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ABSTRACT

Diagnosis of iperhomocysteinemia beginning from an intermittent altered coagulation picture: the importan-
ce of genetic and coagulation screenings. The Authors present an interesting clinical case of an Italian Red Cross
periodic thrombocytapheresis donor family (three brothers and parents). Before the platelet donation, the propositus
(one of the brothers) showed alternated between altered and normal coagulation tests (prothrombin time - PT, acti-
vated thromboplastin time - APTT). A biochemical and coagulation study showed other altered coagulation values
(FVII) and elevated concentrations of homocysteine, that is a strong and independent risk factor for coronary artery
disease (CAD). After a two months therapy , the biochemical and coagulation values of the propositus returned within
the reference values. Since the variations of clotting factor values are particularly relevant to the development of
CAD, the Authors examined the family components testing for inherited coagulation disorders and other associated

genetic polymorphisms.

INTRODUZIONE

Riscontri crescenti accertano che la malattia atero-
sclerotica coronarica (Coronary Atherosclerotic Disease
-CAD-) sia una malattia poligenica in cui coesistono varie
alterazioni causando precoci e gravi manifestazioni clini-
che.

Elevati livelli di omocisteina nel plasma rappresenta-
no un fattore di rischio per le malattie cardiovascolari. La
condizione severa di iperomocisteinemia € rara, mentre
la forma lieve & presente nel 5-7% della popolazionel.2,

Diversi studi epidemiologici3-¢ hanno mostrato l'indi-
pendenza della iperomocisteinemia, anche in forma
moderata e/o leggermente elevata, quale fattore di
rischio nella malattia cardiovascolare, oltre che in molte
altre patologie. Tale condizione sembrerebbe derivare
da fattori nutrizionali e/o da mutazioni di geni che codifi-
cano per enzimi coinvolti nel metabolismo dell'omocistei-
na’.

Una delle mutazioni4 riguarda I'enzima 5-10-metilen-
tetraidrofolato reduttasi (MTHFR), il cui ruolo & quello di
convertire il 5-10 metilentetraidrofolato, donatore di grup-
pi metilici nella reazione di rimetilazione dell'omocisteina
a metionina, a 5-metiltetraidrofolato (5-metilTHF). Le
varianti genetiche di tale mutazione possono essere: la
C677T che, a causa della sostituzione dell'alanina con
una valina, da origine ad una variante termolabile con
ridotta attivita enzimatica, ed una seconda variante
genetica A1298C che produce la sostituzione di un glu-
tamato con alanina8-19, La condizione di omozigosi della
mutazione relativa puo determinare una severa iper-

omocisteinemia e una differente penetranza del gene
puod portare pazienti, con questo tipo di deficit omozigo-
te, ad un incrementato rischio di CAD. | soggetti, invece,
con lieve iperomocisteinemia non mostrano segni clinici
e sono tipicamente asintomatici sino alla terza o quarta
decade di vita, quando si puo sviluppare una malattia
cardiovascolare con ricorrenti trombosi arteriose o veno-
se. Pazienti portatori di entrambe le mutazioni suddette,
presentano un rischio piu elevato di CAD, in seguito ad
un incremento della concentrazione di omocisteina mag-
giore rispetto ai portatori delle singole mutazioni.

Rispetto ad altri polimorfismi genetici coinvolti nell’at-
tivitd coagulativa, la condizione di portatore di mutazioni
nel locus relativo all’apoliproteina B-100 (Apo B) puo rap-
presentare un rischio sette volte superiore di sviluppare
un infarto rispetto alla popolazione normalell; mentre,
per quanto riguarda il sistema antigenico piastrinico
HPA-1 (Human Platelet Antigen 1), la condizione di ete-
rozigosi (HPA-1a/1b) o di omozigosi (HPA-1b/1b) espo-
ne ad uno stato trombofilico dovuto alla presenza di pia-
strine maggiormente aggreganti con conseguenti patolo-
gie cardiovascolaril2,

Il caso presentato in questo studio riguarda un dona-
tore periodico di concentrati piastrinici in aferesi, i suoi
due fratelli, anch'essi donatori, ed i genitori.

Durante la selezione per la donazione aferetica, il
propositus, inaspettatamente, presentava valori alterati
ai test coagulativi di routine. Richiamato, presentava
quadri coagulativi di routine a volte normali a volte alte-
rati.

Ulteriori controlli rilevavano iperomocisteina, nonché
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bassi livelli di alcuni fattori della coagulazione. Nel ten-
tativo di rivelare possibili associazioni coagulative e
genetiche di questa famiglia di donatori con probabile
rischio di patologie cardiovascolari, il propositus e l'inte-
ra famiglia sono stati studiati per i seguenti polimorfismi:
F V Leiden, protrombina 20210A/G, MTHFR, HPA 1a/b,
Apo B. Inoltre, sono stati eseguiti test di screening in
coagulazione.

