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Varianti instabili del’emoglobina: una sfida per il Laboratorio?

Giuseppina Barberio', Giovanni Ivaldi?
'UOC Medicina di Laboratorio, Ospedale di Treviso, ULSS2 Marca trevigiana, Treviso
2Gia Laboratorio di Genetica Umana, Ospedali Galliera, Genova

ABSTRACT

Unstable hemoglobin variants: a challenge for the laboratory?

The unstable variants represent a subset of rare or very rare defects in the heterogeneous area of
hemoglobinopathies; however they constitute a very important group of variants for the related clinical aspects. They
exhibit a variety of manifestations that are characterized in many cases by more or less important hemolytic anemias
able to attract the attention of clinicians. Actually, the signs produced by the reduced survival of erythrocytes in an
adult or often in a child, can have different origins, being the consequence of an alteration of the structure of the
erythrocyte membrane, produced by enzymatic or other defects. More than 150 hemoglobin variants, because of their
in vitro and/or in vivo behavior, are generically classified as unstable and can potentially produce hemolytic anemia
in various conditions and forms. Generally, a single amino acid substitution can produce an alteration in the primary
structure of hemoglobin that promotes the formation of insoluble precipitates within the red blood cells and thus a
hemolytic effect. For these particular diseases, the role of the laboratory is essential to differentiate and characterize
the causes of the hemolytic anemias. The laboratory contributes to the diagnosis at different levels utilizing
continuously evolving methodologies, while maintaining, when necessary, traditional approaches, still essential in
solving a number of diagnostic challenges.

Parole chiave: Hb instabili, anemia emolitica, talassemie

INTRODUZIONE comportamento in vitro e/o in vivo, vengono classificate

genericamente instabili (5,6) e sono, pertanto,

96

Le varianti instabili rappresentano un gruppo di difetti
rari compresi nell'insieme eterogeneo delle
emoglobinopatie e ne costituiscono un sottoinsieme
importante per gli aspetti clinici che le caratterizzano. Si
manifestano con una varieta di fenotipi prodotti dalla ridotta
sopravvivenza eritrocitaria e si inseriscono nell'ampio
capitolo delle anemie emolitiche. In realta, le anemie
emolitiche, nei soggetti adulti e nei bambini, possono
essere prodotte da cause diverse intra- o extra-globulari.
Tra le cause intra-globulari di origine genetica ricordiamo i
difetti di struttura della membrana eritrocitaria, i difetti
enzimatici eritrocitari ed alcune particolari variazioni
del’emoglobina (Hb) (1-3). In pazienti nei quali si sospetta
una anemia emolitica raramente la prima causa ipotizzata
quella di un difetto Hb (4) ma, tra le oltre 1 400 varianti Hb
fino ad oggi caratterizzate, oltre 150, per il loro

potenzialmente all'origine di anemie emolitiche. Alcune di
queste varianti instabili si manifestano con una evidente
anemia emolitica cronica, mentre in altri casi i segni di
emolisi compaiono solo occasionalmente. In genere, a
produrre anomalie nella struttura primaria dellHb & una
singola sostituzione amminoacidica che favorisce la
formazione di precipitati insolubili allinterno del globulo
rosso, fenomeno che rappresenta la prima causa
dellanemia emolitica. Per capire come la sostituzione o la
delezione di un singolo amminoacido possano
compromettere un’intera molecola e come poter
interpretare o prevedere i variegati effetti di sostituzioni
diverse in siti diversi, & necessario osservare nei dettagli la
struttura della molecola Hb. Tale struttura ci & stata rivelata
dagli studi teorici a partire dagli anni ‘60 e dalle informazioni
che continuiamo ad acquisire con la caratterizzazione di
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nuovi difetti strutturali. Pertanto €& opportuno che
'osservazione di una variante Hb, nel corso di esami di 1°
livello, sia sempre seguita dalla definizione molecolare del
difetto globinico. Riteniamo utile qui richiamare
sinteticamente I'attenzione su vecchi concetti basilari che
possono aiutare a comprendere e a prevedere meglio i
diversi comportamenti in vivo e in vitro delle varianti Hb, in
particolare di quelle instabili.

In Italia sono state osservate diverse varianti a e B
instabili, alcune sono riportate nella Figura 1 e tra queste,
alcune sono state riscontrate per la prima volta in singoli
soggetti o in famiglie di origine italiana (7-9). Per queste
particolari patologie, il laboratorio pud operare a diversi
liveli e con metodologie in continua evoluzione,
mantenendo tuttavia, quando necessario, anche approcci
tradizionali senza i quali alcuni casi potrebbero apparire
vere e proprie sfide diagnostiche.

NA12(aa12) |

A 1-16 (aa 3-18)

AB1(aa19) |

B 1-16 (aa 20-35)

Hb Torino 43 Phe>Val
Hb Hasharon 47 Asp>His

E7 (58 His distale)
E 1-20 (aa 52-71)

EF18(aa7279) [

F1-9 (aa 80-88)

F8 (87 His prossimale)—§-——
FG 1-5 (32 89-93) |

(Hb M- Iwate 87 His>Tyr)

Hb Manitoba 102 Ser>Arg
- Hb G Ido 103 His>Al
G 1-19 (aa 94-112) ontalge i tisAe

Hb Milano 109 Leu>Pro

GH 1-5(2a113-117) |

H1-21 (aa 118-138)

HC 1-3 (a3 139-141) |

Catena a

Figura 1

Emoglobina: interazioni e alterazioni
La struttura della molecola emoglobinica

Ogni molecola di emoglobina & formata da quattro
catene polipeptidiche, a due a due uguali fra loro e da
quattro gruppi emici legati a ciascuna catena. Nelle
prime settimane di vita del’embrione abbiamo I'Hb
Gower | (£2€2), 'Hb Gower Il (a2€,) e Portland ({2 y2), che
compaiono prima del terzo mese di vita intrauterina.
Compare quindi I'HbF (azy2) e 'HbA (a2f32) e solo con la
fine dello sviluppo fetale e dopo la nascita, si ha la sintesi
della frazione minore rappresentata dall’HbA; (0202) che
si stabilizza ad una percentuale relativa pari a circa il 3%
dopo I'anno di vita. L'HbF scende a valori inferiori all’1%
dopo 6-8 mesi dalla nascita. Ciascuna di queste diverse
catene € soggetta a variazioni di cui abbiamo evidenza
soprattutto con lo studio delle catene B e a mentre in

NAL3(aal3) |

Hb Leiden & Glu>0
Hb Belfast 15 Trp>Arg
—— Hb Randwick 15 Trp>Gly

A 1-16 (aa 4-18)
----------- Hb Moscva 24 Gly>Asp

Hb M-Dhotan 25-26 Gly-Glu>0
Hb Volga 27 Ala>Asp

Hb Genova (B10) 28 Leu>Pro
Hb Monroe 30 Arg>Thr

B 1-16 (aa 19-34)

€ 1-8 (aa 35-41)

CD 1-9 (aa 42-49) I

D 1-7 (aa 50-56) Hb Matera 55 Met>Lys

—— Hb Zurigo (E7) 63 His>Arg
(Hb M-Saskatoon 63 His>Tyr)

E7 (63 His distale)
E 1-20 (aa 57-76)

— Hb Shepherds Bush (E18) 74 Gly>Asp

EF 1-8 (aa 77-84) |

F 1-9 (aa 85-93)
F8 (92 His prossimale) —{____
FG 1-5 (aa 94-98) 1 Hb Kdln (FG5) 98 Val>Met
Hb Camperdown 104 Arg>Ser
G 1-19 (aa 99-117)

GH 1-5 (aa118-122) |

Hb Wien 130 Tyr>Asp
H 1-21 (aa 123-143)

Hb Abruzzo 143 His>Arg
Hb Trento 144 -A

HC 1-3 (aa 144-146) |

Catena B

Schema delle catene a e 8 con evidenziate in rosso le porzioni ad a-elica ed in grigio quelle non ad a-elica.
Sono riportate alcune delle varianti instabili caratterizzate nella popolazione italiana.
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minor numero sono state descritte sulle catene y e 0.
Esistono differenze nella sequenza e nel numero degli
amminoacidi (aa) (141 per le catene a e 146 per B,y e
0); tuttavia, tutte le catene posseggono una struttura
terziaria simile e ogni catena presenta per il 75% una
configurazione ad a-elica. Il gruppo carbonilico degli aa
forma lo scheletro che si ripiega su sé stesso dando
origine ad otto porzioni ad a-elica denominati
progressivamente da A ad H che si presentano separati
tra loro da cinque segmenti non ad a-elica denominati
rispettivamente AB, CD, EF, FG e GH. Ciascuna lettera
o coppia di lettere viene contrassegnata con un numero
che identifica la posizione del residuo amminoacidico
allinterno di ogni tratto elicoidale e non elicoidale. Con
questa denominazione, analoghe posizioni strutturali
sono indicate nello stesso modo. Ad esempio: con F8 si
identificano le istidine (His) prossimali in posizione 92
nelle catene B ed 87 nelle catene a, mentre con E7
vengono indicate le His distali situate rispettivamente in
a58 e in 63. Una schematizzazione di tale struttura e
riportata nella Figura 1. L'a-elica ha una struttura
spaziale caratteristica con avvolgimenti regolari e ogni
tre o quattro aa si situa uno non-polare. Cid condiziona
la disposizione delle catene laterali di aa non-polari
verso l'interno della molecola e il gruppo eme; catene
laterali di aa polari sono invece disposte verso la
superficie esterna della molecola Hb. Si viene cosi a
creare un ambiente interno che tende a respingere
'acqua mentre gli aa polari o idrofili, rivolti verso la
superfice esterna, contribuiscono a mantenere I'Hb in
soluzione. La struttura terziaria & rafforzata dai legami
idrogeno e dalle forze di Van der Waals tra le catene
laterali di aa all’interno dell’elica, tra eliche vicine e tra
globina ed eme. Questa architettura € perfettamente in
equilibrio stabile, ma ogni minimo cambiamento che
riesce ad esporre le parti interne all’acqua (ad esempio,
una sostituzione amminoacidica) pud contribuire a
ridurne la stabilita e ad innescare la denaturazione (10).

| rapporti tra globina ed eme

Come gia detto, 'eme nelle catene a e 3 & circondato
da aa non-polari quasi simili. Vi sono 40 punti di
interazione fra globina ed eme con il coinvolgimento di
19 aa delle catene a e 21 aa delle catene B. Tutti i legami
sono non-polari eccetto quellitra CD3 ed E10in B e CD3
in a con gli acidi propionici della porfirina. Vi & poi |l
legame covalente tra le His in F8 e I'atomo di ferro (Fe)
emico (11,12). Il ferro ha sei legami di coordinazione:
quattro con gli atomi di azoto dei nuclei pirrolici della
protoporfirina, uno con I'His prossimale e quindi uno,
mediato dall’ossigeno (O,), con I'His distale E7. La
possibilita che il Fe2* si combini reversibilmente con 'O,
€ soprattutto dovuta alla presenza degli aa non-polari
che lo circondano. L'eme nella sua “tasca emica” &
importante per stabilizzare la struttura terziaria dell’Hb;
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la conformazione ad a-elica viene ridotta di 1/3 quando il
gruppo emico & rimosso dalla molecola (13).

