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ABSTRACT 

Introduzione: Le malaQe emorragiche e tromboXche congenite (METC) sono un 

gruppo di patologie causate da disfunzione di uno o più fa@ori della coagulazione o 

del numero e della funzione delle piastrine, con conseguenze fenoXpiche che variano 

dalla tendenza al sanguinamento spontaneo alla trombosi venosa profonda o 

arteriosa. Le METC comprendono difeQ coagulaXvi rari dei fa@ori della coagulazione, 

le emofilie, la malaQa di Von Willebrand, e degli enzimi che regolano la fibrinolisi. In 

quesX anni, l’analisi molecolare e geneXca sulle malaQe METC ha avuto un forte 

impulso nell’ambito scienXfico, diagnosXco e terapeuXco sopra@u@o grazie allo 

sviluppo di pia@aforme di sequenziamento di nuova generazione, Next GeneraXon 

Sequencing (NGS).  

Scopo di questo lavoro è stato quello di a. portare alla validazione di un pannello 

genetico di sequenziamento con tecnologia NGS in pazienti affetti da METC; b. l’analisi 

in silico delle varianti genetiche identificate al fine di predirne il ruolo biologico e la 

relazione con il trattamento farmacologico.  

Pazien: e Metodi: Sono staX reclutaX 103 pazienX affeQ da METC seguiX presso il 

Centro delle MalaQe TromboXche ed Emorragiche dell’Azienda Ospedaliera 

Universitaria di Padova. Per ogni partecipante è stato raccolto un campione di sangue 

venoso per l’estrazione del DNA. Le librerie per il sequenziamento NGS sono state 

preparate mediante frammentazione del DNA, ligazione degli ada@atori, 

arricchimento e ca@ura dei frammenX degli acidi nucleici mediante specifiche sonde 

studiate per un pannello di geni target selezionaX. Il pannello genico è cosXtuito da 

861 sonde che coprono la porzione esonica e border intronico-esonico di 33 geni. Il 

sequenziamento NGS è stato eseguito mediante la pia@aforma NextSeq-550 e l’analisi 

bioinformaXca delle sequenze nucleoXdiche mediante pipelines e workflows specifici 

per l’idenXficazione di mutazioni germinali. Le mutazioni missenso sono state 

analizzate in silico mediante specifici solwares per prevedere la patogenicità delle 

varianX geneXche individuate. 
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Risulta:: Sono state idenXficate mutazioni missenso note, potenzialmente 

patologiche in circa il 73% dei pazienX affeQ da METC.  In alcuni soggeQ sono state 

idenXficate delle mutazioni non note come la mutazione c.1621C>T del gene F2 con 

sosXtuzione amminoacidica p.Arg541Trp, la mutazione c.1303G>A del gene F2 con 

sosXtuzione amminoacidica p. Glu435Lys e la mutazione c.1368T>C del gene PLAT 

(AQvatore del plasminogeno coinvolto nella via della fibrinolisi) con sosXtuzione 

amminoacidica p.Leu287Pro. Ulteriori considerazioni sono emerse dai risultaX 

o@enuX dallo screening geneXco in relazione alla terapia farmacologica. 

Conclusione: I risultaX o@enuX dimostrano che la tecnologia di sequenziamento NGS 

rappresenta una valida strategia per l’analisi delle varianX geneXche presenX nelle 

forme rare delle malaQe emorragiche e tromboXche e contribuiscono a consolidare 

la conoscenza relaXva alle basi geneXche di tale patologia. Inoltre, lo studio del ruolo 

fisiopatologico di queste mutazioni potrà fornire uXli informazioni per lo sviluppo di 

efficaci terapie farmacologiche.  
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INTRODUZIONE 

1. AspeC fisiologici della coagulazione 

L’emostasi consiste in un bilancio fisiopatologico dato da una serie di reazioni 

biochimiche e cellulari che è deputato al mantenimento dell’integrità dei vasi 

sanguigni e della fluidità del sangue. Il processo emostaXco può essere suddiviso in 4 

fasi, che possono interagire tra di loro in quanto interconnesse. Si inizia con una fase 

vascolare, poi una fase piastrinica, una coagulaXva e infine una fibrinoliXca. 

 

Nel processo coagulaXvo sono coinvolX i vasi e i cosXtuenX della parete vascolare 

(endotelio e cellule muscolari), le piastrine, la cascata coagulaXva e il sistema 

Figura 1. Processo emosta1co 
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fibrinoliXco. Questo è un meccanismo autoregolato che si aQva in caso di lesione 

vascolare, può presentare due manifestazioni cliniche come un’incontrollata 

aQvazione intravasale dell’emostasi con trombosi o un deficit del sistema emostaXco 

presentando sindromi emorragiche. 

La prima fase dell’emostasi consiste in una contrazione vascolare nella zona lesa, i 

meccanismi so@ostanX lavorano in maniera più efficiente nei vasi con tunica media, 

una spessa tunica vascolare presentante cellule muscolari lisce. Il processo di 

vasocostrizione riduce momentaneamente il sanguinamento. Questo meccanismo 

avviene per diversi fa@ori: risposta delle cellule muscolari al trauma, liberazione di 

sostanze vasocostri@rici a livello locale da parte delle cellule endoteliali e poi delle 

piastrine.  

Le piastrine sono cellule secretrici prive di nucleo di dimensioni 1-4 µm, si trovano in 

circolo nei vasi e non aderiscono alla parete vascolare. L’aQvità della membrana 

piastrinica consiste in un processo procoagulante, perme@e nella fase di coagulazione 

l’interazione tra i vari fa@ori. La risposta delle piastrine ad uno sXmolo avviene per 

un’interazione tra la membrana, i granuli e il citoscheletro. Si divide nelle seguenX 

fasi:  

•  adesione e aQvazione piastrinica;  

•  cambiamento della forma;  

•  secrezione piastrinica;   

•  aggregazione piastrinica.  

In quest’ulXmo step si forma il tappo piastrinico, avviene in poco tempo dalla lesione 

lieve e cosXtuisce l’emostasi primaria. Nel caso di lesioni a vasi di portata maggiore si 

aQva il sistema della coagulazione, richiedendo più tempo per la formazione del 

tappo piastrinico e viene definita emostasi secondaria.     

La fase di coagulazione è un processo emostaXco che porta alla formazione del 

coagulo insolubile di fibrina. I fa@ori della coagulazione sono serino-proteasi (enzimi 

che presentano la serina nel sito cataliXco) presenX nel sangue in forma di zimogeni 
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(proenzima) i quali vengono aQvaX a cascata fino alla formazione della maglia di 

fibrina, fanno eccezione il fa@ore V ed il fa@ore VIII (cofa@ori), ed il fibrinogeno, che 

non sono serino proteasi. Intervengono in modo criXco nel processo coagulaXvo gli 

ioni Ca2+ e i fosfolipidi delle superfici cellulari, in parXcolare i fosfolipidi della superficie 

delle piastrine che vanno so@o il nome di fa@ore piastrinico 3 (PF3). TuQ i fa@ori della 

coagulazione, ad eccezione del fa@ore III (fa@ore tessutale), sono normalmente 

presenX nel plasma in forma inaQva, vengono poi aQvaX e designaX con lo stesso 

numero e l’aggiunta di un “a” piccolo in basso a destra.  

La sintesi dei fa@ori di coagulazione avviene nel fegato, mentre le cellule endoteliali 

sinteXzzano il fa@ore di von Willebrand (vWF), che veicola nel sangue il FVIII della 

coagulazione. La vitamina K è essenziale non tanto per la sintesi epaXca di alcuni 

fa@ori della coagulazione (II, VII, IX, X) e di due glicoproteine, le proteine C ed S con 

aQvità anXcoagulante, quanto per integrare la loro stru@ura con un carbossile dopo 

che la sintesi epaXca è stata completata. InfaQ, la vitamina K interferisce nella via 

sinteXca di quesX fa@ori a livello della carbossilazione dei loro residui di acido 

glutammico ad acido 𝛾-carbossi-glutammico per opera della carbossilasi vitamina K-

dipendente. In assenza di questa vitamina i fa@ori conXnuano ad essere sinteXzzaX 

ma sono biologicamente inaQvi, denominaX PIVKA (Protein Induced by Vitamin K 

Absence). La presenza di residui 𝛾-carbossi-glutammici è necessaria per il legame di 

queste proteine agli ioni calcio ed ai fosfolipidi di membrana per una corre@a aQvità 

proteasica.  

La cascata coagulaXva si suddivide in via intrinseca ed estrinseca per poi collegarsi alla 

via comune. 
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La via estrinseca determina che il fa@ore tessutale (TF o fa@ore III), espresso sulla 

membrana dei fibroblasX, reagisce con i fa@ori di coagulazione in seguito a danno 

endoteliale. Il TF ha affinità per il fa@ore VII e porta alla formazione del complesso TF-

FVIIa che ha la capacità di aQvare FX in FXa e di proseguire nella via comune. La via 

intrinseca della coagulazione prende il via quando il sangue viene a conta@o con 

superfici cariche negaXvamente come danno alle cellule endoteliali. La reazione che 

avviene consiste nell’aQvare FIX a@raverso il complesso formato dal TF-FVIIa della via 

estrinseca per cross-over tra le due vie, il FIXa potrà far parte del complesso tenasico 

dato da FVIIIa (fa@ore anXemofilico aQvato dalla trombina), Ca2+ e fosfolipidi per 

successivamente converXre il fa@ore X nella sua forma aQvata FXa. Il FXa è l’enzima 

dire@amente coinvolto nella formazione della trombina dalla protrombina della via 

comune. La via comune comprende la formazione di trombina e di fibrina. La 
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Figura 2. Cascata coagula1va 
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formazione della trombina dalla protrombina (FII) avviene a parXre dall’azione 

proteoliXca della protrombinasi, complesso mulXmolecolare dato dal FXa interagendo 

con FVa, i fosfolipidi e gli ioni calcio. La fibrina, invece, si forma in seguito a diverse 

tappe: scissione proteoliXca delle molecole di fibrinogeno in fibrina da parte della 

trombina, polimerizzazione della fibrina in una soluzione gelaXnosa di fibrina e 

stabilizzazione da parte del fa@ore XIIIa. Il fibrinogeno è una glicoproteina ad alto peso 

molecolare formata da due unità ciascuna cosXtuita da tre catene pepXdiche 𝛼, 𝛽, 𝛾, 

la trombina scinde i gruppi terminali rilasciando così un monomero di fibrina che darà 

origine al coagulo di fibrina stabilizzato dal fa@ore XIIIa.  

I meccanismi di regolazione della coagulazione risultano fisiologicamente necessari 

per evitare la formazione di coaguli spontaneamente e impedire eccessi coagulaXvi 

sproporzionaX. Tra quesX sistemi sono presenX il flusso sanguigno che è 

fondamentale nel controllo dell’emostasi in quanto promuove l’allontanamento e la 

diluizione dei fa@ori di coagulazione aQvaX. Inoltre, di fondamentale importanza gli 

inaQvatori delle proateasi aQve, inibitori fisiologici in grado di inibire fa@ori di 

coagulazione e cofa@ori aQvaX, tra quesX l’anXtrombina III, le proteine C ed S. 

L’anXtrombina III glicoproteina della famiglia delle serpine (inibitori serina-proteasi) 

forma un complesso irreversibile con la trombina ed alcune altre esterasi seriniche 

rendendole inaQve; è in grado di interagire anche con altri fa@ori della coagulazione 

inibendoli come Xa, XIa,XIIa e IXa, plasmino e callicreina. Mentre le proteine C ed S 

me@ono in luce il ruolo fondamentale dell’endotelio nel controllo dell’emostasi; la 

proteina C per svolgere la sua aQvità inibitoria deve essere aQvata, questo avviene 

grazie all’interazione tra la trombina e la trombomodulina presente sulle superfici 

endoteliali passando da un’aQvità procoagulante a una anXcoagulante, l’aQvità 

viene potenziata dalla proteina S. Il ruolo della proteina C è quello di distruggere 

proteolicamente i fa@ori V e VIII della coagulazione, i fa@ori aQvisX vengono distruQ 

rapidamente. 
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Il sistema fibrinoliXco è l’ulXmo passaggio del processo emostaXco che rappresenta il 

meccanismo fondamentale per la dissoluzione del coagulo di fibrina, sistema 

mulXenzimaXco analogo a quello coagulaXvo. I componenX sono gli aQvatori del 

plasminogeno, l’aQvatore Xssutale (tPA), plasminogeno, plasmina, inibitori. 

L’aQvatore del plasminogeno si occupa di converXre il plasminogeno a plasmina, può 

essere di due Xpologie in base alle cellule di partenza, quello urochinasico e quello 

tessutale. Il plasminogeno è una glicoproteina prodo@a a livello del fegato e solo una 

parte viene aQvata a@raverso un taglio proteoliXco formando così la plasmina; 

quest’ulXma potrà successivamente degradare il fibrinogeno, la fibrina sia nella forma 

iniziale che stabilizzata. L’inibizione, invece, si verifica sia per gli aQvatori del 

plasminogeno che della plasmina, consistono in un sistema regolatorio per equilibrare 

i processi fisiologici della fibrinolisi.   

