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Le sindromi talassemiche

BRUNO MASALA
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per lo Studio delle Talassemie, Emoglobinopatie e Favismo
dell’Universita di Sassari.

Via Muroni 25, Sassari.

The thalassemia syndromes

Recent developements of molecular biology and genetic of
thalassemia syndromes are discussed with special regard to
Sardinian situation. In the island heterozygous ¢ and {3 thalasse-
mias are present with incidences of 13,5 and 12,5% respectively.
B+ and §B thalassemias together with several types of HPFH,
are also present.

Screening programs at level of couples are suggested for the
prevention of {3 thalassemic homozygosity.

KEy worps: Thalassemias, Genetic diseases, Sardinia.

INTRODUZIONE

Le emoglobine umane sono formate dalla associazione di 4
catene polipeptidiche dette globine ciascuna delle quali & coniu-
gata ad un gruppo non proteico, contenente un atomo di ferro,
detto eme. Il tetramero che ne risulta ha peso molecolare di circa
68.000 dalton e la sua funzione principale &€ quella di trasportare
ossigeno.

Le catene globiniche sono state denominate mediante lettere
dell’alfabeto greco ed i tetrameri- originati dalla loro associazione
sono rappresentati dalla emoglobina adulta Hb A (af;), dalla
adulta minore Hb A: (028;), dalla fetale Hb F (a2y2) e da tre e-
moglobine embrionali. Recenti esperienze di biologia molecolare



hanno chiarito la localizzazione cromosomica dei geni che control-
lano la sintesi di ciascuna delle catene globiniche conosciute.

In particolare ¢ dimostrato che sul cromosoma 16 sono di-
sposti in sequenza 5° —> 3’ due geni { e due geni « identici (DEIs-
SEROTH e coll., 1977; LAUER ¢ coll., 1980), mentre sul cromosoma
11 sono localizzati il gene €, due geni v (i cui prodotti differiscono
per la presenza dell’aminoacido glicina o alanina nella posizione
136 della catena), il gene & ed il gene $ (DEISSEROTH € coll., 1978;
FritscH e coll., 1980). Con gli stessi metodi, di cui si parlera pit
avanti, sono stati scoperti altri geni non attivi dei quali, peraltro,
non ¢ ancora noto il significato.

La Fig. 1 mostra come le globine prodotte da ciascun gene
si appaiano per formare il tetramero e come le emoglobine siano
sempre formate da una meta prodotta sotto il controllo di geni sul
cromosoma 16 e da una meta sotto il controllo di geni su cromo-
soma 11.

I geni per le catene globiniche non sono tutti attivi contem-
poraneamente ma soltanto in periodi specifici della vita a dimo-
strazione della esistenza di un complicato meccanismo di regola-
zione non ancora chiarito. I geni € sono attivi molto precocemen-
te gia a livello delle cellule eritroidi del sacco vitellino. La atti-
vita dei geni a comincia intorno al 3° mese di gestazione e si man-
tiene poi costante sia nella vita fetale che adulta, mentre quella
dei geni v dopo aver raggiunto prontamente il massimo della espres-
sivita decresce quando comincia la sintesi della catena 3 (HUEHNS
e coll.,, 1964). La precisa collocazione dei momenti di sintesi delle
diverse catene globiniche nel feto ha reso possibile I’attuazione
della importantissima pratica della diagnosi prenatale delle talas-
semie. Intorno all’ottavo mese di vita si stabilisce il quadro emo-
globinico definitivo che, in condizioni normali, risulta costituito
per il 97% da Hb A, per il 2,5% da Hb A: e per lo 0,1-0,5%
da Hb F.

LE EMOGLOBINOPATIE E LE TALASSEMIE

Peraltro, sia il DNA che costituisce i geni per le globine, che
la sequenza di reazioni che dal DNA conducono alla sintesi di
esse, possono subire danni che alterano o la composizione in ami-



. Pp2 ¢ Gy Ay pg b B8
CROMOSOMA 11 57
| \/ |
e G}, A}, S B

gze PR Cz Ya Qg y2 @202 (1252‘

\/\

/\ /\

57 m— 3’
CROMOSOMA 16 (_‘
§2 5 Ya a? a‘

10 kb

3'

Geni

.Globine

Emoglobine

Globine

Geni

Fig. 1 - Localizzazione cromosomica dei geni per le catene globiniche e struttura delle emoglobine {x: Gower I;
oue: Gower II; Cry: Portland; ewy: Fetale; o:f: Adulta; a:5: Adulta minore. Le zone chiare all’interno dei
geni rappresentano le sequenze intercorrenti non trascritte. La freccia indica la direzione della trascrizione.



noacidi o la capacita di sintesi di una certa globina. Le emoglo-
bine S e C, per esempio, diffuse fra i negri, sono il risultato di
una mutazione a carico del codone GAG (G: guanina; A: ade-
nina) che codifica per ’acido glutamico nel sesto residuo amino-
acidico della catena 8. La mutante §° & codificata da GUG (U: ura-
cile) che rappresenta il codone per la valina, mentre la mutante
B° & codificata da AAG che rappresenta il codone per la lisina (Ma-
ROTTA e coll., 1977).

Attualmente sono conosciute ben 308 varianti emoglobiniche
dovute a sostituzioni di un aminoacido, mentre ne sono state de-
scritte 6 con pilt di una sostituzione, 7 dovute alla fusione di due
geni, 10 con delezione di uno o pitt aminoacidi e 7 dovute al-
I’allungamento della catena globinica.

Non tutte le emoglobine contenenti catene globiniche mutate
determinano effetti patologici come nel caso della anemia falcifor-
me da Hb S, e cio si verifica solo quando la sostituzione coinvolge
aminoacidi interessati a funzioni o proprieta essenziali del tetra-
mero emoglobinico. In Sardegna, accanto a rari casi di Hb S di
probabile origine punica o araba, sono presenti due varianti della
catena «, Hb J Sardegna e Hb G Philadelphia, ed una variante
della catena v (Hb F Malta) quest’ultima rilevabile solo in una
piccola percentuale di neonati di Ittiri (MAzzA e coll., 1980).

