Diagnéstico molecular de mutaciones
beta talasémicas, genotipos complejos

Liliana C. Rossetti, Karen G. Scheps, Amanda Binaghi,
Maria S. Abreu, Mariana T. Mansilla, Viviana Varela

Catedra de Genética y Biologia Molecular, Facultad de Farmacia y

Bioguimica Universidad de Buenos Aires.

Laboratorio de Biologia Molecular, Citedra de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires, Argentina.
Junin 956 — 1113 — Buenos Aires. Argentina. TEL/FAX: 54-11-4964-8296.
Correspondencia: Dra. Viviana Varela. Citedra de Genética y Biologia Molecular.
Facultad de Farmacia y Bioquimica — Universidad de Buenos Aires.

Junin 956 — 1113 — Buenos Aires. Argentina. E-mail: voarela@ffyb.uba.ar

Trabajo presentado en Presentacion Plenaria del
Congreso Argentino del 2009 de Hematologia

Fecha de recepcion: 7/10/09
Fecha de aprobacion: 29/10/09

RESUMEN

La p-talasemia es una anemia hereditaria de origen
genético frecuente en nuestra poblacién. En pacientes con
fenotipos hematolégicos no clasicos se observan asociacio-
nes con otras alteraciones en genes de o o B-globinas.

Objetivos: actualizar la distribucién de mutaciones en
el gen de p-globina caracterizadas en nuestro laboratorio
e informar asociaciones con otras alteraciones genéticas.

Materiales y métodos: se analizé el ADN de 381 fa-
milias (483 pacientes) con diagnéstico de talasemia menor,
dp-talasemia, mayor o intermedia por PCR y técnicas
complementarias.

Resultados: se caracterizaron 14 mutaciones p-tala-
sémicas en familias portadoras, las mas frecuentemente
encontradas fueron: CD 39(C>T): 42,2%, IVS-I-110(G>A):
22,5%, IVS-I-1(G>A): 9,4%, e IVS-I-6(T>C): 7,9%. En los
pacientes con talasemia mayor se identificé el 96,7% de
los alelos responsables, sélo se observaron genotipos
homocigotas con las 2 mutaciones mas frecuentes. E1 70%
de las familias con fenotipo 5p-talasemia presenté la vari-
ante 5B-Siciliana. En el grupo con talasemia intermedia,
2 familias resultaron homocigotas para IVS-I-6(T>C),
3 presentaron un alelo aoa®” heterocigota asociado
a una mutacion fB-talasémica. Diez pacientes del grupo
de portadores talasémicos presentaron asociaciones de
mutaciones f-talasémicas con Hb S, Hb C, §p-talasemia
y con la delecién —o*/acL.

Conclusiones: el diagnéstico molecular de mutaciones
en el gen de f-globina completa el diagnéstico hema-
tolégico y permite un asesoramiento genético adecuado.

Palabras clave: Beta-talasemia, mutaciones genéticas,
biologia molecular, genotipos complejos.
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INTRODUCCION

La p-talasemia es una anemia hemolitica intracor-
puscular de origen genético, frecuente en Argentina,
que se caracteriza por la incapacidad para sintetizar
una cantidad adecuada de cadenas de p-globina de-
bido a la presencia de mutaciones en el cluster de
p-globina.

Estudios hematolégicos previos mostraron una
incidencia de 0,8% de portadores talasémicos entre
4.000 donantes de sangre del Gran Buenos Aires'.

La herencia de un alelo p-talasémico determina
un individuo portador (genotipo heterocigota) con
talasemia menor. La herencia de los 2 alelos mutados
(genotipo homocigota mutado o doble heterocigota)
produce una talasemia mayor; un tercer grupo, corre-
sponde a la talasemia intermedia, con manifestaciones
clinicas y hematolégicas intermedias, con respecto a
los 2 primeros grupos, en general debidas a genoti-
pos complejos de asociacién de distintas mutaciones.
Algunos pacientes no encuadran perfectamente en
estos 3 grupos, presentan fenotipos hematolégicos
no clésicos, por asociacién con alteraciones genéticas
en otros genes involucrados en la sintesis de cadenas
de o o p-globinas.

Actualmente, hay descriptas 239 variantes p-ta-
lasémicas en el gen que codifica para p-globina, re-
portadas en la base de datos de mutaciones “Hb Var
database”, estas determinan la disminucion parcial
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de la sintesis de B-globina (mutaciones p*) y o su
supresion (mutaciones £°).