 

2. AspeC patologici nella coagulazione  

I processi emostaXci, in alcune condizioni, possono presentare alterazioni nel lavoro 

dei fa@ori della coagulazione, proteine C ed S, come anche a livello della fibrinolisi, 

traducendosi in condizioni patologiche. 

Nella regolazione emostaXca si possono manifestare delle condizioni patologiche in 

cui la risposta fisiologica risulta sbilanciata. Si può verificare uno scompenso delle 

funzioni dei fa@ori della coagulazione portando così ad episodi emorragici. Nel caso 

contrario con situazioni di ipercoagulabilità la cascata coagulaXva si muoverà in modo 

tale da formare quelli che sono i trombi.  

Le malaQe emorragiche e tromboXche congenite (METC) sono un gruppo di malaQe, 

appartenenX alle malaQe cardiovascolari, molto studiate in quanto il profilo geneXco 

dei pazienX affeQ può variare in base alle condizioni cliniche che si manifestano.  

Nei riguardi delle METC si svolgono diagnosi e terapie indicate per le condizioni 

patologiche in studio. Si prediligono controlli miraX per il profilo geneXco e per le 
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cara@erisXche della coagulazione. Risultano necessari dei monitoraggi frequenX per 

la terapia anXcoagulante e per la terapia delle malaQe emorragiche.   

 
Figura 3. Algoritmo mala8e emorragiche congenite 

 
Figura 4. Algoritmo mala8e trombo1che congenite 
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2.1 MalaCe emorragiche 

Le malaQe emorragiche possono essere date da una carenza dei fa@ori di 

coagulazione e della via fibrinoliXca, una conta anomala delle piastrine oppure una 

carenza della funzione piastrinica e queste portano ad un sanguinamento anomalo e 

ad una serie di patologie associate. La carenza dei fa@ori di coagulazione e della 

regolazione fibrinoliXca si possono verificare in staX congeniX o acquisiX, anche se in 

questo secondo caso in maniera rido@a. Gli staX congeniX si possono verificare come 

deficit dei diversi fa@ori come il fa@ore VIII che si presenta come emofilia di Xpo A. 

Un altro esempio è il deficit di vitamina K o l’assunzione di warfarin che determinano 

una rido@a concentrazione dei fa@ori II, VII, IX, X e delle proteine C ed S. 

L’alterata funzionalità o l’alterazione del numero piastrinico portano a malaQe 

classificate come qualitaXve o quanXtaXve, di quest’ulXma fanno parte la 

piastrinopenia e la trombocitosi. La piastrinopenia si può manifestare in seguito ad 

un’aumentata distruzione delle piastrine, dato da cause immuni e non immuni o 

rido@a produzione di piastrine. La trombocitosi risulta meno comune e può 

manifestarsi in forma reaQva con aumento transitorio del numero di piastrine o 

neoplasie. Le malaQe qualitaXve si presentano come anomalie della funzionalità 

piastrinica con una conta fisiologica di piastrine; ad esempio, una disfunzione del 

fa@ore di von Willebrand può causare un dife@o nella funzionalità piastrinica. 

Altre cause che si possono verificare sono le anomalie intra-piastriniche, le condizioni 

congenite sono molto rare, ad esempio la malaQa di Nernard-Soulier, mentre sono 

più comuni quelle acquisite come quelle farmaco-indo@e (aspirina e clopidogrel). (1)  
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2.2 MalaCe trombo:che 

La trombosi consiste in uno stato di ipercoagulabilità che porta alla formazione di un 

trombo, cioè una formazione solida cosXtuita da componenX del sangue quali 

piastrine, globuli rossi, globuli bianchi e fibrina, che può occludere il vaso sanguigno 

causando ischemia o ictus. Questo stato può essere congenito, ovvero dato da fa@ori 

geneXci, oppure acquisita, conseguente ad altre patologie.  

Le forme ereditarie possono derivare da carenze a livello, in parXcolar modo delle 

proteine ad azione anXcoagulante come proteina C, proteina S, anXtrombina III, che 

risultano essere a bassa prevalenza, intorno lo 0,2-0,4% e per l’anXtrombina 0,01-

0,02%. Quelle conseguenX alla resistenza della proteina C aQvata, quasi sempre 

dovute alla mutazione del fa@ore V di Leiden, sono ad alto rischio e presenX nel 3-5% 

della popolazione caucasica. Altre malaQe tromboXche ad alta prevalenza sono la 

mutazione della protrombina G20210A, responsabile dell’aumentata sintesi di F2. 

Mentre la carenza di plasminogeno risulta rara e non dire@amente associata alla 

trombosi.  

Gli staX di ipercoagulazione acquisita possono insorgere successivamente ad altre 

condizioni cliniche sfavorevoli, come da tumori maligni, immobilizzazione prolungata, 

obesità, fumo, viaggi prolungaX, uso contracceQvi orali, può essere definito dal test 

diagnosXco specifico per la sindrome degli anXcorpi anXfosfolipidi.  

La presenza di una di queste condizioni cliniche non determina necessariamente 

l’instaurarsi di un episodio tromboXco. È possibile che si verifichi un episodio se ad 

una delle condizioni cliniche citate si aggiunge un secondo evento concomitante, che 

può provocare a sua volta un evento tromboXco. (1)  

   

3. Diagnosi delle METC 

Gli staX di malaQe emorragiche e di ipercoagulabilità vengono analizzaX nei pazienX 

che presentano una storia personale o familiare per le METC; generalmente è 
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consigliabile svolgere quest’analisi con uno specifico pannello geneXco per la ricerca 

dei marcatori delle patologie. 

Per una corre@a esecuzione dei test il sangue prelevato dovrà essere reso 

temporaneamente incoagulabile grazie all’azione di una soluzione tamponata di sodio 

citrato, per poi essere facilmente ricoagulato per valutare il tempo di formazione del 

coagulo fisiologicamente. In questo caso risulta di fondamentale importanza che le 

prove@e vengano riempite corre@amente per la perfe@a uscita dei test coagulaXvi, in 

caso contrario non sarà garanXta l’esa@a riuscita.    

Per gli staX di malaQe emorragiche e di ipercoagulabilità congeniX possono essere 

eseguiX diversi test: 

•  Resistenza alla proteina C aQvata: se dovesse emergere dai suoi valori una 

riduzione di essa verrà eseguita l’analisi geneXca per verificare la presenza del 

fa@ore V di Leiden; 

•  Protrombina G20210A con un’analisi geneXca del promotore; 

•  AQvità di Proteina S e anXtrombina III con determinazione della loro aQvità e della 

loro concentrazione a@raverso metodi immunologici; 

•  Deficienza del fa@ore di Von Willebrand con scarsa aggregazione piastrinica e 

manifestazioni emorragiche, con verifica della conta e/o della funzionalità 

piastrinica 

La resistenza alla Proteina C aQvata può essere analizzata tramite test di laboratorio 

aPCR (Protein C Resistence acXvated), consiste nella misura del tempo di 

tromboplasXna parziale aQvato (aPTT) nella quale viene aggiunta una quanXtà nota 

di Proteina C esogena. Nel caso di presenza di una variante nella molecola del fa@ore 

V (di Leiden) previene l’inaQvazione da parte della Proteina C aQvata.  

L’aPTT è espresso come rapporto fra il tempo in secondi, del paziente e un tempo 

medio o@enuto da un campione di soggeQ non affeQ da alterazioni di coagulazione 

o in terapia con farmaci anXcoagulanX, secondo la reazione:  

aPTT=aPTT paziente (secondi)/aPTT plasma pool  
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Confrontando paziente sano e malato nell’analisi dell’aPTT, nei sani la proteina C 

degrada velocemente il fa@ore Va che si trova nel plasma; quindi, sia in presenza che 

in assenza di Proteina C esogena si riscontra un cut-off superiore a 2.2. Mentre nei 

malaX, pazienX con ipercoagulabilità, a causa di variante del fa@ore V, la proteina C 

non è in grado di degradare il fa@ore Va. 

Un altro test parXcolarmente svolto è il tempo di protrombina (PT), sia per valutare 

la via estrinseca della cascata coagulaXva e sia nel caso di assunzione da parte dei 

pazienX di anXcoagulanX inibitori della vitamina K per il loro monitoraggio. Al 

campione prelevato e conservato, si aggiungono tromboplasXna e cloruro di calcio 

per valutare il tempo di formazione del coagulo. Il PT è espresso come rapporto fra il 

PT, espresso in secondi, del paziente e un tempo medio o@enuto da un campione di 

soggeQ non affeQ da alterazione della coagulazione o in terapia con farmaci 

anXcoagulanX, secondo la reazione: 

PT=PT paziente (secondi)/PT plasma pool 

Oltre a quesX risultano importanX come analisi anche i test per il dosaggio del 

fibrinogeno (Fbg) e il tempo di trombina (TT); nel primo, il fibrinogeno è una proteina 

facente parte del sistema coagulaXvo che si presenta a livello del plasma, per la sua 

valutazione possono essere uXlizzate diverse metodologie.  

Il metodo Claus, il più uXlizzato, che deriva da una variazione della PT, dato che un 

eccesso e quindi un’aggiunta di trombina consente un rapido passaggio dal 

fibrinogeno alla fibrina, perme@e di valutare la quanXtà di proteina presente nel 

plasma. Può essere uXlizzato anche il metodo immunologico (anXgenico) per cui uno 

specifico anXcorpo si andrà a legare e riconoscerà la proteina. Quest’ulXmo metodo 

uXlizzato anche nella determinazione dell’aQvità della Proteina S e dell’anXtrombina 

III con specifici anXcorpi.  

Il TT, invece, risulta essere un test coagulaXvo per la valutazione della carenza 

congenita o acquisita di fibrinogeno, questo test è parXcolarmente sensibile alla 

presenza di eparina non frazionata.  
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Altri esami di laboratorio sono incentraX sul controllo quanXtaXvo e qualitaXvo delle 

piastrine. La conta piastrinica perme@e una verifica del numero di piastrine mediante 

l’esame emocromocitomerico o emocromo. Il numero di piastrine a livello della 

circolazione sanguigna varia tra i 150000 e i 400000 per mm3, ed ha un rinnovamento 

ogni 10 giorni. Il rischio di sanguinamento si presenta nel momento in cui la conta 

piastrinica scende al di so@o dei 10000-20000 per mm3 di sangue. Nei controlli 

qualitaXvi si verifica la funzionalità piastrinica: l’esame consiste nella valutazione della 

capacità delle piastrine di aggregarsi e formare un coagulo in un campione di sangue. 

L’esecuzione del test consiste nell’aggiunta di un aggregante al plasma, si considera la 

tubidimetria del campione, nel caso di forte aggregazione la soluzione sarà limpida.  

La deficienza del fa@ore di Von Willebrand consiste in una malaQa emorragica 

ereditaria che presenta un’anomalia a livello quanXtaXvo, stru@urale o funzionale del 

VWF. La diagnosi di deficienza di VWF è mulXpla, data la scarsa o assente 

aggregazione, il valore d’analisi di aPTT risulta allungato. Si valutano la conta 

piastrinica che può dimostrare una significaXva riduzione, ad indicare una carenza 

della proteina. Inoltre, nello specifico, il rilevamento della qualità, quindi funzionalità 

piastrinica valutando la capacità d’aggregazione. (2)   

 

4. Terapia farmacologica  

La terapia farmacologica prescelta consiste nel controllo degli evenX tromboXci con 

l’uso di anXcoagulanX che riducono la formazione di fibrina, anXaggreganX piastrinici 

inibiscono l’aQvazione e/o aggregazione piastrinica e agenX fibrinoliXci che 

perme@ono la degradazione della fibrina. QuesX però aumentano il rischio 

emorragico, in questo caso la terapia indicata è l’uso di inibitori della fibrinolisi, una 

terapia ancora in corso di studio sono le terapie geneXche per contrastare l’eccessivo 

sanguinamento in pazienX a rischio emorragico. (3) 
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4.1 An:coagulan: parenterali   

 

Gli anXcoagulanX sono disXnX in base alla via di somministrazione in parenterali e 

orali. 

L’eparina è il principale anXcoagulante parenterale, un glucosamminoglicano 

localizzato nei granuli secretori dei mastociX, sinteXzzato da precursori UDP-

zucchero, polimero di residui alternaX di acido D-glucuronico e di N-aceXl-D-

glucosammina. Risultano, inoltre, d’uso comune anche i derivaX dell’eparina come le 

eparine a basso peso molecolare e fondaparinux.  