Poiché le globine B sono prodotte da due geni per corredo
cromosomico diploide, le varianti relative sono presenti nell’etero-
zigote in concentrazioni intorno al 50%. Le varianti della catena
o invece sono presenti in concentrazioni di circa il 25% dato che
quattro sono i geni per corredo diploide.

In altri tipi di difetti ereditari le globine mostrano la normale
sequenza di aminoacidi ma vengono prodotte in quantita ridotte:
tali sindromi prendono il nome di talassemie. Poiché qualunque
gene puo subire danni che ne riducono la capacita di sintesi, si
distinguono a-, B-, &, y-talassemie oltre ad altri tipi quali la 63-ta-
lassemia (OTTOLENGHI e coll., 1976) e la yB-talassemia (KAN e
coll., 1972) nelle quali il danno interessa contemporaneamente
due geni dello stesso cromosoma. La condizione caratterizzata da
produzione di livelli del 15-25% di Hb F anche nella vita adulta,
chiamata persistenza ereditaria di emoglobina fetale o HPFH, pur
essendo causata da un danno genico a carico del gene § e di altre
grosse porzioni dello stesso tratto di cromosoma, non viene consi-



derata una talassemia non essendo presente uno sbilancio fra le
globine « e le non-o (WEATHERALL ¢ CLEGG, 1979; Woop e coll.,
1979). Quando lo sbilancio esiste esso & di lieve entita.

I geni per le catene globiniche vengono ereditati secondo le
leggi mendeliane relative a caratteri autosomici recessivi. Cosi gli
eterozigoti per la Hb S possiedono un gene 8° ed uno B", mentre
gli omozigoti ambedue i geni del tipo B°; gli eterozigoti per la
B-talassemia hanno un gene normale ed uno malfunzionante e gli
omozigoti ambedue i geni 8 malfunzionanti.

Allo stato eterozigote le talassemie sono asintomatiche: l’allele
normale compensa in modo sufficiente il deficit di sintesi sull’al-
tro cromosoma. Allo stato omozigote invece, il grave deficit o la
mancanza di sintesi di una globina determinano sempre fenomeni
patologici di una certa gravitd. L’omozigosi per 'a-talassemia per
esempio, €& letale: essendo I’assenza di catene a totale, le v e le
8 globine formano degli omotetrameri (Hb Bart v, ¢ Hb H §) la
cui affinita per l'ossigeno & tale da non consentirne la sua completa
cessione ai tessuti. Per conseguenza i feti muoiono in utero subito
prima della nascita o immediatamente dopo. Nella omozigosi per
la (-talassemia l’assenza della globina B viene compensata dalla
conservata capacita di sintesi delle y. Purtroppo tale sintesi non &
sufficiente a consentire la produzione di quantita idonee di Hb F
determinando l'instaurarsi di una grave anemia.

LE BASI MOLECOLARI DELLE B-TALASSEMIE

Per comprendere le ragioni che determinano nella {3-talasse-
mia la riduzione della sintesi della 8 globina, € necessario riassu-
mere il meccanismo di espressione dei geni per le globine come
risulta dalle ricerche pilt recenti e come & schematizzato nella
Fig. 2.

E dimostrato che la sequenza di DNA che codifica per le
catene globiniche € discontinua ed intercalata da tratti detti « inter-
correnti » non codificanti o anche « introni » (JACKSON € WILLIAM-
soN, 1980). La funzione di queste sequenze & sconosciuta, ma &
certo che esse vengono trascritte in un grosso precursore di mRNA
il quale nel nucleo subisce una serie di modifiche e di accorciamenti.
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Fig. 2 - Rappresentazione schematica della sintesi delle catene globiniche.

Hb

Le modifiche riguardano ’aggiunta di nucleotidi alle estremita 5’
e 3’ mentre gli accorciamenti consistono nell’allontanamento del-
le sequenze complementari al DNA intercorrente. L’'mRNA cosi
maturato viene trasportato nel citoplasma dove, associandosi ai
ribosomi e agli altri componenti l’apparato traslazionale, viene
tradotto in globina. La globina si associa in seguito all’eme ed alla
globina controparte formando ’emoglobina funzionale (NIENHUIS
e coll., 1979).
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Nella- B-talassemia una qualunque di tali tappe puo venire
interrotta o impedita in parte. E certo che ’apparato traslazionale
citoplasmatico ¢ integro nelle cellule eritroidi, mentre ¢ stato di-
mostrato che nei diversi tipi di B-talassemia conosciuti I'mRNA
¢ presente in quantita ridotte o ha ridotte capacita funzionali
(N1ENHUIS e BENz, 1977). Recentemente le difficoltd insite nelle
proprieta del’'mRNA, quali la brevita della vita della molecola,
hanno sollecitato il ricorso a nuove metodologie che prendono il
nome di ibridazione molecolare e mappaggio genico, mediante le
quali sono stati ottenuti in breve tempo risultati spettacolari.

Quando preparati di mRNA per le globine @ o 8 vengono in-
cubati in presenza dell’enzima trascrittasi inversa, si pud ottenere
una molecola di DNA radioattiva complementare nella sequenza
di basi al mRNA impiegato. Tale molecola viene chiamata DNA
copia o cDNA ¢ costituisce una molecola « testimone » per i geni
a, B o altri o per i rispettivi mRNA. In effetti se campioni di DNA
o di RNA vengono incubati con gli idonei ¢cDNA, si formano dop-
pie eliche ibride di cDNA-DNA o ¢cDNA-RNA che consentono di
dosare la quantita di geni o di RNA presente in un dato campione.