La mayoria son mutaciones puntuales’; existen
también deleciones de gran tamafio, donde el defecto
molecular involucra la pérdida de los genes que
codifican para § y p-globina (alelos §p-talasémicos)*.

El espectro de mutaciones difiere entre los grupos
étnicos de cada poblacién, existiendo un nimero
reducido de mutaciones productoras de la mayoria
de los alelos p-talasémicos y un nimero variable de
mutaciones esporadicas™®.

Esta alteracién es frecuente en paises de la Cuenca
del Mediterraneo. En Argentina, la colonizacién espa-
fola fue la principal responsable de la introduccién
de los genes B-talasémicos. Ademas, las sucesivas
olas de inmigracién durante los siglos XIX y XX
de la cuenca del Mediterraneo, particularmente de
Italia y Espafia, también contribuyeron de manera
importante’.

En nuestro pais, las mutaciones p-talasémicas
mas frecuentes se ubican en las posiciones 1, 6 y 110
en el primer intrén (IVS-I-1 (G>A), IVS-1-6 (T>C) e
IVS-1-110 (G>A)) y en el codén 39 del segundo exén
CD 39 (C>T)3, distribucion similar a la observada en
la Cuenca del Mediterraneo.

Los objetivos planteados en el trabajo fueron pre-
sentar una actualizacién de las mutaciones caracter-
izadas en nuestro laboratorio que afectan el gen de
p-globina (HBB) por técnicas de biologia molecular y
reportar asociaciones con otras alteraciones genéticas
en pacientes con fenotipos hematoldgicos no clasicos,
esperando que estos trabajos permitan simplificar el
diagnéstico y sirvan como herramienta para el con-
sejo genético y futura planificacién familiar.

Considerando que los pacientes fueron elegidos
al azar y no estaban relacionados, se espera que esta
distribucion refleje de manera objetiva la frecuencia
de las mutaciones p-talasémicas en la poblacién ar-
gentina.

MATERIALES Y METODOS

Se analiz6 el ADN gendmico de 483 pacientes
correspondientes a 381 familias, genéticamente no re-
lacionadas, con diagndstico de: talasemia menor 422
(329 familias), 5p-talasemia 20 (13 familias), talasemia
mayor 30 (30 familias) y talasemia intermedia 11 (9
familias). Los pacientes provinieron en su mayoria de
la Capital Federal y Gran Buenos Aires, y en menor
proporcién del interior del pais, y fueron evaluados
previamente por reconocidos especialistas en hema-
tologia de nuestro medio.

Desde 1994, se comenz0 la tipificacién molecular
de alelos B-talasémicos en nuestro laboratorio; la es-
trategia de diagnéstico fue cambiando a lo largo del
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tiempo en funcién del desarrollo y disponibilidad de
nuevas metodologias.

En este trabajo, se analizaron la presencia de alelos
p-talasémicos, 3p-talasémicos, hemoglobinopatias es-
tructurales y la presencia de deleciones e inserciones
en el cluster de o-globina.

La detecciéon de mutaciones puntuales en el gen
de B-globina se basé en la amplificaciéon por PCR del
ADN gendémico (obtenido a partir de leucocitos de
sangre periférica) y primers descriptos previamente’
o disefiados posteriormente mediante el uso de her-
ramientas bioinformaticas (http://www.idtdna.
com/Scitools/Applications/Primerquest/Default.
aspx) con el fin de optimizar las regiones analiza-
das (HBB1-F: 5'-CTAAGCCAGTGCCAGAAGAG-3;
HBB1-R:5"-CCATCACTAAAGGCACCGAG-37;
HBB2-F: 5-CCTGATGCTGTTATGGGCAA-37;
HBB2-R: 5"-ACGATCCTGAGACTTCCACA-37;
HBB3-F: 5- GCCTCTTTGCACCATTCT-3"; HBB3-R:
5"-CCCAAGGTTTGAACTAGC-3"). Existen al me-
nos 10 variantes descriptas asociadas a fenotipos de
5p-talasemia, se investigd la presencia de la variante
Siciliana, por estar reportada en la literatura como la
forma mas frecuente en la Cuenca del Mediterraneo®.
En el cluster de a-globina, se estudié la presencia de
la delecién -a*” y el alelo aaa™%” en busca de dilu-
cidar la base molecular de talasemias intermedias o
fenotipos no clésicos.