 
Figura 6. Stru?ura chimica dell'eparina 

Figura 5. Azione an1coagulan1 sulla cascata coagula1va 
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L’eparina e i derivaX si legano all’anXtrombina e accelerano la velocità d’inibizione 

delle proteasi della coagulazione. L’inibizione ha luogo quando la proteasi a@acca uno 

specifico legame pepXdico Arg-Ser nel sito dell’anXtrombina e rimane bloccata. Il sito 

di legame al quale l’anXtrombina si lega all’eparina consiste in uno specifico residuo 

di glucosammina 3-O-solfata di una sequenza pentasaccaridica, si induce così una 

modificazione conformazionale dell’anXtrombina per rendere più accessibile il 

legame con le proteasi. Inoltre, perme@e l’aumento del tasso di inibizione del fa@ore 

Xa, ma non aumentando la velocità di inibizione della trombina. Quest’ulXmo è 

possibile con le eparine con una lunghezza di almeno 18 unità saccaridiche, le quali 

riescono a legare oltre all’anXtrombina anche la trombina. Nel caso dell’eparina un 

dosaggio elevato può portare ad un’azione ulteriore che consiste nell’interferire 

nell’aggregazione piastrinica, prolungando così il tempo di emorragia. Nelle eparine a 

basso peso molecolare e il fondaparinux l’effe@o anXaggregante piastrinico è molto 

rido@o. L’eparina e i suoi derivaX si uXlizzano principalmente nella terapia iniziale di 

trombosi venosa ed embolia polmonare per la loro rapidità d’azione, spesso associaX 

ad anXcoagulanX orali antagonisX della vitamina K, come il warfarin, che presenta un 

effe@o terapeuXco dopo qualche giorno. Si possono uXlizzare quesX anXcoagulanX 

parenterali anche in un controllo iniziale di angina instabile o nell’infarto miocardico 

acuto. Le eparine a basso peso molecolare e il fondaparinux sono le terapie 

maggiormente consigliate rispe@o le infusioni conXnuate di eparina, perché offrono 

il vantaggio di dosi fisse, una o due al giorno, e senza necessità di monitoraggio della 

coagulazione. Restano comunque fondamentali le somministrazioni a livello 

so@ocutaneo di eparina a basso dosaggio per le condizioni di prevenzione della 

trombosi venosa profonda postoperatoria ed embolia polmonare in pazienX 

chirurgici. Rispe@o alle forme orali degli anXcoagulanX, quelli parenterali non 

a@raversano la barriera placentare e sono quindi preferibili in gravidanza, risulta 

consigliabile la sospensione almeno 24 ore prima del parto per minimizzare il 

sanguinamento postpartum.  
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Le terapie in quesXone non essendo assorbibili dalla mucosa intesXnale hanno la 

necessità di essere somministrate per via parenterale. L’eparina si somministra per 

infusione endovenosa conXnuata o intermi@ente ogni 4-6 ore con azione immediata, 

l’emivita varia in base al dosaggio e può arrivare fino a 5 ore per 800 unità/Kg. Inoltre, 

si riXene venga eliminata principalmente dal reXcolo endoteliale ed è presente in 

minime quanXtà nelle urine. Oppure, un’altra Xpologia di somministrazione, per 

iniezione so@ocutanea ogni 8-12 ore con una biodisponibilità variabile e un input 

d’azione ritardato di 1-2 ore; mentre le derivate dell’eparina si assorbono più 

uniformemente ed hanno un’emivita più lunga che varia tra le 4-6 ore per quelle a 

basso peso molecolare e fino a 17 ore per il fondaparinux. QuesX dato che sono 

stru@uraX in catene più corte vengono eliminate in maniera importante a livello 

renale, risultano controindicaX in pazienX con insufficienza renale ed una clearance 

della creaXnina inferiore a 30 ml/min, inoltre possono condurre ad emorragie. La 

terapia per il tra@amento della tromboembolia venosa si presta ad una dose fissa di 

5000 unità, o regolata in base al peso corporeo, con un’aggiunta da 800 a 1600 unità 

all’ora che vengono erogate per infusione. Questa viene controllata a@raverso la 

misurazione dell’aPTT che si manXene tra le 2-3 volte il valore medio normale ed il 

range terapeuXco da mantenere a livello plasmaXco di eparina è di 0.3-0.7 unità/ml 

dosando l’anX-fa@ore Xa. 

Le eparine a basso peso molecolare sono enoxaparina, dalteparina, Xnzaparina, 

ardeparina, nadroparina e reviparina, queste hanno un’azione disXnta tra loro e non 

sono facilmente intercambiabili per i loro effeQ. 

La dose di farmaco necessaria varia molto in base alle concentrazioni emaXche delle 

proteine leganX l’eparina, dato che queste vanno ad impedire il legame eparina-

anXtrombina. In questo caso un evento di resistenza può presentarsi nell’uso di 

eparina, in parXcolare modo a dosaggi elevaX, per dei livelli troppo bassi di aPTT nei 

pazienX tra@aX e la possibilità che quesX abbiano una deficienza di anXtrombina 
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congenita o acquisita. Per le eparine derivate il problema si presenta molto raramente 

per lo scarso legame alle proteine plasmaXche differenX dall’anXtrombina.  

Il principale effe@o avverso dato dall’uso di eparina sono le manifestazioni 

emorragiche, queste si riscontrano nel 1-5% dei pazienX tra@aX, l’incidenza di quesX 

evenX si riduce con l’uso di eparine a basso peso molecolare. Spesso l’evento 

emorragico risulta connesso ad un intervento chirurgico, un trauma, ma nella maggior 

parte dei casi in forma contenuta. Si potrebbero verificare delle emorragie 

potenzialmente letali, sarà importante somministrare nel più breve tempo possibile 

un’infusione endovenosa lenta di protamina solfato (polipepXdi basici) in una 

concentrazione adeguata a neutralizzare la presenza di eparina, se prolungato si 

o@errà un effe@o anXcoagulante interagendo con piastrine, fibrinogeno ed altre 

proteine plasmaXche. Un altro effe@o avverso la trombocitopenia indo@a dall’uso di 

eparina con riduzione del 50% della conta piastrinica in confronto al pretra@amento, 

questo si verifica nello 0.5% dei pazienX in terapia con eparina standard, anche se si 

può instaurare anche con le eparine derivate.  

Altri anXcoagulanX parenterali usaX in caso di impossibilità d’uso dell’eparina e dei 

suoi derivaX sono lepirudina, desirudina, bivalirudina, argatroban.  

La lepirudina derivato ricombinante dell’irudina, questo un inibitore dire@o della 

trombina è presente a livello delle ghiandole salivari della sanguisuga medicinale. 

Approvata per il tra@amento della trombocitopenia indo@a da eparina, inoltre non 

presenta anXdoX.  

L’argatroban è un composto sinteXco con stru@ura che riprende quella della L-

arginina, si lega reversibilmente al sito cataliXco della trombina. Può risultare 

problemaXco nel caso si scelga una terapia con anXcoagulante orale, nello specifico 

warfarin, perché il tempo di protrombina risulterà prolungato. (3) 
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4.2 An:coagulan: orali  

Il warfarin è l’anXcoagulante orale d’elezione nel tra@amento prevenXvo della 

tromboembolia, è un antagonista della vitamina K, a causa dei diversi effeQ collaterali 

sta venendo a mano a mano sosXtuito dai nuovi anXcoagulanX orali.  

 

La funzione della vitamina K in forma rido@a, insieme poi ad anidride carbonica e 

ossigeno molecolare, consiste nel favorire la carbossilazione di alcuni fa@ori della 

coagulazione (II, VII, IX e X) e le proteine C ed S in residui di 𝛾-carbossiglutamato capaci 

di legare il Ca2+. La carbossilazione induce un’ossidazione della vitamina K nel 

riformare l’epossido iniziale, per cui sarà necessario da parte dell’enzima vitamina K 

epossido-redu@asi (VKOR) rigenerare la vitamina K rido@a. L’azione del farmaco in 

quesXone sarà quella di inibire a dosi terapeuXche l’enzima VKOR del 30-50% per 

evitare la formazione della vitamina K prodo@a dal fegato.  

Gli anXcoagulanX orali non agiscono sull’aQvità delle molecole carbossilate in circolo 

per l’emivita lunga dei fa@ori della coagulazione, in parXcolare del fa@ore II, e l’effe@o 

farmaceuXco si registra dopo diversi giorni dall’inizio della terapia.  

Il dosaggio iniziale consigliato negli adulX è di 2-5 mg al giorno per 2-4 giorni, per poi 

variare tra 1-10 mg al giorno basato sulle analisi del PT rielaborato sul rapporto 

internazionale normalizzato (INR). La biodisponibilità è per la maggior parte completa 

con l’uso del farmaco per le diverse vie di somministrazione. Le compresse prodo@e 

hanno diverse velocità di dissoluzione, questo modifica anche la velocità e quanXtà di 

farmaco assorbita; può essere influenzato negaXvamente anche dalla presenza di 

alimenX nell’apparato digerente. Il warfarin si stru@ura in due enanXomeri e l’S è 3-5 

Figura 7. Stru?ura chimica del warfarin 
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volte più potente dell’R-warfarin, la trasformazione in metaboliX inaQvi è data 

dall’enzima CYP2C9 e quesX vengono escreX nell’urina e nelle feci. Il picco della 

concentrazione plasmaXca è raggiunto dopo 2-8 ore per mantenere un’emivita che 

oscilla tra le 25-60 ore, questo porta ad una durata d’azione media del farmaco di 2-

5 giorni.   

Il warfarin è un farmaco che può andare in contro facilmente ad interazioni con altri 

farmaci e sostanze. InfaQ, numerosi fa@ori influenzano la riduzione dell’effe@o 

anXcoagulante, con una possibile riduzione del PT:  

• legame con la colesXramina nel tra@o gastrointesXnale provoca una riduzione 

dell’assorbimento del farmaco;  

• aumento del metabolismo del farmaco a livello degli enzimi epaXci, specialmente 

CYP2C9, a causa di barbiturici, rifampicina; 

• alimentazione ricca di vitamina K;                              

• aumento del rischio emorragico dato da un rido@o metabolismo per inibizione 

CYP2C9 da parte di amiodarone, anXfungini azolici, clopidogrel, fluoxeXna, 

isoniazide, come anche l’uso di diureXci dell’ansa e del valproato che portano ad 

una ro@ura del legame con le proteine plasmaXche;    

Le emorragie sono il principale effe@o tossico dovuto all’assunzione del warfarin, è 

necessario che i pazienX si rechino con regolarità al centro TAO per la misurazione dei 

valori PT in relazione all'INR. L’incidenza degli episodi è del 3% e l’INR dev’essere 

mantenuta tra 2 e 3. Altre problemaXche possono essere la comparsa di difeQ 

congeniX e aborto nelle donne in gravidanza, la necrosi cutanea indo@a molto rara 

che si cara@erizza per lesioni cutanee 3-10 giorni dopo l’inizio della terapia.      

Gli antagonisX della vitamina K si uXlizzano nelle trombosi venose acute o embolia 

polmonare per la prevenzione della progressione o ricaduta, dopo o in 

contemporanea all’uso di eparina; sono consigliaX in prevenzione di alcuni intervenX 

chirurgici.  
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I nuovi anXcoagulanX orali agiscono in maniera più dire@a nei confronX dei fa@ori 

della coagulazione.  

Il dabigatran blocca reversibilmente il sito aQvo della trombina, viene preferita la sua 

forma a profarmaco, dabigatran etexilato.  

 

Data la risposta anXcoagulante prevedibile a dosi fisse non risultano necessari i 

controlli di rouXne; infaQ, ha un’emivita di 12-14 ore con biodisponibilità orale del 

6% e il picco d’azione in 2 ore. Preferito per la prevenzione dell’ictus in pazienX con 

fibrillazione atriale.  

L’inibizione del fa@ore Xa può essere conseguente all’uso, ad esempio, del rivaroxaban 

che ha una buona biodisponibilità dell’80%, un picco d’azione in 3 ore e un’emivita di 

7-11 ore. Anch’esso non richiede monitoraggio della coagulazione, consigliato nella 

profilassi di alcuni pazienX chirurgici per evitare tromboembolia venosa. (3) 

 

4.3 Fibrinoli:ci 

I farmaci fibrinoliXci o per la terapia tromboliXca seguono il percorso della via della 

fibrinolisi favorendo la dissoluzione dei trombi.  

L’ateplasi è prodo@a con la tecnologia del DNA ricombinante e ripercorre l’azione 

dell’aQvatore Xssutale del plasminogeno (t-PA). Una serina proteasi che agisce come 

Figura 8. Stru?ura chimica del dabigatran 
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deboleaQvatore del plasminogeno in assenza di fibrina. InfaQ, necessita del legame 

con la fibrina ed ha un’azione molto più rapida rispe@o all’azione del plasminogeno in 

circolo. Il t-PA viene uXlizzato per la lisi dei trombi in pazienX tra@aX per infarto 

miocardico acuto o ictus ischemico acuto, l’emivita della proteina è di circa 5 minuX 

metabolizzato a livello epaXco. La terapia prevista consiste nell’assunzione con bolo 

endovenoso di 15 mg, poi intorno ai 0.75 mg/Kg di peso corporeo per 30 minuX e 

nell’ora seguente 0.5 mg/Kg fino 35 mg cumulaXvi.  

