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Genetica. — Indagini preliminari sulle fosfatasi acide eritro
citarie in Sardegna. -  I. Distribuzione dei geni nei villaggi del Cam
pidano e ricerca di un eventuale linkage con la talassernia beta n . Nota 
di G u i d o  M o d i a n o , G i o r g i o  F i l i p p i , F l a m i n i o  B r u n e l l i , R i c - 

c i o t t i  P a l m a r i n o , C a r l o  S a n t o l a m a z z a  e M a r c e l l o  S i n i s c a l c o , 

presentata ((*) **} dal Corrisp. G .  M o n t a l e n t i .

H opkinson, Spencer e H arris f i 963) [1] hanno recentem ente individuato 
neiruom o un nuovo interessante esempio di variabilità biochimica genetica- 
m ente controllata. Si tra tta  delle fosfatasi acide dei globuli rossi che possono 
differire da individuo a individuo sia nel loro com portam ento elettroforetico 
(in gel d ’amido) sia per la loro a ttiv ità  catalitica.

L a distribuzione dei 5 patterns elettroforetici più comuni (A, B, BA, CA, 
CB) in un gruppo di 139 individui inglesi presi a caso e la segregazione osser
vata nella discendenza di 42 coppie di genitori a pattern  noto, consentì agli 
A utori inglesi di form ulare l’ipotesi che questo^ polimorfismo enzimatico fosse 
controllato da una serie di almeno 3 geni, allelomorfi allo stesso locus autoso- 
mico e codom inanti e quindi capaci di dar luogo a sei distinti genotipi e ad 
a ltre ttan ti fenotipi:

geni: PA P B Pc

genotipi: P APA , PBPB , PCPC , P BPA , PCPA , PCPB

fenotipi: A  , B , C , BA , CA , CB

Gli stessi A utori (1964) [2] notarono inoltre che l’attiv ità  enzim atica 
totale dei vari fenotipi fosfatasici non era uguale: i 3 geni apparivano capaci 
di funzionare in modo indipendente sia dal punto di vista qualitativo che quan
tita tivo, infatti il pattern  elettroforetico e l’attiv ità enzim atica di miscele a rti
ficiali di emolizzati o ttenuti dagli omozigoti A  e B erano uguali a quelli dell’ete- 
rozigote BA. Ciò lasciava evidentem ente supporre che ciascuno dei tre geni 
allelomorfi determ inasse non soltanto la stru ttu ra  della fosfatasi acida eritro- 
citaria^, m a anche la sua a ttiv ità  per globulo rosso. Con le un ità arbitrarie 
scelte dagli A utori di cui sopra, il gene PA dava così luogo in singola dose a 
60 un ità  di a ttiv ità  enzim atica e rispettivam ente i geni PB e Pc a 90 e 120. 
In  base a queste conclusioni fu loro possibile di predire non solo l’esistenza 
del sesto fenotipo m a anche il suo pattern  elettroforetico e l’attiv ità  enzim atica 
m edia. T ali previsioni sono state pienam ente conferm ate dagli Autori stessi e

(*) Ricerche eseguite con contributi della Rockefeller Foundation (New York) e del 
Consiglio Nazionale delle Ricerche all’Istituto di Genetica dell’U niversità di Rom a (Facoltà 
di Scienze),

(**) Nella seduta del 17 giugno 1965.
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da altri ricercatori in Am erica [3] e in Italia [4 a] che hanno contribuito con la 
ra c c o lta c i nuovi dati fam iliari e popolazionistici a consolidare definitivam ente 
l ’ipotesi genetica su riferita. M olto recentem ente Conneally e t al. (1965) [5] 
hanno escluso resistenza di linkage stretto tra  il nuovo locus e quelli relativi 
ai seguenti m arcatori autosomici: ABO, Secretore, M NS, Rh, P, Kell, Fy, 
Jk, H p, Gm, Inv  e L utheran.

I dati riportati nella presente N ota sono i risultati prelim inari di u n ’inda
gine in trapresa in Sardegna allo scopo di ricercare eventuali interazioni, sia 
a livello individuale che popolazionistico, di questo nuovo polimorfismo gene
tico dei globuli rossi con la talassem ia e Tenzim openia G6PD, la cui distribu
zione in Sardegna è stata, com ’è noto, sensibilmente influenzata dalla m alaria 
(Siniscalco e t al., 1961) [6].