Alternativamente le sequenze dei cDNA possono essere sinte-
tizzate in batteri se questi vengono infettati mediante plasmidi nel
cui DNA circolare sia stato inserito il DNA copia di un dato gene.
I cDNA cosi ottenuti possono essere ibridizzati con frammenti di
DNA sottoposto alla azione idrolizzante di endonucleasi di restri-
zione altamente specifiche. Gli ibridi ottenuti mostrano, in condi-
zioni normali lunghezze precise. Con questi sistemi sono state ot-
tenute le mappe fisiche dei due cromosomi contenenti i geni per
le globine cosi come sono schematizzate in Fig. 1, oltre a numerose
informazioni sui precisi danni in certe forme talassemiche e non.

Le B-talassemie sono essenzialmente di due tipi definiti 8* o
B> a seconda che la sintesi della globina sia inibita parzialmente
o totalmente (WEATHERALL ¢ CLEGG, 1979). Nella B*-talassemia
una diminuita quantita di mRNA determina la riduzione della sin-
tesi della 8 globina (NIENHUIS e coll., 1977). Il difetto molecolare -
si & comunque rilevato piuttosto eterogeneo. Esso si ritiene dovu-
to ad una difettosa regolazione della trascrizione o ad una anormale
maturazione del mRNA. Poiché il gene si ¢ rivelato intatto, o
perlomeno senza delezioni apprezzabili (MEARs et al., 1978; FLA-
VELL et al., 1979) e grosse quantita di RNA copia del gene con le



sue sequenze intercorrenti si accumulano nella cellula eritroide
mentre ¢ scarsa la quantita di mRNA dosabile, &€ molto probabile
che la mutazione sia a carico del DNA che costituisce le sequenze
intercorrenti (MAQUAT € coll., 1980). Se infatti la mutazione & a
carico di siti riconosciuti dagli enzimi implicati nella esclusione
delle zone non codificanti e nella successiva saldatura dei filamenti,
PRNA maturo che ne risultera sara in quantita ridotte. In realta
piccole delezioni a carico del DNA degli introni sarebbero gia
state descritte (come riferiscono BANK e coll., 1980).

Nella $°-talassemia, invece, la sintesi della 8 globina & assente.
Esperienze di ibridazione hanno dimostrato la assenza di mRNA
forse a causa di fattori che ne impediscono la maturazione. La
grande eterogeneita esistente anche nell’ambito di questa forma
non facilita 1’estensione di ipotesi con unico modello. In effetti,
accanto a forme nelle quali il gene si ¢ rivelato intatto (almeno
nelle sequenze codificanti), in un caso (CHANG e KAN, 1979) ¢ stata
svelata una mutazione con produzione di una tripletta « non-senso »

Gy Ay 6 B
NORMALE —AN1—AN +—1HF ik
O B-TALASSEMIA AN 1—IN -—1N-
Gy-types -
Gy- HPFH —qH - A

Br+-TALASSEMIA N F—NF—1al—r—
X X
go-maunssenin I —M

Fig. 3 - Mappe fisiche del cromosoma 11 indicanti alcune delle delezioni
dimostrate sia con esperienze di ibridazione liquida che con il
mappaggio genico. I difetti indicati nel gene §§ sono I: ipotizzati;
X: dimostrati.



che, anziché codificare per un aminoacido, determina un precoce
segnale di « fine lettura » del DNA. In un altro caso (ORKIN e coll.,
1979) & stata dimostrata una delezione di circa 600 basi che esclude
I’estremo 3’ del gene. E comunque probabile che anche in certe
forme di fB°talassemia esistano mutazioni all’interno delle sequenze
intercorrenti.

Nella zona di Ferrara la (°talassemia & determinata o dalla
presenza di inibitori o dalla carenza di fattori promuoventi la tra-
duzione dell’'mRNA presente in quantitd normali (CoNconi e coll.,
1972; OTTOLENGHI e coll., 1977). Il difetto pud essere in parte
corretto mediante trasfusioni. Il mappaggio mediante enzimi di
restrizione ha mostrato che sia il gene 8 che le zone di DNA adia-
centi non presentano differenze rispetto al normale (DEL SENNO
e coll., 1979).

Risultati altrettanto sorprendenti sono stati ottenuti nello stu-
dio della 6B-talassemia e della HPFH. Ambedue le condizioni sono
caratterizzate dalla presenza di Hb F nell’eterozigote (15-25%)
e nell’omozigote (100%). Nella 5f3-talassemia omozigote il quadro
clinico & relativamente lieve mentre nella HPFH i soggetti affetti
sono da considerarsi del tutto normali. In queste due forme sono
state dimostrate delezioni piuttosto estese che nel caso della 33-ta-
lassemia interessano l'intero gene B pilt una grossa porzione del
gene &, e nella HPFH delezioni che si spingono fino ad eliminare
il gene per la globina *y (OTTOLENGHI e coll., 1974; WEATHERALL
e CLEGG, 1979; OTTOLENGHI ¢ coll., 1979). Il fatto che in queste
due condizioni la sintesi delle catene y sia tale da bilanciare in
larga misura la mancanza delle catene (3, suggerisce che nelle zone
delete siano localizzati tratti di DNA che fungono da regolatori
della sintesi delle catene 7.

Le mappe fisiche del cromosoma 11 cosi come esso si pre-
senta nei portatori delle mutazioni descritte sono schematizzate
nella Fig. 3.

LLE BASI MOLECOLARI DELL’a-TALASSEMIA

La diminuzione della sintesi della globina a« si & dimostrata
dovuta, nella gran parte dei casi, alla delezione di un numero di
geni variabile da uno a quattro, tanti quanti sono i geni & per cor-
redo diploide (TAYLOR e coll., 1974; KAN e coll., 1975).
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Se la delezione & a carico di un gene (-a/aa o o-talassemia)
lo sbilancio di sintesi globinica che ne deriva ¢ talmente lieve che
spesso il portatore del danno, detto anche portatore silente, non
viene riconosciuto se non con particolari indagini.