La streptochinasi è stata prodo@a partendo dallo streptococco 𝛽-emoliXco, farmaco 

uXlizzato raramente per o@enere la fibrinolisi. Proteina di 47 000 Da priva di aQvità 

enzimaXca, si lega e forma un complesso con il plasminogeno, questo induce una 

modificazione conformazionale esponendo il sito aQvo del plasminogeno così da 

facilitare la formazione della plasmina.  

I fa@ori fibrinoliXci o tromboliXci manifestano una certa tossicità, causando episodi 

emorragici che possono derivare dalla lisi della fibrina in coaguli emostaXci oppure 

una fibrogenolisi data dalla formazione sistemica di plasmina. InfaQ, si riscontrano 

diverse controindicazioni a questa terapia: pregressa emorragia intracranica, sospe@a 

dissecazione aorXca, ipertensione non controllata, gravidanza, uso di warfarin e 

INR>1.7. (3)  

4.4 Inibitori della fibrinolisi 

Gli inibitori della fibrinolisi possono essere uXlizzaX per un controllo della regolazione 

fibrinoliXca perme@endo, in questo caso, di ridurre gli evenX emorragici. 

L’acido aminocaproico, con stru@ura similare alla lisina, interagisce con i siX per la 

lisina sul plasminogeno e sulla plasmina, inibendo l’azione di quest’ulXma di legarsi 

alla fibrina.  

 
Figura 9. Stru?ura chimica dell'acido aminocaproico 
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La sua azione d’inibitore della fibrinolisi è molto potente, si usa per la riduzione delle 

manifestazioni emorragiche, in parXcolar modo dopo gli intervenX. La problemaXca 

che può essere riscontrata è la mancata lisi dei trombi formaXsi durante il 

tra@amento. Il farmaco risulta comunque nella maggior parte dei casi sicuro con rari 

casi di miopaXa e necrosi muscolare. Si assorbe rapidamente in seguito a 

somministrazione orale, viene escreto come tale al 50 % entro 12 ore. A@raverso la 

via endovenosa ha una prima somministrazione di 4-5 g nell’arco di un’ora e una 

successiva infusione di 1-1.25 g all’ora fino al controllo dello stato emorragico, non 

superando i 30 g nelle 24 ore. 

L’acido tranexamico, anch’esso analogo della lisina, ha un’azione affine all’acido 

aminocaproico.  

 

Un ulteriore uso terapeuXco, in confronto al precedente farmaco, è l’assunzione per 

via orale nel tra@amento del sanguinamento mestruale eccessivo, somministrato per 

4 giorni con un dosaggio di 1 g qua@ro volte al giorno. (3) 

 

Figura 10. Stru?ura chimica dell'acido tranexamico 
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4.5 An:aggregan: piastrinici 

L’aggregazione piastrinica oltre ad avere azione fisiologica in caso di lesioni, nella 

formazione del tappo piastrinico, può agire in maniera patologica causando evenX 

tromboXci dando infarto miocardico, ictus e trombosi vascolari. Per la regolazione di 

queste manifestazioni sono di parXcolare importanza gli anXaggreganX piastrinici, 

quesX usaX tra di loro anche in associazione risultano aggiunXvi oppure aumentano 

l’azione.  

L’acido aceXlsalicilico, comunemente chiamato aspirina, inibisce la produzione di 

trombossano (TxA2) aceXlando la Ser516 nel sito aQvo della COX-2 (cicloossigenasi-2) 

e la Ser530 nel sito aQvo della COX-1 (cicloossigenasi-1).  

 

Date le diverse dimensioni delle cicloossigenasi l’azione a riguardo sarà differente, nel 

caso della COX-2 le grandi dimensioni bloccano in parte l’azione del farmaco, il quale 

punterà ad agire meglio sulla COX-1. L’aspirina ha un’azione di inibizione irreversibile, 

restando legata alle cicloossigenasi delle piastrine durante tu@a la loro vita di 7-10 

giorni, questo perché esse non si rinnovano ma hanno una vita ciclica. La terapia 

associata al farmaco varia in base all’azione che si vuole o@enere, come 

anXtromboXco ha una massima efficacia a dosi tra 50-320 mg al giorno. Dosaggi più 

elevaX non sono consigliabili, in quanto il farmaco perderebbe l’efficienza della azione 

anXaggregante per la perdita di produzione di prostacicline e, inoltre, si potrebbe 

andare in contro ad evenX emorragici.    
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O

Figura 11. Stru?ura chimica dell'acido ace1lsalicilico 
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La Xclopidina profarmaco Xenopiridinico con aQvità inibitoria sul rece@ore P2Y12, 

quest’ulXmo è un rece@ore purinergico delle piastrine accoppiato a una Gi.  

 

In seguito ad aQvazione dall’ADP inibisce adenilato ciclasi riducendo AMP ciclico. È 

presente un secondo rece@ore, P2Y1, aQvato dall’ADP induce cambiamento 

morfologico e aggregazione piastrinica. L’azione del profarmaco consiste in 

un’inibizione irreversibile di P2Y12 per formazione di un ponte disolfuro tra il suo 

gruppo Xolico e un residuo di cisteina libero a livello extracellulare del rece@ore. Il 

dosaggio consigliato è di 250 mg due volte al giorno o@enendo un effe@o 

farmacologico dopo 8-11 giorni dall’inizio del tra@amento e successivamente alla 

sospensione l’inibizione permane per alcuni giorni. Gli effeQ collaterali più comuni 

dovuX all’uXlizzo della Xclopidina sono nausea, vomito e diarrea, seguito da 

condizioni più gravi come discrasie emaXche potenzialmente fatali che hanno 

condo@o ad un abbandono del farmaco per preferire il clopidogrel.   

Il clopidogrel è più potente e con una tossicità rido@a rispe@o la Xclopidina, agiscono 

nello stesso modo andando ad inibire irreversibilmente il rece@ore P2Y12.  

 

Anch’esso è un profarmaco con lenta insorgenza d’azione, il dosaggio preferibilmente 

uXlizzato è di 75 mg al giorno, con la possibilità o meno di una dosa di carico di 300 o 

Figura 12. Stru?ura chimica della 1clopidina 

Figura 13. Stru?ura chimica del clopidogrel 
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600 mg. A livello terapeuXco è consigliabile il suo uXlizzo nella riduzione dell’incidenza 

di ictus, infarto miocardico, ed è reputato leggermente migliore rispe@o all’aspirina, 

in alcuni casi è prevista l’associazione dei due per o@enere un effe@o sinergico.  

Il prasugrel fa parte delle Xenopiridine, profarmaco con azione più rapida rispe@o la 

Xclopidina e il clopidogrel ed una più intuibile inibizione dell’aggregazione piastrinica 

indo@a da ADP. Il farmaco viene assorbito completamente a livello intesXnale e risulta 

quasi completamente aQvo. Il confronto con il clopidogrel indica che il prasugrel ha 

un’inferiore incidenza di morte per cause cardiovascolari, infarto miocardico e ictus, 

al contrario per rischio emorragico risulta maggiormente influente. L’uso di questo 

farmaco è preferibile in pazienX con un peso corporeo superiore ai 60 Kg e non in 

condizioni di insufficienza renale. Si parte con una dose di carico di 60 mg, per poi 

proseguire con 10 mg al giorno; se in condizioni criXche di peso inferiore ai 60 Kg o 

età superiore ai 75 anni la dose giornaliera sarà inferiore, 5 mg.    

Gli inibitori della glicoproteina IIb/IIIa sono potenX anXpiastrinici, delle integrine di 

superficie denominate anche 𝛼IIb𝛽3. Fisiologicamente perme@ono una modifica 

conformazionale quando le piastrine vengono aQvate, così operando come un 

rece@ore per il fibrinogeno e il fa@ore di von Willebrand. A@ualmente sono presenX 

solo alcuni principi aQvi che agiscono con queste cara@erisXche: 

• L’abciximab è un anXcorpo monoclonale umanizzato che agisce dire@amente 

inibendo il rece@ore 𝛼IIb𝛽3. Se dato in associazione con aspirina ed eparina, si è 

dimostrato efficace nel prevenire la ristenosi, l’infarto miocardico ricorrente e la 

morte. L’emivita dell’anXcorpo libero è di 30 minuX, se legato all’integrina si 

prolunga a 18-24 ore dopo infusione; la somministrazione in bolo iniziale è di 0.25 

mg/kg, per mantenere un’infusione di 0.125 µg/Kg per minuto per 12 o più ore. Gli 

effeQ collaterali rispecchiano quelli dei farmaci fibrinoliXci ed evenX emorragici; il 

loro uXlizzo rimane controllato dato il loro costo eccessivo.    

• L’epXfibaXde è un pepXde ciclico che lavora inibendo il sito di legame per il 

fibrinogeno sul rece@ore 𝛼IIb𝛽3, blocca l’aggregazione piastrinica. La 
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somministrazione è parenterale in bolo di 180 µg/Kg con successiva infusione di 2 

µg/Kg/min per 96 ore. L’uso terapeuXco è nella tra@azione della sindrome 

coronarica acuta e in intervenX di angioplasXca coronarica; l’effe@o terapeuXco è 

rido@o rispe@o l’abciximab. L’emorragia risulta l’effe@o collaterale più evidente 

con l’uso di quesX farmaci.   

Il Xcagrelor è un inibitore reversibile del rece@ore P2Y12 e rientra tra i nuovi 

anXaggreganX piastrinici.  

 

La somministrazione è per via orale due volte al giorno e risulta più efficace del 

clopidogrel per la rapidità d’azione e per l’inibizione maggiore e la prevedibilità 

dell’aggregazione piastrinica indo@a da ADP. Il farmaco è stato approvato dalla FDA 

(Food and Drug AdministraXon) nell’uso per la prevenzione di evenX tromboXci. È 

stata dimostrata una riduzione dei casi di morte per cause cardiovascolari in pazienX 

con sindrome coronarica acuta. (3) 

 

Figura 14. Stru?ura chimica del 1cagrelor 
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SCOPO DELLO STUDIO 

Gli scopi dello studio svolto sono i seguenX: 

1. La validazione di un pannello genetico di sequenziamento con tecnologia NGS 

in pazienti affetti da METC. 

2. L’analisi in silico delle varianti genetiche identificate al fine di predirne il ruolo 

biologico e la relazione con il trattamento farmacologico. 
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MATERIALI E METODI 

1. Pazien: 

Questo è uno studio retrospeQvo che è stato condo@o in 103 pazienX (48 maschi e 

55 femmine, età media 58±4) affeQ da METC diagnosXcaX dal Centro delle MalaQe 

TromboXche ed Emorragiche dell’Azienda Ospedaliera Universitaria di Padova.  Per 

ogni partecipante è stato raccolto un campione di sangue venoso per l’estrazione del 

DNA. I pazienX hanno firmato il consenso informato per lo studio geneXco.  

 

2. Estrazione del DNA 

L’estrazione del DNA viene eseguita utilizzando il kit DNeasy Blood & Tissue Kit da un 

prelievo di sangue raccolto in provette con EDTA. Il campione di sangue viene 

centrifugato a 2500 giri per 15 minuti, per separare il buffy coat ricco di globuli bianchi 

dal plasma.   

 
Figura 15. Separazione buffy coat dal plasma 

Brevemente, al campione di sangue viene aggiunto l’enzima proteinasi K che denatura 

le proteine, una soluzione tampone di PBS (tampone fosfato) e una soluzione di lisi 

cellulare per 10 minuti a 56°C. La fase di purificazione consiste nel caricamento 

dell’estratto di DNA nelle colonnine cromatografiche (DNeasy Mini spin column) che 

legano in modo specifico solo il DNA. Vengono poi eseguiti due lavaggi con buffer 

contenenti etanolo. Il DNA viene eluito con una soluzione di eluizione e viene 

conservato a -20°C per i successivi studi.  
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3. Controllo quan:ta:vo e qualita:vo del DNA purificato 

La definizione della concentrazione e della qualità di DNA purificato viene stabilito 

mediante le@ura spe@rofotometrica al Nanodrop 2000 (Thermo Fisher ScienGfic).   

Lo spe@rofotometro è composto da una sorgente che eme@e radiazioni nel campo 

dell’UV-Visibile: questo disposiXvo riesce a selezionare le radiazioni ad una specifica 

lunghezza d’onda passando prima a@raverso un monocromatore. La radiazione passa 

a@raverso il campione e viene assorbita dall’acido nucleico. L’analisi 

spe@rofotometrica segue il principio della legge di Lambert-Beer, secondo la quale 

l’assorbanza è dire@amente proporzionale alla concentrazione della specie 

assorbente contenuta nel campione analizzato, valutando anche il coefficiente di 

assorbimento e il cammino oQco. La concentrazione di DNA viene misurata alla 

lunghezza d’onda di 260 nm in ng/µl e la purezza del DNA dal rapporto delle 

assorbanze alle lunghezze d’onda 260 nm e 280 nm (A260/A280) che deve essere nel 

range tra 1.7 e 2.  