Las mutaciones tipificadas se resolvieron por dis-
tintos sistemas diagndsticos y la deteccién de algunas
mutaciones se validé por més de una técnica (Tabla
D).

La informacion sobre las mutaciones estudiadas se
obtuvo a partir de la base de datos presente en http://
globin.cse.psu.edu/globin/hbvar/menu.html y la se-
cuencia obtenida de GenBank HBB: NC_000011.9 se
us6 como referencia de secuencia normal.

RESULTADOS

Se estudiaron 422 muestras de ADN gendmico
de pacientes con diagndstico de talasemia menor
(genotipo heterocigota); la distribucion de frecuencias
de alelos p-talasémicos se confecciond a partir de un
subgrupo de 329 individuos genéticamente no rela-
cionados (Tabla II). Las 2 mutaciones mas frecuentes
fueron IVS-1-110 (G>A) y CD 39 (C>T), el resto de las
mutaciones presentd frecuencias inferiores al 10%.

Las mutaciones CD 8/9 (+G), CD 30 (G>C), IVS-
I-5 (G>C) y CD 44 (-C), se identificaron a partir de
la digestion enzimatica de productos de PCR, SSCP
y secuenciacién de los productos que presentaron
movilidad electroforética anémala; las mutaciones
-56 (G>C) e IVS-1-2 (T>A), descriptas por primera vez
en Argentina, se identificaron por amplificacién por
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TABLA I— Mutaciones informadas en el trabajo y estrategias de deteccién ultilizadas en la tipificacion.

Hb Var ID: niimero de identificacién de la variante en base de datos; HGVS: nomenclatura recomendada por la
Human Genome Variation Society; Hb V: hemoglobinopatia estructural. (*): fenotipo asociado, no determinado (B° o f*).
PCR-RFLP: amplificacién por PCR y digestiéon enzimatica; PCR-ASO: amplificacién por PCR e hibridacién con son-
das de oligonucledtidos alelo-especificas marcadas con (y-*P)-ATP; SSCP: (Single Strand Conformation Polymorphism),

secuenciacion: manual (fmol® DNA Sequencing System) y/o automatica.

MUTACION Nomenclatura HGVS Tipo HbVar ID Estrategia de diagndstico
-87 (C>G) HBB:c.-137C>G B* 758 PCR-RFLP
-56 (G>C) HBB:c.-137C>G (* 2601 PCR-secuenciacion
CD 6 (-A) HBB:c.20delA po 784 PCR-RFLP
CD 8/9 (+G) HBB:c.27_28insG iR 786 PCR-SSCP-RFLP > secuenciacion
CD 30 (G>C) HBB:c.92G>C R 290 PCR-SSCP-RFLP > secuenciacion
IVS-I-1 (G>A) HBB:c.92+1G>A po 818 PCR-ASO / secuenciacién
IVS-1-2 (T>A) HBB:c.92+2T>A po 819 PCR-secuenciacion
IVS-I-5 (G>C) HBB:c.92+5G>C p* 824 PCR-SSCP-RFLP > secuenciacion
IVS-1-6 (T>C) HBB:c.92+6T>C B* 826 PCR-ASO
IVS-1-110 (G>A) HBB:c.93-21G>A p* 827 PCR-ASO / secuenciacion
CD 39 (C>T) HBB:c.118C>T R 845 PCR-ASO / secuenciacion
CD 44 (-C) HBB:c.135delC po 854 PCR-SSCP-RFLP > secuenciacion
IVS-II-1 (G>A) HBB:c.315+1G>A o 884 PCR-ASO / PCR-RFLP
IVS-1I-745 (C>G)  HBB:c.316-106C>G B* 891 PCR-ASO / PCR-RFLP
op-talasemia v. 5. NG_000007.3:g.64336_

77738del13403 3p° 1035 PCR-GAP
Hb S HBB:c.20A>T Hb V 226 PCR-ASO / PCR-RFLP
Hb C HBB:c.19G>A Hb V 227 PCR-ASO
delecién -a*” NG_000006.1:g.34164_

37967del3804 ot 1076 Southern Blot / PCR-GAP

aaaantiS]

- Southern Blot / PCR-GAP

TABLA II.- Distribucién de frecuencias en portadores

genéticamente no relacionados.