Se la delezione & a carico di due geni (-/aa o ou-talassemia)
si instaura una condizione simile a quella della {3-talassemia etero-
zigote; una condizione equivalente si manifesta quando nello stesso
soggetto sono presenti due geni per l’artalassemia (-a/-a). Se la
delezione ¢ a carico di tre geni (-/-a, 0 o»-as-talassemia o malattia
da Hb H) si stabilisce una forma di anemia piuttosto seria dovuta
al grave deficit di a catene. In tal caso le catene globiniche B li-
bere si associano nel tetramero Hb H facilmente riconoscibile alla
elettroforesi. La delezione di tutti i quattro geni (-/--) & associata
alla morte del feto in utero o subito dopo la nascita. La condi-
zione di omozigosi ¢ nota anche come idrope feto-placentare ed ¢
abbastanza comune in Asia dove l'a-talassemia raggiunge incidenze
piuttosto alte.

I1 mappaggio del DNA mediante enzimi di restrizione ha con-
fermato le precedenti ricerche ed ha anche evidenziato la presen-
za di diversi tipi di danno molecolare quali delezioni parziali e
non-delezioni che fanno della a-talassemia una malattia altamente
eterogenea (KAN e coll.,, 1979; OrkIN e coll.,, 1979; PHILLIPS e
coll., 1979). La presenza di soggetti con tre geni & su uno stesso
cromosoma e la determinazione della esatta mappa fisica del di-
fetto -a/aa hanno consentito di dimostrare che la defezione & do-
vuta a crossing-over non omologhi (GossiNs e coll., 1980; SANCAR
e coll., 1980).

Sebbene 1’a-talassemia sia piuttosto comune fra le popolazioni
dell’area del Mediterraneo e fra i Negri, la forma omozigote del
difetto era stata osservata una sola volta in Grecia (DiAMOND €
coll., 1965). Questo particolare ha per anni rappresentato un pro-
blema di non facile interpretazione. Era stato dapprima proposto
che in tali popolazioni la mancanza dell’idrope feto-placentare
(--/-) dovesse necessariamente significare assenza del genotipo
ar-talassemico con assetto -/ao € presenza del solo -a/-a. Percid
dall’incrocio di soggetti con genotipo -a/-a si dovrebbero ottenere
solo genotipi uguali a quello dei genitori. Diversi dati sperimentali,
in effetti, confermavano tale ipotesi (ALTAY e coll., 1977). Successi-
vamente perd tutto veniva rimesso in discussione dalla scoperta
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sia di genotipi senza delezione (KaN e coll., 1977) sia di genotipi
con delezione simili a quelli degli orientali (KAN e coll.,, 1979;
PuiLLips e coll.,, 1979). La recente identificazione di un nuovo
caso di idrope in Grecia e la disponibilita di DNA copia del gene
per la globina ¢, hanno forse risolto I'interessante problema (KAT-
TAMIS e coll., 1980; PRESSLEY € coll., 1980). Sembra cio¢ che la
delezione o dei non asiatici si spinga, nella direzione 5°, fino ad
interessare la regione dei geni {: in tal modo l’eventuale omozigote
per la delezione dei geni o lo sarebbe anche per la delezione di
quelli € impedendo la formazione delle emoglobine embrionali Go-
wer 1 e Portland e di conseguenza la vita dello stesso embrione.

Sebbene nei Sardi le indagini col metodo del mappaggio non
abbiano, per il momento, ancora interessato i geni per le globine
embrionali ¢ plausibile che la ragione della mancanza di casi de-
scritti di omozigosi sia la medesima.

PATOLOGIA DELLE TALASSEMIE

Ambedue le forme di B-talassemia allo stato eterozigote sono
caratterizzate da alterazioni minime e riconoscibili soltanto me-
diante indagini di laboratorio mirate. La diminuita produzione di
B globina riduce la quantita di emoglobina in modo abbastanza
modesto. La riduzione del volume delle emazie (MCV), del loro
contenuto in emoglobina (MCH), l'aumento della Hb A., l'au-
mento della resistenza alla lisi osmotica e la alterazione della
morfologia delle emazie sono i reperti pressoché costanti. In parti-
colare I'aumento della Hb A: risulta il parametro che piut concreta-
mente consente di discriminare fra la (-talassemia e le altre forme
allo stato eterozigote, tutte le altre caratteristiche essendo in comune.

Allo stato omozigote (noto anche come talassemia major o
morbo di Cooley o anemia mediterranea) sia di tipo 8* che 8°, I’ane-
mia ¢ sempre in forma grave anche se variabile.

