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CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE

BASI MOLECOLARI DELLA PATOLOGIA
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CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE

Impossibilita’ di ricevere sangue fresco
* Scarsita’ del campione
*Recenti trasfusioni

*Cause di falsa negativita’ dei test enzimatici




ACGTGTGCGTCGACTGCTAAAAACTGACTGATTCGAGTACTGTGTCATCGTATATAGGGGGAGA

Regione regolatrice PROMOTORE Regione CODIFICANTE
GATA CAC box 1
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MUTAZIONI MISSENSE  Puntiformi: ¢.48T Argl9Trp

MUTAZIONI NONSENSE Stop codon (¢c.2152 C-T Arg718X)
Mutazioni di splicing (Ivs6-1g)
Inserzioni
Delezioni

MUTAZIONI OMOZIGOTI Argl19Trp/Arg19Trp

DOPPI ETEROZIGOTI Argl19Trp/DelAla21
MUTAZIONI ETEROZIGOTI Argl9Trp/WT




" Eritroenzimopatie - Deficit di piruvato chinasi 125
- Glucosio fostato 1somerasi
- Trioso fostato 1somerasi
- Pirimidin 5° nucleotidasi
- Adenilato chinasi
- Metaemoglobinemia
- Fostotrutto chinasi
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= Difetti di membrana - Sferocitosi Ereditaria
- Ellissocitosi ereditaria

*Difetti di glicosilazione - Anemia diseritropoietica
congenita di tipo II (CDAII) 40




Deficit di piruvato chinasi
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Distribuzione geografica delle mutazioni nel deficit di
piruvato chinasi eritrocitaria(1529A, 1456T, 1468T)
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CORRELAZIONE GENOTIPO- FENOTIPO

=1456T/ 1456T Argd86-Trp/Argd86-Trp Anemia lieve

"1529A/1529A ArgS510-GIn/Arg510-Gin Anemia piu’ severa
="994A/994A Gly332-Ser/Gly332-Ser

= Mutazioni drastiche non sense




Espressione di mutanti in vitro e caratterizzazione biochimica
delle varianti

Domain B "”

Aiuta a definire gli effetti di una sostituzione aminoiacidica sulle proprieta’
funzionali dell’enzima e a correlare il genotipo al fenotipo clinico




Anemia diseritropoietica congenita (CDAII):
dalla ricerca alla diagnosi

- Low-abundance proteome




Protein Equalizer Technology
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CORRELAZIONE GENOTIPO- FENOTIPO

86 casi appartenenti a 77 famiglie
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CORRELAZIONE GENOTIPO- FENOTIPO

