TERAPIA DELLE EMOGLOBINOPATIE

AGGIORNAMENTO SU DIAGNOSIE

La diagnosi prenatale e le coppie a rischio

Dott.ssa Stefania Bigoni
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Coppie a rischio riproduttivo

CONSULENZA GENETICA NELLE

TALASSEMIE ED EMOGLOBINOPATIE
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Direttore Prof.ssa Alessandra Ferlini

Centro di riferimento riconosciuto (HUB) a livello
regionale:
v’ per la consulenza genetica
v’ per la diagnostica molecolare



Consulenze genetiche

Prenatali (tutte le tipologie)

Postnatall
 CUP (I accesso)
* Ambulatori dedicati:
» Talassemia Postnatale
* Oncogenetica
« Cardiogenetica
« Dismorfologia
* Neurogenetica
* Miogenetica






Immunogenetica

— Laboratorio | livello

Consulenza

Associazioni : .
genetica Ematologia

Riferimento per le Cenrto Trapianti
- alassemie

- Ginecologia ' -




LA CONSULENZA GENETICA NELLE TALASSEMIE

Epoca di invio della coppia alla consulenza genetica

PRECONCEZIONALE PRENATALE




CONSULENZA GENETICA
PRECONCEZIONALE

Motivazione: definizione del rischio riproduttivo

s»Coppie in cui entrambi i partner sono portatori di trait beta talassemico

“»*Coppie in cui vi & il sospetto per uno/entrambi i partner di trait “talassemico” o
di difetto emoglobinico

**Coppie in cui uno dei due partner ¢ affetto da T. Major (coppie PMA)

**Modalita di accesso: | accesso CUP (numero verde 800 532 000) /Amb Dedicato
su invio specialistico (email geneticamedica@pec.ospfe.it)




CONSULENZA GENETICA PRENATALE

Motivazione: conferma del rischio riproduttivo/programmazione DP

a) Coppie in cui entrambi i partner sono portatori di trait beta talassemico
Situazione piu semplice
Entrambi lo sanno da sempre, ricorre nelle famiglie

Generalmente giungono precocemente in gravidanza (rarissimo l'invio nel Il
trimestre)

Spesso sono stati gia caratterizzati molecolarmente in epoca preconcezionale
Caratterizzazione molecolare indispensabile alla programmazione della DP

Modalita di accesso: numero tel dedicato: 0532 236491, dal lun al ven, 11-13




CONSULENZA GENETICA PRENATALE

Motivazione: conferma del rischio riproduttivo/programmazione DP

b) Coppie in cui vi e il sospetto per uno/entrambi i partner di trait
“talassemico” o di emoglobinopatia

Non sempre si giunge ad una DP

Fondamentale e il raccordo di tutti i dati disponibili (esami con cui la coppia giunge,
esami di | livello in corso di consulenza, esiti indagini molecolari)

Caratterizzazione molecolare indispensabile alla programmazione della DP

Modalita di accesso: numero tel dedicato: 0532 236491, dal lun al ven, 11-13




Iter diagnostico

s*complesso

s coinvolge diverse competenze
**In gravidanza da effettuarsi in tempi rapidi




Step: Strumenti di Lavoro

A) Raccolta di informazioni:

v'Anamnesi personale e analisi dell’albero familiare (altri familiari portatori o affetti, precedenti
gravidanze esitate in idrope fetale)

v'Area di provenienza (aree ad elevata frequenza di particolari difetti emoglobinici cfr. DeltaBeta
tipo Sicilia, HbS, Hb Hasharon)

B) Esame ematologico di base

Esame di base per Emocromo
talassemia/emoglobinopatia Sideremia
Transferrina

Ferritina
Cromatografia dell’Hb con dosaggio HbA2,HbF

Assetto emoglobinico: cromatogramma tipo

Time (min.)




Assetto emoglobinico: cromatogramma tipo
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1I° Step: Strumenti di Lavoro

Analisi molecolare geni globinici

s*Reverse Dot Blot

s*Sequenza geni Beta/Alfa/Delta/Gamma globinici
**MLPA (cluster beta, alfa globinico)

+*NGS
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ITER DIAGNOSTICO

I

Patient or her partner at 1l risk for thalassemia and/or hemoglobinopathy

I

CBC (MCV & MCH), and Hb
electrophoresis or HPLC

l \

MCV 2 801L MCV < 80fL or MCYV < 80CfL and/or Hb variant
MCH 227 pg MCH < 27pg. MCH <27pg,with (e.g. HbS, HbC,
Normal Hb and Normal Hb increased Hb A2 or F HbD, HbE)
Electrophoresis/ electrophoresis/HPLC