Posicién: en HBB; (*): Hb Monroe.

MUTACION posicién N° N° (%)
pac. flias. flfas.
-87 (C>G) reg. promotora 3 3 09
-56 (G>C) reg. promotora 1 1 0,3
CD 6 (-A) ex.1 6 6 1,8
CD 8/9 (+G) ex.1 2 1 0,3
CD 30 (G>C)* ex.1 2 2 0,6
IVS-I-1 (G>A) int. 1 40 31 94
IVS-1-2 (T>A) int. 1 1 1 0,3
IVS-1-5 (G>C) int. 1 2 2 0,6
IVS-1-6 (T>C) int. 1 31 26 79
IVS-I-110 (G>A) int. 1 97 74 225
CD 39 (C>T) ex.2 186 139 42,2
CD 44 (-C) ex.2 2 1 0,3
IVS-II-1 (G>A) int.2 17 1 33
IVS-1I-745 (C>G) int.2 12 12 36
indeterminados - 20 19 58
total - 422 329 100,0

PCR y secuenciaién directa, a partir de los nuevos
primers disefiados.

El cambio G>C en la posicién -56 de la regién
promotora del gen HBB, esta descripto en la base de
datos de mutaciones (Hb Var ID: 2601), donde consta
que no puede ser clasificado claramente como ° o
p*. Debido a su posicién en el gen, el cambio afecta
la tanscripciéon del gen HBB, por lo que se puede
asumir que es p*.

La mutacién CD 30 (G>C), también denominada
IVS-I (-1) o Hb Monroe (beta 30(B12) Arg>Thr), es
una hemoglobinopatia talasémica; el cambio en la
ultima base del primer exdn, deteremina un cambio
de sentido del codén 30 (arginina por treonina) pero
esta posicion estd implicada en el splicing del intrén 1,
por lo que predomina el efecto cuantitativo de menor
sintesis de cadena de p-globina sobre el de la variante
estructural anémala.

Los genotipos y distribucién de frecuencias de
mutaciones del grupo de los pacientes con talasemia
mayor se informa en la Tabla III; se identificaron 58 de
los 60 alelos posiblemente implicados (96,7%), s6lo las
2 mutaciones mas frecuentes, IVS-1-110 (G>A) y CD
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TABLA III.- Distribucién de genotipos y frecuencias de mutaciones en 30 pacientes
con talasemia mayor, genéticamente no relacionados. Los cambios de base de
cada mutacion estan descriptos en la Tabla I. En una de las muestras no se pudo
determinar la segunda mutacién por falta de muestra.

Genotipos N° flfas. Mutacion N° alelos %

IVS-1-110 / IVS-I-110 4 - 87 2 33

CD 39 / CD39 5 CD6 1 1,7
(-87) (C>G)/ CD 39 1 IVS-1-1 7 11,7
IVS-1-1 / IVS-1-6 3 IVS-1-5 2 33

IVS-1-1 / IVS-1-110 1 IVS-1-6 5 8,3

IVS-1-1 / CD 39 3 IVS-1-110 16 26,7
IVS-I-5 / IVS-1-6 1 CD 39 22 36,7
IVS-1-6 / CD 39 1 IVS-1I-1 2 3,3

IVS-1-110 / CD 39 4 IVS-11-745 1 1,7
IVS-1-110 / IVS-II-1 1 indeterminado 2 33

CD 39 / IVS-1I-1 1 TOTAL 60 100,0
(-87) (C>G)/ 1VS-I-110 1

IVS-I-110 / indeterminado 1

IVS-I-5 / 1VS-11-745 1

CD 39 / indeterminado 1

CD6 (-A) / CD 39 1

TOTAL 30

39 (C>T), se observaron en genotipos homocigotas,
los restantes fueron dobles heterocigota, segtn es
l6gico esperar para mutaciones menos frecuentes en
patologias polialélicas como ésta.

En 20 pacientes pertenecientes a 13 familias, el
70% (9 familias) con fenotipo 5p-talasemia presentd la
variante Siciliana en estado heterocigota, por lo que,
esta variante es la mds frecuente en nuestro medio.

En el grupo con talasemia intermedia 2 familias
resultaron homocigotas para IVS-1-6 (T>C), en 3 fa-
milias se observé la presencia de un alelo aaa™%7
en estado heterocigota asociado a una mutacion B-
talasémica. Los datos encontrados se resumen en la
Tabla IV.

