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e «M0O0» emocromo e
separazione Hb

(Supplemento ordinario alla “Gazzetta Ufficiale, n. 65 del
18 marzo 2017 - Serie generale)

e HbA2 cod 90.66.3
e Hb anomale cod 90.66.5
e HbF cod 90.66.4
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Globin separation

High Performance Liquid Chromatography

(HPLC)

Column with small silica spheres, weakly cationic.
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Globin separation

Capillary electrophoresis (CE)

Charged molecules are Y et \
separated by their

electrophoretic mobility

Silica Capillary in thermo-
conductive resin (25um
diameter)
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Delta thalassemia carrier
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Hereditary Persistance Fetal Hb
(HPFH)
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Beta thalassemia carrier
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Known causes underlying Hb A, levels outside the normal range

Increase (excluding p-thalassaemia variants)
Genetic
KLF1 variants
Triplicated o gene
Some unstable variants

Hb variants eluting with or close Hb A,

Acquired
Hyperthyroidism

Megaloblastic anaemia
Aplastic crisis in HS
Antiretroviral drugs

Pseudoanthoma elasticum

Reduction
Genetic
d-thalassaemia
d-chain variants
a-chain variants
Hb Lepore!
a-thalassaemia?
dp and yop thalassaemia;

some mild B thalassaemia variants

Acquired
Severe iron deficiency anaemia

Sideroblastic anaemia
Lead poisoning

Leukaemia, aplastic anaemia

EMQN Best Practice Guidelines for molecular and haematology methods for
carrier identification and prenatal diagnosis of the haemoglobinopathies
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Standardizzazione dei valori di laboratorio per la diagnosi di
portatore di alfa talassemia

Vincenzo Voi!, Lidia Cereda!, Emanuele Pivetta?, Antonio Piga!

1 Centro per le Emoglobinopatie, Dipartimento di Scienze Cliniche e Biologiche, Universita di Torino, Ospedale S. Luigi
Gonzaga, Regione Gonzole 10, 10043 Orbassano (Torino), Italia

z Epidemiologia dei tumori e CRPT U, Medicina d'Urgenza - MECAU, DiEBrtimenlD Scienze Mediche, Universita di Torino,
AOU Citta della Salute e della Scienza di Torino - Presidio Molinette

Introduzione: La maggior parte delle linee guida ritengono un MCV < 79 fl e un MCH < 27 pg utili allo screening diagnostico di
portatore sano di alfa talassemia e suggeriscono l'identificazione di valori propri di riferimento.

Obiettivo dello Studio: verificare la sensibilita/specificita di tali indicazioni nella nostra realta ed eventualmente individuare nuovi
valori soglia di MCV e MCH ottimali per I'orientamento diagnostico di portatore sano di alfa talassemia nella nostra attivita di

prevenzione.

Metodi: abbiamo incluso nellanalisi solo | soggetti studiati direttamente a livello molecolare in quanto partner di portatori sani di
beta talassemia e HbS afferenti allambulatorio di diagnosi e prevenzione delle emoglobinopatie, nel periode 2011-2018.

La diagnosi molecolare & stata effettuata con reverse dot blot o sequenziamente del gene.

Criteri di esclusione: soggetti selezionati per lo studio molecolare in base agli indici globulari o a criteri clinici; soggetti portatori (o
con associazione di) di altra emoglobinopatia o di triplo alfa; soggetti con valori di saturazione della transferrina < 15%, o ferritina <
30 ng/dl; soggetti con patologie croniche.

E stata calcolata I'accuratezza diagnostica per MCV < 80 fl e MCH < 27 pg.

Per individuare i valori di MCV e MCH per massimizzare sensibilita e specificita dei parametri abbiamo applicato il test di Youden e
il metodo di Liu).

Risultati: da un totale di 489 pazienti analizzati, sono 4, -

state incluse 394 osservazioni: l'eta mediana era di
M

33,5 anni (igr 8,4 anni). | casi portatori di un difetto di ¥/
I A
w £l =
wov i

mutazioni degli alfa geni e 5 portatori di triplicazione

del gene che non sono stati inclusi nell'analisi dei cut- &+
off (Vedi grafici a lato). LMCV era inferiore a 80 fl in 29

casi (37,2%) e 60 avevano un MCH < 27 pg (76,9%). La e £
sensibilitd e la specificita, applicando uno dei due

tipo alfa talassemico sono risultati 83; 78 delezioni o Si'
al
f

parametri, sono rispettivamente per 'MCV: 37,2% (intervallo di confidenza al $5%, IC, 26,5%
- 48,9%) e 98,4% (IC 96,3% - 99,5%); per MCH: 76,9% (IC 66% - 85,7%) e 89,2% (IC 85,3% -
92,4%). Le curve ROC mostrano un valore di area sotto la curva (AUC) di 0,678 per 'MCV e
di 0,831 per IMCH (p<0,001).

Il valore massimo di AUC di MCV e di MCH per I'identificazione di un difetto alfa & risultato
essere rispettivamente di 84,25 fl e di 27,55 pg, con un’ AUC di 0,82 per I'MCV e di 0,84 per

8.