MATERIALI E METODI

I campioni di sangue per i test coagulativi sono stati
raccolti in provette S-Monovette 9NC (Sarstedt, Italia)3,
per le indagini genetiche e la misura dell'omocisteina in
EDTA-K3 (Becton Dickinson, ltalia). Il plasma, raccolto
dopo centrifugazione a 2000xg per 20 minuti, € stato
immediatamente esaminato. Le analisi emocoagulative
sono state eseguite utilizzando reagenti, metodiche e
apparecchiature della ditta IL (Instrumentation
Laboratory S.p.A., Milano - Italia) con sistema ottico -
nefelometrico semiautomatico per ACL -300 e ottico -
turbidimetrico automatico per ACL - FUTURA Plus (IL
S.p.A., Milano - Italia). Il kit PT-FIB-HS-PLUS4 impiega-
to per la determinazione del tempo di protrombina (PT),
del fibrinogeno (FBG) e del FVII1S | fornito dalla ditta IL,
utilizza una tromboplastina liofilizzata estratta dal cervel-
lo di coniglio ed una quantita ottimale di ioni calcio. La
tromboplastina calcica ha una elevata sensibilita per la
determinazione simultanea del Tempo di Protrombina e
della concentrazione del fibrinogeno (Fibrinogeno- PT
derivato) e permette la valutazione della via estrinseca
della coagulazione, in particolare del FVII. Il dosaggio
della omocisteina € stato eseguito con IMX (Abbott,
Italia), mentre le indagini molecolari sono state effettua-
te con un test che permette la rilevazione su striscia
delle sei principali mutazioni geniche associate a malat-
tie cardiovascolari (kit offerto da Nuclear Laser Medicine,
Italia). Il DNA genomico € stato estratto da 5 mL di san-
gue periferico utilizzando la metodica del Salting Out16
e amplificato secondo il protocollo del kit. Durante la rea-
zione di PCR (Polymerase Chain Reaction) sono stati
incorporati nucleotidi biotilinati nei frammenti di DNA
amplificato. Il prodotto di amplificazione, dopo denatura-

zione, é stato ibridato con le sonde specifiche per i poli-
morfismi studiati, immobilizzate come linee parallele su
strisce di membrana di nylon. Successivamente all’ibri-
dazione ed al lavaggio di stringenza, entrambi eseguiti a
45°C, la visualizzazione colorimetrica é stata ottenuta
mediante streptavidina marcata con fosfatasi alcalina e
NBT/BCIP come cromogeno. Il genotipo dei campioni in
esame e stato dedotto dai patterns di ibridazione osser-
vati, messi in correlazione con la specificita delle sonde
usate.

RISULTATI

In tabella | sono riportati i valori delle indagini emo-
coagulative che mostrano un allungamento del tempo di
protrombina (PT) nel propositus e nel padre ed un
abbassamento dei livelli plasmatici di FVII, mentre la
Ratio del tempo di tromboplastina parziale attivato
(@PTT) ed i fattori V, VIII, XIll risultavano normali anche
per gli altri membri della famiglia. In tabella 1l sono ripor-
tati i risultati delle indagini genetiche, che hanno eviden-
ziato la presenza di alcuni polimorfismi e in particolare:
una mutazione 677TT (omozigote) per I'enzima MTHFR
nel donatore, nel padre ed in un fratello; due mutazioni
in eterozigosi (677CT e 1298AC) per il polimorfismo
MTHFR nella madre ed una mutazione in eterozigosi
(HPA 1a/1b) per il sistema antigenico piastrinico HPA-1
nella madre e in un figlio . Il dosaggio dell'omocisteina
sul siero ha rilevato una iperomocisteinemia con valori di
omocisteina del propositus inizialmente di 46,2 pmol/L e,
successivamente di 8,5 umol/L dopo terapia (Folac: 0.4
ung/die; Folina capsule 5 mg: 2capsule /die; Benadon
compresse 300 pg: 1 capsula a giorni alterni).

Infine, 'intero nucleo familiare non ha rivelato muta-
zioni di FV Leiden, all’ Apo-B, e di FIl mutato, risultando
tutti i soggetti wild type (WT), come riportato in tabella II.