En 3 familias donde se habia identificado la mu-
taciéon CD 39 en estado heterocigota y no se evi-
denciaron alteraciones en el cluster de a-globina, se
secuencio la region promotora, desde la posicion -148,
la regién 5°-UTR, exén 1, intrén 1 y parte del exén 2,
del gen HBB en busca de la presencia de alguna mu-
tacion de tipo B* que pudiera justificar el cuadro de
talasemia intermedia, pero no se encontraron cambios
respecto a la secuencia de referencia.

Diez pacientes del grupo de portadores talasémi-
cos (genotipos heterocigotas) presentaban fenotipos
no clasicos, el diagndstico molecular permitié detectar
asociaciones de mutaciones p-talasémicas con Hb S
heterocigota (6 casos) y, Hb C heterocigota (2 casos);
dp-talasemia variante Siciliana (1 caso) y asociacién
con la delecién -a*’/aa (1 caso). En la Tabla V se
muestran los genotipos observados.

TABLA IV.—- Familas con fenotipo de talasemia
intermedia. Los cambios de base de cada mutacién
estan descriptos en la Tabla I. n=: niimero de pacientes
tipificados en la familia; +/-: genotipo heterocigota,

8 mut neg: corresponden a las mutaciones mas frecuentes
analizadas por diagndstico directo. (*) Familias en las
que secuenci6 desde la posicion -148 de la region
promotora hasta el exén 2 de HBB,
sin encontrar cambios.

Flias. n 1° alelo HBB  2° alelo HBB  cluster alfa
1 1 1VS-1-6 IVS-I-6 oo/ oo
2 2 1VS-1-6 IVS-I-6 oo/ oo
3 1 IVS-11-745 +/- - oo™ /oo
4 1 IVS-11-745 +/- - oo™ /oo
5 1 8 mut neg - aaa™37 /ool
6 2 CD 39 +/- - oo/ oo
7 1 CD 39 +/- @) oo/ oo
8 1 CD 39 +/- (*) oo/ oo
9 1 CD 39 +/- (* oo/ oo

DISCUSION Y CONCLUSIONES:

Los desérdenes hereditarios de la hemoglobina,
son las enfermedades genéticas mds comunes y una
de las mayores causas de problemas de salud en mu-
chas partes del mundo. El diagnéstico molecular de
las mutaciones causales permite llegar a determinar
el defecto primario.
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TABLA V.- Pacientes con genotipos complejos.
n=: nimero de pacientes tipificados en la familia.

N° flias. n  Mutacién B-talasémica 2° Mutacién
1 1 CD44(-Q) Hb S

2 3 IVS-I-110 (G>A) Hb S

3 1 IVSI-6 (T>C) Hb S

4 1 IVSI-1(G>A) Hb C

5 1 CD39(C>T) Hb C

6 1 3B-tal. variante Siciliana Hb S

7 1 IVS-1-6 (T>C) -a*7/ao

Esta patologia es frecuente en paises de la Cuenca
del Mediterraneo y su existencia en América preco-
lombina no fue documentada. La poblacién p-tala-
sémica argentina, presenta ciertas particularidades
que la separan de la mayor parte de Latinoamérica.
En la Argentina ocurrieron eventos importantes de
inmigracién durante cinco décadas, desde el final del
siglo XIX y el comienzo del XX hasta el final de la
Segunda Guerra Mundial. La mayoria de los inmi-
grantes vinieron de Europa, en particular de Italia y
Espafia y, en menor medida de los paises arabes’. En
los casos en que se establecid el origen étnico de los
pacientes, la ascendencia italiana present6 la mayor
prevalencia, seguida de la espafiola y en tercer lugar,
por ascendencia de los paises arabes, principalmente
de Libano y Siria’.

Al presente hay descriptas 239 mutaciones en el
gen B-globina, asociadas a fenotipos p-talasémicos, la
mayoria de tipo puntual. En base a esta informacién,
en el comienzo del trabajo se desarrollaron métodos
de tipificacion directa de las mutaciones mas frecuen-
tes en paises del Mediterraneo'. Posteriormente se
implementaron técnicas de screening molecular por
SSCP y posterior secuenciacion de los productos de
PCR que presentaban movilidad electroforética ané-
mala; recientemente, se disefiaron nuevos primers a
fin de poder realizar la identificacion de mutaciones
por amplificacién por PCR y secuenciacién directa de
los productos obtenidos.