HPLC I

Ferritin & smear for .
H bodies on patient, and CBC, Hb electrophoresis/

; ; HPLC, and
screening of partner with '
CBC, Hb electrophoresis/ HbAZ and Hb F
HPLC, HbA2, HbF quantitation on partner Partner shows

totally normal result
/ \ '

Partner shows One partner [} thal trait Both are [} thal trait, Both carriers
totally normal result One partner « thal trait or one is  thal trait and the of HbS, HbC
other HbS, HbC, HbD or Hb E HbD or HbE

\ 4

Both positive for « thal by H body, or

both possible a thal trait (low MCV, low
MCH, normal HbA2, normal ferritin)

Genetic consultation recommended for additional molecular studies if indicated, and
counselling regarding risk of clinically significant hemoglobinopathy or thalassemia in
fetus. Prenatal diagnosis should be offered to couples at risk

Algoritmo diagnostico,da Langlois et al. 2008
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a Talassemia B Talassemia




Table 5. Examples of hemoglobin variants that co-elute with or near HbA2 in HPLC.

Hb Abruzzo
b Akron

Hb Kenya
b Korle Bu *

Hb Boras

Hb Lepore Baltimore

Hb Bethesda *

Hb Lepore Boston

Hb Chandigarth

Hb Lepore Hollandia

Hb Deer Lodge

Hb Loves Park *

Hb D lran *

Hb M Saskatoon

Hb Denver *

Hb Muravera

Hb D-Ouled Rabah

Hb Nebraska

Hb E

Hb Ocho Rios

Hb Ethiopia *

Hb Osu Christiansborg *

Hb Fort Worth

Hb Paddington

Hb G Copenhagen

Hb Rocky Mountain

Hb G Coushatta *

Hb San Bruno *

Hb G Ferrara

Hb Santa Juana *

Hb G Galveston

Hb Sld (the aged adduct of Hb due to glutathione)

Hb G Honolulu *

Hb Spanish Town

Hb G Taipei

Hb Toulon

Hb Hoshida

Hb Tubingen

Hb Hamadan

Hb Zuri

Mandprile G et al, J. Clin. Med. 2022, 11, 5426



Table 4. Main individual preanalytical variables that can modify the value of HbA2.

‘

Increased HbA2 -
Megaloblastic anaemia
Antiretroviral therapy for HIV

Hb unstable variants

Supernumerary alpha genes variants (i.e.,

oo/ o)

Glycated component of the Hb B variant if
present (a)

Liver disease /alcohol

Hypertrophic osteoarthropathy

KLF1 mutations

Mandrile G et al, J. Clin. Med. 2022, 11, 5426



a Talassemia O Talassemia




Table 4. Main individual preanalytical variables that can modify the value of HbA2.
‘

- Reduced HbA2
Severe Iron-deficiency-arfemia

Sideroblastic anemia
d-Thalassaemia (b)

d -Thalassaemia chain variants (c)

a-Thalassaemia chain variants(d)

Same type of HpFH due to defect in the
Gamma gene promoter (e)

dB-Thalassaemia

a-Thalassaemia: borderline in Alf + or ALPHA
while it is marked in H hemoglobinosis

Hb Lepore (f)
HbD (a) e C (f)

Mandrile G et al, J. Clin. Med. 2022, 11, 5426






Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:

Ipotesi:
Portatore di trait
MCV 63 beta talassemico

MCH 21,6
HbA2 5,2
HoF 1,5

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta+IVS1-nt110




Modalita di trasmissione
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Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:

Ipotesi:
Portatore di trait
MCV 63 beta talassemico

MCH 21,6
HbA2 5,2
HoF 1.5

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta+IVS1-nt110

Sl

Rischio del 25% di prole affetta da T. Major Percorso di DP/PGD



Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:
Rischio del 25% di Hz composta

Ipotesi:
Portatore di trait
MCV 85 beta

MCH 29
HbA2 3,6
HoF 1,3

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta+IVS1-nt101

Beta® cod.39/Beta+IVS1-nt101 (fenotipo variabile da
portatore di trait beta talassemico/talassemia intermedia)



Talassemia Intermedia

Fenotipo estremamente variabile
1. Anemia e ittero, variabile

2. Splenomegalia

3. Crescita e sviluppo

4. Alterazioni ossee

Non-transfusion-dependent thalassemias (NTDT)
B-Thalassemia intermedia

Mild/moderate hemoglobin E/B-thalassemia
re-Thalassemia intermedia (hemaglobin H disease)

I—‘—\

Transfusions Occasional transfusions More frequent transfusions Lifelong regular transfusions
seldom required required (e.g. surgery, required (e.g. poor growth required for survival
pregnancy, infection) and development, specific
morbidities)

Transfusion requirement

R-Thalassemia major

Severe hemcglobin E/B-thalassemia
ct Thalassemia trait/minor re-Thalassemia major (hemaeglobin Bart's hydrops fetalis)
R-Thalassemia trait/minor

Figure 1.”Transfusion requirement in varicus thalassemia forms.

