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•• Hemoglobin variants are a part of the normal embryonic and fetalHemoglobin variants are a part of the normal embryonic and fetal development, development, 
but may also be pathologic mutant forms of hemoglobin in a populbut may also be pathologic mutant forms of hemoglobin in a population, caused ation, caused 
by variations in genetics. by variations in genetics. 

•• In the embryo:In the embryo:
–– Gower 1 (Gower 1 (ζζ22εε2)2)

–– Gower 2 (Gower 2 (αα22εε2) (PDB 1A9W)2) (PDB 1A9W)

–– Hemoglobin Portland (Hemoglobin Portland (ζζ22γγ2)2)

•• In the fetus:In the fetus:
–– Hemoglobin F (Hemoglobin F (αα22γγ2) (PDB 1FDH)2) (PDB 1FDH)

•• In adults:In adults:
–– Hemoglobin AHemoglobin A ((αα22ββ2) 2) -- The most common (normal amount The most common (normal amount ~~95%)95%)

–– Hemoglobin A2Hemoglobin A2 ((αα22δδ2) 2) -- δδ chain synthesis begins late in the third trimester and in chain synthesis begins late in the third trimester and in 
adults (normal range 1.5adults (normal range 1.5--3.5%)3.5%)

–– Hemoglobin FHemoglobin F ((αα22γγ2) 2) -- Restricted to a limited population of red cells called FRestricted to a limited population of red cells called F--cells cells 
(normal range 0.3(normal range 0.3--2.0%).2.0%).
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ChoirokoitiaChoirokoitia 7000 BC: Over 150 graves, 47% of children died of 7000 BC: Over 150 graves, 47% of children died of thalassaemiathalassaemia. The oldest . The oldest thalassaemicthalassaemic skeleton in skeleton in 
Cyprus was of a child who lived about 8300 BC. Cyprus was of a child who lived about 8300 BC. KissonergaKissonerga, , PaphosPaphos..

The characteristic skeletal changes of The characteristic skeletal changes of ThalassemiaThalassemia have allowed archaeologists to identify have allowed archaeologists to identify 
the presence of the condition as far as back as the Neolithic pethe presence of the condition as far as back as the Neolithic period. It must have been very riod. It must have been very 

common even at that time. common even at that time. 
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SINDROMI TALASSEMICHESINDROMI TALASSEMICHE
•• DelezioniDelezioni di segmenti di segmenti genomicigenomici (anche (anche HPFH o High Persistence HPFH o High Persistence 

of Fetal Hemoglobin e of Fetal Hemoglobin e HbHb LeporeLepore).).
•• Mutazioni che modificano la trascrizione dei geni Mutazioni che modificano la trascrizione dei geni globiniciglobinici
•• Mutazioni che modificano la corretta maturazione dell'Mutazioni che modificano la corretta maturazione dell'mRNAmRNA
•• Mutazioni che alterano i siti di Mutazioni che alterano i siti di splicingsplicing e attivano siti criptici.e attivano siti criptici.
•• Mutazioni che creano siti di Mutazioni che creano siti di splicingsplicing alternativi. alternativi. 
•• Mutazioni che alterano la traduzione dell'Mutazioni che alterano la traduzione dell'mRNAmRNA

VARIANTI EMOGLOBINICHEVARIANTI EMOGLOBINICHE
•• Mutazioni che alterano la sequenza Mutazioni che alterano la sequenza aminoacidicaaminoacidica della betadella beta--

globina (es. anemia globina (es. anemia falciformefalciforme))
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ITALYITALY
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Frequency and type of newly diagnosed hemoglobin variants in NorFrequency and type of newly diagnosed hemoglobin variants in Northern Italy.thern Italy.

GiuseppeGiuseppe LippiLippi, Martina, Martina MontagnanaMontagnana, Elisa, Elisa DaneseDanese,, GianGian Luca Salvagno, FrancescaLuca Salvagno, Francesca BellorioBellorio,, Gian Cesare GuidiGian Cesare Guidi..