Los objetivos planteados en el trabajo fueron pre-
sentar una actualizacién de las mutaciones caracter-
izadas en nuestro laboratorio en el gen de p-globina
por técnicas de biologfa molecular e informar aso-
ciaciones con otras alteraciones genéticas en pacientes
con fenotipos hematolégicos no clésicos, esperando
que estos trabajos permitan simplificar el diagnéstico
y sirvan como herramienta para el consejo genético
y futura planificacién familiar.

Se analiz6 el ADN genémico de 483 pacientes
correspondientes a 381 familias con diagnéstico de:
talasemia menor 422 (329 familias), 6p-talasemia 20

(13 familias), mayor 30 (30 familias) o intermedia 11
(9 familias).

En el grupo de portadores, la caracterizacién de
310 de las 329 (94,2%) mutaciones talasémicas en las
familias genéticamente no relacionadas, confirmé que
la CD 39 (C>T) (42,2%) y IVS-I-110 (G>A) (22,5%)
son las que presentan mayor recurrencia, como fue
informado en trabajos previos de nuestro laborato-
rio'; el resto de las mutaciones presentaron frecuen-
cias inferiores al 10%. Las mutaciones en la regién
promotora y regién 3" del gen, son poco frecuentes.
Cuatro de las mutaciones mas frecuentes en nuestro
estudio (CD 39 (C>T), IVS-I-110 (G>A), IVS-I-1 (G>A)
e IVS-I-6 (T>C)) corresponden al 82% de los alelos.
Estos datos coinciden con los descriptos para los
paises de la Cuenca del Mediterrdneo que presentan
frecuencias del 77 al 96%". Las frecuencias de CD 6
(-A) e IVS-1I-745 (C>G) varian en los distintos grupos
poblacionales.

Estrategias de screening por SSCP y secuenciacion,
o PCR y secuenciacién, permitieron tipificar seis
mutaciones puntuales, descriptas por primera vez
en Argentina: -56 (G>C), IVS-I-2 (T>A) y CD 44 (-C)
-1 portador cada una-, CD 30 (G>C) (Hb Monroe) -2
portadores-, IVS-I-5 (G>C) -en 2 pacientes con talase-
mia mayor y uno de sus padres-, y CD 8/9 (+G) -en
1 portador y su padre-.

En el grupo de talasemia mayor la distribucién
de frecuencias de alelos fue similar, nuevamente las
mutaciones, CD 39 (C>T) (36,7%) y IVS-1-110 (G>A)
(26,7%), fueron las tinicas mutaciones que se obser-
varon como genotipos homocigotas, el 70% de los
pacientes presenté genotipo doble heterocigota, segtin
lo esperado para patologias polialélicas.

Las talasemias intermedias se caracterizan por
presentar un fenotipo mas severo que el de un porta-
dor, pero mas leve que una talasemia mayor, debido a
un mayor disbalance entre la cantidad de cadenas de
o y p-globinas respecto a un portador. Entre las cau-
sas descriptas®, estd la asociacion de 2 mutaciones p*
leves, como ejemplo, el genotipo IVS-I-6 homocigota,
que se observd en 3 pacientes (2 familias) del grupo
en estudio. Es interesante destacar que un genotipo
IVS-1-5 / IVS-1-6 esté asociado a una talasemia mayor,
mientras que un genotipo IVS-1-6 / IVS-1-6 se asocia
a talasemia intermedia, esto se explica por la mayor
participacién de la base de la posicién 5 del intrén
en la formacion del spliceosoma, durante el proceso de
maduracién del transcripto primario.

Otra causa es la asociacién de una mutacion p°con
un alelo aoa™7; este alelo se origina en el mismo
evento de crossing-over desigual que la delecién -7,
la presencia de 5 copias de genes o (genotipo aao/
aa) incrementa el disbalance de cadenas o/p. En el
grupo analizado hasta el momento sélo se rastreé
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la existencia de las mutaciones mas frecuentes. En
tres pacientes con genotipos heterocigotas para la
mutacién CD 39 (C>T), no se observéd la asociacidon
con alelos aao®™”, ni la coexistencia de mutaciones
p* desde la region promotora hasta el exén 2 del gen
HBB. Recientemente se informaron casos de talasemia
intermedia donde el defecto molecular es la aso-
ciacién de la mutacién CD 39 (C>T) heterocigota con
una duplicaciéon completa del cluster de a-globina,
incluido el elemento HS-40 de la regién regulatoria,
que pudieron detectarse mediante estudios de cuan-
tificacion génica' .

