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PREVENZIONE DELLE
EMOGLOBINOPATIE

* Screening per I'identificazione di portatori e coppie a rischio
* Consulenza genetica

* Diagnosi prenatale/Diagnosi preimpianto per una scelta consapevole
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Indicazioni alla consulenza per |la
diaghosi prenatale

1. Coppie a rischio genetico noto:

* Entrambi i partner sono portatori eterozigoti di un difetto dell’emoglobina (es.

B-talassemia, a-talassemia, Hb S, Hb C, ecc.)

* Uno dei due partner e affetto e I'altro € portatore
2. Anamnesi familiare positiva

3. Risultati di screening di primo livello indicativi
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Consulenza prenatale per le coppie a rischio
di emoglobinopatie

* Fornire consulenza specialistica a tutte le coppie a rischio di emoglobinopatie

 Offrire la consulenza In epoca prenatale e/o nelle prime settimane di
gravidanza

» La consulenza deve essere offerta ad ogni gravidanza

* Considerare anche gli aspetti psicologici legati alle scelte riproduttive

 Permettere alla coppia di fare una scelta consapevole
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Indicazioni alla diagnosi prenatale
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In rosso le situazioni con indicazione alla diagnosi prenatale, in giallo le situazioni in cui I'indicazione alla diagnosi prenatale & aperta.

Diagnostica di | e Il livello delle Emoglobinopatie- Buone Pratiche SITE
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Techniche invasive Tecniche non invasive

* Villocentesi NIPD (Non Invasive Prenatal

* Amniocentesi Diagnosis)

» (Cordocentesi o NIPT (Non Invasive Prenatal
Testing)

Per villocentesi ed amniocentesi
rischio di perdita fetale stimato
intorno allo 0,5-1%

Per cordocentesi il rischio &
maggiore (=2%)
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Raccomandazioni

SiI raccomanda di analizzare due campioni di villi coriali o liquido amniotico
usando due reazioni separate e con due metodiche differenti (es.
sequenziamento diretto e reverse dot blot o ARMS-PCR; MLPA e GAP-PCR)

Verificare presenza di contaminazione materna nel campione di DNA fetale
analisi di STR)

Le Linee guida internazionali raccomandano I’analisi del cariotipo fetale

Nella refertazione occorre seguire le “Linee Guida per la Refertazione in
Genetica Molecolare Diagnostica del GdL Genetica molecolare SIGU",
indicando le mutazioni rilevate secondo la nomenclatura HGVS e secondo la
nomenclatura tradizionale quando disponibile (HbVar Globin Gene Server—
Ithanet)
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Villocentesi

Procedura di elezione per |la diagnosi prenatale delle emoglobinopatie
(102-122 settimana di gestazione)

Sufficienti =2 mg campione
In tutti | casi deve essere effettuata una accurata dissezione al microscopio ottico
dei villi coriali da ogni tessuto materno e dalla decidua prima dell’'estrazione del

DNA, al fine di ridurre il rischio di contaminazione materna

Il rischio di contaminazione materna dopo separazione della decidua e piuttosto
basso
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Dissezione al microscopio ottico di villi coriall

MATERNAL TISSUE "l . CHORIONIC
| — \ § VILLI
"8 o~ .

BLOOD CLOT
(Maternal origin)

M Kleanthous “Thalassemia Prevention:
Screening and Prenatal Diagnostic Approaches”
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Amniocentesi

Alternativa alla villocentesi non eseqguibile per problematiche tecniche (es.
placenta posteriore) o per epoca gestazionale avanzata (>142 sett)

La quantita del DNA ottenuta dagli amniociti € in genere inferiore a quella ottenuta
da villi coriali, ma e solitamente sufficiente per ottenere una diagnosi d
emoglobinopatia, se vengono prelevati circa 10 ml di liquido amniotico

Si puo procedere alla coltura degli amniociti per 10-14 giorni, al fine di ottenere
un quantitativo maggiore di DNA. Il rischio di contaminazione materna e superiore

a quanto osservato nella villocentesi
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NIPD su DNA fetale circolante (cffDNA)

Presente in circolo a partire dalla 102 sett. di gestazione

DNA frammentato (< 300 bp), rappresenta il 3-6% del DNA plasmatico; diverso
profilo di metilazione

Comunemente utilizzato nello screening prenatale non invasivo delle anomalie
cromosomiche fetali

Sono In corso studi per la diagnosi di malattie recessive su cffDNA

L'analisi del cffDNA In coppie a rischio per emoglobinopatie puo essere diretta
unicamente alla confermal/esclusione della presenza della mutazione paterna (se
diversa da quella materna)

Non e un test diagnostico per malattie recessive e si deve comunque procedere
alla diagnosi prenatale con metodi invasivi
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Analisi molecolare: il ruolo del laboratorio

Esperienza consolidata nell'lambito della diagnostica delle

emoglobinopatie

Disponibilita di strumentazioni e metodologie avanzate per la ricerca di
mutazioni note e non note (sia per mutazioni puntiformi che per ampi

riarrangiamenti per i geni a- e B-globinici)
Disponibilita ad allestire analisi del cariotipo e colture cellulari

Partecipazione a controlli esterni di qualita e audit periodici
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RBC 4,18 x 10%/uL
Hb 7,1 g/dL
MCV 59,5 fL

MCH 16,9 pg
MCHC 28,4 g/L
RDW 22 %

Assetto marziale nella norma

HbF 2,7 %
HbA, 4,4%
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RBC 5,55 x 108/uL