| rapporti tra le singole catene polipeptidiche

L'HbA, che rappresenta la quasi totalita
dell’emoglobina in un individuo adulto (>96%), & formata
da due catene a wuguali tra loro e identificate
convenzionalmente nel tetramero con a4 e a; e da due
catene B altrettanto uguali tra loro e a loro volta
identificate con B¢ e B2. Per inciso, ricordiamo che le
catene a sono sintetizzate in quantita diversa (in un
rapporto di 3:1) dai due geni a2 (HBA2) e a1 (HBA1), ma
tutte le catene a prodotte saranno identiche nella
composizione aa (14). | contatti tra subunita identiche
(a1-a2) e (B1 e B2) interessano gli amminoacidi terminali
delle catene, mentre quelli tra subunita non identiche
sono pit numerosi e sono di due tipi: as-B1 e a-B2. |l
contatto a-B4 €& assicurato da 34 aa presenti
prevalentemente nelle eliche G ed H e nella porzione
non ad a-elica GH. Il contatto a4-B1 coinvolge 19 aa
situati prevalentemente nelle eliche C e G e nella
porzione non ad a-elica FG. Il numero e la disposizione
delle catene laterali degli aa sono tali per cui, mentre il
contatto a4-B41 consente solo piccoli movimenti, il
contatto a4-f, permette movimenti molto pit ampi ed é a
questo livello che si hanno i piu significativi movimenti tra
le singole subunita durante il processo di ossigenazione
del’emoglobina. Occorre inoltre ricordare che il
tetramero & in continuo equilibrio con lo stato di dimero
e di monomero (15,16).

DIFETTI STRUTTURALI E INSTABILITA

Lo studio della struttura dell’Hb ha fatto comprendere
come modificazioni delle normali interazioni fra catene
laterali degli aa possono provocare instabilita di tutta la
molecola. Nella maggior parte dei casi le Hb instabili
derivano da mutazioni che interessano: i punti di legame
tra eme e globina, i punti di interazione fra le catene
polipeptidiche o la conformazione generale dell’Hb.

| punti di contatto con I’eme

Le sostituzioni di aa che presentano punti di contatto
con 'eme o che sono situati nella parte interna della
molecola presentano alterazioni diverse, sovente sono
instabili con fenotipi molto eterogenei e talvolta
difficilmente rilevabili dal laboratorio. Nelle Tabelle 1-4
sono elencate le varianti Hb, ad oggi note, che derivano
dalle sostituzioni dei 40 residui aa coinvolti nei suddetti
contatti (5,6). Osservando gli elenchi delle Tabelle, si
comprende come i diversi fenotipi associati ai vari difetti
risultino in relazione anche alla natura degli aa
sostituenti o sostituiti.




a) visibilita della variante con i piu utilizzati sistemi separativi; b) diversi livelli di instabilita utilizzando il sequente criterio: (+) instabilita solo rilevata in
“vitro”, (++) instabilita “in vitro” e “in vivo” con anemia emolitica; c) per diverse varianti I'affinita per 'ossigeno non € documentata; d) non sono note

varianti.
I/T, Iperinstabilita/Talassemia con test di instabilita negativi.

Instabilita e natura degli amminoacidi

In molti casi, linstabilita globinica viene prodotta
dalla sostituzione di un aa con uno di diverse dimensioni.
Un esempio & fornito dall’alanina (Ala) che sostituisce la
valina (Val) in posizione E11 nel’Hb Sidney B67(E11)
Val—Ala; HBB:c.203T>C (17); I'Ala, avendo dimensioni
minori, non riesce a mantenere gli stessi legami che la
Val normalmente stabilisce con I'eme. Il contrario si
verifica con [I'Hb Koln [B98(FG5) Val—Met;
HBB:c.295G>A] (18) dove la Val in FG5 é sostituita da
una metionina (Met) di dimensioni maggiori. In questi
casi le catene laterali degli aa devono essere ripiegate o
all'interno o all’esterno con compromissione della
stabilita della molecola. Ancora diversi effetti si hanno

con aa diversi che si sostituiscono nella stessa
posizione. Un esempio & quello dell’His al codone 63
sulle catene 3 (E7) quando viene sostituita dall’arginina
(Arg); in tal caso si avra instabilita come accade con I'Hb
Zurigo [B63(E7) His—Arg; HBB:c.191A>G] (19,20). Si
avra invece una caratteristica metemoglobinemia
quando I'His viene sostituita dalla tirosina (Tyr) nellHbM
Saskatoon [B63(E7) His—Tyr; HBB:c.190C>T] (21). La
sostituzione di un aa non-polare con uno polare in una
regione idrofoba della molecola pud essere altrettanto
causa di instabilita, come si ha nell’Hb Riverdale-Bronx
[B24(B6) Gly—Arg; HBB:c.73G>C] (22) o nellHb Wien
[B130(H8) Tyr—Asp; HBB:c.391T>G] (23).
Particolarmente rilevante & I'effetto prodotto sulla
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Tabella 1
Varianti delle catene a globiniche che presentano sostituzioni amminoacidiche nei nove punti di contatto con 'eme fiancheggianti
I'His distale [568 (E7)]
Instabilita  Affinita Oo Fenotipo
talassemico
(@) (b) (c)
Hb Rotterdam: a32(B13) Met>Arg; HBA2:c.98T>G NO T ? Sl
Hb Amsterdam: a32(B13) Met>lle; HBA2:c.99G>A a 39 (C4) (d) NO T ? Sl
Hb Torino: a43(CE1) Phe>Val; HBA2:c.130T>G NO ++ N NO
Hb Sens: 0a43(CE1) Phe>lle; HBA2:c.130T>A NO ++ ? NO
Hb Hirosaki: 043(CE1) Phe>Leu; HBA2:c.132C>G NO ++ ? NO
Hb Vanvitelli: a43(CE1) Phe>Leu; HBA1:c.130T> NO T N% NO
Hb Matsudo: a45(CE3) His>Tyr; HBA102:c.136C>T Sl - ? NO
Hb Poitiers: a45(CE3) His>Asp; HBA102:¢.136C>G Sl - ™ NO
Hb Oita: a45(CE3) His>Pro; HBA2:c.137A>C Sl - ? NO
Hb Fort de France: a45(CE3) His>Arg; HBA102:c.137A>G Sl + ™ NO
Hb Bari: a45(CE3) His>GIn; HBA102:¢.138C>G NO - N NO
Hb Lake Tapawingo: a46(CE4) Phe>Ser; HBA2:c.140T>C SI + N NO
Hb Hillingdon: a46(CE4) Phe>Val; HBA1:c.139T>G Sl ? ? NO
Hb Brigante: 0d46(CE4) Phe>lle; HBA2:c.139T>A NO ? ? NO
Hb M-Boston: a 58(E7) His>Tyr; HBA2:c.175C>T Sl - N2 NO
Hb Boghé: a58(E7) His>GIn; HBA2:c.177C>A NO - N NO
Hb Flurlingen: a58(E7) His>GIn; HBA2:c.177C>G Sl ? ? NO
Hb Kirklareli: a58(E7) His>Leu; HBA1:c.176 A>T Sl ? N NO
Hb Evans: a62(E11) Val>Met; HBA2:c.187G>A NO ++ ? NO
Hb Bishoptown: a101(G8) Leu>Pro; HBA2:¢c.305T>C NO T ? Sl
Hb Utrecht: a129(H12) Leu>Pro; HBA2:¢.389T>C NO T ? Sl

99
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Tabella 2

Varianti delle catene a globiniche che presentano sostituzioni amminoacidiche nei dieci punti di contatto con I'eme fiancheggianti

I'His prossimale [87 (F8)]

Instabilita  Affinita Oy Fenotipo
talassemico
(a) (b) (c)
Hb Barika: a42(C7) Tyr>His; HBA2:c.127T>C Sl ++ ? NO
Hb Hauteluce: a42(C7) Tyr>Cys; HBAZ2:c. 128A>G NO ++ ? NO
Hb Huaxi: 042(C7) Tyr>Asp; HBA2:c.127T>G Sl ? ? NO
Hb Erzeroum: a 42 (C7) Tyr>Ser; HBA1:c.128A>C Sl ? ? NO
Hb Les Andelys: a83(F4) Leu>Pro; HBA2:c.251T>C NO ++ ? NO
Hb Ahvaz: a83(F4) Leu>Arg; HBA2:c.251T>G Sl T ? NO
Hb Ridgewood: a 86(F7) Leu>Val; HBA2:c.259C>G Sl ++ ? NO
Hb Moabit: a 86(F7) Leu>Arg; HBA102: c.260T>G Sl ++ N% NO
Hb Iwata: a87(F8) His>Arg; HBA102:c.263A>G Sl +(d) N% NO
Hb M-lwate: a87(F8) His>Tyr; HBA102:c.262C>T Sl N(d) N% NO
Hb Auckland: a87(F8) His>Arg; HBA102:c.262C>A Si ++ N NO
Hb Port Phillip: a91(FG3) Leu>Pro; HBA102:c.275T>C Sl ++ ? NO
Hb Kalavasos: a91(FG3) Leu>His; HBA2:c.275T>A Sl ? ? NO
Hb Zara: a91(FG3) Leu>lle; HBA2:c.274C>A Sl + ? NO
Hb Treviso: a91(FG3) Leu>Phe; HBA2:c.274C>T Sl + N% NO
Hb Bronte: a 93(FG5) Val>Gly; HBA2:¢c.281T>G NO T ? Sl
Hb Die: a93(FG5) Val>Ala; HBA1:c.281T>C NO ++ ? NO
Hb Fuchu-Il: a97(G4) Asn>His; HBA2:c.292A>C NO N N NO
Hb Dallas: a97(G4) Asn>Lys; HBA2:c.294C>A a 98(G5) (e) Sl N N NO
Hb Caen: a132(H15) Val>Gly; HBA2:¢.305T>C Sl ++ ? NO
Hb Chicago: a136(H19) Leu>Met; HBA2:c.409C>A Sl N ? NO
Hb Bibba: a136(H19) Leu>Pro; HBA2:c.410T>C Sl ++ ? NO
Hb Toyama: a136(H19) Leu>Arg; HBA102:c.410T>G NO ++ ? NO

100

a) visibilita della variante con i piu utilizzati sistemi separativi; b) diversi livelli di instabilita utilizzando il seguente criterio: (+) instabilita solo rilevata in
“vitro”, (++) instabilita “in vitro” e “in vivo” con anemia emolitica; c) per diverse varianti I'affinita per 'ossigeno non € documentata; d) dissociazione in

dimeri e/o cianosi e metHb, e) non sono note varianti.

