2,93
PCV (9,) . ‘

39 femmine jo,0  + 8,85 n.s. 183 4. 38,8 4 4,32

58 maschi 5,86 + 0,55 P < oo 17 m, 5,08 4 0,40
RBC (1o12/1) .

By femmine 5,41 + 0,40 P <o 183 f. 1,00 4+ 0,50

§8 maschi 79,1 + 5,30 P-<om 17 me Sg,10 4 5,08
MCV (1) 3 . )

8y femmine 77,0 + 5,88 P < oo 183 1. 30,0 4+ 1,9%

58 maschi 25,7 + 1,40 P -<<om 117 Mmoo 29,4 4 145
MCH (pg) .

89 femmine 24,6 * 248 P <om 183 £ 31,3 4 0,70

58 maschi 32,1 % 1,41 n.s. 17 m, R84 4,30
MCHC (g/dn) ) , :

8y femmine 31,7 + 1,03 n.s, 183 f. 32,8 4 4N

58 maschi 2,13 * 039 n.s, 117 . 2,55 4 0,22
Hb A, (¢

2 (o) 89 femmine 2,27 + 0,39 n.s. 183 1. 2,52 4 0,20

RIASSUNTO

Vengono descritti alcuni dei recenti aspetti della conoscenza delle basi
biochimiche ¢ molecolari delle talassemic, unitamente ai metodi utilizzati per
la diagnosi ¢ lo screening delle talassemic in generale ¢ dell'z-talassemia cte-
rozigote in particolare.
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