 

4. Analisi gene:ca mediante tecnologia NGS 

L’analisi delle mutazioni coinvolte nella cascata coagulaXva e nel rischio emorragico e 

tromboXco viene eseguita mediante tecnologia Next GeneraGon Sequencing (NGS). 

Questa metodologia è stru@urata in tre fasi:  

•  preparazione delle librerie;  

•  arricchimento e ca@ura dei frammenX di interesse;  

•  sequenziamento NGS.  

Tu@e queste fasi prevedono dei controlli di quanXtà e di qualità che assicurano 

l’accurata analisi delle varianX o mutazioni.  
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5. Preparazione delle librerie 

La preparazione delle librerie di DNA viene eseguita mediante il kit xGen DNA library 

Prep EZ (IDT-Tema Ricerca), prevede una fase iniziale di frammentazione, una fase di 

ligazione degli ada@atori e una fase finale di pre-amplificazione delle librerie. 

 
Figura 16. Preparazione librerie 

 

5.1 Preparazione dei campioni 

Le librerie sono state preparate utilizzando 100 ng di DNA. La frammentazione del 

DNA è stata effe@uata incubando il campione con enzimi di restrizione ed 

endonucleasi allo scopo di o@enere dei frammenX di lunghezza variabile tra 200-400 

nucleoXdi.  

 

xGen™ DNA Library Prep EZ Kit | xGen DNA Library Prep EZ UNI Kit 6

The xGen DNA Library Prep EZ Kits streamline NGS sample preparation of dsDNA for sequencing on Illumina® 
platforms. The kits provide rapid DNA fragmentation and library construction to generate libraries for sequencing 
(Figure 1). Detailed instructions are provided for obtaining a mean aligned insert of 350 bp, or 200 bp for direct and 
targeted sequencing, respectively.  A protocol amendment is available for larger insert sizes (up to 550 bp) to guide 
you in using the xGen Deceleration Module.

Note: Both the xGen DNA Library Prep EZ and xGen DNA Library Prep Kit EZ UNI Kits are compatible with 
xGen Normalase™ workflow (see Appendix A: Perform the xGen Normalase Module for instructions).
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Figure 1.The xGen DNA Library Prep EZ and EZ UNI library preparation steps. 
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5.2 Ligazione degli adaWatori 

La reazione di ligazione ha lo scopo di unire i frammenX di DNA alle estremità 3’ e 5’ 

con gli ada@atori che sono sequenze nucleoXdiche complementari agli ada@atori 

presenX sulla flow cell del sequenziatore. La reazione di ligazione uXlizza l’enzima 

ligasi e gli stubby adapters, avviene a 20°C per 20 min in un termociclatore.  

 

5.3 Cleanup post ligazione 

Successivamente alla fase di ligazione viene effe@uato un cleanup, che ha lo scopo di 

tra@enere i frammenX di DNA legaX agli ada@atori e di eliminare i reaQvi in eccesso. 

La purificazione del prodo@o di ligazione avviene uXlizzando le biglie magneXche 

Agencourt® AMPure® XP-PCR purificaGon beads (Beckman Coulter), proge@ate in 

modo tale da tra@enere seleQvamente il prodo@o di ligazione e lasciare liberi in 

soluzione i reaQvi in eccesso, così che possano essere prelevaX ed eliminaX. 

 

5.4 Amplificazione mediante PCR  

La PCR (polymerase chain reacXon) consiste in un insieme di reazioni a catena della 

polimerasi che perme@ono l’amplificazione dei frammenX iniziali. Una prima fase di 

denaturazione di DNA, una fase di appaiamento dei primers specifici ed infine 

l’estensione con amplificazione delle sequenze di interesse. Questa fase consiste in 

una pre-amplificazione del prodo@o di ligazione mediante PCR Master Mix, primer 

specifici e index. Gli index sono brevi sequenze nucleoXdiche (10 basi) che lavorano 

come barcode del campione e perme@eranno di idenXficarlo durante l’analisi 

bioinformaXca che segue il sequenziamento. 

 

5.5 Cleanup post PCR 

Al termine della reazione di pre-amplificazione si o@engono le librerie. Si esegue 

pertanto un cleanup per purificare la libreria mediante le biglie magneXche 

Agencourt® AMPure® XP-PCR purificaGon beads (Beckman Coulter), con una 
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procedura analoga al cleanup post-ligazione. Al termine della procedura di cleanup, in 

ciascun pozze@o vengono aggiunX 21 μL di buffer di eluizione, che provocherà il 

distacco delle librerie dalle biglie magneXche e il loro passaggio in soluzione. La piastra 

viene disposta per un’ulXma volta sul supporto magneXco, dove le biglie vengono 

a@ra@e e tra@enute dal supporto stesso, mentre il surnatante limpido (contenente le 

librerie di DNA) viene prelevato e trasferito in una prove@a. Il volume finale o@enuto 

per ciascuna libreria è di 20 μL.  

 

5.6 Quan:ficazione delle librerie 

La determinazione della concentrazione delle librerie espressa in ng/μL viene eseguita 

mediante il fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo Fisher ScienGfic). Il Qubit è un fluorimetro 

che perme@e la misurazione della concentrazione dei campioni in ng/µl uXlizzando 

degli standard fluorescenX. 

 

5.7 Controllo della qualità e delle dimensioni delle librerie 

Il controllo di qualità delle librerie è stato effe@uato uXlizzando lo strumento LabChip 

GX Touch Nucleic Acid Analyzer (PerkinElmer), che separa i frammenX contenuX nel 

campione in base alla loro dimensione, sfru@ando il principio dell’ele@roforesi 

capillare. Come mostrato in Figura 17, la lunghezza media delle librerie è di 250-350 

bp. Il chip uXlizzato per l’analisi qualitaXva delle librerie è il HS DNA (High SensiGvity).  

 
          Figura 17. Controllo di qualità delle librerie, lunghezza dei frammen1 

Nella fase di preparazione è necessario lasciar equilibrare a temperatura ambiente il 

chip e i reagenX per almeno 30 minuX prima di iniziare. Il primo step consiste nella 

preparazione del Gel-Dye SoluXon, si preparano 550 µl di DNA Gel Matrix e si 
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aggiungono 6.5 µl di DNA Dye.  Nel fra@empo, si procede alla preparazione dei 

campioni e si uXlizzerà una piastra specifica per lo strumento. Il risultato 

dell’ele@roforesi capillare è dato da un ele@roferogramma con le dimensioni dei 

frammenX di DNA che sono staX precedentemente o@enuX.  

Questa analisi qualitaXva consente di determinare la lunghezza media dei frammenX 

o@enuX nelle librerie e di ricalcolare la concentrazione in nM per il caricamento sul 

sequenziatore. 

Dopo la quanXficazione, le librerie vengono conservate a -20°C fino al momento di 

procedere con arricchimento e ca@ura dei frammenX di interesse (enrichment step). 

 

6. Arricchimento e caWura dei frammen: di DNA  

La seconda fase consiste nell’arricchimento e nella ca@ura delle librerie di DNA di 

interesse dove verrà eseguita l’analisi geneXca. Per questo scopo, viene uXlizzato un 

pannello geneXco di 33 geni della cascata coagulaXva, come mostrato nella tabella 1.   

GENE PROTEINA 

A2M alfa-2 macroglobulin 

CPB2 (1361) thrombin activatable fibrinolysis inhibitor 

F10 (2159) coagulation factor X 

F11 (2160) coagulation factor XI 

F12 (2161) coagulation factor XII 

F13A1 (2162) coagulation factor XIII A chain 

F13B (2165) coagulation factor XIII B chain 

F2 (2147) coagulation factor II, thrombin 

F3 (2152) coagulation factor III, tissue factor 

F5 (2153) coagulation factor V 

F7 (2155) coagulation factor VII 

F8 (2157) coagulation factor VIII 
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F9 (2158) Coagulation Factor IX 

FGA (2243) fibrinogen alpha chain 

FGB (2244) fibrinogen beta chain 

FGG (2266) Fibrinogen Gamma Chain 

KLKB1 (3818) Kallikrein B1 

KNG1 (3827) Kininogen 1 

PLAT (5327) Tissue plasminogen activator 

PLG (5340) Plasminogen 

PROC (5624) Protein C, inactivator of coagulation factors Va and VIIIa 

PROCR Endothelial protein C receptor 

PROS1 (5627) Protein S 

PROZ protena zeta 

SERPINA10 proteina zeta inhibitor 

SERPINA5 (5104) protein C inhibitor 

SERPINC1 (462) Antithrombin-III 

SERPIND1 (3053) heparin cofactor II 

SERPINE1 (5054) Endothelial Plasminogen Activator Inhibitor 

SERPINF2 (5345) alfa 2 antiplasmina 

TFPI (7035) tissue factor pathway inhibitor 

THBD (7056) thrombomoduline 

VWF (7450) Von Willebrand Factor 

Tabella 1. Pannello genico specifico 

Questo pannello è cosXtuito da 861 sonde bioXnilate di lunghezza di 120 nucleoXdi 

specifiche per tuQ gli esoni (parte codificante del gene) dei 33 geni di interesse. 

Queste sonde bioXnilate di interesse verranno ibridizzate insieme alle librerie e poi 

“ca@urate” con delle biglie magneXche legate alla streptavidina. 
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Figura 18. Ibridazione pool librerie 

6.1 Costruzione di un pool di librerie 

8-12 librerie in egual concentrazione (500 ng) vengono riunite per creare un pool su 

cui effe@uare l’ibridazione con le probe studiate per il pannello target (tabella 1). Il 

pool viene fa@o reagire con una soluzione contenente xGen Universal Blockers e xGen 

Human Cot DNA.  

I Blockers vengono uXlizzaX per ridurre l'interazione non specifica dell'ada@atore 

durante l'ibridazione e aumentano le prestazioni di acquisizione sul target e Human 

Cot DNA per bloccare il legame non specifico nelle reazioni di ibridazione del DNA; il 

DNA uXlizzato è di Xpo placentare arricchito con sequenze di DNA ripeXXve.  

In seguito, il tu@o viene posto all’interno del sistema SpeedVac un sistema a vuoto in 

cui si fa evaporare il campione grazie anche alla temperatura di 60°C per circa 4 ore 

(dipende dal volume della prove@a). Successivamente l’essiccato viene lasciato a 

temperatura ambiente per tu@a la no@e se usato il giorno seguente, in alternaXva 

viene posto a -20°C per tempi più lunghi.  

xGen hybridization capture of DNA libraries

6

Adapter sequences

Add blocking oligos

Target capture workflow

Hybridize targets to capture probes

Incubate with magnetic streptavidin beads

Isolate targets with magnet

xGen blocking oligo

Target sequences
Off-target sequences

xGen Hyb Probes

Streptavidin bead

Blocked library fragments

Hybridized library fragments

Bead-bound target sequences

Prepped library fragments

Figure 1. Desired prepared library fragments are separated from off-target fragments using hybridization capture. xGen Universal Blockers 
are mixed with prepared library fragments to prevent adapter-to-adapter hybridization. Blocked library fragments are then annealed to the 
5’ biotinylated oligonucleotide probes from an xGen Predesigned Hyb Panel or an xGen Custom Hyb Panel. The probe and fragment duplexes are 
then separated from the unbound fragments by streptavidin-coated magnetic bead purification. The resulting library contains just the fragments of 
interest.
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6.2 Reazione di ibridazione 

Il pool di librerie viene fa@o ibridare con le sonde oligonucleoXdiche bioXnilate 

specifiche per i geni target selezionaX a 65°C per 4h in una reazione contente xGen 

HybridizaGon Buffer e xGen HybridizaGon Buffer ehnancer.  

Durante la fase di ibridazione vengono preparaX i buffer dei lavaggi successivi, quesX 

andranno a rimuovere le librerie non di interesse. Inoltre, è richiesta la preparazione 

della Bead Resuspension Mix, servirà per risospendere le biglie di streptavidina al 

termine dello step successivo.  

 

6.3 Lavaggio delle biglie di streptavidina 

Prima di procedere con il lavaggio delle biglie di streptavidina (Dynabeads® M-270 

Streptavidin beads) è necessario assicurarsi che siano state riequilibrate a 

temperatura ambiente e che siano state accuratamente risospese utilizzando un 

vortex. Le biglie sono delle streptavidin beads, la streptavidina è una proteina isolata 

dal ba@erio Streptomyces avidinii, possiede 4 legami che vanno a legarsi alla bioXna, 

vitamina idrosolubile che si trova libera e legata alle proteine. L’uso delle biglie di 

streptavidina perme@e un legame specifico per le catene dei frammenX di DNA 

ibridaX che presentano bioXna. La preparazione delle biglie consiste nel porre in 

prove@a 50 µl di streptavidin beads e 100 µl di beads wash buffer, si pone sul magnete 

aspe@ando 1 minuto e per poi eliminare il surnatante, questo lavaggio viene ripetuto 

2 volte e poi infine si risospendono le biglie con i 17 µl di Beads Resuspension MIX. 