I/T, Iperinstabilita/Talassemia con test di instabilita negativi; N, non instabilita.

stabilita di una catena globinica dall'inserimento di un
residuo di prolina (Pro): la struttura ad anello di questo
amminoacido di solito impedisce la formazione di una
normale a-elica, ostacola la formazione della struttura
terziaria e, quindi, la stabilita della subunita
emoglobinica interessata. Questo accade in modo
particolare quando un residuo di Pro sostituisce un
residuo dei seguenti amminoacidi: Ala, leucina (Leu),
serina (Ser) arginina (Arg) treonina (Thr) o His. Un
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esempio per tutti € quello del’Hb Genova [328 (B10)
Leu—Pro; HBB:c.86T>C] (7). Occorre ancora osservare
che l'aa Pro, per la sua struttura, puo essere inserito in
modo corretto esclusivamente nei segmenti non-
elicoidali o nei primi tre siti di un segmento elicoidale;
pertanto le varianti che presentano sostituzioni che
rispettano tali “regole” non saranno instabili, ma potrebbero
avere un’alterata affinita per 'O, come si ha nel caso dell’Hb
Attleboro [0138(H21) Ser—Pro; HBA1 o HBA2:c415T>C]
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Tabella 3
Varianti delle catene 3 globiniche che presentano sostituzioni amminoacidiche nei dieci punti di contatto con I'eme fiancheggianti
I'His distale [63 (E7)]

Instabilita  Affinita Op Fenotipo

talassemico
(a) (b) (c)
Hb Yokohama: 331(B13) Leu>Pro; HBB:c.95T>C NO ++ N NO
Hb Hakkari: $31(B13) Leu>Arg; HBB:c. 95T>G NO ++ ? NO
Hb Hazebrouck: B38(C4) Thr>Pro; HBB:c.115A>C Sl + N NO
Hb Hinwil: 338(C4) Thr>Asn; HBB:c.116C>A Sl N ™ NO
Hb Hammersmith: B42(CD1) Phe>Ser; HBB:c.128T>C NO ++ N NO
Hb Louisville: 42(CD1) Phe>Leu; HBB:c.127T>C NO ++ N NO
Hb Sendagi: B42(CD1) Phe>Val; HBB:c.127T>G NO ++ N NO
Hb Mississippi: B44(CD3) Ser>Cys; HBB:c.134C>G ? + ? NO
Hb Cheverly: B45(CD4) Phe>Ser; HBB:c.137T>C NO ++ N NO
Hb Arta: B45(CD4) Phe>Cys; HBB:c.137T>G NO + N NO
Hb Zirich: B63(E7) His>Arg; HBB:c.191A>G Sl + ™ NO
Hb M-Saskatoon: B63(E7) His>Tyr; HBB:c.190C>T NO + N/ NO
Hb Bicétre: B63(E7) His>Pro; HBB:c.191A>C NO ++ N NO
Hb Hana: B63(E7) His>Asn; HBB:c.190C>A Sl ++ ? NO
Hb I-Toulouse: B66(E10) Lys>Glu; HBB:c.199A>G Sl ++(d) N NO
Hb Chico: B66(E10) Lys>Thr; HBB:c.200A>C Si ++ N NO
Hb M-Milwaukee-I: 367(E11) Val>Glu; HBB:c.203T>A Sl N(d) N NO
Hb Bristol-Alesha: B67(E11) Val>Met; HBB:c.202G>A NO ++ ? Sl
Hb Sidney: B67(E11) Val>Ala; HBB:c.203T>C Sl ++ ? NO
Hb Manukau: 867(E11) Val>Gly; HBB:c.203T>G NO + ? NO
Hb Christchurch: B71(E15) Phe>Ser; HBB:c.215T>A NO N N NO
Hb Southampton: 3106(G8) Leu>Pro; HBB:c.320T>C NO ++ ™ NO
Hb Tlbingen: 3106(G8) Leu>GIn; HBB:c.320T>A NO ++ ™ NO
Hb Terre Haute: 3106(G8) Leu>Arg; HBB:c.320T>G NO T ? NO
Hb L'Aquila: 3106(G8) Leu>Val; HBB:c.319C>G NO ? ? Sl

a) visibilita della variante con i piu utilizzati sistemi separativi; b) diversi livelli di instabilita utilizzando il seguente criterio: (+) instabilita solo rilevata in
“vitro”, (++) instabilita “in vitro” e “in vivo” con anemia emolitica; c) per diverse varianti I'affinita per I'ossigeno non é documentata; d) dissociazione in
dimeri e/o cianosi e metHb.

I/T, Iperinstabilita/Talassemia con test di instabilita negativi; N, non instabilita.

(24), o avere un comportamento “normale”’, come accade avranno varianti Hb instabili, ma piu frequentemente
con I'Hb Valletta [387(F3) Thr—Pro; HBB:c.262A>C] (25). varianti con una affinita aumentata per 'O2, come nel

Infine, quando €& un residuo di Pro ad essere caso dellHb Brigham [B100(G2) Pro—lLeu;
sostituito da Ala o Ser o Arg o Thr o His, difficimente si  HBB:c.302C>T] (26).
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Tabella 4
Varianti delle catene 3 globiniche che presentano sostituzioni amminoacidiche negli undici punti di contatto con I'eme
fiancheggianti I'His prossimale [92 (F8)]

Instabilita  Affinita Oy Fenotipo

talassemico
(a) (b) (c)

Hb Mequon: $41(C7) Phe>Tyr; HBB:c.125T>A NO ++ N NO
Hb Denver: B41(C7) Phe>Ser; HBB:c. 125T>C NO + N% NO
Hb Seattle: 70(E14) Ala>Asp; HBB:c.212C>A Sl + N% NO
Hb Boras: B88(F4) Leu>Arg; HBB:c.266T>G Sl + ? NO
Hb Santa Ana: 388(F4) Leu>Pro; HBB:c.266T>C Sl ++ ? NO
Hb Sabine: B91(F7) Leu>Pro; HBB:c.275T>C Sl ++ ? NO
Hb Caribbean: 91(F7) Leu>Arg; HBB:c.275T>G Sl + N% NO
Hb M-Milwaukee-2: B92(CF8) His>Tyr; HBB:c.277C>T Sl +(d) N NO
Hb J-Altgeld Gardens: 392(F8) His>Asp; HBB:c.277C>G Sl + N NO
Hb Redondo: B92(F8) His>Asn; HBB:c.277C>A Sl ++ N NO
Hb Mozhaisk: B92(F8) His>Arg; HBB:c.278A>G Sl ++ N NO
Hb Newcastle: $92(F8) His>Pro; HBB:c.278A>C SI ++ ? NO
Hb Saint Etienne: $92(F8) His>GlIn; HBB:c.279C>G o C>A Sl ++ N NO
Hb Regina: B96(FG3) Leu>Val; HBB:c.289C>G NO N ™ NO
Hb Debrousse: B96(FG3) Leu>Pro; HBB:c.290T>C NO ++ N NO
Hb Kéln: B98(FG5) Val>Met; HBB:c.295G>A Sl ++ N NO
Hb Nottingham: B98(FG5) Val>Gly; HBB:c.296 T>G Sl ++ N NO
Hb Djelfa: B98(FG5) Val>Ala; HBB:c.296T>C SI ++ N NO
Hb Mainz: B98(FG5) Val>Glu; HBB:c.296T>A Sl ++ ? NO
Hb Richmond: 3102(G4) Asn>Lys; HBB:c.309C>A o C>G SI N(e) N NO
Hb Kansas: 3102(G4) Asn>Thr; HBB:c.308A>C Sl + N NO
Hb Beth Israel: B102(G4) Asn>Ser; HBB:c.308A>G Sl +(d) N% NO
Hb Saint Mandé: 3102(G4) Asn>Tyr; HBB:c.307A>T Sl N(d) N% NO
Hb Heathrow: B103(G5) Phe>Leu; HBB:c.312C>G NO N N NO
Hb Saint Nazaire: B103(G5) Phe>lle; HBB:c.310T>A NO N N NO
Hb Allentown: B137 GTG>TGG Val>Trp; HBB:c.412_413delinsTG NO ++ N% NO
Hb Stara Zagora: $137-139 (-TGGCTA) Val-Ala-Asn >Asp; NO T N sI
HBB:c.413_418delTGGCTA

Hb Olmsted: B 141(H19) Leu>Arg; HBB:c.425T>G NO ++ ? NO

a) visibilita della variante con i piu utilizzati sistemi separativi; b) diversi livelli di instabilita utilizzando il seguente criterio: (+) instabilita solo rilevata in
“vitro”, (++) instabilita “in vitro” e “in vivo” con anemia emolitica; c) per diverse varianti I'affinita per I'ossigeno non € documentata; d) dissociazione in
dimeri e/o cianosi; e) formazione di ibridi asimmetrici.

I/T, Iper-instabilita/Talassemia con test di instabilita negativi; N, non instabilita.
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Altre cause di instabilita e comportamenti
caratteristici

Una sostituzione che coinvolge un aa che partecipa
al contatto a1-B1 pud rendere piu debole tale contatto.
Occorre infatti ricordare che il tetramero del’Hb ¢ in
continuo equilibrio con lo stato di dimero e di monomero
e quindi una sostituzione al contatto a1-f1 puo essere in
grado di spostare I'equilibrio tetramero — dimero verso
la forma di monomero, come accade ad esempio con
I'Hb Philly: [335(C1) Tyr—Phe; HBB:c.107A>T] (27).

Lo stesso aa nella stessa posizione e in catene
diverse pud dare origine a varianti instabili anche
quando viene sostituito con aa diversi. Esempi i
abbiamo quando un residuo di fenilalanina (Phe) in
posizione CD1 nelle catene B viene sostituito per dare

I'Hb Hammersmith [B42(CD1) Phe—Ser;
HBB:c.128T>C] (28), I'Hb Louisville [342(CD1)
Phe—Leu; HBB:c.127T>C] (29) e in posizione

corrispondente delle catene a nell’Hb Torino [a43(CD1)
Phe—Val; HBA2:c.130T>G] (8).

Una catena globinica puo risultare instabile quando
presenta un amminoacido deleto dando cosi origine a
tetrameri instabili, come nel caso del’Hb Boyle Heights
[a6(A4) Asp—0; HBA1 o HBA2:c.19_21delGAC] (30),
del’Hb Leiden [B6(A3) Glu—0; HBB:c.22_24delGAG]
(31) oppure del’Hb Freiburg [B23(B5) Val—O0;
HBB:c.70_72delGTT] (32).