La ragione pilt importante che determina la fisiopatologia
di questa malattia non & dovuta solo alla grave riduzione o alla
assenza di sintesi di catene B, ma piuttosto alla globina a che con-
tinua ad essere prodotta in quantita normale (WEATHERALL e
CLEGG, 1972). Le catene o in assenza di quantitd adeguate di ca-
tene controparte per la formazione del tetramero emoglobinico,
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vengono a trovarsi in eccesso e, essendo molto instabili, precipitano
allinterno della cellula eritroide formando inclusioni insolubili
determinandone cosi o la morte prematura o danni irreversibili a
carico della membrana (BARGELLESI e coll., 1968; RACHMILEWITZ
e KAHANE, 1980) che sembrano comuni anche alla a-talas-
semia (MASALA e coll., 1980). Ne risultano eritropoiesi inefficace
ed accorciamento della sopravvivenza eritrocitaria media. Nel san-
gue periferico le poche emazie ipocromiche circolanti determinano
uno stato anossico che stimola la produzione di altri precursori
eritroidi anch’essi destinati a morire in gran parte prematuramente.
Dopo alcuni mesi dalla nascita del bambino omozigote si deter-
mina una notevole espansione del midollo osseo che diviene fra-
gile ¢ deformabile. Le poche emazie che riescono ad emergere
dal tessuto ematopoietico a causa dei danni a livello di membrana
e della presenza dei corpi inclusi da aggregati di catene globiniche,
vengono sequestrate dalle cellule del sistema reticolo-endoteliale
della milza che, nella loro azione di estrazione degli aggregati di
globina, ne distruggono una ulteriore aliquota. L’iperplasia delle
cellule del sistema reticolo-endoteliale sono causa della splenome-
galia. La grave anemia conseguenza dei fattori suddetti viene alle-
viata da regolari trasfusioni di sangue. D’altra parte il carico di
ferro dovuto sia ai danni primari che alle continue trasfusioni cau-
sano disfunzioni endocrine e danni epatici e cardiaci che rappre-
sentano la maggior causa della prematura morte dei piccoli pazienti.
Recentemente 1'impiego di sostanze chelanti capaci di ridurre dra-
sticamente il sovraccarico di ferro, e l'impiego di eritrociti con
maggiore sopravvivenza hanno notevolmente allungato la vita del-
I'omozigote (NIENHUIS ¢ coll., 1979).

Come gia detto, I’esame elettroforetico del sangue di soggetti
omozigoti avanti la prima trasfusione, presenta livelli di Hb F va-
riabili da circa il 40% a circa il 95%. Le ragioni della presenza
della emoglobina fetale possono essere diverse anche se sembra
molto probabile che una piccola popolazione di cellule, presente
anche nei soggetti normali, che ha conservato la capacita di pro-
durre catene vy, venga spinta a moltiplicarsi durante 1’espansione
midollare. Nell’ambito di queste cellule, che vengono chiamate
cellule F, vengono attualmente compiute ricerche tendenti a sele-
zionare eventuali cloni con alta capacita di sintesi di catene v tale
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da bilanciare le catene o in eccesso (NIENHUIS ¢ STAMATOYANNO-
PouLOS, 1978). E pensabile che in un prossimo futuro questo tipo
di approccio terapeutico possa dare, insieme all’impiego di nuovi
prodotti chelanti il ferro, buoni risultati.

La clinica dell’a-talassemia, essendo I’omozigosi fatale gia
alla nascita, & limitata alla sola malattia da Hb H che rappresenta
la doppia eterozigosi per i geni a» e ou-talassemici. Analogamente
alla f-talassemia, il grave sbilancio di sintesi della globina a deter-
mina la presenza di un eccesso di catene B che provocano iper-
plasia midollare, anemia cronica, alterazioni pili o meno evidenti
della facies, splenomegalia, richieste trasfusionali variabili. A se-
conda del gruppo etnico perd la malattia si pud presentare con
aspetti del tutto differenti: fra i Negri ed i Sardi essa ha un de-
corso particolarmente lieve e compatibile con una vita normale. La
casistica raccolta presso il nostro Laboratorio comprende addirit-
tura un soggetto che frequentava i Centri trasfusionali non per ri-
cevere sangue ma per donarlo!

Essendo la soppressione della sintesi della globina a dello
stesso ordine di grandezza di tutti gli altri gruppi etnici, le ra-
gioni di tali differenze non sono chiare.

LA DIAGNOSI PRENATALE

Le implicazioni di carattere fisico e sociale connesse con la
malattia di Cooley sono numerose e facilmente comprensibili. At-
tualmente sono comunque disponibili, una volta identificata una
coppia di portatori del gene B-talassemico, i mezzi per diagnosti-
care durante la gestazione se un feto € sano o affetto dalla malattia
offrendo quindi alla coppia P’alternativa dell’aborto terapeutico.

La prima diagnosi prenatale ¢ stata eseguita nel 1975 negli
Stati Uniti dal Dr. Yuet Wai Kan il quale ha utilizzato brillante-
mente una serie di conoscenze che stabilivano le caratteristiche
della sintesi delle catene globiniche in utero. Da allora il metodo
¢ stato adottato da diversi altri laboratori ed il numero di diagnosi
effettuate ¢ oggi imponente: alla primavera 1980 nei soli laboratori
di Cagliari e Atene erano state effettuate 210 e 228 diagnosi ri-
spettivamente (CAo e coll.,, 1980; LoukorouLos, 1980).
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In breve l’esame consiste nel prelievo di piccole quantita di
sangue fetale, intorno alla 18°-20° settimana di gestazione, me-
diante placentocentesi dopo che, tramite ultrasuoni, la posizione
della placenta stessa sia stata individuata. I campioni di sangue cosi
ottenuti vengono, se necessario, allontanati da quelli materni e
quindi incubati con una miscela di aminoacidi di cui uno radioat-
tivo. Successivamente le globine fetali vengono mescolate a glo-
bine non radioattive e separate mediante cromatografia a scambio
ionico su colonna. La localizzazione della radioattivitad incorporata
durante I'incubazione consente di stabilire le effettive capacita bio-
sintetiche del feto: se nella zona di recupero delle globine 8 non
viene rilevata radioattivita il feto & evidentemente incapace di sin-
tetizzarle in quanto omozigote. Nonostante 1’esame nel suo com-
plesso non sia di facile esecuzione, i rischi connessi sono esigui
e limitati agli aspetti ostetrici. Nella casistica raccolta nel Labo-
ratorio del Prof. Antonio Cao nella 2* Clinica Pediatrica dell’Uni-
versita di Cagliari il rischio di perdita fetale & intorno al 6% men-
tre non sono stati commessi errori di diagnosi; analoghi risultati
sono stati ottenuti in Grecia in termini di perdite fetali (6,1%)
con un solo errore (Cao e coll., 1980; LoukorouLros, 1980).