L) 02 e ars we |'MCH (utilizzando sia lo Youden index che il metodo di Liu).
T ey s T s R0C e 0T | Di ione: le soglie identificate per il nostro laboratorio si discostano dalle linee guida

internazionali per I'MCV, risultando essere pil sensibile e
specifico il valore di 84 fl mentre 'MCH < 27 pg si conferma essere un valore adeguato. In teoria il e n | %
nostro risultato potrebbe avere diverse spiegazioni. Possiamo escludere bias di rilevamento, data Eterozigote -3,7 52 667
I'alta affidabilita dei counter di ultima generazione. Abbiamo posto la massima cura nel prevenire Eterozigote a2 init cd

Incidenza dei difetti sifs analizzsti nello studio

bias di selezione, molto comuni in questo tipo di studi, escludendo tutti i soggetti che potessero (T>C) 5 |64
essere stati studiati in base agli indici globulari. Limitando lo studio alla nostra attivita per le - - MED 11,3
coppie abbiamo volute indirettamente, ma efficacemente limitare il bias per eta, non includendo clustera-25kb | 1 1,3
quindi la ben nota variabilita di MCV/MCH dei soggetti pediatrici (ed in parte degli anziani). Alcuni Omozigete -3,7/-3,7 | 9 11,5
degli studi che supportano le linee guida includone soggetti in eta pediatrica. Di nuovo diversi Eterozigote IVSI(-5nt) 5 6,4
studi di riferimento per le linee guida sono stati fatti su popolazioni in cui la prevalenza di difetti 4.2 113
alfa @ maggiore, con indici globulari mediamente piu bassi. -20.5 | 2 |26
. . . I . . . o Omozigote a2 init cd
In conclusione, i nostri dati confermano I'utilita di individuare i propri valori di riferimento per (T>C) 1.3
migliorare la propria accuratezza diagnostica. Eterozigote c.91G>A 1 3
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Variant haemoglobin
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Molecular analysis is a second level test
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e First level test not conclusive
= variant Hb characterization
= ¢ talassemia carrier (a+)
= B+/silent mutations (e.g. borderline HbA2)




e First level test not conclusive
= variant Hb characterization
= o talassemia carrier (a+)
= B+/silent mutations (e.g. borderline HbA2)

e «double carrier»: suspicion of a and B thalassemia

carrier, in order to correctly define the recurrence
risk



e First level test not conclusive
= variant Hb characterization
= ¢ talassemia carrier (a+)
= B+/silent mutations (e.g. borderline HbA2)

o «double carrier»: suspicion of a and B thalassemia
carrier, in order to correctly define the recurrence
risk

e To define the mutation in a carrier (gen-phen
correlation)



Table 5 Genetic variations associated with normal/borderline Hb A2 levels—a guideline of related haematological and biosynthetic
characteristics

Variation HGVS nomenclature NM_000518.4 (HBB) Variation traditional nomenclature MCV fi MCH pg Hb Az o/ ratio
c.—151C>T f —101 (C—T) 88.5+7.8 30.1+1.0 3.1£1.0 1.3+0.4
c.—142C>T p =92 (C(T) 83.0%£6.0 283120 3.51£0.4 1.3£0.8
c.—18C=>G f +33 (C(G) 82.0+9.2 27.113.4 25+t1.4 1.3+£0.6
c.316-7C>G pINS2-844 (C—G) 96.0+4.0 30.3+£1.8 3.2+£0.2 1.0+£0.6
c.*6C>G f +1480 (C—Q) 88.3+9.5 27.916.0 2.7+0.8 1.6+0.4
oot 85.5+7.8 30.4+5.0 28+0.6 1.2+£04
KLF1 variants (29) 82.7+5.7 27.812.2 3.6x£0.2
c.—b0A=C Cap+ 1 (A(C) 23-26* 75-80* 3.4-3.8*% —
c.92+6T=C p IVS1-6 (T—C) 71.0+4.0 23.1+2.2 3.4£0.2 1.9+£1.0
&+ fi thalassaemia 64.3+4.0 209+1.4 3.6+0.2 1.7+£0.6

Values (mean £ 2SD or range (*)) are a guideline and represent those reported in various studies on carriers of these variants (prepared by R Galanello).

Note: It is recommended that subjects with borderline Hb A2 levels, particularly if their partner is a typical f-thalassaemia carrier, should be extensively investigated (x and  gene analysis, globin
biosynthesis), although the majority usually have normal HBB and HBA genes. Borderline-raised Hb A2 levels in normal individuals are usually explained as the extreme distribution of the normal
range of the Hb A2.

Furthermore, in couples where one partner is heterozygous for a severe z-thalassaemia defect and the other is a f-thalassaemia carrier, it is recommended that the HBA gene cluster be fully
characterized in the fi-thalassaemia carrier in order to preclude any risk of offspring with severe Hb H disease or Hb Bart’s hydrops.

Traeger-Synodinos J et al. European Journal of Human Genetics (2015) 23



e Sideropenia in pregnant couples:

a and B globin genes analysis if the
partner is a carrier in order to avoid PND delay



e Sideropenia in pregnant couples:
a and B globin genes analysis if the

partner is a carrier in order to avoid PND delay

e EXC
trip

ude alpha globin gene
ication/quadruplication in the partner of a B

tha

assemia carrier to rule out NTDT risk



e Sideropenia in pregnant couples:

a and

partner is a carrier in order to avoid PND delay

e EXC
trip

B globin genes analysis if the =

ude alpha globin gene
ication/quadruplication in the partner of a

tha

assemia carrier to rule out NTDT risk

e Before prenatal diagnosis:
e Parental DNA must be known
e PND 50 is possible but residual risk




o Before prenatal diagnosis:
e Parental DNA must be known
e PND 50 is possible but residual risk

(2 different techniques — maternal cell contamination)



Paternity — maternal contamination

Microsatellite= short repeated DNA sequences, non
coding, highly polymorphic

MOM DAD S1

ﬂ&hﬁ)h H»

D |
®
fr



* o0-globin genes more prone to deletion/duplication
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* o-globin genes more prone to deletion/duplication

e (3-globin gene more prone to point mutations
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Singol gene analysis

e DNA extraction
e PCR
e Sequencing

Chromosome



(a) Probe CACAATAAATACTTACTCTCCCCAG
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Next generation sequencing
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