Quando nel terzo esone dei geni a o B sono presenti
microdelezioni nucleotidiche, il segnale di “stop” cambia
posizione; in alcuni casi € la stessa tripletta di “stop” ad
essere mutata. Quando tali cambiamenti si verificano, le
catene globiniche che riescono ad essere sintetizzate
avranno un numero variabilmente maggiore di
amminoacidi (oltre 146 per le catene B) e la loro
lunghezza dipendera dalla posizione e dal tipo di
mutazione nel gene. | successivi tetrameri che potranno
formarsi con queste catene anomale saranno instabili.
Un esempio € quello del’lHb Trento [3144 (-A);
HBB:c.434delA] (9) che presenta anche un'alterata
affinita per I'O,. In altri casi, varianti B iper-instabili si
associano invece a fenotipi apparentemente talassemici;
le catene mutate subiscono infatti una proteolisi cosi
rapida, precipitando subito dopo la sintesi, da non
essere in grado di formare un tetramero emoglobinico.
Pertanto, in questi casi, i difetti globinici non sono
rilevabili con i metodi separativi quali-quantitativi
normalmente utilizzati, ma possono produrre incrementi
dell’HbA,, mentre i test utilizzati per determinarne
l'instabilita in vitro (33) saranno, nella maggior parte dei
casi, negativi. Tali B varianti iper-instabili possono
contribuire a produrre quadri clinici complessi, simil-3-
talassemici, non-trasfusione-dipendenti (NTDT) o, in
casi piu rari, anche trasfusione-dipendenti (TDT). Un
esempio di comportamento intermedio con necessita di
sporadiche trasfusioni & quello fornito dal’Hb Brescia
(Hb Durham-NC) [114(G16) Leu—Pro; HBB:c.344T>C],
descritta in associazione al triplo gene a (34).

Sono noti anche diversi casi di catene a allungate;

queste si associano a quadri definiti iper-instabili, con
una sintesi ridotta o assente di catene globiniche che
comunque, se prodotte in minima quantita, risultano
instabili e non in grado di formare tetrameri funzionanti.
Si avranno fenotipi talassemici particolarmente marcati
quando le varianti iper-instabili vengono co-ereditate con
difetti a talassemici classici. Tra queste varianti vi sono:
I'Hb Constant Spring [142, Stop—Gin; HBA2:¢c.427T>C]
(35) riscontrata in diverse popolazioni anche associata
ad a talassemia in soggetti con HbH, I'Hb Koya Dora
[a142 Stop—Ser; HBA2:c.428A>C] (36) e I'Hb Quong
Sze [0125(H8) Leu—Pro; HBA2:c.377T>C] (37)
presente soprattutto in popolazioni asiatiche dove sono
prevalenti le a talassemie da due geni deleti.

Pud essere interessante osservare ancora che studi
relativamente recenti hanno permesso di considerare
che la stabilizzazione delle catene a globiniche puo
essere favorita da una proteina prodotta a livello dei
precursori eritroidi, I’Alpha Hemoglobin Stabilizing
Protein (AHSP). Questa proteina forma un complesso
con le catene a globiniche che impedisce I'ossidazione e
la precipitazione all'interno dei precursori eritrocitari del
midollo osseo e che previene l'apoptosi e I'anomala
eritropoiesi. Cio e stato dimostrato inizialmente nei casi
di talassemia major (38,39). Successivamente, sono
state osservate diverse varianti a globiniche con
sostituzione aa in posizioni prossime all'area di contatto
tra catene a e AHSP che causano instabilita e
comportamenti simil-talassemici. Cido ha contribuito a
dimostrare che 'azione stabilizzatrice del’AHSP poteva
essere ridotta o annullata in particolari circostanze
(40,41).

Altre catene globiniche instabili

Abbiamo considerato fin qui i meccanismi
fisiopatologici che caratterizzano gran parte dei fenotipi
associati alle varianti instabili delle catene a e B
globiniche, varianti che costituiscono la quasi totalita dei
difetti Hb “instabili” riportati nei database (5,6).
Pochissimi sono invece i casi segnalati che riguardano
comportamenti “instabili” delle catene & e y. Tutte le
catene non-a sono tra loro strutturalmente simili poiché
presentano notevoli omologie e analoghe cause di
instabilita, ma per motivi diversi, i fenotipi prodotti dalle
anomalie delle catene & e y risultano meno noti o
rilevanti. Poiché le catene 0, che costituiscono I'HbA,
sono correttamente valutabili solo dopo il primo anno di
vita e la loro capacita sintetica € di circa 30 volte inferiore
a quella delle catene B, si comprende come sia scarsa o
nulla l'incidenza che le varianti delle catene & hanno
sull’emoglobina circolante, sui parametri eritrocitari e,
quindi, sui vari esami di laboratorio eventualmente
utilizzati per determinarne linstabilita in vitro. Pertanto
solo una ridotta quantita di HbA> rilevata dai sistemi
separativi, unita all’assenza o a una minima presenza di
frazione anomala (HbA2-X), pud segnalare un difetto di
sintesi o l'instabilita delle catene 6. Come gia detto in
precedenza, tale osservazione o caratterizzazione &
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ininfluente per quanto riguarda gli effetti sul fenotipo
clinico atteso, mentre la conferma di una variazione del
gene d pud essere importante per la corretta valutazione
del’HbA; totale nellambito della prevenzione per la 8
talassemia (42,43).

Le varianti delle catene y, impegnate a formare il
tetramero agyo, si possono invece osservare quando
'HbF & presente in quantita rilevante; nella norma cio
accade prevalentemente nel neonato poiché presenta
un’Hb Fetale attorno al 70-80%. L'HbF & prodotta in
diversa quantita dai due geni HBG1 e HBG2, con un
rapporto relativo tra le catene prodotte Gy/Ay, pari a
circa 7:3 alla nascita e circa 2:3 nell’adulto, quando I’'HbF
continua ad essere sintetizzata per cause diverse. Si
avra pertanto una quantita diversa di catene y anomale
nel caso in cui una mutazione interessi 'uno o I'altro
gene. Lo switch fisiologico dell’HbF, entro 4-8 mesi dalla
nascita, portera alla sostituzione con I’'HbA e quindi alla
scomparsa dell'lanemia quando prodotta da una
mutazione dei geni y. Non essendo normalmente
previsto I'esame dell'assetto Hb alla nascita per tutti i
nati, se non in particolari situazioni di screening mirato
al’HbS, osservare una variante del’HbF in un neonato
potra accadere solo se nel lasso di tempo di 4-8 mesi
dalla nascita si verificano condizioni di ittero persistente
0 anemia marcata o valori elevati di metaemoglobina

(metHb) (44-47) che possono suggerire I'esame
dell’assetto Hb.
Varianti instabili e affinita per 'ossigeno

La maggior parte delle Hb instabili presenta

un’alterata affinita per 'Oz in seguito ai cambiamenti
intervenuti nella struttura dell’Hb e nei rapporti modificati
con gli effettori allosterici, in primo luogo con il 2,3-
difosfoglicerato (2,3-DPG) (48). Esempi di varianti con
affinita diminuita sono: I'Hb Torino, I'Hb Hammersmith,
I'Hb Seattle (8,28,49); quelli di varianti con affinita
aumentata sono: I'Hb Kaéln, I'Hb Zurigo, I'Hb Freiburg,
I'Hb Shepherd’s Bush (50-52). L'andamento della curva
di  dissociazione dell'ossi-Hb  dipende dalla
conformazione della globina nella sua parte che
circonda il gruppo eme, dipende anche dagli aa che
intervengono nell’effetto Bohr e da quelli che legano il
2,3-DPG. Questi aa sono quelli che piu frequentemente
vengono coinvolti nelle sostituzioni che portano
all’instabilita del’Hb. Le varianti Hb con affinita
aumentata non instabili mostrano eritrocitosi (53) ed
ematocrito elevato, tale comportamento & meno
evidente quando le varianti sono anche instabili (54,55)
Le varianti instabili con affinita diminuita potranno
associarsi a cianosi che sara piu marcata con varianti 3,
meno con varianti a; di solito tale fenomeno € in
relazione alla quantita di variante circolante che per le
varianti a potra dipendere dalla loro eventuale
associazione con difetti a-talassemici (56). In letteratura
€ descritto che i soggetti portatori di varianti con bassa
affinita 0 anemia marcata possono presentare una bassa
saturazione dellossigeno e quindi intervalli
sensibilmente diminuiti, inferiori a 89% (57-59).
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Varianti instabili omozigoti o in associazione
con difetti talassemici

Come detto piu sopra, le varianti Hb instabili sono
molto rare e si trasmettono con caratteristiche dominanti.
Bastano queste due considerazioni per comprendere
come possa essere poco probabile riscontrare tali
varianti allo stato omozigote. Un raro caso riportato in
letteratura (60) € quello di una ragazza di 13 anni (figlia
di cugini di primo grado) con Hb Bushwick: [B 74(E18)
Gly—Val; HBB:c.224G>T] allo stato omozigote, tale
variante allo stato eterozigote pud essere considerata di
tipo 2 (Tabella 5), instabile in vitro e in vivo, ma senza
segni emolitici rilevanti, mentre allo stato omozigote
produce una grave anemia emolitica che richiede
sporadiche trasfusioni (60). Piu frequenti sono i casi di
composti eterozigoti tra variante instabile e difetto B-
talassemico che manifestano situazioni molto
eterogenee e che dipendono dal tipo di instabilita della
variante coinvolta (Tabella 5) e dal tipo di difetto
talassemico (B°, B*, B™) (61-64). Analogamente accade
con le a varianti instabili co-ereditate con le a talassemie
(65). Verosimilmente si pud ipotizzare una maggior
gravita e la necessita di trasfusioni regolari o
incompatibilita con la vita quando si dovessero
presentare varianti B particolarmente instabili allo stato
omozigote (Tabella 5: tipi 0 0 1 0 2) o in composti con 3
talassemia.

Dalle evidenze prodotte da B talassemie allo stato
omozigote (NTDT, ma associate a modificatori
migliorativi delle espressioni fenotipiche), & possibile che
la co-ereditarieta di persistenza ereditaria di HbF
(HPFH) e di difetti a talassemici (riducendo entrambe lo
squilibrio tra le catene a e non-a) contribuisca, anche nel
caso delle B varianti instabili, a ridurre I'anemia e, quindi,
a migliorare le condizioni cliniche generali.