Khaled M.et al, Musallam, Haematologica 2013



Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:
Rischio del 25% di Hz composta

Ipotesi:
Portatore di trait
MCV 85 beta

MCH 29
HbA2 3,6
HoF 1,3

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta+IVS1-nt101

Percorso di DP/PGD

Beta’ cod.39/Beta+|VS1-nt101 (fenotipo variabile da (?)
portatore di trait beta talassemico/talassemia intermedia)



Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Ipotesi:

MCV 82
MCH 28

HbA2 3,2
HbF 1,1

Analisi molecolare geni alfa
globinici:
Eterozigosi triplo alfa - anti 3.7

Counselling genetico:



Incremento del numero di copie dei
geni o- globinici

Cluster a—globinico
16p13

EMOCROMO
GLOBULI BIANCHI :

GLOBULI ROSSI :

ERITROBLASTT :
NEUTROFILI :
LINFOCITI :
MONOCITT :
EOSINOFILI:
BASOFILI :
Neutrofili :
Linfociti :
Monociti :
Eosinofili :
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EMOGLOBINA F : 0.4
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Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57 MCV 82

MCH 17 MCH 28
HbA2 4,9 HbA2 3,2
HbF 0,9 HbF 1,1

Ipotesi:

Analisi molecolare geni Analisi molecolare geni alfa

beta globinici: globinici:
Eterozigosi Beta® cod 39 Eterozigosi triplo alfa - anti 3.7

Counselling genetico:

Rischio del 25% di doppia eterozigosi per Percorso di DP/PGD
Beta® cod.39/ triplo alfa - anti 3.7 (talassemia (?)

intermedia)



|potesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 57

MCH 17
HbA2 4,9
HbF 0,9

Analisi molecolare geni

beta globinici:
Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:

Ipotesi:
Portatore di trait
MCV 75 alfa talassemico

MCH 25,6
HbA2 2,7
HbF 1

Analisi molecolare geni alfa

globinici:
Eterozigosi del. alfa-3.7
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|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di trait
beta talassemico MCV 57 MCV 75 alfa talassemico

MCH 17 MCH 25,6

HbA2 4,9 HbA2 2,7
HbF 0,9 HbF 1

globinici:

beta globinici:
Eterozigosi del. alfa-3.7

Eterozigosi Beta’ cod 39

Counselling genetico:
Rischio del 25% di doppia eterozigosi NO Percorso di
Beta® cod 39 e delez. alfa-3.7 DP/PGD!!!!



Ipotesi:
Portatore di trait
alfa talassemico

|potesi:

Portatore di trait
alfa talassemico MCV 75 MCV 75
MCH 25,6 MCH 25,6
HbA2 2,7 HbA2 2,7

HbF 1 HbF 1

globinici: globini.ci: :
Eterozigosi del. alfa-3.7 Eterozigosi del. alfa-3.7

Counselling genetico:

Rischio del 25% di omozigosi per la del. alfa-3.7 —

Percorso di
DP/PGD



|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di trait
alfa talassemico MCV 66 MCV 67 alfa talassemico

MCH 20,3 MCH 21,9
HbA2 2,2 HbA2 2,7
HoF 0,4 HoF 1,4

globinici: globini.ci: : :
Eterozigosi delezione --FIL Eterozigosi delezione --FIL

Counselling genetico:
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|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di trait
alfa talassemico MCV 66 MCV 67 alfa talassemico

MCH 20,3 MCH 21,9
HbA2 2,2 HbA2 2,7
HoF 0,4 HoF 1,4

Analisi molecolare geni alfa Analisi molecolare geni alfa

globinici: globini.ci: : :
Eterozigosi delezione --FIL Eterozigosi delezione --FIL

Counselling genetico: S|
Rischio del 25% di omozigosi per la del. Percorso di

—FIL (idrope fetale) DP/PGD!!



Modalita di trasmissione

x -

o -

both parents carry alpha thalassemia trait wath two
abnormel e/phs globn genes cn the same chromosoms

25 %

hydrops fetalis
(alpha thal major)

o

normal alpha thal
hamoglobin tralt (cls Type)

thers is a 26% chance with each
pragnancy thet thair child vl Innart
hydrops fetalis cr alpha thalassemia
major, in which all four alpha globin genss
are abrornmal.

Must incividusls wilh this condition e
befere or shorthy after birth.