Hb 16,4 g/dL

MCV 83,4 fL

MCH 29,6 pg
\ MCHC  35,5g/L

RDW 12,5 %
Assetto marziale nella norma

HbF 0,6 %
HbA2 2,6 %
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RBC 3,33 x 108/pL

Hb 9,4 g/dL
MCV 63 fL
MCH 18 pg

MCHC 28g/L
RDW 19,9 %

Assetto marziale nella norma

Napoli, 7 novembre 2025 | Starhotels Terminus
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La presenza di un difetto -talassemico puo mascherare
un difetto a-talassemico

RBC 6,31 x
10%/uL
Hb 13,4 g/dL
MCV 66 fL
HbF 1,1%
HbA, 5,9 %
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Hb 12 g/dL

MCV 69 fL

HbF 1,2 %

HbA, 1,7 %
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UK NEQAS PROGRAMMES CENTRES NEWS RESOURCES JOBS ABOUT EVENTS 1

Education | Quality | Global

HOME | EDUCATIONAL VIDEOS | DNA DIAGNOSTICS FOR HAEMOGLOBINOPATHIES

DNA Diagnostics for Haemoglobinopathies

anuary 26, 2024 by UK NEQAS Haematology

K NEQAS

International Quality Expertise

DNA Diagnostics for Haemoglobinopathies was delivered live online by UK NEQAS Haematology, on Thursday 30th November 2023. The session was chaired by Dr Barbara De la Salle, Director at UK NEQAS
Haematology, and included the following presentations from expert speakers:

+ General EQA programme update (Service developments) Bashori Rahman

« Nomenclature (legacy and HGVS) for molecular haemoglobinopathies Dr Melanie Proven
+ Observations on performance (expert advisor's perspective) Dr Cornelis Harteveld

« Q&A session with Dr Barbara De la Salle and panel

Napoli, 7 novembre 2025 | Starhotels Terminus
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Diagnosi genetica preimpianto
(PGD/PGT)

PGT-M (monogenic diseases)
PGT-A (aneuploidie)
PGT-SR (riarrangiamenti strutturali)
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Counselling genetico

» Ruolo del genetista nel fornire informazioni e supporto decisionale alla coppia

» Possibilita di combinare PGT-A con PGT-M per aumentare le possibilita di impianto
dell’embrione

» Coppie candidate: entrambi i partner portatori, rischio riproduttivo elevato,
precedente figlio affetto
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Timeline della PGT per le emoglobinopatie:
le pietre miliari nella diagnosi preimpianto

| !
1998 2000 2010 2020 f ‘
L, —
Pdar body
Blastocyst (day S)
PCR
Amplification WGA

Technical
approach

PCR based techniques for varlant detection: Restriction ergyme, DGGE, SSCP, Reaktime PCR, HRMA, GAP-P(R, Mink-sequercing

PCR based Linkage analysis by STRs

SNP arrays Linkage analysis by SNPs

detection

Genetic

information
obtained

*Blastocyst blopsy Is currently most co

mmonly used

Direct/indirect diagnosis of hemoglobinopathies

, howaver the other two blopsy types may be sporad ically employ

Additional genetic mformation: chromosomal copy rumber analyss

Additional genetic information: Detection
of meiotic/mitotic abnormalities, segmental
imbalances, UPD, ploidy, balanced and
unbalanced chromosomal rearrangements

G Kakourou et al “Reproductive choices in haemoglobinopathies:
The role of preimplantation genetic testing” Genes, 2025
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Biopsia da blastocisti

M Kleanthous “Thalassemia Prevention:
Screening and Prenatal Diagnostic Approaches”

7 novembre 2025 | Starhotels Terminus




AGGIORNAMENTO SU DIAGNOSIETERAPIA DELLE EMOGLOBINOPATIE

Vantaggi e limiti PGT

» Vantaggi

Evita il rischio di interruzione della
gravidanza associato a procedure invasive

Evita un eventuale aborto terapeutico

Da considerare in coppie con bassa fertilita
(es. un partner portatore e uno affetto) o
in caso di forme lievi di emoglobinopatie

Possibilita di tipizzazione HLA per la
selezione di possibili donatori

»  Limiti
Scarsa accessibilita e costi elevati

Difficolta ad individuare mosaicismi,
riarrangiamenti (duplicazioni/delezioni

Uso di tecniche basate su WGA puo
rilevare nuove possibili condizioni
patologiche

Aspetti etici
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Prospettive future

» PGT non invasiva (niPGT):

presenza di DNA embrionale nel mezzo di coltura e nella cavita del blastocele

» Gene editing
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Conclusioni

» Diagnosi prenatale e PGD sono strumenti fondamentali per |la
prevenzione della talassemia

» Necessario approccio multidisciplinare e informato

» Nuove tecnologie e opzioni terapeutiche aprono nuovi scenari
alla prevenzione delle emoglobinopatie
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LINEE GUIDA

* Diagnostica dil e ll livello delle Emoglobinopatie-Buone Pratiche SITE (2022)

 European Molecular Quality Network (EMQN) Best Practice Guidelines for molecular
and haematology methods for carrier identification and prenatal diagnosis of the
haemoglobinopathies (2015)

* Ministero della Salute - Linee guida contenenti le indicazioni delle procedure e delle
tecniche di procreazione medicalmente assistita (2024)
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