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Programma di ricerca 

Aplasie midollari congenite: anemia di Blackfan-Diamond 

 
RELAZIONE sull’ATTIVITÁ di RICERCA svolta nel 2019 

 
 
PREMESSA. 

Il progetto è rivolto allo studio dei meccanismi patogenetici di alcune 

ipoplasie midollari, nello specifico della anemia di Blackfan-Diamond (DBA, 

OMIM 105650), un difetto congenito che colpisce selettivamente i progenitori 

eritroidi (globuli rossi) provocando una grave anemia che si manifesta alla 

nascita o dai primi mesi di vita, frequentemente associata a malformazioni e ad 

un aumentato rischio di sviluppare neoplasie. 

Si tratta di una malattia rara con un’incidenza riportata in letteratura di 

6-7 casi ogni milione di nati; il dato risulta però essere sottostimato, come 

dimostrano i lavori svolti negli ultimi anni dal nostro gruppo di lavoro. Il nostro 

centro effettua ciò che potremmo definire “service clinico” volto alla ricerca di 

mutazioni genetiche a livello italiano, in modo da confermare diagnosi cliniche 

e fornire le basi per una valutazione genetica specifica. I dati in nostro 

possesso, basati sulla diagnosi molecolare, dimostrerebbero un’incidenza più 

elevata rispetto a quella riportata in letteratura: circa 15 casi ogni milione di 

nati. 

La maggioranza dei pazienti affetti da DBA risponde adeguatamente alla 

somministrazione di steroidi, alcuni però necessitano di dosi troppo elevate di 

farmaco. Per questi pazienti e per quella percentuale che non risponde al 

trattamento con cortisone, risulta obbligatorio attivare un regime trasfusionale 

cronico unito ad una terapia per l’eliminazione dell’accumulo di ferro epatico e 

cardiaco. 
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Attualmente l’unico approccio terapeutico curativo risulta essere il 

trapianto di cellule staminali emopoietiche. 

A livello genetico, la DBA è una malattia ereditaria causata da mutazioni 

che codificano per le proteine del ribosoma. 

La nostra ricerca è volta allo studio delle relazioni tra anemia e le 

alterazioni nella formazione nel ribosoma, passo necessario per l’identificazione 

di un possibile trattamento della malattia. 

 
ASPETTI DIAGNOSTICI. 

Il nostro laboratorio riceve campioni dai centri di ematologia pediatrica di tutta 

Italia e provvede all’estrazione del DNA e alla sua analisi con due metodiche: 

l’analisi di sequenza “tradizionale” (metodica di Sanger) e la metodica MLPA 

(multiplex ligation-dependent probe assay), per ricercare eventuali delezioni 

dell’intero gene o di sue parti (perdita di parte del DNA). 

Questa strategia è necessaria in quanto la DBA è una malattia “dominante” e 

presenta quindi alterazioni su soltanto una delle due copie del gene (allele): 

l’analisi di sequenza tradizionale non rileva eventuali parti mancanti 

(delezioni). 

Attualmente, abbiamo identificato alterazioni genetiche in 183 pazienti su 270 

analizzati. Nel 2019, in particolare, abbiamo ricevuto circa 43 campioni di 

probabili pazienti (già noti o nuovi sospetti) inviati dai centri AIEOP italiani. 

Oltre all’analisi molecolare, sui tutti i nuovi pazienti è stata effettuata un’analisi 

dell’RNA ribosomiale sui linfociti: tale test da un lato ci permette di confermare 

rapidamente il sospetto diagnostico, dall’altro è in grado di orientare la 

successiva diagnosi molecolare. Analizziamo infatti i geni delle proteine della 

subunità del ribosoma che risulta alterata. 
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STUDIO OSSERVAZIONALE (già REGISTRO ITALIANO DBA). 

In costante aggiornamento il registro italiano della malattia, di cui siamo 

curatori, e il “data-base” internazionale delle mutazioni (http://www.dbagenes. 

unito.it/).  

La normativa sulla privacy ha comportato la trasformazione del registro in 

studio osservazionale prospettico, cosa che è stata effettuata nel 2016. 

 

RICERCA NUOVI GENI MALATTIA. 

Per quanto riguarda l’identificazione dei geni responsabili di DBA in quel terzo 

di pazienti in cui non è stato ancora identificata alcuna alterazione, è stato 

studiato l’intero esoma (il DNA codificante di tutti i geni) grazie alla tecnica del 

Next Generation Sequencing in un gruppo di pazienti DBA. Lo studio, 

particolarmente complesso a causa della presenza di numerosi pseudogeni, 

non ha evidenziato mutazioni patogene nei geni noti per essere coinvolti 

nell’assemblaggio del ribosoma.  

 
RICERCA DEI MECCANISMI DI REMISSIONE DELLA MALATTIA. 

Nella DBA un 20% dei pazienti “guarisce”, diventa cioè indipendente dal 

trattamento trasfusionale.  