 

6.4 Reazione di caWura 

Le librerie ibridate con le sonde specifiche biotinilate vengono catturate con le biglie 

magnetiche legate alla streptavidina. Questo step permette di selezionare solamente 

le librerie di interesse, che si sono ibridizzate alle sonde.  
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6.5 Lavaggi con i buffers 

Lo step di cattura è seguito da una serie di lavaggi, suddivisi in lavaggi “a caldo”, così 

chiamati perché i buffers utilizzati durante questa fase sono riscaldati a 65°C, e in 

lavaggi a temperatura ambiente. Al termine dei lavaggi, il pool di librerie catturato 

viene risospeso in 20μL di nuclease-free water ed è pronto per lo step successivo. 

 

6.6 PCR post caWura  

Lo step di amplificazione serve per aumentare il numero di copie delle librerie 

selezionate durante lo step di ca@ura e viene realizzato mediante la reazione di una 

PCR di 11 cicli di amplificazione contenente Kapa HiFi Master Mix e i primers per 

l’amplificazione della libreria. Al termine della reazione di PCR si procede con il 

cleanup mediante l’uso delle biglie Agenocourt AMPure XP beads. 

 

6.7 Purificazione del prodoWo di amplificazione 

L’ulXmo step del workflow ha lo scopo di purificare le librerie di DNA che sono state 

selezionate mediante ca@ura e successivamente amplificate mediante PCR. Questo 

step di purificazione viene realizzato uXlizzando le biglie magneXche Agencourt® 

AMPure® XP purificaGon beads (Beckman Coulter). Dopo una serie di lavaggi, il pool 

di librerie amplificato legato alle biglie viene eluito in 22μL di buffer Low EDTA TE. Al 

termine di un’incubazione di 5 minuX a temperatura ambiente, le biglie vengono 

ca@urate dal magnete e 20μL di eluato (limpido e privo di biglie) vengono posX a -20°C 

per essere uXlizzaX per il sequenziamento NGS. 
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6.8 Quan:ficazione del pool di librerie 

Al termine del processo di enrichment, il pool di librerie amplificate e purificate viene 

quanXficato uXlizzando lo strumento Qubit 4 Fluorometer, come precedentemente 

descri@o.   

 

7. Sequenziamento Next Genera:on Sequencing (NGS) 

Per il sequenziamento NGS delle librerie di DNA o@enute mediante enrichment, 

nell’ambito di questo studio è stato uXlizzato lo strumento NextSeq 550 (Illumina).  I 

pool di librerie alla concentrazione di 4 nM vengono riuniX in un’unica soluzione che 

verrà ulteriormente diluita alla concentrazione di 2 nM per essere denaturata con 

NaOH 0.2 N. Dopo 5 minuX, la reazione viene fermata aggiungendo una soluzione di 

HT1 (hybridizaGon buffer). Dopo opportune diluizioni, la concentrazione finale del 

pool di librerie sarà di 1.5 pM, a cui viene aggiunto il 2% di Phix in un volume finale di 

1.3 ml. Il genoma di questo ba@eriofago viene uXlizzato come controllo di qualità per 

la possibile generazione di errori da parte dello strumento. La flow cell uXlizzata è Mid 

Output kit v2.5 (300 cycles, Illumina).  

 

7.1 Preparazione pool finale 

La fase di preparazione consiste nel denaturare il pool portandolo alla concentrazione 

desiderata per il caricamento, oltre a questo si preparerà il Phix necessario durante il 

sequenziamento.  

Il primo passaggio è quello di andare a denaturare il pool con NaOH 0.2 N, si uXlizzano 

10 µl del pool finale (2 nM) e 10 µl di NaOH, si incuba per 5 minuX a temperatura 

ambiente, per bloccare la reazione in a@o si aggiungono 10 µl, lo stesso volume, di 

Tris-HCl 0.2 M pH=7. Il volume totale risultante è di 30 µl, a questo si aggiungerà HT1 

freddo, un tampone di ibridazione, per portare la libreria ad una concentrazione di 20 

pM e per un volume totale di 1 ml che si centrifugherà. Si porta adesso alla 
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concentrazione finale di 1.5 pM con l’uso di HT1 freddo per un volume totale di 1.3 

ml e si andrà a centrifugare, per poi lasciare in ghiaccio.  

La concentrazione finale del pool da caricare nello strumento non deve essere troppo 

elevata per evitare di avere un “overclustering”, in cui lo strumento non è in grado di 

interpretare le le@ure per l’abbondanza di librerie, o troppo bassa per evitare di 

incorrere in un “underclustering”, dove vengono idenXficate solamente poche librerie 

geniche. 

 

7.2 Caricamento su NGS 

Lo strumento NextSeq 550 è un sistema di sequenziamento di seconda generazione 

che si basa sul metodo sequencing by synthesis (SBS). In questo sistema i frammenX 

della libreria di DNA vengono denaturaX a filamenX singoli. QuesX filamenX vengono 

poi caricaX nella cella a flusso (flowcell), dove ha luogo la reazione di amplificazione a 

ponte (brige amplificaGon) che porta alla formazione di gruppi (clusters) di frammenX 

clonali di DNA. Si procede poi alla fase di linearizzazione. A questo punto viene 

aggiunta la miscela con i qua@ro ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP e ddTTP), cara@erizzaX 

da un terminatore di catena e legaX a probe fluorescenX. Ogni volta che un ddNTP 

complementare al filamento da copiare viene incorporato nella catena in crescita, il 

gruppo terminatore viene rimosso, la probe fluorescente eme@e il segnale di 

emissione che verrà captata da un CCD (charge-coupled device) e converXto nella base 

corrispondente. 
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Figura 19. Analisi genica dello strumento Next Genera1on Sequencing (Illumina) 

 

7.3 Controllo della qualità della corsa NGS 

Il controllo di qualità della corsa NGS è stato eseguito uXlizzando il solware 

Sequencing Analysis Viewer (Illumina). I parametri consideraX sono staX il 

bilanciamento delle basi, il Q-score e la cluster density.  

•  Per bilanciamento delle basi si intende il raggiungimento di un equilibrio tra le basi 

le@e dallo strumento durante ogni ciclo di sequenziamento.  

•  Il Q-score è un valore che indica l’accuratezza di chiamata delle basi durante la corsa 

di sequenziamento. NGS uXlizza il punteggio Q30, ciò significa che l’accuratezza di 

chiamata di ciascuna base è superiore al 99,9% e la probabilità che si verifichi un 

errore di le@ura è di 1 base su 1000.  

•  La cluster density è il numero di kilobasi individuate in un mm2 di superficie della 

flow cell e viene misurato come K/mm2. La cluster density viene rappresentata con 

un box plot che riporta la cluster density oQmale, il range di variabilità acce@abile e 

la cluster density o@enuta durante la corsa. Ciascuna flow cell possiede infaQ un 

range di densità cara@erisXco, che deve essere rigorosamente rispe@ato per evitare 

di incorrere nell’underclustering o nell’overclustering.  
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7.4 Analisi bioinforma:ca 

L’analisi bioinformaXca dei daX o@enuX al termine del sequenziamento è stata 

effe@uata uXlizzando il solware bioinformaXco CLC Genomics, sviluppato da Qiagen.  

Lo strumento NextSeq resXtuisce come output del processo di sequenziamento un file 

Fast Q per ciascun campione inserito nel pool, idenXficato a@raverso l’index specifico. 

Un file Fast Q è un file di testo che conXene informazioni relaXve al modello di 

sequenziatore uXlizzato, alle cara@erisXche della flow cell, alle metriche del controllo 

di qualità della corsa e alle sequenze nucleoXdiche o@enute.  

Per prima cosa i file Fast Q generaX dal sequenziatore vengono caricaX su un solware 

come Sequencing Analysis Viewer (Illumina) per verificare i parametri di qualità della 

corsa, ovvero il QScore, la cluster density e il bilanciamento delle basi, ma anche il 

numero di reads e la coverage. In un secondo momento, solo dopo aver verificato che 

la corsa di sequenziamento soddisfi i parametri di qualità richiesX, i file Fast Q vengono 

caricaX sui solware bioinformaXci specifici per l’analisi delle sequenze nucleoXdiche 

e l’idenXficazione di eventuali mutazioni.  

Indipendentemente dal solware uXlizzato, il primo step per l’analisi delle sequenze 

nucleoXdiche è rappresentato dal trimming, ovvero l’eliminazione virtuale degli 

ada@atori. In seguito al trimming, il workflow del solware bioinformaXco procede con 

l’allineamento delle reads o@enute al genoma di riferimento; questo processo 

perme@e di idenXficare eventuali differenze tra il genoma di riferimento e il DNA del 

paziente. Ciascuna variazione riscontrata rispe@o al genoma di riferimento deve 

essere a@entamente valutata, per comprendere se si tra@a di un’alterazione 

realmente presente nel genoma del paziente oppure se si tra@a di un errore introdo@o 

durante il sequenziamento.  

Successivamente all’idenXficazione delle mutazioni presenX in ciascun campione è 

stato indagato il significato patologico di ciascuna alterazione uXlizzando alcuni tools 

bioinformaXci disponibili online come dbSNP, ClinVar e PolyPhen-2.  
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7.5 Validazione mediante sequenziamento Sanger 

Alcune mutazioni idenXficate mediante sequenziamento Next GeneraXon Sequencing 

sono state validate uXlizzando il metodo Sanger eseguito sullo strumento Applied 

Biosystem.
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RISULTATI 

1. Validazione del pannello di 33 geni per l’analisi genica in pazien: affeC da METC 

Sono state eseguite 2 corse NGS caricando in ciascuna un pool di librerie costituito da 

50 e 53, rispettivamente, campioni di DNA dei pazienti affetti da METC per la ricerca 

di mutazioni germinali. Il controllo di qualità delle corse NGS è stato eseguito 

utilizzando il software Sequencing Analysis Viewer (Illumina). I principali parametri 

considerati per il controllo di qualità della corsa NGS sono stati il Q-score e la cluster 

density, come descritto nel capitolo di materiali e metodi. 

  

1.1 Q-score 

Durante il sequenziamento NGS è stato ottenuto un punteggio Q30 medio pari a 

91.7%, come riportato in Figura 20. 

 
Figura 20. Rappresentazione grafica del numero di basi che hanno superato il filtro di qualità con punteggio Q-

score superiore a 30 
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1.2 Cluster density 

La cluster density media delle 2 corse NGS è stata di 1285 K/mm2, dato che è vicino 

alla cluster density media delle sequenze che hanno superato il filtro e alla cluster 

density teorica specifica per la flow cell utilizzata (NextSeq Seq Reagent MidOutput 

v2.5, 300 cycles, Illumina; 180 K/mm2). 

 
Figura 21. Box plots raffiguran1 la cluster density media o?enuta durante il sequenziamento in relazione alla 

densità o8male della corsa (box plot blu) e la cluster density media rela1va alle sequenze che hanno superato il 
filtro (box plot verde) 
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2. Analisi bioinforma:ca  

I files FastQ restituiti dallo strumento NextSeq 550 al termine della corsa di 

sequenziamento sono stati analizzati mediante il software bioinformatici: CLC 

Genomics (Qiagen) che utilizza uno specifico algoritmo per chiamare le varianti 

genetiche. Lo schema generale e semplificato per l’analisi bioinformatica delle varianti 

viene riportato in Figura 22.  

 

Figura 22. Rappresentazione schema1ca del workflow u1lizzato dai so_wares bioinforma1ci per l'analisi delle 
sequenze di DNA 

3. Coverage 

Nell’ambito di una corsa NGS, per coverage si intende la copertura delle regioni 

target, ovvero il numero medio di volte in cui viene letta una determinata sequenza. 

All’aumentare del valore di coverage aumenta l’affidabilità nell’identificazione delle 

varianti geniche, perché significa che la regione è stata letta un numero di volte 

sufficiente per discriminare una variante genica da un errore di sequenziamento.  



 58 

Se invece il valore di coverage è inferiore rispetto al cut-off selezionato, il livello di 

copertura della regione risulta insufficiente per l’identificazione di eventuali varianti 

geniche. 

 
Figura 23. Tabella riassun1va rela1va ai da1 di coverage di una corsa NGS, contenuta nel report generato dal 

so_ware CLC Genomics (Qiagen) 

Complessivamente, più del 97% delle basi contenute nelle regioni target sono state 

coperte o lette almeno 500 volte. 