In some axtremaly rare cases. In
utero bleed tranefusione have
sllowed the birth of chidren
with hydrogs fetsie who
then resquire lifelcng blood
translusions ane exlensive
ongong moxscal care,

Opzioni Riproduttive
 Epoca preconcezionale
 PMA con PGD-M/PGD-A
 Epoca prenatale
« Celocentesi
« CVS/LA
 DNAfetale (?)



Ipotesi:
Portatore di trait
alfa talassemico

|potesi:

Portatore di trait
alfa talassemico MCV 75
MCH 25,6
HbA2 2,7

HbF 1

globinici: globini.ci: :
Eterozigosi delezione --FIL Eterozigosi del. alfa-3.7

Counselling genetico:



one parent has alpha
thalassemia trait with
two abnormal alpha
globin genes on the same
chromosome

normal
hemoglobin

The alpha thalassemia traits combine in different
ways to produce blood disorders that range from
mild to severe in their effect on the human body.

and the other parent has
the silent carrier state with
a single abnormal alpha glo-

bin gene on one

chromosome
%
25%
hemoglobin H
disease
— X o o
—- o o) (—
alpha thal alpha thal
trait silent carrier

there is a 25% chance with each
pregnancy that their child will be born with
hemoglobin H disease in which three of
the four alpha globin genes are abnormal.

In this condition, the lack of alpha protein is
great enough to cause moderate to
severe anemia and may cause
serious health problems such
as an enlarged spleen, bone
deformities and fatigue.




Ipotesi:
Portatore di trait
alfa talassemico

|potesi:

Portatore di trait
alfa talassemico MCV 75
MCH 25,6
HbA2 2,7

HbF 1

Analisi molecolare geni alfa Analisi molecolare geni alfa

globinici: globini.ci: :
Eterozigosi delezione --FIL Eterozigosi del. alfa-3.7

Counselling genetico:
Rischio del 25% di eterozigosi composta
per le del.-alfa 3.7/--FIL (Malattia HbH)

?7?77?
Percorso di DP/PGD



|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di trait
alfa talassemico MCV 75 alfa talassemico

MCH 25,6
HbA2 2
HbF 1
HbVar 1,3

Analisi molecolare geni alfa . . :
Analisi molecolare geni alfa

globinici:
Hz Hb Constant Spring

globinici:
Eterozigosi delezione --FIL

Counselling genetico:

Rischio del 25% di eterozigosi composta per Hb
Costant Spring /--FIL

Talassemia Intermedia di grado moderato/severo

Si
Percorso di DP



Ipotesi:
Portatore di HbS

|potesi:
Portatore di HbS

Analisi molecolare geni beta Analisi molecolare geni beta
globinici:

globinici: : : :
Eterozigosi variante HbS Eterozigosi variante HbS




renefics

Sickle Cell hermoglobin
Normal hemoglobin forms long, inflexible chains

OXY-STATE 4@ DEOXY-STATE

-

Sickle Cell Anemia

Sickle Cell Anemia (SS)1is an mherited blood disorder (ntosomalrecessime).
Approcamate by oxe 400 black babies are bomurith Sickde Cell Anemia and
about ae i lihare Sickle Cell Trait (AS).

The twro hemoglobin types kherted will determine the shape of the red blood cell
(REC). When both parerts hare Sickle Cell Tradt there is a l-in-4 chance (25
percert ) the baby rill hare nommal hemoglobin (A4 ) a S0 percert chance the
baby Rl hawe Sickde Cell Trait (AS ), and a l-in-4 chance (235 percert ) he baby
willhare Sickle Cell Anemia (SS). These chances remain the same with each
PIegnancy.

Normal red blood cells /

are compact and
flexible, enabling them
to squeeze through
small capiflaries

Sickled red blood cells
are stiff and angular,
causing them to
become stuck in small
capiltaries




Ipotesi:
Portatore di HbS

|potesi:
Portatore di HbS

Analisi molecolare geni beta Analisi molecolare geni beta
globinici:

globinici: : : :
Eterozigosi variante HbS Eterozigosi variante HbS

Counselling genetico:
Rischio del 25% di prole affetta da
Drepanocitosi

Si
Percorso di DP/PGD!!



|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di HbS
beta talassemico MCV 60

MCH 21
HbA2 5,2
HoF 2.4

Analisi molecolare geni beta Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta® cod 39

globinici:
Eterozigosi variante HbS




Drepanocitosi: il fenotipo o diversi fenotipi...