In  questa occasione vengono riportati dati su:
i° la distribuzione dei fenotipi fosfatasici nei villaggi del Cam pidano 

di Cagliari (una vasta area pianeggiante nota per la sua elevata m alaricità 
fino a circa venti anni or sono);

2° i prim i risultati relativi ad un eventuale rapporto di linkage tra  il 
locus per la fosfatasi acida e quello per la talassem ia beta.

I l  c a m p io n e  d i  d a t i  e  l e  t e c n i c h e .

Sono stati esam inati com plessivam ente 243 individui (237 m aschi e 6 fem 
m ine) non parenti tra  di loro e tu tti provenienti da villaggi della p ianura del 
C am pidano di Cagliari distribuiti in u n ’area molto ristretta e quindi da consi
derare come appartenenti praticam ente ad un unica grossa «popolazione men- 
deliana naturale  ».

Di questi individui, tu tti in stato di buona salute, 68 non erano portatori 
né di beta-ta lassem ia né di enzim openia G6PD, 23 erano affetti da talassem ia 
beta (allo stàto eterozigote), n o  erano enzimopenici per la G6PD, 26 erano 
beta-tajassem ici-enzim openici e 16 non com pletam ente classificati.

Per la ricerca sul linkage sono state esam inate com plessivam ente 19 fa
miglie già precedentem ente studiate per la beta-talassem ia e tra  queste se 
ne sono trovate sette che davano inform azione per la ricerca di un eventuale 
linkage con il locus per le fosfatasi acide.

Per le determ inazioni dei fenotipi fosfatasici i campioni di sangue sono 
stati esam inati sem pre entro le 48 ore dal prelievo (di solito entro 24) secondo 
la tecnica descritta da H opkinson, Spencer ed H arris (1963) [1] lievemente 
m odificata [7]. T u tte  le determ inazioni sono state eseguite in duplicato ed in 
tu tti i casi si è giunti ad una classificazione non am bigua.

Le determ inazioni quantitative dell’attiv ità fosfatasica sono state eseguite 
sulla quasi to talità  dei campioni su riferiti e sempre entro 12 ore dal prelievo. 
I risu ltati relativi, con particolare riguardo al problem a della interazione tra  
a ttiv ità  fosfatasica, talassem ia ed enzim openia G6PD al livello individuale, 
saranno riferiti in a ltra  sede [7].
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L a diagnosi della beta-talassem ia per le famiglie utilizzate per la ricerca 
sul linkage, è stata  eseguita m ediante Tesarne dello striscio di sangue periferico 
e determ inazione rap ida della resistenza globulare (percentuale di globuli rossi 
residui in una soluzione contenente gr 0,375 di NaCl per 100 mi) e successiva 
valutazione quan tita tiva del tasso di emoglobina A2 su colonna di D E A E -Se- 
phadex  secondo la tecnica di H uism an e Dozy (1961) [8]. È stato calcolato pre
cedentem ente che in queste circostanze Terrore di classificazione per la talasse- 
m ia beta in Sardegna è del tu tto  insignificante (dell’ordine del 0,7 % ) [9].

R i s u l t a t i  e  d i s c u s s i o n e .

A) D ati popolazioni siici.

L a T abella I riassum e la distribuzione dei fenotipi fosfatasici tra  i 243 
individui del presente cam pione di popolazione sarda. Si nota il buon accordo 
tra  num eri osservati e quelli attesi in base all’ipotesi genetica su riportata 
per una popolazione considerata in condizioni di equilibrio stabile secondo 
H ardy-W einberg . L a tabella riporta anche le stime di frequenza genica otte
nute dal cam pione stesso e le frequenze fenotipiche attese per Tequilibrio.

T a b e l l a  I.