Se han descripto también alteraciones moleculares
que explican por qué pueden observarse diferencias
en la severidad, en el fenotipo de talasemia inter-
media o mayor. Por ejemplo, la herencia conjunta
de o-talasemia, o la persistencia de Hb F (Hb Fetal),
disminuye el disbalance a/p; recientemente se ha
observado que el alelo C del SNP (single nucleotide
polymorphism) rs-11886868 del gen BCL11A y el alelo
G del SNP rs9389268 en el gen HBS1L-MYB fueron
significativamente mas frecuentes en pacientes con
talasemia intermedia, ambos genes implicados en la
regulacion de la expresion de la Hb F'.

En la poblacién estudiada también se observaron
10 pacientes que mostraron genotipos complejos por
asociacién de mutaciones f-talasémicas con hemoglo-
binopatias estructurales o con mutaciones a-talasémi-
cas, las asociaciones en fenotipos no clésicos, estdn
también documentadas en la bibliografia®.

Los datos presentados aqui, actualizan la frecuen-
cia de las diversas alteraciones moleculares presentes
en los diferentes fenotipos p-talasémicos analizados
en nuestro pais, y permiten concluir que el diag-
néstico molecular es una herramienta vélida para
identificar el defecto primario, y asi poder realizar
un asesoramiento genético adecuado, diagndstico de
portadores y posterior diagndstico prenatal o pre-
implantatorio, que ya se esta realizando con éxito
en nuestro medio. Ademas, la versatilidad de estas
técnicas, permiten adaptar el diagnéstico al ntimero
de muestras o complejidad de cada laboratorio’.
También el diagndstico molecular es una herramienta
ideal para resolver fenotipos no clésicos frente a los
cuales se deben analizar la presencia de otras alter-
aciones en otros genes presentes tanto en el cluster
de B o de a-globina.

A pesar de haber transcurrido mas de 85 afios
luego de la primer descripcién, las enfermedades
que afectan la sintesis normal de la hemoglobina,
representan una de las alteraciones mas importantes
en cuanto a su morbilidad y mortalidad asociada con
alteraciones genéticas, por eso puede considerarse
este trabajo, como un aporte importante para nuestro
medio, ya que al menos en un futuro previsible cer-
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cano, continuara siendo el tnico intento realista de
reducir la incidencia de estas enfermedades.

Agradecimientos: Este trabajo se realizo, en parte,
con el financiamiento de proyectos de investigacion de la
Universidad de Buenos Aires. Agradecemos la confianza
que los profesionales hemat6logos depositaron en nuestro
grupo de trabajo, con cuya participacién este proyecto
pudo desarrollarse.

ABSTRACT

Molecular diagnosis of beta thalassemic mutations,
complex genotypes

B-thalassemia is a common hereditary disorder in Ar-
gentina. Non-classic hematologic phenotype is observed in
some patients due to association with different alterations
in the a and B-globin genes.

Objectives: The aim of this study was to update the
frequency of B-thalassemic mutations by using molecular
biology techniques and to characterize association with
other alterations in our laboratory.

Materials and methods: A total of 381 families (483 sub-
jects) with B-thalassemia mutations, including minor, major,
8P and intermediate thalassemia diagnosis were studied by
PCR and complementary techniques.

Results: A total of 14 different mutations were charac-
terized. The most frequently encountered mutations were:
CD 39(C>T): 42.2%, IVS-I-110(G>A): 22.5%, IVS-I-1(G>A):
9.4%, e IVS-I-6(T>C): 7.9%. In patients with thalassemia
major 96.7% of the alleles were identified, homozygous
genotype was found only with the 2 more frequent muta-
tions. Sicilian 3p-thalassemia was observed in 70% of the
dp-thalassemia phenotype patients.

In the intermediate thalassemia group 2 families re-
sulted homozygous for IVS-I-6(T>C), 3 presented a hetero-
zygous allele aaaoo™™™ associated with a B-thalassemic
mutation. In the carriers thalassemic group, 10 patients
presented B-thalassemic mutations associated with Hb S,
Hb C, 8p-thalassemia, and -a*7/aa deletion.