Eterozigosi composta Bsp°  *Eterozigosi composta s+

VS1 110G —A
CD39C—T
IVS16T--C
V511 G—A
IVS2 745 C—=G
CD6-A

TABLE 2. Incidence of complications of sickle cell disease in
the United States, by genotype

Gane varlant*

Complcation "’g,_s’

HD S§ HD SC thalss-
s=mia
Acute chasat ayndrome

(per 100 patient-
years)t 4

Cersbrovascular
accidents (per 100
patient-years)t 0.6 0z 0.1 04

Pain crises (per
patient-year)§ 08 0.04 04

IVS15 G—~C

CD 89 +G
VS11G-C

619 bp DEL

CD 26 G ~A(HDE)
CD 41/42 -TCTT

*Hb 55, sicklz cell anemia; Hb SC, sickle hemoglobin C disaass,
Hb S, sickle hemoglobin.

1t Source: Castro &t al. (7).

FenOTipO dipende dG: t Source: Ohene-Frempong &t al. (17).

§ Source: Platt &t al. (6).

- Tipo di mutazione Beta talassemica B° / B+

. TABLE 4. Median survival of individuals of all ages with
. Aplo-h po BS ::Z'g:'“" disease in the United States, by sex and genotype,

Sax and ganotypst Median survival (years)

Male, Hb 55 42
Female, Hb 55

. . o Male, Hb SC
Nei B° Bs (vs BsPs): Persistenza della splenomegalia Female, Hb SC
e crisi di sequestro splenico per lo pit in adolescenza } Source: Plat stal (14)

1 Hb 585, aickle cell anemia; Hb SC, sickle hemoglobin C diseass.

Ashley-Koch-a J Epidemiol, 2000



|potesi: Ipotesi:
Portatore di trait Portatore di HbS
beta talassemico MCV 60

MCH 21
HbA2 5,2
HoF 2.4

Analisi molecolare geni beta Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta® cod 39

globinici:
Eterozigosi variante HbS

Counselling genetico:
Rischio del 25% di Microdrepanocitosi SI
Percorso di DP!!



Ipotesi:
Portatore di trait
beta talassemico MCV 60

MCH 21
HbA2 5,2
HbF 2,4

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta® cod 39

Ipotesi:
Portatore di
variante delta
globinica

Analisi molecolare geni delta globinici:
Eterozigosi variante delta globinica Hb

A2' (or B2)




6- Talassemia

deficit quantitativo o di funzione delle catene globiniche 6

Cluster beta globinico
? 2 AY Vg

Trait 6-Talassemico isolato
pattern tipico

[0] EMOCROMO
BULI BIANCHI : .57 X103/l 4.00 - 11.00
GLOBULI ROSSI : L x10%6/pl 3.80 - 5.80

MOCROMO wdl 115 - 165

GLOBULI BIANCHI : 1073/l 4.00 - 11.00
GLOBULI ROSSI : x106/ul 3.80 - 5.80
wdl 115 - 165

40 - 54

76 - 96

270 - 320

300 - 350

150 - 450

PLT: 150 - 450
ERITROBLASTI :

TROFI 2 X103/
LINFOCITI x10°3/ul

MONOCITI : .5 - 1.00
EOSINOFILI: - 0.40
BASOFIL 0.01 - 0.10

s X 0.04 - 0.40
BASOFILI : x10°3/ul 0.01 - 0.10
Neutrol

%
Linfociti % 0] EMOGLOBINA A2: _ o 20-33

10] COMMENTO : Presenza di banda anomala ( Area % Time (min| Area
in zona post HbA | 07 | 0254
Si consigli:
Tvitut 0 Geneies Mdien [ — | o403 | 14918
0] FERRO : 60 - 180
10] TRANSFERRINA : 200 - 360 51 | — | o093
ol FERITINA: " 75— is30 | o208

Variante delta Hb A;' (or B,)

Monociti :

Eosinofili :

Basofili :
MOGLOBINA A2 8 - % 20-33
MOGLOBINA F : . % 0.0 - 1.0

Delezione 6 -7.2 Kb Corfu

48
289




Ipotesi: Ipotesi:

Portatore di trait Portatore di

beta talassemico MCV 60 varle}n.te delta
globinica

MCH 21
HbA2 5,2
HbF 2,4

Analisi molecolare geni delta globinici:
Eterozigosi variante delta globinica Hb
A2' (or B2)

Analisi molecolare geni beta

globinici:
Eterozigosi Beta® cod 39

Counselling genetico: Fenotipo: No
Rischio del 25% di feto con doppia Microcitosi Percorso
eterozigosi per la mutazione Beta® cod39e RNV IETSIER o DPII

la variante delta Hb A2' (or B2)



Ipotesi: Ipotesi:
Portatore di Portatore di
variante delta MCV 90 variante delta
globinica MCH 30 globinica