 

4. Analisi delle mutazioni germinali 

Nella seconda parte dello studio sono state identificate le varianti genetiche germinali 

mediante l’analisi bioinformaXca o@enuta dal sequenziamento NGS. I risultaX 

riscontraX riportano la presenza di almeno una mutazione di incerto significato 

(uncertain significance, VUS) o patologica in 75 pazienX affeQ da METC (72.82%), dove 

49 pazienX presentano una sola variante geneXca, 24 pazienX presentano due varianX 

geneXche e 2 pazienX presentano tre varianX geneXche, come riportato in Figura 24. 

 
Figura 24. (a) Grafico a torta raffigurante sul totale di 103 pazien1 la presenza di varian1 benigne e patologiche. 
(b) Grafico a istogramma con suddivisione in base al numero di varian1 per paziente (1 in 49 pazien1, 2 in 24 
pazien1, 3 in 2 pazien1) 

Numero regioni target 422 
Lunghezza totale delle regioni target 78.664 

Coverage (x) % 
1 99,88 

10 99,71 
50 99,59 

100 99,49 
500 97,07 

1.000 80,13 
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Abbiamo considerato solo le varianti genetiche che vengono classificate come “VUS”, 

“probabili patologiche” o “patologiche” in accordo alle linee guida dell’American 

College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology 

(4). Le mutazioni VUS sono mutazioni geneXche dal significato incerto, le quali, in silico, 

possono prevedere un aumentato rischio di malaQa ma non vi sono ancora daX di 

laboratorio sufficienX o epidemiologici di popolazioni che confermino il loro ruolo 

patogenico. Oltre alle mutazioni VUS e quelle considerate patologiche, in questa 

coorte di pazienX sono state idenXficate nuove mutazioni non riportate in le@eratura 

o nel database dei polimorfismi (h@ps://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) in cui significato 

biologico e fisiopatologico deve essere ancora indagato.  

Gene name Chromosome Type Zygosity Frequency Amino acid change 
F11 4 SNV Heterozygous 46,91 p.Glu289Gly 
F5 1 SNV Heterozygous 52,75 p.Ser1721Leu 
F2 11 SNV Heterozygous 48,80 p.Glu435Lys 

VWF 12 SNV Heterozygous 49,63 p.Leu1690Arg 
PLG 6 SNV Heterozygous 46,17 p.Val497Ile 
PLAT 8 SNV Heterozygous 48,39 p.Leu287Pro 
F13B 1 DeleOon Heterozygous 48,78 p.Ile612fs 
PLG 6 SNV Heterozygous 49,85 p.Lys348Arg 
A2M 12 DeleOon Heterozygous 50,28 p.Glu878fs 

F5 1 SNV Heterozygous 46,44 p.Asn1580Ser 
PLG 6 SNV Heterozygous 46,70 p.Tyr283Ser 

Tabella 2. Varian1 nuove, non ancora studiate e riportate in le?eratura 
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La distribuzione delle varianX idenXficate come VUS, probabili patologiche o 

patologiche dei principali fa@ori della coagulazione sono riportate nella figura 25. 

 
Figura 25. Grafico a istogramma orizzontale raffigurante la presenza di varian1 in percentuale nei 103 pazien1

103 pazienti analizzati
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La figura 26 riporta la distribuzione delle varianX geneXche in relazione ai disordini 

emorragici congeniX come emofilia A, emofilia B, malaQa di Von Willebrand o altri 

disturbi della coagulazione (deficit dei fa@ori della coagulazione), del fibrinogeno, o 

deficit combinato dei fa@ori vit. K-dipendenX, disordini tromboXci (protrombina) o di 

fibrinolisi.  

 
Figura 26. Grafico a torta delle varian1 suddivise per patologia 

In parXcolare, l’emofilia A (4.7%) è cara@erizzata sopra@u@o dalla presenza delle 

varianX del gene che codifica il fahore VIII, l’emofilia B (1,9%) dalle varianX del gene 

del fahore IX, entrambi sono ereditaX dal cromosoma X. La malaQa di von Willebrand, 

una patologia rara ed ereditaria, causata da un dife@o geneXco del fahore di von 

Willebrand (VWF) è rappresentata circa dal 12% dei pazienX nella nostra coorte di 

studio. Il disordine del fibrinogeno dovuto a mutazioni geneXche può essere 

cara@erizzato da un’iperproduzione (iperfibrinogenemia) o riduzione patologica 

(ipofibrinogenemia) della proteina, questa risulta rappresentata dal 10.3% dei pazienX 

nella nostra coorte. Il deficit della regolazione della vitamina K, causato da varianX 

geneXche del gene PROS1 (proteina S) e PROZ (proteina Z) che codificano proteine 

vitamina-K dipendenX, è presente nel 11.2% dei pazienX.  Le alterazioni della cascata 

coagulaXva che comprendono i geni che codificano per i vari fa@ori della coagulazione 

e quelli che regolano la coagulazione, come la SERPINC1 (anGtrombina III), il KNG1 
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(chininogeno 1), il TFPI (inibitore della via del fahore Gssutale), l’A2M (alfa-2-

macroglobulina), sono i più rappresentaXvi (28%) nella nostra coorte. Infine, le 

varianX geneXche coinvolte dalla trombosi come F2 (protrombina), SERPINA5 

(inibitore della proteina C), SERPINA10 (inibitore della proteina Z) coprono circa 20% 

della nostra coorte. 

Vengono rappresentate alcune analisi o@enute dal sequenziamento NGS e validate dal 

sequenziamento Sanger sul DNA estra@o da buffy coat dei pazienX affeQ da METC.  

La figura 27 mostra l’output o@enuto da IGV (IntegraXve Genome Viewer) mediante 

l’analisi bioinformaXca di 3 varianX geneXche:  

•  la mutazione emizigosi c.6413C>A con sosXtuzione amminoacidica p.Ser2138Tyr 

del gene F8;  

•  la mutazione in eterozigosi c.1092G>A con sosXtuzione amminoacidica p.Glu435Lys 

del gene F2;  

•  la mutazione in eterozigosi c.2878C>T con sosXtuzione amminoacidica p.Arg960Trp 

del gene VWF.  

 
Figura 27. Output o?enuto da Integra1ve Genome Viewer (IGV) mediante analisi bioinforma1ca 
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Infine, si è idenXficata una inserzione di una T nella sequenza esonica del gene F8 che 

porta a un segnale di stop (TAA) e quindi al fahore VIII non funzionante che causa 

Emofilia di Xpo A. 

 
Figura 28. Inserzione T con stop coding TAA (reverse). Wild type: KKNNLS; Inserzione T: KKKstop coding 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 

Le malaQe emorragiche e tromboXche congenite (METC) sono un gruppo di patologie 

causate da disfunzione di uno o più fa@ori della coagulazione o del numero e della 

funzione delle piastrine, con conseguenze fenoXpiche che variano dalla tendenza al 

sanguinamento spontaneo alla trombosi venosa profonda o arteriosa. Le METC 

comprendono difeQ coagulaXvi rari dei fa@ori della coagulazione, le Emofilie, la 

malaQa di Von Willebrand, e degli enzimi che regolano la fibrinolisi. In quesX anni, 

l’analisi molecolare e geneXca sulle malaQe METC ha avuto un forte impulso 

nell’ambito scienXfico, diagnosXco e terapeuXco sopra@u@o grazie allo sviluppo di 

pia@aforme di sequenziamento di nuova generazione, Next GeneraXon Sequencing 

(NGS). In questo studio retrospeQvo abbiamo disegnato un panello geneXco di 33 

geni coinvolX nella cascata coagulaXva, nella fibrinolisi e nel rischio tromboXco. I 

nostri risultaX hanno confermato sia la presenza di varianX geneXche note che di 

nuovi varianX che si associano alle malaQe emorragiche e tromboXche congenite e 

che potrebbero avere un impa@o sul processo decisionale clinico e pianificare 

programmi di screening e di prevenzione terapeuXca efficace per la gesXone dei 

pazienX affeQ da METC.  

Tra i diversi geni indagaX in questo studio ci siamo soffermaX sopra@u@o sul gene che 

codifica per il Fahore II (F2), Fahore VIII (F8), Fahore IX (F9), il Plasminogeno (PLG), 

Proteina S (PROS1), e il fahore di Von Willebrand (VWF). 

 

1. Gene F2 

La protrombina, o fa@ore della coagulazione II, è molto presente a livello della 

circolazione sanguigna, infaQ, all’interno della cascata coagulaXva, viene converXta 

in trombina a@raverso il complesso di protrombinasi. La trombina risulta importante 

perché catalizza la conversione del fibrinogeno in un coagulo insolubile di fibrina.  

La protrombina è una vitamina K dipendente, questo zimogeno è composto da un 

dominio gamma carbossiglutammico, Kringle-1, Kringle-2 e da un dominio di proteasi 
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con catena A e un dominio cataliXco con catena B. (5) Il gene F2 con mutazione 

G20210A si trova al secondo posto come trombofilia ereditaria, subito dopo il Fa@ore 

V di Leiden; si riXene che abbia un’incidenza parXcolare in base all’etnia del paziente, 

con frequenza maggiore nella popolazione africana ed asiaXca. (6)  

La variante p.Arg541Trp, citata in le@eratura, è classificata come un nuovo rischio 

geneXco per la predisposizione alla tromboembolia venosa. Da recenX studi sono staX 

tra@aX dei probandi che presentano una storia geneXca di trombofilia con episodi 

tromboXci. Non si sono trovate delle anormalità per il fa@ore V e la proteina C ed S 

che sono coinvolX nella cascata coagulaXva in associazione con la protrombina. Si è 

notato come la via della proteina C fosse dire@amente correlata all’ipercoagulabilità 

per un suo dife@o funzionale causato dalla variante. Inoltre, si è visto come la 

resistenza all’anXtrombina sia molto più rallentata con Arg541Trp rispe@o la variante 

Arg596, comunque presenta una certa inibizione all’azione dell’anXtrombina e anche 

dell’eparina. (7)  

La trombofilia è una condizione per cui il sangue tende a coagulare in maniera 

incontrollata portando a ipercoagulabilità e formazione di trombi che non 

dissolvendosi facilmente possono portare a patologie secondarie. 

Il tra@amento farmacologico della trombofilia è incentrato sull’uso di anXcoagulanX 

come terapia o prevenzione secondaria ad episodio tromboXco, specialmente 

anXcoagulanX orali. La terapia che veniva preferita era l’uso di farmaci antagonisX 

della vitamina K, in parXcolar modo il Warfarin; le nuove terapie in studio per via orale 

sono ad esempio Dabigatran, Rivaroxaban, Edoxaban. Si è dimostrato che il 

Dabigatran con un uso conXnuaXvo per 6 mesi, in sosXtuzione al Warfarin, ha portato 

ad un miglioramento a livello delle lesioni necroXche della pelle. Il Rivaroxaban in una 

terapia conXnuaXva di due mesi non ha portato ad alcun miglioramento a livello 

dell’ostruzione venosa, si è dovuto far uso di eparine in concomitanza di questo 

farmaco; l’aspe@o posiXvo che si è avuto dal Rivaroxaban è il ritorno dei normali livelli 

clinici di anXtrombina. (8)   
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2. Gene F8 

Il fa@ore VIII contribuisce nella cascata coagulaXva formando il complesso tenasico, è 

noto come fa@ore anXemofiliaco. Una sua mutazione induce un dife@o di sintesi e 

una possibile carenza, in parXcolar modo nell’uomo, le donne risultano portatrici 

sane; si può manifestare con lo stato patologico dell’emofilia A, patologia ereditaria 

recessiva legata al cromosoma X.   

L’emofilia è una malaQa geneXca che si manifesta con la tendenza da parte del 

paziente al sanguinamento. La gravità dell’emofilia viene definita dalle manifestazioni 

emorragiche complessive, il fenoXpo clinico individuale varia all’interno di ciascun 

gruppo. 

La diagnosi di basa sul test aPTT e il calcolo dei livelli residui di FVIII o FIX viene 

effe@uato confrontando l'aPTT misurato nel plasma in esame (plasma carente di FVIII 

o di FIX) con quello misurato in campioni con una determinata concentrazione di FVIII 

o FIX. 

La terapia farmacologica nei pazienX affeQ da emofilia si è incentrata sull’uso di 

prodoQ daX fa@ori stessi FVIII e FIX con azione farmacocineXca mirata ad offrire un 

miglioramento ed un controllo della sintomatologia con somministrazioni parenterali 

regolari.  

Emicizumab è un anXcorpo bifenoXpico con specificità sia per FIX che per FX e imita il 

ruolo del FVIII nel complesso tenasico, localizzando FIXa abbastanza vicino a FX per 

consenXre l'aQvazione e il contributo a valle della cascata della coagulazione.  

Emicizumab viene somministrato ogni 7, 14 o 28 giorni tramite iniezione 

so@ocutanea, gli evenX di sanguinamento improvviso si verificano ancora, anche se il 

tasso di sanguinamento diminuisce nel tempo. 