SezioneSezione didi ChimicaChimica ee ClinicaClinica,, DipartimentoDipartimento didi Scienze MorfologicoScienze Morfologico--BiomedicheBiomediche,, UniversitUniversitàà degli Studidegli Studi di Verona, Italy.di Verona, Italy.
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Hemoglobin S:  WhatHemoglobin S:  What’’s the big deal?s the big deal?

1927 Hahn and Gillespie showed 1927 Hahn and Gillespie showed sicklingsickling with with 
deoxygenationdeoxygenation of red cells in a patientof red cells in a patient
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The hydrophobic valine is exposed in the The hydrophobic valine is exposed in the deoxydeoxy conformation and conformation and 
burrows within a hydrophobic pocket of neighboring Beta chainsburrows within a hydrophobic pocket of neighboring Beta chains

Hemoglobin S polymer formationHemoglobin S polymer formation

Hemoglobin Hemoglobin 
polymerspolymers
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Simple pathologySimple pathology--complex diseasecomplex disease
•• Presence of HbS leads to a variety of clinical Presence of HbS leads to a variety of clinical 

manifestationsmanifestations-- Cool pathophysiology at work!Cool pathophysiology at work!

InfectionInfection Painful crisesPainful crises
Chest crisesChest crises Priapism Priapism 
Strokes Strokes Pulmonary Pulmonary htnhtn
SplenicSplenic sequestration sequestration AvascularAvascular necrosisnecrosis
Renal failure Renal failure 

Simple pathologySimple pathology--complex diseasecomplex disease

•• Disease severity variable and difficult to predictDisease severity variable and difficult to predict
–– Genotype (SS Genotype (SS vsvs SC SC vsvs SthalSthal))
–– Beta globin gene cluster haplotypeBeta globin gene cluster haplotype

•• Senegal most benign, central Senegal most benign, central africanafrican republic most severerepublic most severe
–– Fetal hemoglobin levelsFetal hemoglobin levels--Higher is betterHigher is better
–– ““BadBad”” in infant: in infant: dactylitisdactylitis, severe anemia, leukocytosis, severe anemia, leukocytosis

•• Steinberg MH. Steinberg MH. Predicting clinical severity in sickle cell Predicting clinical severity in sickle cell anaemiaanaemia.Br J .Br J 
HaematolHaematol. 2005 May;129(4):465. 2005 May;129(4):465--81.81.
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Incidence of SCD complications based on genotypeIncidence of SCD complications based on genotype

8.524.0Pain crisis

0.110.100.170.61Stroke

5.86.5Bacteremia

3.99.45.212.8Acute Chest Syndrome

HbS/beta+-
thalassemia

(per 100 pt-years)

HbS/beta0-
thalassemia 

(per 100 pt-years)

HbSC
(per 100 pt-

years)

HbSS
(per 100 
pt-years)

Complication

A.J. Epidemiology May 2000A.J. Epidemiology May 2000

68 years68 yearsFemales with Females with HbHb SCSC
60 years60 yearsMales with Males with HbHb SCSC
48 years48 yearsFemales with Females with HbHb SSSS
42 years42 yearsMales with Males with HbHb SSSS
Median SurvivalMedian SurvivalSex and GenotypeSex and Genotype

Survival by genotypeSurvival by genotype

•• In 1973 mean survival with SS disease was 14 years! In 1973 mean survival with SS disease was 14 years! 

Care for sickle cell patients has begun to focus on screening anCare for sickle cell patients has begun to focus on screening and d 
prevention in addition to symptom managementprevention in addition to symptom management
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Martina Martina MontagnanaMontagnana, Giuseppe , Giuseppe LippiLippi

Determinazione degli Determinazione degli Aplotipi Aplotipi del del cluster cluster 
genico della genico della ββ--globina globina in pazienti affetti da in pazienti affetti da 

Anemia Anemia FalciformeFalciforme

Premessa (1)Premessa (1)

•• Il cluster Il cluster genicogenico delladella ββ--globinaglobina èè
localizzatolocalizzato in in posizioneposizione 11p15.5 11p15.5 

•• DNA 70Kb DNA 70Kb 
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((AntonarakisAntonarakis etet al. al. HumHum GenetGenet 1985;69:1) 1985;69:1) 