Circa 60 malattie ereditarie possono essere riconosciute in
utero utilizzando un metodo pit semplice di quello descritto che
consiste nel prelievo, mediante amniocentesi, di un numero relati-
vamente piccolo di cellule fetali, fibroblasti, normalmente presenti
nel liquido amniotico. I rischi connessi con 1’amniocentesi sono
notevolmente inferiori a quelli gia bassi della placentocentesi ma
col particolare, certo non indifferente, che le cellule del liquido
amniotico non sono capaci di produrre emoglobina.

Il metodo del mappaggio genico si & rivelato di estrema uti-
lita anche per risolvere questo non semplice problema. Tenendo
presente che il DNA contenuto nelle cellule fetali deve ovviamente
possedere i danni caratteristici della talassemia di cui si desidera
evitare ’omozigosi, ORKIN e coll. (1978) sono riusciti ad effettuare
diagnosi in utero di f3-talassemia. Il DNA di questa forma, essendo
caratterizzato da delezione di un lungo tratto contenente il gene
B, non ibridizza con DNA radioattivo copia di quel gene. Nello
stesso anno KAN e Dozy (1978a) segnalavano che 1'87% dei Negri
eterozigoti per I’'Hb S, presentano il gene 8 contenuto in un fram-
mento di DNA di 13 kb (1000 basi = 1 kb), quando il DNA
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viene trattato con ’enzima di restrizione Hpa I. Cio a causa di una
mutazione che ha soppresso, o spostato, il normale sito per quel-
I’enzima che € localizzato a 7,6 kb in 3’ al gene $. Probabilmente
Pindividuo nel quale per la prima volta &€ comparsa la mutazione
B* era anche portatore di tale polimorfismo che si & conservato
nonostante le numerose ricombinazioni genetiche certamente ve-
rificatesi.

Essendo il polimorfismo 13 kb legato al gene $° sara facile
diagnosticare 1’omozigote se il DNA copia del gene B ibridizza
solo con DNA del feto di 13 kb di lunghezza, I’eterozigote se I’ibrido
si forma con un frammento di 13 ed uno di 7,6 kb, e il normale
con un solo frammento a 7,6 (KAN e Dozy, 1978b).

Una situazione simile ¢ stata messa in evidenza nei Sardi
B-talassemici i quali non hanno polimorfismi per I’enzima Hpa I
ma ne presentano uno, pure in 3’ al gene {3, per il Bam HI a
22 kb nel 33% dei casi. Nel 66% dei soggetti normali lo stesso
enzima produce un frammento di 9,3 kb (KaN e coll., 1980).

Come ¢ evidente dalle percentuali di frequenza dei polimor-
fismi Hpa I per i Negri e Bam HI per i Sardi, la diagnosi prenatale
su fibroblasti con l’ibridazione molecolare non & possibile che in
casi limitati. PHIiLLIPS e coll. (1980) hanno recentemente potuto
incrementare fino all’80% il numero di coppie a rischio per I’ane-
mia falciforme esaminabili associando al polimorfismo Hpa I dei
polimorfismi esistenti negli introni dei geni °v e “y svelati con I’en-
zima Hind III. Risultati analoghi sono stati ottenuti contempo-
raneamente da LITTLE e coll. (1980) in B-talassemici Italiani, Ci-
prioti e Indiani. Anche in questo caso associando l’eventuale po-
limorfismo osservato da KAN e coll. (1979) o altri polimorfismi
simili a quelli individuati negli introni dei geni ®v e *v con una
seric di enzimi, & stato possibile effettuare con successo un buon
numero di diagnosi in utero su fibroblasti. Il metodo & applicabile
alla diagnosi di qualunque malattia genetica monogenica a condi-
zione che si disponga del DNA copia per il gene affetto o per un
altro locus sufficientemene vicino perché possa essere considerato
geneticamente linked.

Sembra dunque certo che l’estensione di queste ricerche rap-
presentera in un prossimo futuro un validissimo aiuto per le re-
gioni ad alta incidenza di talassemie ed emoglobinopatie.
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LE TALASSEMIE IN SARDEGNA

Le talassemie sono prevalentemene distribuite in una fascia
che dal Mediterraneo, passando per il Medio Oriente, si spinge sino
al Sud-Est Asiatico. In quelle stesse regioni sono diffuse, o lo sono
state in passato, altre malattie strettamente interdipendenti: la ma-
laria, il favismo e 1’anemia falciforme. Una serie di indagini do-
vute soprattutto a Lucio Luzzatto hanno dimostrato che il pla-
smodio della malaria non & capace di moltiplicarsi nella fase schi-
zogonica del suo ciclo vitale in emazie di soggetti carenti dell’en-
zima glucosio-6-fosfato deidrogenasi, G6PDH, o contenenti Hb S
(LuzzaTTo, 1979). Pertanto 1’alta concentrazione di portatori della
enzimopenia o della Hb S nelle zone in cui la malaria & endemica,
viene interpretata con una pressione selettiva dovuta alla migliore
sopravvivenza di quei soggetti alla infezione del parassita.

N

Sebbene manchino ancora prove sperimentali & plausibile
che la malaria abbia selezionato in modo analogo anche la B-ta-
lassemia.