Case Sex Origin hzeat Heomstsl EyxTx | Tx Spleen Hh Betics | Unconi bil SF PE Butatico Effact
diagnosis | jamdice {umits) =1 TS Ui R i) Y] (peil) Aetivity
() (I /gHR]
Severs
1 M HorhenHaly Fmo Tes | Wo =100 Cwut 61 2449 15 e 3.5 T2ITISITA Ghudd 1 Endisplicing
2 F | Comballal I0we | Ho | Wo | 10 | In | 53 116 427 nd B2 LAsTasT ArAZETip/ The¥ il
3 ¥ Gypsy 7 Tes Yes | =50 Ot 4 1347 nd 54 Diel 1149hp “Gypsy™f Del 114%hp “Gypsy” Del ex11/ Del .E).(ll
4 M Belzimm 11 wl md =30 Im 52 305 1352 23 20 1434T/TVSS e Al455Valisplicing
5 F | Hohemltaly z Tes | Yes 5 | In 43 138 376 nd 121 FHAEHAL Gly3328eriGly332%er
g M Lustralia Birth Yes | Tes O In 59 nd 482 =400 409! del S006hp (TV53—> nt 1431) Alal3TThr! del ex 411
7 F Central Ttaly 40 Ho Hoe 0 | Cut s 87 233 3530 107 170647 ArgheRin ¥
2 M Central Ttaly 33 Tes | Tes | =50 | Cwt g 1168 120 2250 33 66 1A/1209A Asp 221 AsnMetH31e
3 M Central Ttaly 335 Tes Ho | =50 Cut 3 990 718 3210 3.5 66 LA/12094 AspZ2 L Am/Metd03 e
10 F Central Ttaly 85 wd W md | Out 12 129 125 s40 5.5 145TIAA ArgdB6Trp Metl 3
11 F England Zwr Tes Ho | 2 In 22 101 39 wd 6.4 1369 G/7 DeE TVl ¥
12 M Ciman Eirth Ha Ho | =30 In 6.7 k1 35 2310 3.3 DelC244 DelCZ4H Frames hift/frameshift
13 F Fakistan Eiirth Mo Ho | 15  In B 112 s nd 34 403T/1190T Arg135Trp/Asp 39T Val
Mild-moderate
14 F Sonthern ftaly 3 Ves Ves 2 In 103 148 393 md 58 1485TAI32C Arzd BETipiGlyd11 AL
15 M Hothenltaly 18 Tes | Tes | O In 124 =4 274 109 32 1456TAT ArgdBETipiGhedd 1 End
16 F | SouthemItaly 17 Ha Mo 3 In g3 203 1129 ] 36 13254859C Arz510GInPhe2§7Leu
17 F Belgimm 44 Mo Ha 0 In 8 200 479 00 2.4 1456T/11735 Argd38Trp/ Asn B 35er
15 M| Horthenltaly 1o Mo Ha 0 In 35 122 33 107 155 1455T /9584 Argd26Tp/Val 320Met
19 M Central Ttalr 12 Mo Ha 0 In 151 133 598 143 105 107G/ # Ala¥6Cly! #
20 F | Southernltaly 14 Tes | Yes | 2 In 1ol 127 1043 148 39 1465T R34 ArgdBETip/Gly 35 25er
21 F | Southernltaly 9 Ho Ho | 3 In 9.5 377 £33 192 34 394411432 Gly3328er/hred 3B Cys
2 F | Howhamltaly @ Ho Ho @ In 132 140 393 33 2 AlIR4TY? Lys36SMet/?
25 F Cuinea I mo Veas Hao a In 144 nd 3129 nd 43 128534 TVS9+43+1 Splicing/splicing
Ref. wabes 122-167 2484 <12 19238 111-155




Studi clinici: pazienti con anemia grave
Mutation Effect
1529A/1529A Arg510-GIn/Arg510-GIn
1529A/994A Arg510-GIn/Gly332-Ser
994A/994A Gly332-Ser/Gly332-Ser
721T/507A Glu241-End/splice site
IVS3(-2)c/721T splice site/Glu241-End
1269C/ 787A splice site/Gly263-Arg
del 227-231/? frameshift/?
1483A/ Ivs6 (-2)t Ala 465-Thr/ splice site
1456T/1003A Argd86-Trp/Val335-Met
1456T/1160G Argd86-Trp/Glu387-Gly
1456T/1181T Argd86-Trp/Ala394-Val
1456T/1181A Argd86-Trp/Ala394-Asp



Anemie diseritropoietiche congenite (CDAS)

Gruppo eterogeneo di disordini congeniti relativamente raro
caratterizzato da :

1. Eritropoiesi inefficace
2. Alterazioni morfologiche degli eritroblasti

3. Emosiderosi secondaria




Congenital dyserythropoietic anemia type II
(CDA II, HEMPAS)

La CDAII ¢’ la piu’ comune CDA (351 casi riportati in Europa)
Ed e’ trasmessa come carattere autosomico recessivo

Presentazione clinica

v Mild to moderate anemia (mean Hb concentration 9.1-9.8 g/dL)

with inadequate reticulocytosis
v" Jaundice

v" Variable splenomegaly in 50-60% of cases

v Tron overload due to both ineffective erythropoiesis and peripheral
hemolysis

(Heimpel et al, Blood 2003)




Band 3 hypoglycosylation:
Relevant hypoglycosylation of
erythrocyte membrane proteins
band 3 and 4.5 that carry altered
N-glycans with truncated poly-
lactosamine structures

AI) CDAII CDAII Ctr

BM electron microscopy:
double membranes close to the
outer cell membrane due to
residual endoplasmic reticulum as
confirmed by detection of
reticulum endoplasmic proteins
on the cell surface (Alloisio et al.,
1996).
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