Lungo il Lungo il clustercluster sono stati individuati dei siti sono stati individuati dei siti 
specifici (specifici (pipiùù di 20) di 20) che possono essere che possono essere 

riconosciuti e quindi tagliati da determinati riconosciuti e quindi tagliati da determinati 
enzimi (enzimi (endonucleasiendonucleasi) di restrizione ) di restrizione 

Premessa (2)Premessa (2)

AplotipoAplotipo

Si definisce Si definisce aplotipoaplotipo una combinazione una combinazione 
di varianti di varianti allelichealleliche lungo un cromosoma lungo un cromosoma 
o segmento cromosomico contenente o segmento cromosomico contenente 
loci in loci in linkagelinkage disequilibriumdisequilibrium
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Determinazione Determinazione 
degli degli aplotipiaplotipi

Correlazione genotipoCorrelazione genotipo--
fenotipofenotipo

nellnell’’anemia anemia falciformefalciforme

Stessa mutazione ma diversa clinicaStessa mutazione ma diversa clinica

AplotipoAplotipo??
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•• Nei pazienti affetti da anemia Nei pazienti affetti da anemia 
falciformefalciforme sono stati identificatisono stati identificati
cinque diversi cinque diversi aplotipiaplotipi maggiorimaggiori che che 
risultano in L.D. con la mutazione risultano in L.D. con la mutazione 
caratteristica caratteristica ββSS..

((PagnierPagnier etet al. al. ProcProc NatlNatl AcadAcad Sci USA 1984;81:1771Sci USA 1984;81:1771--73)73)

Origine degli Origine degli 
aplotipiaplotipi
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Altri Altri aplotipi aplotipi riconosciuti nel riconosciuti nel cluster cluster ββ--globinicoglobinico

The Senegal haplotype
remains associated with a 

higher level of HbF
compared to other African 

haplotypes 

[Nagel et al. N Engl J Med 
1985;312:880-884]
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Flussi migratori Flussi migratori 
dalldall’’AfricaAfrica

Studi di popolazione Studi di popolazione 
hanno mostrato hanno mostrato 
che ilche il 13%13% dei dei 

neonati affetti da neonati affetti da 
emoglobinopatieemoglobinopatie si si 
trovano nei paesi trovano nei paesi 

Occidentali Occidentali 
(Europa ed Italia), (Europa ed Italia), 
a causa dei flussi a causa dei flussi 

migratorimigratori
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Scopo dello studioScopo dello studio

•• SviluppareSviluppare unauna metodicametodica di di laboratoriolaboratorio
per lo studio per lo studio deglidegli aplotipiaplotipi, , alloallo scoposcopo di di 
determinaredeterminare la la prevalenzaprevalenza e la e la 
distribuzionedistribuzione deglidegli aplotipiaplotipi neinei soggettisoggetti
con con anemia falciformeanemia falciforme residentiresidenti in Italia in Italia 
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Popolazione Popolazione 
studiatastudiata

•• 68 68 pzpz. . 
•• Sesso: 30 maschi e 38 femmine Sesso: 30 maschi e 38 femmine 

•• EtEtàà: 1: 1--59 anni59 anni
•• 18 SS, 38 AS, 4 SC, 8 S/beta 18 SS, 38 AS, 4 SC, 8 S/beta talassemiatalassemia

RogersRogers ZR, ZR, etet al. al. 
Nonblack patients with sickle cell disease have Nonblack patients with sickle cell disease have 

African African beta S gene beta S gene cluster haplotypescluster haplotypes..
JAMA.JAMA. 1989;261:29911989;261:2991--4. 4. 

18 pazienti18 pazienti non africaninon africani affetti da AF.affetti da AF.

““TheseThese data data strongly supportstrongly support the the concept thatconcept that the the 
beta s gene on beta s gene on chromosomechromosome 11 of 11 of these individuals these individuals 
isis of of African originAfrican origin..
The The clinical severityclinical severity of the of the diseasedisease in in these these 
nonblack patients isnonblack patients is appropriateappropriate to their haplotypeto their haplotype
and and is comparable with thatis comparable with that of black of black patientspatients..””