HbA2 1,5
HbF 04
Hbvar 1,2%

Non analisi molecolare

Counselling genetico: Normocitosi N
Rischio del 25% di feto con eterozigosi Normocromia P 0
composta per le mutazioni a carico dei geni HbA2 e[r)clzao':so

delta globinici Variante delta globinica



RIPORTATA DIAGNOSI

DI TALASSEMIA MAJOR

INIZIO REGIME
TRASFUSIONALE
INTORNO Al 3 ANNI

SPLENECTOMIAA9
ANNI

ATTUALMENTE
INTERVALLO
TRASFUSIONALE circa
30gg

TERAPIA
FERROCHELANTE
(EXJADE)

CASO CLINICO-NGS

Consulenza genetica

riproduttiva

NON ELEMENTI DI
29 28 INCREMENTO DEL
2l aa RISCHIO GENETICO

[0] EMOCROMO

GLOBULI BIANCHI :
GLOBULIROSSI :
HGB:

HCT:

MCV:

MCH:

MCHC:

PLT:
ERITROBLASTI :
NEUTROFILI :
LINFOCITI :
MONOCITI :

E OSINOFILI:
BASOFILI :

[0 EMOGLOBINA A2:
[0JEMOGLOBINAF :
[0] COMMENTO :

MLPA HBA

CONCLUSIONE:
Risultato compatibile con assenza di delezioni/duplicazioni nel cluster alfa globinico.

E’ appropriata consulenza genetica.
Sensibilita diagnostica ~80%.




CASO CLINICO-NGS

Consulenza genetica riproduttiva

NON ELEMENTI DI
INCREMENTO DEL
RISCHIO GENETICO

29 28
aa CE |
NGS GENI
HBB E HBA

[0] EMOCROMO
GLOBULIBIANCHI : i 4.00 - 11.00

. . GLOBULIROSSI : 62 380 - 1580
Genotipo eteromgotg | e >
composto per le mutazioni: e .‘ ‘

MCHC: 2 g/dl

«c.92+6T>C [IVS-1-6 (T>C)] i

(Portuguese type beta+)
*p.(GIn40Ter)
[Beta® cod.39] nel gene
Beta globinico

Genotipo eterozigote per la
mutazione triplo alfa anti —
3.7 nel cluster Alfa globinico

ERITROBLASTI :
NEUTROFILI :
LINFOCITI :
MONOCITI :

E OSINOFILI:
BASOFILI :
Neutrofili :
Linfociti :
Monociti:

E osinofili :
Basofili:

[0 EMOGLOBINA A2:
[0JEMOGLOBINAF :
[0] COMMENTO :

CONCLUSIONE:

MLPA HBA

Iparametridi
laboratorio non
indicano segni
fenotipici di trait
beta talassemico.
Assenza di bande
anomale.

%
x10"3/ul
x10"3/ul
x10"3/ul
x10"3/ul
x10"3/ul
%

Risultato compatibile con assenza di delezioni/duplicazioni nel cluster alfa globinico.

E’ appropriata consulenza genetica.
Sensibilita diagnostica ~80%.




CASO CLINICO-NGS
Consulenza genetica
riproduttiva

29 28

Rischi riproduttivi per la coppia

*+50% di doppia eterozigosi mutazione beta
talassemica e triplo alfa con quadro ematologico
di anemia di severita molto variabile —
Talassemia Intermedia

+50% di portatore sano di beta talassemia



EMQN Best Practice Guidelines for molecular
and haematology methods for carrier identification
and prenatal diagnosis of the haemoglobinopathies

This article hay boam smesdiod sima: anline publication, A comigmdum aleo sppean in this e,

Toanne Traeper-Synodinos !, Cornelis L Harteveld®, John M OW’, Mary Petrou?, Renzo Galanello®,
Piero Giordano®, Michael Angastioniotis®, Barbara De la Salle’, Shirky eaderson® and Alison May®
O Dol < O I L1 4 A1 C O oD £ D e TN

Ewropean Joumal of Humen Genetics { ZOLSl 23, 126-43
Macriien Pubishers Umted Al narls resene L

Genotype interaction

Homozygous

Disorder expected

Appropriate to offer PND

I or severe fi7 -thalassaemia

Thalassaemia major

Yes

Mild 2% -thalassaemia

Mild #' ' -thalassaemia (silent)
f -thalassaemia

Hb Lepore

HPFH

Hb C

Hb D-Punjab

Hb E

Hb O-Arab

Compound heterozygous

Thalassaemia intermedia

Very mild thalassaemia intermedia
Thalassaemia intermedia

Thalassaemia intermedia to major (variable)
Not clinically relevant

Not clinically relevant

Not clinically relevant

Net clinically relevant

Not clinically relevant

Occasional ly®
No
Qccasionally®
Qccasionally*
No
No
No
No
No

fi-isevere fi*-thalassaemia

Thalassaemia major

Yes

Wild BT or severe i~ -Thalassaemia
Mild ,'>' /i or severe fi* -thalassaemia
SpI5" or severe 7 -thalassaemia