Instabilita di particolari emoglobinopatie
Instabilita del’HbE

L'HbE [B 26(B8) Glu—Lys HBB:c.79G>A] allo stato
eterozigote & assolutamente asintomatica e non
comporta alcun problema di anemia emolitica. Tuttavia
I'HbE, la variante piu diffusa al mondo dopo I'HbS, merita
un cenno in quanto viene talvolta riportata come variante
instabile nei casi in cui se ne osserva il comportamento
in vitro con agenti ossidanti (66) o in soggetti con febbre
elevata da varie cause, soprattutto in concomitanza con
numerose malattie infettive (67). E stato anche
dimostrato che I'HbE viene sintetizzata a una velocita
leggermente ridotta in quanto tale mutazione determina
nel gene un sito di giunzione criptico che causa una
trascrizione anomala dellRNA messaggero (68). Per
meglio comprendere questo meccanismo, occorre tener
conto che il normale sito di “splicing” deve competere
con questo nuovo sito di giunzione criptico e ne deriva
che il livello risultante di RNA messaggero B-E sara
ridotto (69). Viene cosi a determinarsi un fenotipo
equiparabile ad una forma lieve di B talassemia. Si
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Tabella 5

Caratteristiche delle varianti emoglobiniche instabili in relazione alla causa che ha determinato l'instabilita, alla presentazione

clinica, alla diagnosi, e confronto con i classici difetti talassemici

Tipo Causa Anemia

Test di instabilita Fenotipo clinico

La catena polipeptidica & cosi Anemia lieve
1 instabile che si denatura subito

dopo la sintesi (iperinstabile)

La catena polipeptidica si forma
ma viene nel tempo costantemente (sopravvivenza

2 distrutta e quindi risulta in quantita eritrocitaria molto ridotta)

ridotta

La variante Hb si forma ed &

stabile ma si denatura solo in segui- durante gli episodi
3 to a stress ossidativi o emolitici

febbre elevata

La variante Hb si forma in quantita Anemia lieve o assente

normale o leggermente ridotta.
4 Lieve denaturazione con sostanze
ossidanti

Anemia lieve,
non significativa in
eterozigosi

Il gene globinico non consente
la sintesi parziale o totale della
catena polipeptidica

Anemia emolitica cronica

Emolisi acuta con anemia

Negativi Comportamento talassemico
intermedio-marcato quando la
variante € associata a talassemie

Positivi Possono rendersi necessarie

(+++) sporadiche trasfusioni anche allo
stato eterozigote

Positivi Di solito non necessarie trasfusioni,

(++) fenotipo intermedio-marcato
quando la variante € associata a
talassemie

Positivi Normale.

(+) Fenotipo intermedio-lieve quando la
variante & associata a talassemie

Negativi Trasfusioni non necessarie allo

stato eterozigote.
In composti eterozigoti:
NTDT o TDT

NTDT, Talassemie Non-Trasfusione-Dipendenti; TDT, Talassemie-Trasfusione-Dipendenti.

comprende pertanto come la quantita relativa di HbE
cosi prodotta (25-30% allo stato eterozigote), inferiore ai
valori che si osservano nelle varianti B-globiniche, non
dipende tanto dalla sua denaturazione o lieve instabilita,
quanto dalla sintesi diminuita che le conferisce un
comportamento simil-talassemico. Cid si evidenzia
particolarmente nei quadri clinici prodotti dai composti
eterozigoti con i difetti talassemici ° o * (70,71).

Instabilita dell’Hb Hasharon

La variante Hb Hasharon [a 47(CES5) Asp—His;
HBAZ2:c.142G>C] é stata inizialmente descritta in
famiglie di ebrei ashkenaziti, per la prima volta nel 1967
in Israele (72,73), poi in Lituania e anche negli Stati Uniti
(74). In ltalia & stata descritta per la prima volta nel 1975
nel Polesine (provincie di Rovigo e Ferrara) dove ne &
stata accertata una prevalenza pari a circa lo 0,8% della
popolazione (75). Tale significativo riscontro sembra
dovuto alle molte famiglie di ebrei provenienti
dallEuropa del Nord-Est che si insediarono proprio nel
Delta del Po attorno al XV secolo (74). Nella maggior
parte dei casi I'Hb Hasharon & stata associata ad una
lieve anemia emolitica dovuta ad una instabilita della
molecola Hb, moderatamente termolabile, e sensibile a
sostanze ossidanti (76,77). Un aspetto invece
controverso &€ sempre apparso quello relativo alla
quantita di variante rilevata nei numerosi casi studiati nel
tempo nelle varie popolazioni. | primi casi riportavano
percentuali inferiori al 20%, mentre i successivi studi
effettuati in Italia hanno sovente riscontrato la variante in
quantita superiore al 25-30%, ovviamente quando essa
non era associata a B talassemia. E stato quindi
dapprima ipotizzato che la diversa percentuale potesse

dipendere dal tipo di gene a mutato, HBA1 o0 HBAZ2; in un
secondo tempo & stato dimostrato infatti che I'Hb
Hasharon, nei soggetti studiati nel Delta del Po, era
conseguente ad una mutazione del gene HBAZ2 che,
come € noto, esprime una sintesi maggiore di catene a
(78). Inoltre la variante veniva trasmessa “in cis” con
'a-talassemia -3,7kb (79,80), caratteristica che
contribuisce a sua volta ad incrementare la quantita
relativa di Hb Hasharon. Pertanto la variante, in base alla
sua lieve instabilita e alle sue caratteristiche emolitiche,
pud essere inserita nel gruppo 4 di Tabella 5,
leggermente instabile; essa esprime caratteristiche
emolitiche piu evidenti quando & associata ad «
talassemia con almeno due geni non funzionanti.
Quest'ultima caratteristica & stata osservata in un
neonato prematuro che presentava I'HbF"="" associata
ad un fenotipo particolarmente marcato, in quantita
prossima al 50%. Limportante anemia emolitica
descritta in tale neonato si & risolta solamente dopo lo
switch del’HbF dimostrando che il tetramero yo agfasharen
risulta particolarmente instabile (81).

Instabilita del’lHbH

Nel caso del’lHbH (84) siamo invece di fronte ad un
tetramero particolare che si forma dall’eccesso di catene
B nelle cellule eritroidi, in presenza di a talassemia con
tre geni non funzionanti. La sindrome che si produce
viene definita emoglobinosi H ed esprime un fenotipo
ematologico e clinico molto simile alle forme di
Talassemia Intermedia e, per questo, oggi classificata tra
le condizioni NTDT, con fenotipi clinici piu marcati
quando sono coinvolti difetti a da non-delezione (65).
L'HbH si evidenzia normalmente con i diversi metodi
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separativi in quantita variabile, in relazione ai difetti
talassemici che producono I'a talassemia e
all'invecchiamento del campione in esame. Tuttavia, la
marcata instabilita del’lHbH fa si che si osservino
caratteristiche proprie delle emoglobine instabili: si
degrada facilmente ed in ambiente ossidante precipita a
formare le tipiche inclusioni eritrocitarie con danno
ossidativo alle membrane delle cellule eritroidi. | portatori
di questa particolare Hb possono quindi sviluppare
episodi acuti di anemia emolitica in presenza di infezioni,
esposizione a farmaci o a sostanze ossidanti e
presentano frequentemente splenomegalia con fenotipi
variabilmente marcati, anche questo & in relazione ai
difetti dei geni a coinvolti. L'HbH mostra inoltre un'affinita
molto elevata per l'ossigeno ed una cooperativita
assente, per cui non risulta fisiologicamente utilizzabile
per trasportare o cedere 'O (82-84).

Varianti instabili ed emoglobina glicata

L'utilizzo dell’emoglobina glicata (HbA1c) per la
diagnosi e il monitoraggio del diabete mellito richiede di
porre attenzione ad alcuni fattori essenziali, nell’ottica di
una buona concordanza tra i valori di glicazione e le
concentrazioni di glucosio nel sangue (85). Tra le cause
che possono modificare il valore del’HbA 1 vi € la ridotta
sopravvivenza eritrocitaria. L'eta media degli eritrociti nei
pazienti che presentano anemia emolitica, con perdita di
sangue acuta o cronica, risulta sensibilmente piu bassa
e cid, come in precedenza detto, si esprime in modi e
gradi diversi nei portatori di varianti instabili dell’Hb. Se
tale condizione non & nota, gli esami di laboratorio
possono indicare valori di HbA1c sottostimati e indurre
conseguentemente in errore la diagnosi e la valutazione
conclusiva di una eventuale condizione diabetica (86-
88). Occorre anche considerare che, nell'ambito della
ricerca della condizione diabetica, valori particolarmente
ridotti del’HbA1; possono essere indicatori di una
condizione di diminuita sopravvivenza eritrocitaria e/o di
uno stato emolitico non osservato in precedenza (89).

Varianti instabili ed ereditarieta

La maggior parte dei difetti talassemici e strutturali
dellHb & caratterizzata da alterazioni ereditarie che si
trasmettono secondo modalita autosomica recessiva e
che sono clinicamente asintomatiche allo stato
eterozigote. Esistono alcune eccezioni rappresentate da
difetti rari associati ad instabilita della struttura
tetramerica dellHb, a fenomeni emolitici pit 0 meno
marcati e a fenotipi altrettanto importanti. Cid6 accade
con molte varianti instabili che presentano un modello di
ereditarieta autosomico dominante (90). Sono
soprattutto le varianti delle catene B globiniche a
presentarsi con questa modalita anche allo stato
eterozigote, mentre alle varianti instabili delle catene a
occorre l'associazione con difetti a talassemici per
manifestare fenotipi clinici importanti (65). E stato anche
osservato che le varianti instabili presentano una
frequenza piu elevata di mutazioni de novo, soprattutto
delle catene B (91). In letteratura esistono diversi casi di
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individui con difetti Hb i cui genitori non manifestano o,
comunque, non presentano tali difetti nel loro corredo
genetico. Tali situazioni possono avere origine da
mosaici genetici (eventi “nuovi” che si verificano per la
prima volta in un soggetto). In letteratura sono riportati
inoltre casi de novo prodotti da errate interpretazioni,
soprattutto situazioni nelle quali non sono state eseguite
le indagini genetiche appropriate sui familiari a supporto
delle conclusioni (92-94).

Altri aspetti associati alle varianti Hb instabili
Fattori esogeni causativi di fenomeni emolitici

L’emolisi associata alle varianti instabili del’Hb pud
manifestarsi in vari modi ed essere prodotta da cause
diverse (Tabella 5). In particolare, gli episodi emolitici
acuti sono frequentemente associati alla
somministrazione di farmaci definiti ossidanti i quali, nella
fase iniziale della reazione, permettono il trasferimento di
un elettrone dal farmaco all'ossiemoglobina per dare
metaemoglobina e H2O2, come accade ad esempio con i
sulfonamidi (Hb Zurigo). L'emolisi acuta pud anche
verificarsi a causa della piressia associata ad infezioni a
carico, prevalentemente, del tratto respiratorio superiore.
L'innalzamento della temperatura corporea di alcuni gradi
pud accelerare la disgregazione dell'emoglobina
intracellulare a tal punto da causare una crisi emolitica
(95).