DISCUSSIONE

E' noto che la quantita di omocisteina circolante, sia
quella transulfurata a cistationina che quella rimetilata a
metionina, dipende anche dalla metionina presente negli
alimenti. Ma, poiché I'omocisteina & altamente citotossi-

Tabella 1
Valori emocoagulativi
PT- INR APTT-R FV% FVI1% FVI1% FX11%
(0.82-1.18) (0.74-1.30)
FX11% (0.74-1.30)
PROPOSITUS 29aa 1.33 1.20 71 53 74 93
FRATELLO | 45aa 1.08 1.25 78 103 68 102
FRATELLO Il 41aa 1.14 111 66 85 76 76
PADRE 78aa 1.19 1.03 80 70 92 89
MADRE 69aa 1. 06 1.00 80 110 148 132

PT-INR: Tempo di protrombina - Rapporto Normalizzato Internazionale

APTT-R: Ratio di Tempo di Tromboplastina Attivato
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Tabella 2
Polimorfismi Genetici
Ce77T A1298C R3500Q R506Q G20210A HPA-1
MTHFR MTHFR APO B FV Fll
Propositus 677TT wt wt wit wt la/la
Madre 677TT 1298AC wt wit wt la/lb
Fratello | NT NT NT NT NT NT
Fratello Il 677TT wt wt wit wt la/la
Padre 677TT wt wt wit wt la/lb
wt = wild type

NT = non testato

ca, la sua concentrazione deve essere mantenuta
costantemente bassa mediante il catabolismo e dal suo
meccanismo di trasporto cellulare all'interno del plasma.
Inoltre, l'iperomocisteinemia interferisce con il sistema
coagulativo con effetti protrombotici ed incrementa la
possibilita di morte per infarto17-19

Nel programma europeo di protezione, la soglia di
definizione & di 12 pumol/L per l'omocisteinemia. Il
Framingham Heart Study, ha dimostrato che con una
omocisteinemia superiore a 11,4 umol/L, il rischio car-
diovascolare era incrementato.20.21

L'alterato quadro coagulativo e le mutazioni trovate
in tutta la famiglia rappresentano un fattore di rischio per
la malattia trombotica22.23, Inoltre, durante I'anamnesi, la
madre del propositus riferiva precedenti episodi di trom-
boflebite superficiale e di trombosi venosa profonda, a
Ccui non si era data spiegazione.

L'iperomocisteinemia del propositus, € classificata
come intermedial.20 per il suo valore compreso nell'in-
tervallo 30 - 100 umol/L. Essa, si € rivelata alla nostra
attenzione tramite un cambiamento del regime dietetico
in quanto il donatore era divenuto militare di leva.

Nel propositus, i valori di omocisteina, dopo due mesi
di terapia con somministrazione di folati, vitamina B6
sono rientrati nei valori fisiologici.

| bassi valori plasmatici di F VII, riscontrati sia nel
propositus che in altri due membri della famiglia, fanno
supporre che il rischio trombotico di questi pazienti,
eventualmente portato dalla mutazione 677TT dell'enzi-
ma MTHFR, potrebbe essere bilanciato dalla presenza
di eventuali polimorfismi del FVII, che sono in corso di
studio24-29,

La possibilita che diversi polimorfismi possano esse-
re contemporaneamente evidenziati sullo stesso indivi-
duo non é rara: I'azione di polimorfismi associati a rischio
trombotico, pud essere bilanciata dalla contemporanea
presenza di polimorfismi geneticamente protettivi per la
CAD24,

Nell' emofilia A, ad esempio, le manifestazioni emor-
ragiche procurate dal deficit di FVIII possono essere
bilanciate dalla contemporanea presenza della mutazio-
ne Leiden del fattore V 30, In altri casi, la presenza di tale
mutazione, associata a manifestazioni trombotiche,
viene bilanciata dalla presenza del polimorfismo del fat-
tore VII che esercita una azione protettiva per CAD23,

Nella madre del propositus, oltre ad un elevato valo-
re plasmatico di FVIll.c, I'analisi genetica ha rilevato la
presenza di entrambe le mutazioni per MTHFR
(677CT/1298AC). Condizione di eterozigosi, questa, che
comporta una riduzione del 36% dell'attivita specifica
dell'enzima. Pazienti portatori di entrambe le mutazioni,
infatti, presenterebbero un rischio maggiore di CAD ed
un incremento dei tassi di omocisteina piu elevati rispet-
to alle singole mutazioni3L,

In due soggetti (madre ed un figlio) é stata evidenzia-
ta la presenza degli alleli 1a e 1b del sistema HPA-1, che
pud comportare uno stato di trombofilia22.32.33 dovuto
alla presenza di piastrine maggiormente aggreganti.

| soggetti sono stati informati sulla loro condizione di
rischio e degli episodi trombifilici pregressi, presenti nelle
loro anamnesi, che erano rimasti incompresi come gli
eventi di tromboflebite superficiale e di trombosi venosa
profonda della madre.

Questo studio, originatosi da una osservazione
casuale, ha permesso di evidenziare una condizione
familiare di rischio aterotrombotico sconosciuto fino a
quel momento e di poter quindi predisporre interventi
terapeutici di prevenzione.
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