S imild 2t -thalassaemia

3p°/Hb Lepore

Thalassaema infermedia fo major (vanable]
Mild thalassaemia intermedia (variable)
Thalassaemia intermedia to majcr (variable)
Mild thalassaemia intermedia
Thalassaemia intermedia

Occasional ly?
QOccasionally®
Qccasionally®
QOccasionally®
Qccasionally®

Hb Lepore/f or severe fi *-thalassaemia

Thalassaemia major

Yes

HO CI/Ji or severe [i ~-Ihalassaemia

Hb C/mild fi * -thalassaemia

[-ihalassaermia trail (o intermedia (variabie)
Not clinically relevant

Not clinically relevant

Occasionally?
No
No

Hb Eff or severe i " -thalassaemia
Hb O-Arab/jj -thalassaemia

Thalassaemia intermedia to major (variable)
Severe thalassaemia intermedia

Yes
Yes

zoffi or severe fit -thalassaemia

arxnl i and royawd (i -thalassaemia

Mild thalassaemia intermedia

Mild to severe thalassaemia intermedia (variable)

Note: The decision to have prenatal diagnasis belongs to the couple, once they have had comorehensive counselling.
*Couples with genotypes that may lead to offsoring with urpredctable phenotypes occasionally select to have prenatal diagnosis or PGD

No

Qccasionally?




able 2 Sickle cell disorders—interactions and indications for prenatal diagnosis and preimplantation genetic diagnosis (PGD)

Genotype interaction Disorder expected Appropriate to offer PND

Homozygous
Hb S Sickle cell disease

Compound heterozygous

Hb S/f° or severe fi~-thalassaemia Sickle cell disease Yes
Hb S/mild ' -thalassaemia Mild sickle cell disease QOccasionally®
Hb S/6f°-thalassaemia Mild sickle cell disease Occasionally®

Hb S/Hb Lepore Mild sickle cell disease Qccasionally®

Hb S/HbC Sickle cell disease (variable severity) Yes
Hb S/Hb D-Punjab Sickle cell disease Yes
Hb S/Hb O-Arab Sickle cell disease Yes
Hb S/Hbs C-Harlem, S-Southend, S-Antilles Sickle cell disease Yes
Hb C/Hb S-Antilles Sickle cell disease Yes
Hb S/Hbs Quebec-Chori, C-Ndjamena, O-Tibesi Sickle cell disease Yes
Hb S/Hbs I-Toulouse, Shelby, Hope, North Shore Haemolytic anaemia No
Hb S/Hb E Mild to severe sickle cell disease QOccasionally?
Hb S/HPFH Very mild sickle cell disease No

Ncte: The decision to have prenatal diagnosis belongs to the couple, once they have had comprehensive counselling.
“Couples with genotypes that may lead to offspring with unpredictable phenotypes cccasionally select to have prenatal diagnosis or PGD




ble 3 z-Thalassaemias—i

Genotype interaction

Homozygous

-thalassaemia ( —a/ —a)
' -thalassaemia (x'a/oc"2)

Compound heterozygous
2 -thal/x " -thal (—/ —x)

eractions and indications for prenatal diagnosis and preimplantation genetic diagnosis

Disorder expected Appropriate to offer PND

Not clinically relevant No
Severe x-thalassaemia carrier to severe Hb H disease Occasionally?

Hb H disease No

Note: The decision to have prenatal diagnosis belongs to the couple, once they have had comprehensiv e :
*Couples with genotypes that may lead to offspring with unpredictable but L ere pher sionally select to have prenatal diagnosis or PGD orted examples of potentially
severe phenotypes include genotype combinations involving variants in the adenylation signal in the HBAZ gene, Hb Adana, Hb Agrino, Hb Constant Spring and Hb Taybee (see ¢

Table S1 for HGVS nom ature).
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First and Second Level Haemoglobinopathies Diagnosis: Best

= Prenatal diagnosis orientation table.