La splenectomia

| globuli rossi danneggiati dal materiale denaturato
che precipita al loro interno, passano nella milza e
vengono successivamente rimossi dai macrofagi splenici.
La conseguente splenomegalia potrebbe quindi
comportare la splenectomia come approccio terapeutico
nella gestione dei pazienti, tuttavia le evidenze non sono
concordi nel ritenere sempre vantaggiosa tale soluzione.
Le casistiche riportate in letteratura su soggetti con
emoglobine instabili a cui & stata asportata la milza
suggeriscono infatti una attenta valutazione delle
complicanze, dovute soprattutto ad eventi trombotici,
considerando i benefici prodotti (96-99). Pertanto, le
recenti raccomandazioni prodotte sull'argomento
suggeriscono di ricorrere alla splenectomia solo in caso
di anemia grave e/o splenomegalia massiva o
sintomatica (100).

| PERCORSI DIAGNOSTICI DI LABORATORIO

Il ruolo del laboratorio nella differenziazione,
individuazione e caratterizzazione delle varianti instabili
dell’Hb & rimasto nel tempo fondamentale e insostituibile
poiché consente al clinico la gestione dei pazienti affetti
da una patologia con espressioni eterogenee, una
corretta consulenza genetica ed una adeguata
prevenzione. In generale, I'approccio diagnostico di
1° livello ai difetti del’Hb & previsto in molti laboratori, ma
spesso, in presenza di difetti talassemici o strutturali
complessi, si rende necessario ricorrere al supporto di
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laboratori di riferimento. Normalmente gli esami specifici
per la ricerca della condizione di portatore di un difetto
globinico vengono prescritti a soggetti asintomatici, in altri
casi vi possono essere segni e sintomi che fanno gia
propendere il clinico per la presenza di emoglobinopatie
e su questa base viene formulato il quesito clinico. E il
caso di pazienti che presentano fenotipi ematologici
suggestivi per anemie emolitiche. Tali soggetti sono in
prevalenza neonati o0 bambini che in qualche caso, prima
o al compimento dello switch del’HbF, manifestano stati
anemici caratteristici. Conseguentemente, possono
pervenire al laboratorio richieste specifiche per la
conferma o I'accertamento delle cause di generici stati di
anemia. Occorre osservare che il riscontro o il sospetto di
una variante Hb non comporta sempre da parte del
clinico I'esigenza urgente di una caratterizzazione
molecolare, mentre prevale la necessita di conoscerne gl
aspetti funzionali e le cause della sintomatologia. Ecco
quindi come in questi casi il “laboratorio intermedio di
riferimento” rivesta un ruolo importante per rispondere a
quesiti piu urgenti per la gestione del paziente, mediante
esami funzionali o di conferma. Cid accade soprattutto
quando si sospetta un difetto instabile dellHb o
un’alterata affinita per I'Oy; tuttavia il percorso diagnostico
dovra essere in primo luogo orientato verso esami
specifici con potere discriminante nelllambito delle
anemie emolitiche (101). Informazioni sulla familiarita per
difetti emoglobinici o comunque informazioni
anamnestiche sul soggetto in esame potranno rendere
piu mirato e veloce tale percorso analitico (102). Nel caso
delle anemie emolitiche, specie quando si presentano in
forma acuta, una diagnosi in tempi brevi pud essere
importante, considerando che tali eventi si possono
riscontrare in soggetti piu fragili come nei neonati o nella
prima infanzia.

Nella Tabella 6 sono riportati gli esami ed un
commento breve ad alcuni risultati in presenza di varianti
instabili. Poiché I'eterogeneita dei difetti genetici si
accompagna ad una varieta di fenotipi che difficilmente
possono essere riassunti in uno schema o un elenco, le
risultanze riportate nella tabella corrispondono alle
principali evidenze. Occorre anche osservare che, al di la
dei casi direttamente studiati e conclusi dagli autori, le
informazioni prodotte negli anni e riportate in letteratura
possono essere talvolta discordanti o parziali. Ne
consegue che la rarita dei difetti, alcuni dei quali
caratterizzati in tempi lontani con metodi diversi, non
consente di risalire sempre a comportamenti privi di
ambiguita, confrontabili o faciimente classificabili. E per
tutti questi motivi che quanto riportato nei vari database
deve essere considerato con cautela. Dagli anni ‘80, in
modo crescente, le indagini molecolari ci hanno
consentito di accertare piu facilmente e piu precisamente
anche la presenza di vari modificatori genetici, talvolta
significativi nelle presentazioni fenotipiche associate ai
diversi difetti globinici. (103,104).

1° Livello diagnostico
Parametri e indicatori eritrocitari

E noto come alcuni parametri eritrocitari [il volume
cellulare medio (MCV), il contenuto cellulare medio di
emoglobina (MCH), la concentrazione totale di
emoglobina (Hb) e il numero di globuli rossi (GR)]
costituiscano dei riferimenti importanti e irrinunciabili
nella diagnosi di laboratorio delle talassemie (105),
mentre non hanno in genere lo stesso peso
nell'identificazione delle varianti emoglobiniche che in
gran parte sono asintomatiche. Nel caso particolare
delle varianti instabili tali parametri devono invece
essere sempre considerati, anche se in molti casi si
discostano poco dalla norma. Le varianti iper-instabili
possono presentare valori di MCV diminuiti in diversa
misura e, quando & presente la denaturazione completa
della globina instabile, si verifica una diminuzione del
MCH, simile a quello che si osserva nella
B-talassemia. Sara sempre importante conoscere |l
valore dell’Hb per poter valutare il grado di una
potenziale anemia emolitica. | classici parametri (MCV
ed MCH) saranno comunque importanti per determinare
anche l'eventuale presenza di trait talassemici associati
alle varianti instabili in composti di solito clinicamente
significativi.  Una valutazione particolare merita
I'ematocrito (HCT) che generalmente, con valori elevati
(superiori a 50 L/L), indica un potenziale aumento
dell’affinita per I'ossigeno (O2), mentre nei casi di varianti
instabili, si presenta sempre con valori pressoché
normali, anche quando vi &€ aumentata affinita. L'anemia
emolitica, che si osserva in misura diversa in molte
varianti classificate instabili, € dovuta alla precoce
distruzione di eritrociti, in particolare quando la velocita
di distruzione & maggiore della capacita del midollo
osseo di rimpiazzarli. Pertanto, durante I'emolisi, i globuli
rossi diminuiscono, il midollo & stimolato a produrne di
nuovi e i reticolociti in circolo risultano aumentati. E
quindi chiaro che la deviazione dei diversi parametri dai
valori di riferimento sara in relazione ai livelli di
denaturazione che subiranno le catene globiniche e,
quindi, alla conseguente distruzione dei globuli rossi. La
morfologia eritrocitaria non risulta molto alterata se si
escludono le modificazioni, dovute anche alla marcata
ipocromia, durante i fenomeni emolitici acuti (106);
possono invece essere presenti in quantita variabile
precipitati e aggregati provenienti dalla denaturazione
dell’Hb.

La rilevazione di varianti instabili del’Hb mediante
esami routinari eseguiti in automazione migliorerebbe la
nostra capacita di riconoscere queste condizioni. A tale
proposito sono stati documentati negli ultimi anni alcuni
casi di emoglobinopatie instabili (107,108) che
mostravano citogrammi leucocitari anomali con la
citometria a flusso. Probabilmente, ma non ancora del
tutto dimostrato, tali anomalie sono prodotte dal rilascio
di emoglobina instabile durante la lisi dei globuli rossi

biochimica clinica, 2022, vol. 46, n. 2

107




- _____________________________________________________________________________
RASSEGNE

REVIEWS

108

Tabella 6

Sintesi degli esami utili e dei riscontri nell'individuazione e caratterizzazione di varianti instabili

1° LIVELLO: caratteristiche eritrocitarie, emoglobiniche e biochimiche (a)

Indici eritrocitari:

Eritrociti (RBC)

Emoglobina (Hb)

Ematocrito (HCT)

Volume Cellulare Medio (MCV)
Contenuto Cellulare Medio (MCH)
Morfologia eritrocitaria

Normali/diminuiti

Generalmente ridotta

Normale/ridotto

Non significativamente alterato in assenza di talassemie associate
Normale/ridotto

Normale o poco alterata, sferociti assenti, sporadica poichilocitosi

Assetto Hb:

Valutazione quali-quantitativa del’HbA,
Valutazione quali-quantitativa del’HbF
Valutazione quali-quantitativa di varianti (HbX)

Normale nelle a e normale/aumentata nelle B instabili
Poco presente nell’adulto. Risulta rallentato lo switch nei neonati
In molti casi HbX non evidenziate dai metodi separativi in uso

Indicatori di emolisi:
Reticolociti
Aptoglobina
Bilirubina

Lattato deidrogenasi

Aumentati/normali
Fortemente diminuita
Bilirubina indiretta aumentata
Aumentato

Assetto marziale:

Ferro

Ferritina

Saturazione della transferrina

Normale/ aumentata
Normale/aumentata
Normale/diminuita

LIVELLO Diagnostico Intermedio: conferme e caratterizzazione funzionale

Metodo separativo alternativo

Test di falcizzazione

Ricerca di inclusi eritrocitari (BCB Test) a 37 °C
Test di termolabilita: instabilita “in vitro”

p50

Metaemoglobina (MetHb)

Alcune caratteristiche generali

2° esame di conferma in presenza o assenza di HbX

Negativo

Presenza di eritrociti con inclusi in numero variabile (b)
Positivita variabile a 37 °C in isopropanolo, o con test a 50 °C
Valore diminuito con alta affinitad e aumentato con bassa affinita
Valori superiori all’1% nel 15-20% delle varianti

- Frequente presenza di urine con pigmento brunastro (dipirroli)
- Rari corpi di Heinz negli eritrociti periferici. Evidenti e consistenti in soggetti splenectomizzati

- Iperplasia eritroblastica a livello midollare

- MetHb sensibilmente aumentata dopo incubazione a 37 °C

2° LIVELLO Diagnostico: caratterizzazione molecolare del DNA o studio della catena globinica

- Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA): quando si sospetta la presenza di talassemie a o 3 da delezione

associate ai difetti strutturali

- Sequenziamento (metodo Sanger): prevalentemente per la caratterizzazione di difetti talassemici e strutturali

puntiformi dei geni globinici

- Next generation sequencing (NGS): procedura che consente di estendere lo studio anche ad altri geni non-globinici
che possono condizionare I'espressione fenotipica delle varianti Hb
- Spettrometria di massa: quando ¢ utile lo studio strutturale delle catene globiniche

a) [ valori di riferimento, quando previsti, variano anche in base all’eta dei pazienti;
b) La natura e le caratteristiche delle inclusioni eritrocitarie sono documentate in particolare alla voce 135 della Bibliografia.

nella camera di rilevazione della conta differenziale dei
leucociti. Oltre a tali osservazioni, non esistono, ad oggi,
strumentazioni che consentano di rivelare o quantificare
in automazione e direttamente i prodotti della
denaturazione dell’emoglobina instabile nell’eritrocita.