Le precise incidenze delle talassemie nelle zone di origine ed
in quelle in cui sono pervenute con le migrazioni, non sono sem-
pre note nei dettagli. In Sardegna la malaria, che come & noto ha
infierito per secoli, e I’isolamento non soltanto geografico hanno
fatto si che le mutazioni talassemiche raggiungessero incidenze da
primato. Una indagine pubblicata da CARrRcassi (1974) riferisce
di incidenze altissime nei paesi delle zone paludose dell’isola o di
certe sue zone rivierasche, con punte del 35% di portatori di fa-
vismo e del 28% di portatori della (-talassemia a Cabras. Per
contro, come vuole la teoria della selezione malarica, a Fonni, De-
sulo e Tonara i due difetti incidono per circa il 4%, mentre nella
Sardegna nel suo complesso I'incidenza media veniva stimata nel
16% di B-talassemici e nel 12,6% di favici. Programmi di scree-
ning pitt recenti effettuati da Cao e coll. (1978) nelle citta o in
agglomerati industriali con una diversa metodologia, hanno sti-
mato nelle provincie di Cagliari ed Oristano, Nuoro e Sassari inci-
denze della B-talassemia pari al 12,9 11,8 e 11,6% rispettivamente.
L’a-talassemia incide nelle stesse provincie per il 6,7 8,5 e 6,5%.
L’incidenza della a-talassemia si dimostra sorprendentemente ele-
vata se calcolata con i sofisticati metodi della ibridizzazione mole-
colare con mappaggio genico: KAN riferisce che la frequenza del
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cromosoma con assetto -o. € pari a 0,18; ci0 significa che circa il
36% dei sardi sono portatori di questo seppur lieve difetto (ci-
tato da MELONI e coll., 1980). Nonostante le sue notevoli dimen-
sioni il fenomeno dell’a-talassemia in Sardegna, oltre ad ingenerare
non poca confusione, resta ai pilt abbastanza sconosciuto anche per-
ché fortunatamente, come gid detto, non sono noti ne & probabile
che lo saranno, casi di idrope fetale da omozigosi. Eppure lo studio
di questo difetto e dei suoi modi di esprimersi fenotipicamente
hanno impegnato, ed impegnano tuttora, diversi ricercatori. Dopo
la segnalazione fatta da Bianco e coll. (1972) della presenza della Hb
Bart, che ¢ il segno tipico della presenza dell’a-talassemia alla nascita
nel 4,3% dei neonati della provincia di Sassari, altre indagini hanno
evidenziato che l'incidenza ¢ in realta pil elevata. Cao e coll.
(1978) riferiscono una incidenza del 12,6% nei neonati di Cagliari
mentre in una serie di indagini del nostro gruppo si & verificato
che il tetramero & presente, in concentrazioni comprese fra lo 0,6
ed il 10%, nel 13,46% dei neonati della provincia di Sassari
(LongGINOTTI € coll., 1977; DEMURO e coll., 1980). E noto da tem-
po che le indagini sull’a-talassemia sono pit agevoli e precise se
condotte nei neonati, tuttavia le troppe discrepanze esistenti fra
i dati rilevabili in quel campione e fra gli adulti, fanno ritenere che
in effetti la espressione fenotipica di questo difetto nelle popolazioni
della Sardegna e del Mediterraneo sia molto diversa da quella ri-
scontrata negli orientali, come sottolineato in precedenza.

La forma (B-talassemica predominante in Sardegna & quella de-
finita $° a causa della mancanza assoluta di sintesi di Hb A nel-
PPomozigote. Nel 1977 abbiamo comunque potuto dimostrare che
nella parte settentrionale dell’isola sono presenti casi con livelli di
Hb A, determinabili sia alla elettroforesi che con il metodo della
sintesi in vitro della emoglobina, fino al 40% (MAsALA e coll,,
1977). Tali soggetti, figli di entrambi i genitori con i classici para-
metri della B-talassemia eterozigote, sono definibili omozigoti #*-ta-
lassemici. In quasi tutti i casi da noi esaminati le manifestazioni
cliniche sono assai modeste, con richieste trasfusionali da scarse a
nulle e tali da assomigliare tale forma a quella descritta nei Negri
americani (dati non pubblicati).

Oltre alla 8° e alla B*-talassemia abbiamo potuto stabilire la
presenza di forme i cui danni molecolari possono corrispondere a
quelli di ciascuno dei genotipi della Fig. 3. Sono presenti cioé casi
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di HPFH con produzione di catene °y e "y in proporzioni simili,
altri pit numerosi con Hb F formata prevalentemente da catene
*v (MASALA e coll., 1980) ed altri, rari, con sole catene °y (dati
non pubblicati). Nel meridione dell’isola & stata anche segnalata una
incidenza dello 0,12% di 6B-talassemia, 0,25% di HPFH di tipo
eterocellulare e sporadici casi di portatori di Hb S (Cao e coll.,
1978).

E facilmente comprensibile come tutti i genotipi descritti pos-
sono interagire e presentarsi in associazione nello stesso individuo
con manifestazioni anche inattese che, in ogni caso, devono essere
ben conosciute o riconoscibili da parte di chi opera nei laboratori
preposti alla diagnosi delle talassemie.

Due genotipi che molto facilmente si ritrovano associati a cau-
sa delle rispettive alte incidenze, sono quelli o e (B-talassemici. Il
doppio eterozigote a-B-talassemico presenta quasi sempre indici
ematologici migliori di quelli dei corrispondenti «- e B- presi sin-
golarmente e spesso del tutto normali (MASALA e coll., 1979). Le
variazioni osservabili nei principali genotipi talassemici rispetto
al normale sono schematizzati nella Tabella 1.

TABELLA 1
B-tal. a-tal. a-B-tal.  §-B-tal. HPFH
MCV 4 Y No y Y N
MCH A Y Novy Y N
Hb A, A Noy A No vy N
. Hb F No A N No A A A
Alterazione della morfologia + + + + + + + -
Resistenze osmotiche A A No A A N
Sintesi delle globine («/B) >1 < I ><1 >1 =1

I dati numerici puntualizzanti il fenomeno $-talassemia in Sar-
degna sono semplici ma quanto mai eloquenti. Circa 200.000 por-
tatori, 12,5% della popolazione; 1 coppia ogni 65 circa in cui
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ambedue i membri sono portatori, dette « a rischio » di generare
un figlio omozigote; 1 nato omozigote ogni 200 nati vivi e circa
100 nascite di omozigoti per anno (cifre del 1976); un numero di
malati costantemente superiore alle 1500 unitd che annualmente
sono sotto regime trasfusionale; un fabbisogno di sangue due volte
il disponibile; disagi e spese notevoli che si aggiungono alle soffe-
renze dei familiari oltre che degli stessi malati; carenze notevoli
nelle strutture di diagnosi ed in quelle di cura; disinformazione.