62 Africa62 Africa
1 Italia1 Italia
1 Cuba1 Cuba

1 1 RepRep. . DomDom..
1 Albania1 Albania
2 Brasile2 Brasile
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Senegal

Benin

Bantu

Migration Migration 
fromfrom Africa Africa toto……

Modified from:
BJ Bain. 

Haemoglobinopathy 
diagnosis. 2006

1. Estrazione del DNA1. Estrazione del DNA
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Primer sequences were those given by Old [Old JM. Hemoglobinopathies. In: 
Elles R, editor. Methods in molecular medicine: molecular diagnosis of genetic 
disease. Totowa, NJ: Humana Press; 1996:169–183] with minor modifications. 

2. Amplificazione di 7 frammenti 2. Amplificazione di 7 frammenti 
del del cluster cluster betabeta--globinicoglobinico

M     1     2     3     4     5    6    7M     1     2     3     4     5    6    7
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Digestione con enzimi di restrizioneDigestione con enzimi di restrizione

I I prodottiprodotti delladella PCR di PCR di ciascunciascun pzpz. (7 per . (7 per ogniogni pzpz.) .) 
sonosono statistati incubatiincubati con con ll’’appropriatoappropriato enzimaenzima di di 
restrizionerestrizione (3h 37(3h 37°°C) ed i C) ed i frammentiframmenti risultantirisultanti sonosono
statistati fattifatti migraremigrare susu gel di gel di agarosioagarosio al 3%. al 3%. 

Siti di restrizione studiati:Siti di restrizione studiati:
HincIIHincII (5(5’’ toto εε), ), HindIIIHindIII ((withinwithin IVS2 of the GIVS2 of the Gγγ
and Aand Aγγ), ), HincIIHincII (in 5(in 5’’ and 3and 3’’ of of ψψßß), ), AvaIIAvaII (5(5’’ to to ßß) ) 
and and HinfIHinfI (3(3’’ to to ßß).).

Analisi dei risultatiAnalisi dei risultati

Per determinare gli Per determinare gli aplotipi aplotipi eterozigoti, eterozigoti, 
abbiamo assunto che i pazienti eterozigoti abbiamo assunto che i pazienti eterozigoti 
possedessero unpossedessero un aplotipo aplotipo comunecomune ed uned un
aplotipoaplotipo raroraro, come riportato da , come riportato da SteinbergSteinberg, , 
piuttosto che due diversi piuttosto che due diversi aplotipi aplotipi rari. rari. 

((SteinbergSteinberg etet al. al. AmAm J J HematolHematol 1995;48:1751995;48:175––181) 181) 
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M    M    --//-- +/+    +/+    --//-- --//-- +/+     +/+/+     +/-- +/+ +/+ 

--++++--++++--CameroonCameroon

++++++++--++++SenegalSenegal

++++++++--++++ArabArab--
IndianIndian

++++++----++--BantuBantu

++++++--------BeninBenin

HinfHinf IIAva IIAva IIHincHinc IIIIHincHinc IIIIHindHind IIIIIIHindHind IIIIIIHincHinc IIII

Costruzione Costruzione 
delldell’’aplotipoaplotipo
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Frequenza determinata sugli 86 cromosomi SFrequenza determinata sugli 86 cromosomi S

79%

12%
1% 5% 1% 2%

BENIN
BANTU
SENEGAL
IX
A
II

79%
12%
1%

86
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EsEs. 1: . 1: aplotipoaplotipo BeninBenin--BeninBenin

M      -/- -/- -/- -/- +/+     +/+ +/+ 

M      -/- -/+      -/- -/- +/+     +/+ +/+ 

EsEs. 2: . 2: aplotipoaplotipo BeninBenin--BantuBantu
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ConclusioniConclusioni

I I nostrinostri datidati rivelanorivelano delledelle frequenzefrequenze sovrapponibilisovrapponibili a a 
quellequelle osservateosservate in in altrialtri paesipaesi

Rimaniamo in attesa dei dati Rimaniamo in attesa dei dati 
clinici per verificare la clinici per verificare la 

nostra ipotesi di partenzanostra ipotesi di partenza……