Assetti emoglobinici

Il laboratorio, nel percorso di 1° livello finalizzato
prevalentemente alla prevenzione della B talassemia, &
in grado di osservare e quantificare, in elettroforesi
capillare (CE) o mediante High Performance Liquid
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Chromatography (HPLC), molte varianti Hb tra cui quelle
piu frequenti come I'HbS, HbE, HbC (109,110). Come
gia detto, sono numerose le varianti instabili che non si
riscontrano con tali metodi, (alcune sono riportate nelle
Tabelle 1-4), a causa della denaturazione completa della
globina immediatamente dopo la sintesi o,
successivamente, per la precipitazione parziale o totale
del tetramero emoglobinico. In generale, 'osservazione
delle varianti mediante tali metodi separativi &
condizionata dalle caratteristiche degli aa coinvolti nelle
sostituzioni e dal pH utilizzato dai vari sistemi
diagnostici, come accade peraltro anche con diverse
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varianti non instabili. Tuttavia, quando le varianti instabili
si separano dalle altre componenti emoglobiniche,
presentano di solito una ridotta percentuale relativa che
puo far sospettare, gia all’'inizio del percorso diagnostico,
la natura instabile della variante. Inoltre occorre tener
presente che le varianti B instabili presentano, in alcuni
casi, livelli moderatamente aumentati di HbA2 (111), con
un effetto compensativo a cui talvolta contribuisce anche
I'HbF. Occorre aggiungere che talvolta possono essere
evidenziate frazioni minori in posizioni riconducibili a
componenti Hb  degradate, oppure ossidate
(metaemoglobina).

Indicatori di emolisi

| reticolociti, elementi cellulari che esprimono il pas-
saggio dagli eritroblasti ai globuli rossi, vengono valutati
percentualmente o in quantita assoluta per litro
(i.r. nell’adulto: 50-110x10%L; nel neonato:
110-240x10%L). Il conteggio dei reticolociti rappresenta
quindi un indice generico dell'attivita midollare, in pre-
senza di una anemia acuta o cronica, e da la misura
della risposta eritroide (112-114). Sia i metodi automatiz-
zati che quelli manuali utilizzati per tale conteggio sfrut-
tano la presenza endoeritrocitaria di materiale citopla-
smatico che incorpora i coloranti sopravitali, come il
nuovo blu di metilene o il blu brillante di cresile (BCB).
Non vi sono evidenze per ritenere che alcuni dei para-
metri citometrici relativi ai reticolociti, disponibili con le
strumentazioni oggi in uso, possano dare indicazioni utili
nella differenziazione delle anemie emolitiche prodotte
da varianti instabili del’Hb, come invece appare per altre
cause emolitiche (115,116). L'aptoglobina, la bilirubina
indiretta e la lattato deidrogenasi sono indicatori sierici
appropriati per la fase di differenziazione preliminare
delle anemie (113,117,118) e la Tabella 6 riporta i com-
portamenti attesi in presenza di varianti instabili dell’Hb.
I livelli di bilirubina indiretta potrebbero risultare significa-
tivamente piu elevati in presenza di disordini del relativo
metabolismo dovuti alla ridotta attivita dell'isoenzima uri-
din-diphosphate-glucuronyl-transferase 1A1 (UGT1A1)
associato a mutazioni del gene omonimo (119-121).
Tuttavia, mentre 'aumento della bilirubina & stato osser-
vato in soggetti che, oltre a tale difetto, presentavano
anemia emolitica dovuta a sferocitosi ereditaria o deficit
di G6PD (122-125), non vi sono invece evidenze di
aumento con le varianti instabili del’Hb, fatto dovuto,
probabilmente, solo alla mancanza di adeguati appro-
fondimenti analitici molecolari nei casi con importanti
iperbilirubinemie.

Assefto marziale

La valutazione del ferro, nel contesto degli esami per
la definizione di una anemia emolitica, in particolare
nellambito della diagnosi di varianti instabili, assume
significato nella misura in cui i livelli di emoglobina
risultano inferiori alla norma, cosi come accade per la
diagnosi di B talassemia (126,127), ma anche per
valutare un eventuale accumulo di ferro in seguito ad
una emolisi cronica (128).

Livello diagnostico intermedio
Esami di conferma non specifica

Come raccomandato (127,129,130), l'analisi quali-
quantitativa delle componenti patologiche
dell’emoglobina trova conferme e maggiori indicazioni
mediante [l'utilizzo di due diversi metodi: quello
cromatografico e quello elettroforetico. Cio vale, peraltro,
anche nel caso delle varianti instabili, soprattutto quando
il primo metodo in uso non ha prodotto evidenze nella
separazione, oppure ha indicato frazioni poco risolte o
componenti minori. Anche il test di falcizzazione deve
essere preso in considerazione, dal momento che
conosciamo varianti instabili che mostrano positivita al
test di “sickling” (105) con caratteristiche di migrazione e
di eluizione anche diverse dall’HbS (131,132).

Esami specifici per 'osservazione in vitro
dell’instabilita dell’emoglobina

L'ampia varieta di caratteristiche strutturali associate
alle varianti instabili del’Hb ha sempre reso difficile poter
definire un “fenotipo instabile” mediante un unico esame
in vitro. |l laboratorio ha a disposizione alcuni esami che
consentono l'osservazione diretta dell’instabilita dell’Hb
utilizzando sostanzialmente gli stessi effetti prodotti
anche in vivo dal calore o dall'azione di sostanze
ossidanti. Tali esami, a 50-55 °C (129) o a 37 °C con
isopropanolo 17% (134), consentono di distinguere livelli
diversi di instabilita indicati semiquantitativamente con +,
++, +++ (Tabella 5) e caratterizzati da torbidita o
precipitazione variabilmente marcata, normalmente piu
evidente per le B-varianti. Nella Figura 2 & riportato il
risultato positivo (+) del’esame a 37 °C come si osserva
pit frequentemente nel caso di a-varianti instabili. |
risultati degli esami per la determinazione dell’'instabilita
in vitro vengono valutati a tempi diversi di incubazione,
ponendo a confronto campioni di normalita nota e trattati
nelle stesse condizioni. Il prodotto della denaturazione
dellHb e della conseguente precipitazione all’interno
degli eritrociti, si pud invece osservare utilizzando un
colorante azoico, come il BCB, dopo incubazione per
30 — 120 minuti a 37 °C. Negli eritrociti di soggetti con Hb
instabili, in tali condizioni, &€ possibile mettere in evidenza
inclusi simili, ma in genere piu grossolani, rispetto a
quelli osservati in soggetti con HbH (Hb H-like). Tali
inclusi sono particolarmente evidenti con le varianti 3,
meno con le q, e livelli di instabilita diversi si possono
riconoscere in relazione al tempo di incubazione, al
numero e alle dimensioni degli inclusi stessi (135). Va
detto che la ricerca di inclusi endoeritrocitari rappresenta
sempre un esame altrettanto utile e specifico nel
percorso di riconoscimento di una emoglobinopatia
instabile. Mediante colorazione in vitro con violetto di
metile o con BCB, si possono riconoscere, nel sangue di
soggetti portatori di varianti instabili, anche elementi
endoeritrocitari denominati corpi di Heinz. Questi
appaiono adesi alla membrana e sono costituiti da
materiale Hb denaturato. In piccola quantita, tale
materiale viene sempre fisiologicamente prodotto nei
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Figura 2

Risultato del test per I'osservazione ‘in vitro” dell’instabilita
dell’emoglobina a 37 °C con isopropanolo 17% (134): a) riscontro
negativo (campione limpido) di un soggetto normale di controllo;
b) riscontro positivo (campione torbido senza precipitati) di un
soggetto portatore di Hb Torino.

soggetti normali, ma non risulta evidenziabile in quanto
eliminato efficacemente dai processi emocateretici della
milza. Tuttavia, quando la sopravvivenza eritrocitaria e
ridotta, la maggior quantita di catene denaturate che
precipitano rendono lo smaltimento meno efficace, per
cui i corpi di Heinz, che contribuiscono pesantemente al
danno eritrocitario e alla splenomegalia (136), risultano
evidenti all'osservazione in vitro. Nel soggetto
splenectomizzato portatore di Hb instabile, i corpi di
Heinz appaiono particolarmente in evidenza, numerosi e
grossolani.

Metaemoglobina e p50

La metaemoglobina (metHb) & la forma nella quale si
presenta I'emoglobina quando il ferro nel gruppo eme
passa dal normale stato ferroso (Fe*) allo stato ferrico
(Fe*). In tale configurazione I'emoglobina non pud
legare l'ossigeno, producendo conseguentemente
anemia funzionale e mancato rilascio di ossigeno ai
tessuti. Un aumento significativo dei valori di metHb,
oltre il normale livello del 2%, € una caratteristica tipica
di rare forme di varianti Hb prodotte da mutazioni dei
geni globinici a o B, noti come emoglobine M, ereditate
con fenotipo autosomico dominante (137,138). | soggetti
con livelli di metHb inferiori al 25% sull'emoglobina totale
sono generalmente asintomatici, mentre quelli con valori
superiori al 30% presentano cianosi (colorazione
bluastra della pelle e delle mucose) e sintomi di ipossia
(dispnea, cefalea, vertigini, alterazione dello stato
mentale) progressivamente piu marcati. Un aumento
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della metHb oltre il 2%, e solitamente inferiore al 15%,
accompagna sovente anche i soggetti con varianti
instabili. Questo parametro, che viene misurato
direttamente in emogasanalisi su sangue arterioso ed
espresso come quota percentuale sul totale
dell’emoglobina (139), pud rappresentare un indice
indiretto della presenza e delle caratteristiche di una
anemia emolitica prodotta da una variante instabile
del’Hb (140) e costituisce un importante indice
diagnostico in caso di ipossia. Occorre comunque
sempre ricordare che la maggior parte delle cause di iper
metHb esulano dalla presenza di emoglobinopatie
(141,142).

L'affinita per 'O € rappresentata dal parametro p50
e deriva dal calcolo di parametri rilevati in
emogasanalisi: esprime la pressione parziale dell’Oz
(PaOy) alla quale I'Hb & saturata al 50% e presenta
valori di riferimento compresi nell'intervallo 24-28 mmHg
(3,2-3,8 kPa) (139). Nel caso di varianti Hb si possono
osservare valori di p50 variabilmente diminuiti con
affinita aumentata e valori aumentati con affinita
diminuita. Altre considerazioni sul’argomento sono gia
state riportate nel paragrafo “Varianti instabili e affinita
per l'ossigeno”.

2° Livello diagnostico
La caratterizzazione molecolare

Gli esami preliminari e quelli intermedi possono
evidenziare o far sospettare la presenza di un difetto
strutturale dell’Hb; tali esami possono dimostrare una
instabilita strutturale, alterazioni ematologiche e
funzionali. In molti casi pero, come gia detto, non vi sono
le evidenze di difetti Hb, ma piuttosto fenotipi
caratterizzati da anemia emolitica non definita o storie
cliniche che prefigurano meccanismi di trasmissione
dominanti o caratteristiche de novo. La caratterizzazione
molecolare &€ sempre necessaria e auspicabile a
completamento di un percorso di conoscenza utile al
clinico.