Conclusions: the molecular biology diagnostic of muta-
tions in the p-globin gene allows a complete hematologic
characterization and a correct genetic counseling.

Key words: Beta-thalassemia, gene mutations, molecu-
lar biology, complex genotypes.

BIBLIOGRAFIiA

1. Abreu de Miani MS, Pefialver JA. Incidencia de portadores
B-talasémicos y de pacientes de la glucosa-6-fosfato dehidroge-
nasa (G6FD) en el area del Gran Buenos Aires. Sangre 1983;
28: 537-541.

2. Patrinos GP, Giardine B, Riemer C y col. Improvements in
the HbVar database of human hemoglobin variants and thal-
assemia mutations for population and sequence variation
studies. Nucl Acids Res 2004; 32 Database issue: D537-541.
http:/ /globin.cse.psu.edu/hbvar/menu.html

3. Kazazian HHJr. The thalassemia syndromes: molecular basis
and prenatal diagnosis in 1990. Semin Hematol 1990; 27:
209-228.

4. Viniou N, Georgiou J, Loutradi A y col. Molecular basis and
haplotype analysis of delta, beta-thalassemic chromosomes in
Greece. Acta Haematol 1994; 92 (2): 83-87.



DIAGNOSTICO MOLECULAR DE MUTACIONES BETA TALASEMICAS, GENOTIPOS COMPLEJOS

10.

11.

Kazazian HHJr, and Bohem CD. Molecular basis and prenatal
diagnosis of 5 thalassaemia. Blood 1988; 72: 1107-16.

Varela V, Rossetti LC, Targovnik HM. Genética Molecular
de Hemoglobinopatias y Talasemias: PROAMI Ed. Médica
Panamericana, 1999; Cuarto Ciclo, fasciculo 2: 11-26.

Abreu MS. 1994. El gen B-talasémico en nuestro paifs. La p-
talasemia en nuestro medio. Su andlisis a través de la experiencia
reunida en el Servicio de hematologia del Hospital de Nifios de
Buenos Aires, Tesis de doctorado en Medicina, Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Rossetti LC, Targovnik HM, Varela V. The molecular basis
of B-thalassemia in Argentina. Influence of the immigration
pattern from the Mediterranean Basin. Haematologica 2004;
89 (6): 746-747.

Rossetti LC. 2002. Genética Molecular de las Hemoglobin-
opatfas y Talasemias en Argentina. Tesis Doctoral. Facultad
de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires,
Argentina.

Varela V, Abreu S, Rossetti LC y col. Mutaciones B-talasémicas
mas frecuentes en la poblacién argentina. Sangre 1996; 41 (2):
137-140.

Varela V, Rossetti LC, Binaghi A y col. Genética molecular de
las talasemias en Argentina. Sangre 1999; 44 (3): 210-215.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

47

Huisman THJ, Carver MFH and Baysal E. A Syllabus of Thal-
assemia Mutations (1997). The Sickle Cell Anemia Fundation.
Augusta, GA, USA; 1997.

Beris P, Deutsch S, Darbellay R. Molecular pathology of thalas-
semia intermedia. Hematol J 2004; 5 Suppl 3: 5199-204.
Harteveld CL, Refaldi C, Cassinerio E y col. Segmental du-
plications involving the a-globin gene cluster are causing
B-thalassemia intermedia phenotypes in p-thalassemia het-
erozygous patients. Blood Cells Mol Dis 2008; 40: 312-316.
Sollaino MC, Paglietti ME, Perseu L y col. Association of alpha
globin gene quadruplication and heterozygous beta thalasse-
mia in patients with thalassemia intermedia. Haematologica
2009; 94 (10): 1445-1448.

Galanello R, Sanna S, Perseu L y col. Amelioration of Sardinian
beta-zero thalassemia by genetic modifiers. Blood 2009; 114
(18): 3935-3937.

Giambona A, Passarello C, Vinciguerra M, y col. Significance
of borderline hemoglobin A2 values in an Italian population
with a high prevalence of beta-thalassemia. Haematologica
2008; Sep; 93 (9): 1380-1384.

Patrinos GP, Kollia P, Papadakis MN. Molecular diagnosis of
inherited disorders: lessons from hemoglobinopathies. Hum
Mutat 2005; 26 (5): 399-412.