Il farmaco è autorizzato per la profilassi so@ocutanea di rouXne per prevenire o 

ridurre la frequenza degli episodi emorragici nei soggeQ affeQ da emofilia A e B. Il 
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suo uXlizzo si è visto possa portare ad un’effe@o collaterale di complicanze 

tromboXche.  

Gli anXcorpi monoclonali anX-TFPI sono ogge@o di studio in studi clinici e potrebbero 

essere uXli anche per il deficit di FIX. 

La terapia genica per l’emofilia sembra desXnata a diventare presto una realtà in 

ambito clinico. Gli studi sono prome@enX sia per l’emofilia A che per l’emofilia B. Il 

potenziale della terapia genica nel mantenere livelli appropriaX di fa@ori. 

Lo sviluppo di inibitori rappresenta oggi la sfida principale per il tra@amento 

dell’emofilia. La ricerca ha fa@o progredire la nostra comprensione degli aspeQ 

immunologici e clinici so@ostanX degli inibitori, e lo sviluppo di terapie non sosXtuXve 

come l’agente bypassante degli inibitori del fa@ore VIII, emicizumab ha migliorato le 

possibilità di tra@are e prevenire i sanguinamenX in quesX pazienX. Emicizumab si è 

affermato come l’agente emostaXco preferito per la profilassi sia nei bambini che 

negli adulX con inibitori ad alto Xtolo. (9) 

 

3. Gene F9 

Il fa@ore IX, con aQvità procoagulante, è un fa@ore vitamina K dipendente. La 

presenza di varianX porta a difeQ di sintesi e carenza, una patologia ereditaria 

recessiva legata al cromosoma X. Risulta molto simile al fa@ore VIII, in questo caso la 

manifestazione patologica è dell’emofilia B; può manifestarsi con gravi sanguinamenX 

occasionali. 

La variante p. Arg191His è una mutazione localizzata nel sito di scissione N-terminale 

del pepXde di aQvazione. Questa mutazione non è stata osservata in nessun paziente 

con risultaX non discrepanX. Nel database delle varianX FIX sono principalmente da 

lievi a moderaX. I pazienX, secondo lo studio analizzato, con questo genoXpo sono 

staX classificaX con diversi gradi di emofilia a seconda del metodo uXlizzato. TuQ i 

pazienX nello studio sembrano avere un fenoXpo senza sanguinamento, suggerendo 

una migliore previsione mediante il test cromogenico. (10)  
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4. Gene PLG 

Il plasminogeno è uno zimogeno secreto a livello della circolazione sanguigna, la sua 

aQvazione avviene in seguito a proteolisi convertendosi in plasmina. Quest’ulXma è 

una serina proteasi che degrada i coaguli di fibrina. È stato dimostrato che il 

plasminogeno svolge un ruolo cruciale in altri processi cellulari come la guarigione 

delle ferite, l'immunità, l’infiammazione.  

In recenX studi sugli animali, si è visto come la somministrazione di plasminogeno 

avesse permesso la rigenerazione e guarigione del Xmpano. Si è notato come pazienX 

con l’oXte media avessero un’espressione di PLG molto bassa o anche assente. La 

patologia in quesXone è una malaQa molto comune nei bambini piccoli, può portare 

a perdita dell’udito se non tra@ata. 

Gli studi riportaX in le@eratura idenXficano la presenza di alcune varianX rare del gene 

PLG ed esso quando in carenza risulta associato a malaQe immunitarie, 

infiammatorie.    

Alcune nuove varianX si trovano vicino ai legami disolfuro tra i residui di cisteina che 

sono potenzialmente importanX per la stabilizzazione delle proteine. In parXcolar 

modo, le varianX influenzano la stabilità e l’aQvità enzimaXca, le proteine potrebbero 

risenXrne.  

La variante p.Ala494Val si verifica all'interno del dominio KR5 della catena β26. Il 

dominio KR5 rappresenta un’area importante per il cambiamento di conformazione 

da chiuso ad aperto tramite il legame della fibrina ai siX di legame della lisina presenX 

in questo dominio. Non si sono osservaX dei cambiamenX a livello dei legami H di 

questa variante rispe@o alla proteina sana e, in base alla posizione della variante 

valina, si prevede che l'effe@o della catena laterale sulla valina sia minimo. (11) 

La variante p.Lys38Glu porta i pazienX che la presentano ad avere una carenza di PLG 

e si manifesta con ipoplasminogenemia, corrispondente ad un deficit quanXtaXvo. 
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Il sintomo più comune dell'ipoplasminogenemia grave è la congiunXvite lignea ed è 

associata a una compromissione della clearance extracellulare della fibrina durante la 

guarigione della ferita, che porta a lesioni pseudomembranose (lignee) sulle 

membrane mucose colpite, principalmente negli occhi. (12) 

L’oXte media si tra@a con farmaci anXbioXci principalmente e la terapia varia in base 

alla gravità dei sintomi, l’età del paziente. L’anXbioXco di prima linea nella cura 

dell’oXte media consiste nell’amoxicillina ad alte dosi, 80-90 mg per Kg al giorno in 

due dosi. In caso di assunzione dell’amoxicillina nei 30 giorni precedenX si può 

uXlizzare l’amoxicillina/clavulanato. Nell’allergia da penicillina possono essere 

sosXtuiX con l’uso dell’azitromicina, farmaco anch’esso di prima linea. (13)  

 

5. Gene PROS1 

La proteina S (PS) è una proteina plasmaXca vitamina K-dipendente, sXmola l'aQvità 

anXcoagulante della proteina C aQvata. 

Il deficit acquisito di proteina S può verificarsi in una varietà di condizioni cliniche, tra 

cui la gravidanza, l'uso di contracceQvi orali, diabete mellito di Xpo 1, malaQe 

autoimmuni come il lupus eritematoso sistemico, sindrome nefrosica.  

La variante p. Arg233Lys è stata analizzata e data la natura conservaXva della 

sosXtuzione dell’amminoacido questo appare neutro. I livelli di PS nei pazienX 

presentanX la variante risultano normali, non risulta parXcolarmente significaXvo. (14) 

La variante p. Thr78Met presenta livelli di PS libero più elevaX rispe@o ai partecipanX 

eterozigoX. Per valutare l’influenza della variante si è valutata l’interferenza con il test 

del PS libero, confrontandolo con l’aQvità della proteina S nei casi disponibili. Non si 

è riscontrata alcuna differenza tra i valori analizzaX, dimostrando come p. Thr78Met 

possa causare livelli di PS solo leggermente ridoQ. Si è visto anche come in quesX 

pazienX non ci fossero episodi di tromboembolia venosa (TEV); tu@avia, si è 

riscontrata trombosi arteriosa cerebrale (TEA), con anche complicazioni durante una 

gravidanza.  
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L'indagine sulla trombofilia viene generalmente eseguita in pazienX di età inferiore a 

50 anni a causa di TEV inspiegabile così come di evenX di trombosi arteriosa cerebrale 

(TEA) inspiegabili o TEA periferico. Inoltre, i familiari di persone con grave trombofilia, 

ad esempio carenza di anXcoagulanX naturali, vengono so@oposX ad accertamenX 

sulla trombofilia. Si vanno a esaminare le donne con complicanze della gravidanza, 

mentre le giovani donne vengono so@oposte a test prima dell'uso della pillola 

contracceQva, se è evidente una predisposizione familiare alla malaQa 

tromboembolica venosa. (15) 

La variante p. Ser501Pro è associata alla proteina S Heerlen (PSH), un polimorfismo di 

cambiamento dell’amminoacido che causa una perdita di glicosilazione legata all’N, 

era considerato un polimorfismo neutro.  

Il deficit ereditario di proteina S (PS) è un raro disturbo della coagulazione associato 

ad un aumentato rischio di trombosi venosa (VT). (16) 

 

6. Gene VWF 

La malaQa di von Willebrand (VWD) è cara@erizzata da manifestazioni cliniche che ne 

complicano la diagnosi. La gesXone clinica della VWD è rimasta sostanzialmente 

invariata negli ulXmi 30 anni circa, uXlizzando concentraX di fa@ore di von Willebrand 

(VWF), desmopressina e agenX anXfibrinoliXci come strumenX principali per 

controllare il sanguinamento. In contrasto le terapie uXlizzate per il tra@amento 

dell’emofilia A risultano molto più innovaXve e ricercate.  

Si è visto come la gesXone della VWD non sia così efficace, dato che la qualità della 

vita risulta un peso sui pazienX, in parXcolare nelle donne. 

Lo sviluppo di tra@amenX innovaXvi per la VWD è complesso, sopra@u@o data 

l’eterogeneità della malaQa e la natura mulXfunzionale della VWF.  

I vantaggi principali del tra@amento di scelta desmopressina sono diversi, in 

parXcolare modo nelle VWD di Xpo 1, come i diversi metodi di somministrazione, 

relaXvamente economico e privo di rischio di malaQe trasmissibili.  
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Gli ostacoli nella costruzione di una terapia genica sono diversi e rendono difficile la 

loro a@uazione, in primis la mulXmerizzazione del VWF.  

Un'altra strategia include l'uso di anXcorpi a dominio singolo fusi con una porzione 

legante l'albumina. In questo approccio, tale proteina di fusione collegherebbe il VWF 

circolante all'albumina, sfru@ando la lunga emivita dell'albumina e così indurrebbe 

un'emivita prolungata per il VWF e aumenterebbe i suoi livelli.  

L'eccessiva degradazione del VWF è un problema parXcolare nella VWD congenita di 

Xpo 2, ma anche in alcune varianX della sindrome di von Willebrand acquisita. 

Sebbene il VWD congenito di Xpo 2 possa essere tra@ato uXlizzando concentraX di 

VWF, questo è più complicato nella sindrome di von Willebrand acquisita perché 

sembra concepibile che anche il VWF infuso sia susceQbile alla degradazione mentre 

passa a@raverso le pompe. Per ridurre la degradazione del VWF, è possibile uXlizzare 

anXcorpi per interferire con le interazioni. È importante so@olineare che l’inibizione 

della degradazione del VWF dovrebbe essere limitata per evitare effeQ collaterali 

tromboXci come osservato nella porpora tromboXca trombocitopenica. (17) 

Il fa@ore di Von Willebrand svolge un ruolo essenziale nell'emostasi primaria associata 

a emorragia patologica e trombosi arteriosa. È la malaQa emorragica congenita più 

comune ed è causata da un VWF plasmaXco dife@oso o carente. Sono state descri@e 

tre categorie principali di VWD: il Xpo 1 è idenXficato da un deficit quanXtaXvo 

parziale di VWF; il Xpo 2 comprende pazienX con anomalie qualitaXve; il Xpo 3 è 

cara@erizzato da livelli di VWF non rilevabili.  

La terapia sosXtuXva con concentraX di FVIII/VWF (o VWF ricombinante) è la scelta 

terapeuXca oQmale in tuQ i so@oXpi di VWD. L'esposizione ripetuta a quesX prodoQ 

in pazienX affeQ da VWD di Xpo 3 può indurre la produzione di alloanXcorpi anX-

VWF, causando successive reazioni allergiche o anafilaQche post-infusione. 

Emicizumab è un anXcorpo monoclonale (mAb) ricombinante bispecifico che si lega a 

FIX/FIX aQvato (FIXa) e FX/FXa e imita l'aQvità del cofa@ore FVIIIa nel complesso 

tenasico sulle membrane fosfolipidiche. Emicizumab a concentrazioni plasmaXche 
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clinicamente rilevanX (~50 μg/ml) sembra mediare il 15~20% della generazione di 

trombina e del potenziale di coagulazione rispe@o a quello del complesso tenasico 

naXvo.  

I daX hanno indicato che emicizumab può essere uXle come terapia alternaXva per 

quesX so@oXpi di VWD. (18) 

La variante p. Pro2063Ser è un polimorfismo neutro comune nella malaQa del VWF. 

L’analisi in silico uXlizzando predi@ori hanno dimostrato che p. Pro2063Ser potrebbe 

essere la probabile causa di questa malaQa.  

Tu@avia, studi in vitro indicano che la variante non influenza l’espressione genica, 

questo potrebbe suggerire che la variante sia neutra. Nello studio preso in 

considerazione, tuQ i pazienX portatori di p. Pro2063Ser avevano anche la variante 

p. Arg324* in omozigosità, suggerendo così che nella nostra popolazione p. 

Pro2063Ser non è la variante che causa la malaQa. 

Lo studio in analisi uXlizza un pannello geneXco NGS e hanno determinato il genoXpo 

di diversi pazienX con VWD di Xpo 3. (19) 

 

In conclusione, i risultaX o@enuX dimostrano che la tecnologia di sequenziamento 

NGS rappresenta una valida strategia per l’analisi delle varianX geneXche presenX 

nelle forme rare delle malaQe emorragiche e tromboXche e contribuiscono a 

consolidare la conoscenza relaXva alle basi geneXche di tale patologia. Inoltre, lo 

studio del ruolo fisiopatologico di queste mutazioni potrà fornire uXli informazioni per 

lo sviluppo di efficaci terapie farmacologiche. 
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