Le varianti Hb studiate prima degli anni ‘80 venivano
ben caratterizzate dal punto di vista biochimico e
funzionale, ma molto meno per quanto riguardava la
ricerca delle interazioni con difetti talassemici (143); cio
e avvenuto naturalmente per la scarsa evoluzione di
strumenti adeguati e di sufficienti conoscenze relative
allindagine genetica molecolare. Oggi invece appare
doveroso procedere alla caratterizzazione anche di
composti 0 associazioni complesse, mediante lo studio
del DNA, al fine di contribuire per quanto fattibile, alla
conoscenza di possibili fattori attenuanti o aggravanti i
fenotipi clinici osservati. Sporadicamente, inoltre, si pud
risalire alla composizione amminoacidica con tecniche di
spettrometria di massa, come pud accadere in situazioni
molto rare e particolari come quelle prodotte da
fenomeni di mosaicismo (144).

Il percorso diagnostico molecolare oggi prevede,
ancora nella maggior parte dei casi, uno studio del DNA
con sequenziamento secondo Sanger e con le tecniche
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molecolari  tradizionali, come indicato  dalle
raccomandazioni dedicate (127). Tuttavia I'approccio
possibile e utile, gia oggi e ancor piu nel futuro prossimo,
€ quello con metodologie di sequenziamento di nuova
generazione (Next generation sequencing, NGS) o
sequenziamento in parallelo, con conseguente
possibilita di allargare l'indagine a tutti i geni noti e
potenzialmente coinvolti con i difetti globinici (Tabella 6),
comprendendo anche quelli di piu recente osservazione
(145). In alcune circostanze pu® essere utile studiare
l'intero esoma mediante whole-exome sequencing
(WES), come é stato dimostrato in rari casi di anemia
emolitica con fenotipi particolarmente atipici, riuscendo a
rivelare la presenza di varianti dominanti instabili del’Hb
o di eventi de novo (146,147).

La previsione del fenotipo al servizio della
consulenza genetica prenatale, alla nascita
e nell’adulto

Le potenzialita dell’analisi molecolare consentono lo
studio dei geni ad ogni eta. In epoca fetale (148-150) si
cercano, in particolare, i difetti potenzialmente causativi
di condizioni marcate, in genere TDT, mentre nel
soggetto adulto il laboratorio vive spesso I'esperienza di
dover rispondere, con pochi elementi anamnestici a
disposizione, a quesiti posti dal clinico per soggetti in cui
si hanno o si sospettano genericamente difetti
emoglobinici. Nella Tabella 7 é riportata una sintesi delle
caratteristiche riconducibili alle varianti instabili con
alcune considerazioni che potrebbero orientare gli
esami, suggerendo percorsi diagnostici e quindi
conclusioni di laboratorio piti mirate. E evidente che nel
caso di difetti rari, unici e nuovi il compito del laboratorio
pud essere arduo e quindi di frequente si procede per

Tabella 7

analogia con varianti Hb gia studiate con caratteristiche
o riscontri analitici simili. Occorre ricordare che é rara la
possibilita che si presentino le condizioni per sospettare
lo stato omozigote per una Hb instabile. Meno rara &
I'ipotesi che una variante instabile possa invece formare
un composto con un difetto talassemico o si presenti
associata ad altri fattori in grado di rendere piu marcato
il conseguente fenotipo. Tra i suddetti fattori ve ne sono
alcuni che possono mostrare altrettanti fenomeni
emolitici ed essere prevalenti nella popolazione, come il
deficit di G6PD (151). L'eterogeneita fenotipica, piu volte
sottolineata, & tale che ogni variante instabile costituira
una condizione unica da valutarsi caso per caso. A tale
scopo potranno essere trovati importanti riferimenti nella
vasta letteratura prodotta nel tempo, nelle linee guida
(127) e nei numerosi database dedicati (5,6,152-155).

Il laboratorio e la diagnosi delle varianti
instabili alla nascita e nei primi mesi di vita

La ricerca delle cause che possono produrre una
anemia emolitica nel neonato (entro i 28 giorni dalla
nascita) o comunque nei primi mesi di vita pud portare
alla richiesta di esami per la ricerca di eventuali
emoglobinopatie. In tale periodo della vita, una anemia
prodotta da Hb instabili rappresenta una evenienza
molto piu rara rispetto ad altre possibili cause di emolisi
(3,156). Tuttavia, molte varianti instabili delle catene
presentano un esordio precoce, in concomitanza con lo
switch del’lHbF (157). Le raccomandazioni per la
diagnostica alla nascita (158) fanno sovente riferimento
alla difficile interpretazione dei risultati dei test globinici,
a causa soprattutto della presenza di elevate quantita di
HbF e dei cambiamenti continui, non sempre uniformi,
che caratterizzano proprio lo switch HbF — HbA (159).

Sintesi delle caratteristiche e delle opzioni che il laboratorio deve considerare nell’affrontare lo studio dei difetti associati alle

emoglobine instabili

Caratteristiche generali

— Producono anemie di grado diverso e con modalita variabili
— Possono presentarsi come difetti de novo

— Si trasmettono con un meccanismo dominante o recessivo
— Talvolta producono fenotipi simil-talassemici

— L'esordio prevalente & nella prima infanzia ma dipende dai geni globinici coinvolti

— Con difetti talassemici esprimono fenotipi variabili ma sempre significativamente marcati

— Presentano corpi di Heinz evidenti soprattutto dopo splenectomia

— Gliinclusi Hb H-like prodotti in vitro si presentano con caratteristiche qualitative e quantitative molto variabili

— Sovente presentano alterata affinita per 'O2

— Esprimono fenotipi diversi in relazione ai geni globinici coinvolti

— Non sono prevalenti o caratteristici in aree geografiche o etnie particolari
— Sono considerate “difetti rari” ma sovente non vengono riconosciute e risultano sottovalutate
— Possono presentare quadri clinici tali da suggerire la splenectomia che tuttavia deve essere valutata con attenzione

e prudenza

Approccio allo studio e alla diagnosi di laboratorio

— Importante conoscere la storia clinica del paziente prima di iniziare il percorso di laboratorio

— Necessario discriminare le diverse cause dell’emolisi con test dedicati

— | test dedicati per le Hb instabili in genere non sono automatizzati e standardizzati

— In molti casi i test separativi per 'Hb non consentono di evidenziare la presenza delle varianti instabili
— | test funzionali devono essere eseguiti in accordo con le indagini strutturali

— L'esame molecolare &€ sempre necessario

biochimica clinica, 2022, vol. 46, n. 2
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Fino ai primi 3 mesi, la quantita relativa di catene 8 &
sensibilmente piu bassa rispetto alle catene a e y
prodotte e quindi I'eventuale denaturazione delle poche
catene B instabili non € in grado di produrre segni clinici
particolarmente significativi. | test specifici per la
determinazione in vitro dellinstabilita sono scarsamente
utilizzabili quando I'HbF & presente in quantita superiore
al 10%. L'HbF potrebbe infatti esaltare o mimare la
positivita dei test con evidenze falsamente positive e
rendere quindi difficile accertare o escludere la presenza
di una emoglobinopatia. E quindi importante che il
laboratorio valuti con attenzione I'appropriatezza degli
esami richiesti e la consistenza dei risultati quando &
evidente che lo switch del’HbF non & giunto a naturale
completamento. | valori alterati degli indicatori di emolisi
e/o della metHb e/o della bilirubina possono essere
associati ad uno stato emolitico, nel neonato come
nell’adulto, ma non specificatamente all’eventuale effetto
prodotto da una emoglobinopatia instabile.

Statisticamente, nei primi mesi di vita vengono
richiesti con maggior frequenza al laboratorio gli esami di
approfondimento conseguenti all'osservazione di uno
stato anemico o di una marcata iperbilirubinemia
(prevalentemente di tipo indiretto). Per una corretta
valutazione di tale aumento di bilirubina, per la sua
elevata frequenza e per la varieta di fattori ereditari,
anche riconducibili alle emoglobinopatie che possono
generarla, si rendono indispensabili approfondimenti per
evitare tra l'altro una generica classificazione di “ittero
idiopatico” (160-162).

| metodi separativi per la definizione dell’assetto Hb
hanno sempre un ruolo importante nell’individuare la
presenza di varianti e, come gia detto a proposito di tali
esami nei soggetti adulti, sono molti i difetti strutturali dei
geni globinici che anche nel neonato non si rendono
visibili. Tuttavia nei primi mesi di vita potrebbero essere
osservate varianti y, ovvero HbF-X (a,y5*), non visibili
nelladulto e che, quando sono instabili, producono
anch’esse fenomeni emolitici (163-165). Anche varianti a
instabili possono essere osservate nei primi mesi, quelle
stesse che possono essere rilevate in eta adulta. Tali
varianti HbX (a,* B5) sono presenti in piccola quantita,
mentre I'HbFX (a,* y,) che si forma con le catene mutate
a* viene separata in quantita significativamente
maggiore.

Alla luce di tali considerazioni si deve ribadire che i
quesiti inviati al laboratorio, soprattutto per la ricerca di
eventuali varianti instabili del’emoglobina, devono
essere sempre supportati da notizie cliniche relative al
paziente e alla sua famiglia. L'esperienza di laboratorio
insegna che in molti casi & necessario procedere con
esami di 2° livello (166), i quali peraltro, in base alla valu-
tazione clinica, possono essere differiti 0 subordinati alla
ripetizione degli esami biochimici e dell’assetto Hb al
completamento dello switch del’HbF.

CONCLUSIONI

In questa rassegna si € inizialmente dedicato spazio
ai numerosi cambiamenti strutturali che danno origine

biochimica clinica, 2022, vol. 46, n. 2

alle emoglobine instabili e quindi ai fenotipi associati.
Nella seconda parte sono stati esaminati diversi metodi
analitici per lindividuazione e la caratterizzazione di
questi difetti instabili del’emoglobina, sovente poco
considerati anche dai laboratori che si occupano di
emoglobinopatie. Il modello di trasmissione autosomico
dominante che caratterizza gran parte delle emoglobine
instabili comporta che i difetti ad esse associati siano in
grado di produrre anemie emolitiche anche allo stato
eterozigote. Occorre osservare che le emoglobinopatie
instabili, caratterizzate da una eterogeneita di fenotipi
clinici e di quadri ematologici ed emoglobinici, risultano
sovente sotto-diagnosticate o non correttamente
valutate nel’ambito delle consulenze genetiche. Oggi,
che tutto sembra indirizzare velocemente verso I'analisi
molecolare, deve essere ribadita I'importanza di poter
risalire alle caratteristiche funzionali e alla definizione
della stabilita della struttura globinica quando, dopo aver
eseguito gli esami di 1°livello si sospetta la presenza di
una emoglobina instabile. Queste sono le prime e
urgenti risposte che il laboratorio & chiamato a produrre
al clinico, sovente in un’ottica differenziale, per la
prevenzione e la gestione di una anemia emolitica.
Tuttavia, gli strumenti diagnostici molecolari disponibili
allo stato attuale, e ancor piu quelli del futuro, nonché
l'utilizzo di moderni database, ci potranno aiutare a
svelare anche nuovi difetti strutturali e interazioni con
altri geni, con l'obiettivo di contribuire sempre piu e
meglio alla prevenzione, alla gestione delle consulenze
genetiche dedicate e alla cura di questi difetti rari (150-
153,167,168).
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