Abbiamo identificato e dimostrato la causa della remissione in 2 pazienti: uno 

italiano che seguiamo da 30 anni e uno olandese. In entrambi i casi si è 

verificata una disomia uniparentale: una duplicazione della copia sana del gene 

(allele) ereditata da un genitore. In pratica l’allele mutato ereditato da un 

genitore è stato sostituito dall’allele sano ereditato dall’altro genitore (come se 

fosse stato ereditato da un solo genitore, da qui il termine uniparentale), 
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questo processo determina la scomparsa della mutazione nel DNA delle cellule 

che producono i globuli rossi. 

 
VALUTAZIONE DELLA PATOGENICITA’ DELLE MUTAZIONI. 

In collaborazione con l’Università del Piemonte Orientale (dott.ssa Anna 

Aspesi) è stato messo a punto un test per valutare se una alterazione di 

sequenza del DNA sul gene di una proteina ribosomiale possa essere 

responsabile della malattia. Alcune variazioni della sequenza del DNA, pur non 

essendo presenti nei soggetti normali, possono essere prive di significato 

clinico. Se linee cellulari di pazienti con una grave mutazione vengono infettate 

con un lentivirus con la mutazione da testare, producono un RNA ribosomiale 

normale, significa che la alterazione di sequenza non era responsabile della 

malattia. 

La pubblicazione che descrive il test ha riscontrato molto interesse e alcune 

nazioni (Gran Bretagna e USA) hanno chiesto di valutare le mutazioni nei loro 

pazienti.   

 
 

PROGRAMMA PER IL 2020. 

STUDIO PROSPETTICO OSSERVAZIONALE e ANALISI delle 

GRAVIDANZE. 

Proseguirà l’aggiornamento dei dati clinici per lo studio prospettico 

osservazionale in corso. 

Proseguirà in particolare e verrà implementato il monitoraggio e la raccolta dati 

a livello nazionale sulle gravidanze nelle pazienti affette da DBA 

(prevalentemente con mutazione genetica riconosciuta) iniziato nel 2018. 
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L’analisi riguarda lo stato di salute della madre e le modificazioni della terapia 

effettuata (prima/durante/dopo la gravidanza), il decorso e le modalità del 

parto, le cause delle eventuali interruzioni di gravidanza, lo stato di salute dei 

neonati al momento della nascita (malformazioni correlate alla malattia, valori 

di emoglobina e il riscontro della mutazione materna alle analisi genetiche). 

Tutti i centri AIEOP partecipanti sono stati contattati e sensibilizzati per 

effettuare una valutazione più corretta e ampia possibile. 

 

MECCANISMI DI REMISSIONE. 

Proseguiamo la nostra ricerca sui possibili meccanismi che possono essere 

responsabili della remissione.  

I pazienti affetti che sperimentano clinicamente una remissione sono circa il 

venti per cento del totale. Tra i possibili meccanismi responsabili, oltre alla 

disomia uniparentale esiste la possibilità della comparsa di una nuova 

mutazione in grado di neutralizzare l’effetto di quella patogena, oppure la 

presenza di un “mosaicismo” (presenza di cellule mutate e cellule normali) e la 

crescita nel tempo del clone “sano” sino all’indipendenza dalle trasfusioni.  

Con le nuove tecniche di NGS (next generation sequencing) valuteremo la 

presenza eventuale di mosaicismo. 

Grazie alla attiva collaborazione dei centri abbiamo un costante aggiornamento 

sui pazienti che diventano indipendenti dal trattamento (remissione), sia che 

siano stati trattati con corticosteroidi sia che siano sottoposti a trasfusioni 

periodiche. 

Stiamo esaminando tutte le possibili variabili cliniche in questi pazienti: età al 

momento della remissione, relazione con il tipo di mutazione e con il gene 

interessato, eventuale ricaduta di malattia (la remissione può essere transitoria 

in alcuni pazienti). 
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La raccolta di queste informazioni e il ricontrollo periodico di alcuni parametri 

negli anni (Adenosina deaminasi eritrocitaria, elevata nella DBA, precursori 

dell’RNA ribosomiale) potrebbe condurre ad evidenziare parametri predittivi di 

remissione o parametri che permettano di distinguere le remissioni “stabili” da 

quelle “instabili”.  

 

DIAGNOSI. 

Proseguirà il servizio di diagnosi dei nuovi pazienti affetti da DBA attraverso 

l’analisi dell’RNA ribosomiale e la ricerca di mutazioni nel DNA. 

 

VALUTAZIONE DELLA PATOGENICITA’ DELLE MUTAZIONI. 

Abbiamo deciso di mettere a disposizione della comunità internazionale il test 

che valuta se l’alterazione di sequenza riscontrata nel paziente possa essere 

ritenuta la causa della malattia (test descritto nella sezione precedente). 

Effettueremo il test per tutti i nostri pazienti in cui la mutazione è “dubbia” e 

per alcuni pazienti non italiani (la valutazione ci è stata richiesta oltre che dagli 

inglesi, anche dai francesi e dagli israeliani).  
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Anaemia. A 20-year long experience of the Diamond-Blackfan Anaemia 

Italian Registry: RPS and RPL genes, different faces of the same disease? 

Submitted to British Journal of Haematology. 
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