Un notevole contributo al contenimento delle nascite di omo-
zigoti viene offerto dalla diagnosi prenatale seguita dall’aborto te-
rapeutico: grazie all’imponente lavoro del centro cagliaritano in
3 anni l'incidenza delle nascite nelle provincie di Cagliari e Ori-
stano ¢ scesa da 1 ogni 200 a 1 ogni 300 nati vivi. La pratica viene
accolta con favore e i casi in cuila coppia ha preferito continuare
la gravidanza nonostante la diagnosi di omozigosi sono stati molto
rari.

Questa possibilita rischia peraltro di restare prerogativa di
pochi fortunati senza un intervento, o una serie di interventi, che
consenta di identificare tutti i potenziali beneficiari di questa for-
ma di prevenzione che comunque, non va dimenticato, non & I'uni-
ca alternativa per chi non ne accettasse tutte le implicazioni. L’ado-
zione, I’'uso di metodi anticoncezionali sono esempi di altre possi-
bili scelte.

Stabilito che: 1) le spese necessarie per la prevenzione di
una malattia sono sempre di gran lunga inferiori a quelle per la
cura della stessa; 2) che gli interventi devono essere proporzionati
agli sforzi necessari ed alla entita del fenomeno che si vuole con-
trollare e che 3) le responsabilitd economiche devono ovviamente
essere a carico della pubblica amministrazione, il problema resta
quello di individuare la strategia pilt idonea per raggiungere lo
scopo di identificare tutte le possibili coppie a rischio e bloccare
il numero di nascite di omozigoti a minimi casuali.

Si ¢ molto discusso e si discute ancora su quali possono es-
sere le migliori forme di intervento nelle regioni ad alta incidenza
di una malattia genetica anche se non mancano esempi coronati
da successo. Sono state suggerite campagne di propoganda e prelie-
vo nelle scuole elementari e medie, nelle terze liceo, nei distretti
militari, fra le sole donne, fra le coppie in formazione eccetera.
Ognuno di tali approcci mostra vantaggi e svantaggi indubbi. Lo
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screening nelle scuole inferiori per esempio, se da un lato consente
di raggiungere quasi tutta la popolazione e di risalire dal soggetto
portatore di microcitemia a possibili coppie di genitori a rischio,
dall’altro non & completamente compreso dai piccoli oggetto del-
I’indagine, ¢ di alto costo, prevede tempi di esecuzione molto lun-
ghi ed i benefici sono ottenibili a lunga scadenza, al raggiungimen-
to cio¢ della eta evolutiva dei soggetti testati, quando una certa
parte avra avuto tutto il tempo di dimenticare quanto gli & stato
diagnosticato. Inoltre questa strategia implica la parallela prose-
cuzione delle indagini sugli adulti volontari e non. L’indagine nelle
scuole superiori mentre € capita meglio dagli interessati e consente
di ottenere in tempi pit brevi i risultati prefissati, raggiunge sol-
tanto una piccola percentuale di giovani.

Una strategia che pud dare risultati concreti immediatamente
puo essere quella dell’esame delle sole donne in eta riproduttiva
sia in quanto esse sono pilt motivate, sia perché pit facilmente rag-
giungibili tramite i ginecologi, i consultori e cosi via, ed esaminare
successivamente solo i partners di quelle risultate eterozigoti. Analo-
gamente si possono ottenere buoni risultati mediante 1’accertamento
diagnostico nelle nuove coppie prima del matrimonio. Non an-
drebbe in questo caso nemmeno sottovalutata la possibilita di ob-
bligare in qualche modo, per esempio con una disposizione di legge
o di simile autorita, le nuove coppie a sottoporsi all’accertamento
diagnostico al momento dei preparativi burocratici delle nozze, poi-
ché scopo ultimo non & di impedire che la coppia a rischio si formi,
quanto fare in modo che essa prenda coscienza della propria situa-
zione e possa poi decidere secondo le proprie convinzioni.

Tali strategie devono comunque essere precedute da campa-
gne di informazione capillari e continue tramite la stampa, le radio
e le televisioni locali e nazionali, i medici, i consultori, i parroci,
mediante manifesti, conferenze, dibattiti e quanti altri mezzi pos-
sibili onde raggiungere il maggior numero di coppie.

Nel contempo non va dimenticato che il maggior « serbatoio »
di coppie a rischio & rappresentato proprio dalle coppie gia for-
mate che, per effetto delle leggi mendeliane, sono tre volte piu
numerose di quelle conosciute per aver generato un bambino malato.

E evidente che si tratta di mettere in moto meccanismi com-
plessi e costosi, ma & anche innegabile che per la prima volta
si hanno concretamente a disposizione i mezzi tecnici per arrestare
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un triste fenomeno che & gia costato fin troppo. La quantita di in-
formazioni scientifiche emerse negli ultimi anni rappresentano un
capitale che sarebbe assurdo non investire, specie in un Paese
giudicato moderno.

RIASSUNTO

Sono descritti alcuni degli aspetti piltt recenti della biologia molecolare
e della genetica delle talassemie con particolare riguardo alla Sardegna, re-
gione nella quale la - e I'g-talassemia incidono per il 12,5 ed il 13,5% ri-
spettivamente. Nell’isola sono anche presenti la B+ e la §3-talassemia oltre
a molte forme di HPFH. Vengono suggeriti, per la prevenzione delle na-
scite degli omozigoti, programmi di screening a livello di coppie.
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