Practices of the Italian Society of Thalassemia and = Degre.e of / Agreement lndi\ciatli\on Agreement
i i ertainty to Make
Hacemoglobinopathies (SITE) Expected Phenotype ';,c ifng ) among, I’I\'T) among
Ginrgie Mandrile 0, Susarna Ranlle ' Antiming Giambone ™ 0, Antania Gigante =1, Mihel G oo ™ ey Experts . E\'perts
Silverins Porrctta 810, Saveriv Scianpuvits M4 anid Gian Lura Tueni 5" Phenotype Available
2 severe 30 or f+ mutations thalassemia major low 100% strong 94%
Hb Lepore + severe B0 or f+ mutations thalassemia major low 100% strong 94%
. . severe thalassemia :
SB0 + severe B0 or f+ mutations p S g 2 "_ s low 100% strong 94%
intermedia/thalassemia major
HbE + severe 0 or p+ mutations : sevgrt: tha]asisemlna A average 100% strong 94%
intermedia/thalassemia major
; thalassemia . .
Hb O-Arab + severe 0 or p+ mutations . TRt : average 94% strong 94%
intermedia/thalassemia major
Homozygous §p0 thalassemia thalassemia intermedia low 100% open 100%
SB0 + muld f+ mutations thalassemia intermedia high 88% open 98%
530 + Hb Lepore/HbE/Hb O-Arab thalassemia intermedia average 88% open 100%
HbC + severe 30 or + mutations thalassemia intermedia average 88% open 100%
Homozygous HbC /HbE/Hb okt . : i N
- YBOuS { bE/ - thalassemia intermedia high 88% low 98%
Pnn!Ah/Hh()-Ar\h 5
Hb D-Punjab/Hb O-Arab + sev Do Gl g : :
D E anyh B +t:nou-ntio?1-: Sevew Bllor thalassemia intermedia high 94% clear 88%
< o
HbS/HbE S e Rt average 88% open 94%
intermediate course
| HbS + severe 0 or B+ mutation drepanocytic syndrome low 88% clear 100% |
HbS + mild f+ mutations ] R §_vnd rome with average 100% open 92%
intermediate course
d tic syndro i ‘
HbS +540 or Hb Lepore o oo bl s ith average 100% open 100%
iy intermediate course
S+ unja drepanocytic syndrome ig o clear Yo
l HbS + HbD Punjab d t d high 100% 1 100% |
ol + a+ thalassemia (-/-x) HbH disease average 94% open 100%
: thalassemia intermedia with ; .
oo 0 aoceeee + severe B0 or B+ mutations ﬂ“:* - _(-rmt L” e average 86% open 94%
variable clinical picture
oo 0 axeees + B+ mutation mild thalassemia intermedia average 82% low 100%
2 silent f+ mutations Py ke i ey low 100% low 96%
intermedia
HbC + mild B+ mutations mild thalassemia intermedia average 84% low 92%
HPFH not clinically significant low 100% none 100%
Homozygous «+ thalassemia not clinically significant low 100% none 100%
Homozygous oo not clinically significant low 100% none 100%

Mandrile G et al, J. Clin. Med. 2022, 11, 5426




RIASSUNTO DELLE PIU FREQUENTI COMBINAZIONI IN DIAGNOSI PRENATALE
(2) (24)

Genitore 'Pb 0-
ortatore di HbS Arab/ HbD- HbE HbLepore B+ a+
P Punjab

HbC/ Hb O-
Arab/ HbD-

In rosso le situazioni con indicazione alla diagnosi prenatale, in giallo le situazioni in cui l'indicazione alla diagnosi prenatale & aperta.

Buone Pratiche SITE, Giugno 2022



Message to take home.........

'approccio e per una patologia genetica autosomica-recessiva: il
rischio sussiste se entrambi i partner sono portatori (attenzione AD)

Scelta dell’lter diagnostico appropriato (NGS in tal senso
ci sta facilitando il compito!!)

Concordanza di tutti i dati in nostro possesso (dati
familiari, accertamenti ematologici, cromatografia Hb,

Corretta correlazione genotipo/fenotipo, indispensabile
ad una formulazione del rischio di talassemia ed
emoglobinopatia per la prole

Confronto e collaborazione tra i centri di riferimento

* % % %




Epoca preconcezionale: epoca ideale per effettuare gli
* accertamenti ematologici/molecolari per formulazione un
definito rischio di occorrenza di talassemia/emoglobinopatia, per

consentire tutte le opzioni riproduttive

. Corretto Counselling (tipo di rischio, qualita del rischio)

Importanza dei colloqui congiunti multidisciplinari

In gravidanza e meglio effettuare precocemente gli esami alla
coppia, in modo da consentire tutte le opzioni riproduttive

Rendere i singoli e le coppie consapevoli del rischio di
patologia genetica per la prole, aiutandoli nelle loro
decisioni riproduttive

...evitare la nascita di un bimbo affetto in coppie
inconsapevoli del rischio e non evitare la nascita di un
bambino affetto




Dott. Marco Lucci

UO di Genetica Medica

Equipe medici
consulenza genetica
(in particolare i medici in
formazione)

Gruppo GSG
Gruppo NGS

Lab Analisi

Servizio di Diagnosi Prenatale

DH Talassemie ed Emoglobinopatie

. ’ .
Grazie per | "attenzione .....