Feno
tipi

Frequenze 
attese 

per l’equilibrio

Frequenze
percentuali
osservate

Frequenze assolute
C hi-quadro

(Yates)
osservate attese

A
ì

A 2-N 7*0 17 15,82 0,029

BA 2 pq  • N 3U 7 77 81,39 0,186

B ?2-N • 44*o 107 104,69 0,031

CA 2 p r -N ■5*3 13 10,97 0,213

CB 2 gr-N 11 > 5 28 28,23 0,000

C r 2-N 0,5 1 1,90 0,084

Totali . . . 100,0 N =  243 243,00 0,543

Stime delle frequenze geniche: PA =  (2 A -f  BA +  CA) : (2 N) =  0*255
PC■= (2 B +  BA +  CB) : (2 N) =  0 ,656
P B =  (2 C +  CA +  CB) : (2 N) =  0,089

1,000
C hi-quadro  totale (3 gradi di liberta): 0,543; Probabilità >  0,9.
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Si noti che l’identificazione dell’omozigote C (il secondo reperito nel nostro 
laboratorio) è stata  o ttenuta m ediante num erose prove concordanti su cam 
pioni di sangue prelevati in tem pi diversi. Essa è stata peraltro conferm ata 
dall’esame dell’intera famiglia del proposito (i genitori erano entram bi CA e 
così anche i suoi 3 fratelli) e dalla determ inazione dell’attiv ità quantita tiva 
(circa 230).

L a Tabella II riporta un confronto tra  le frequente geniche trovate in 
Sardegna, quelle da noi precedentem ente descritte per la-popolazione rom ana [4] 
e quelle finora riportate nella letteratura.

T a b e l l a  I I .

Distribuzione delle fosfatasi acide (frequenze geniche percentuali 
in Ita lia  e altrove).

N u m e r o
d e g l i

i n d i v i d u i
e s a m i 

n a t i

L o c a l i t à

F r e q u e n z e  g e n i c h e  ( p e r c e n t u a l i )

g e n e  P A g e n e  P B g e n e  P c

4 1 7 R o m a  ( * )  . . . . 2 6 , 1 6 5 , 8 8 , 0

2 4 3 S a r d e g n a  . . . . 2 5 , 5 6 5 , 6 8 , 8

3 6 7 I n g h i l t e r r a  ( * * )  . 3 6 , 2 5 9 . 9 3 , 8

3 6 9 B r a s i l e  ( * * * )  . . 1 9 , 7 7 7 , 2 3 G

(*) D ati di M o d ia n o  et al. ( 1 9 6 5 #) [4 b]. 
(**) Dati di H o p k in so n  et al. ( 1964) [ io ] .  
(***) D ati di L a i et al. ( 1964) [3 ].

D a questa tabella si può ovviam ente concludere - che nelle popolazioni 
sarde finora studiate i geni per le fosfatasi acide dei globuli rossi hanno la stessa 
distribuzione osservata nella popolazione rom ana e che, in entram bi questi 
collettivi, essi si m ostrano distribuiti in modo significativamente diverso 
rispetto alle popolazioni inglesi e brasiliana.

Il datò im portante per quel che ci riguarda è l’uguaglianza tra  frequenze 
geniche in Sardegna e a Rom a in quanto ciò rende molto probabile la conclu
sione c|ie la m alaria non abbia influenzato la distribuzione di questo polim or
fismo genetico dei globuli rossi a differenza di quanto accade per le emoglo- 
binopatie S e C, per la talassem ia e per l’enzimopenia G6PD.

N aturalm ente questa conclusione si potrà ritenere definitiva solo dopo 
averne ottenuto la conferm a d iretta con lo studio della distribuzione dei feno
tipi fosfatasici nei villaggi sardi di m ontagna noti per essere stati sempre 
esenti da m alaria endemica.
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B) D ati sul confronto per il linkage Talassemia-fosfatasi.

Le riceròhe sul linkage per loci autosomici si distinguono, come è noto, 
nella specie um ana in due fasi: i°  la « scoperta » del linkage, ovvero la dim o
strazione che la segregazione delle coppie di geni in esame non è indipendente 
e che quindi la frequenza di ricom binazione è significativamene diversa da 
0,5; 2° la « stim a » del linkage, ovvero la m isura accurata della frequenza di 
ricom binazione.

Esistono diversi m etodi per realizzare questo tipo di analisi e tra  di essi 
quello di M orton (1955, 1957) [ n ]  ha il vantaggio di essere contem poranea
m ente utile sia per la « scoperta » che per la « stim a » del linkage. Questo m e
todo, detto dei « Lod scores », consiste nel calcolare la probabilità di im bat
tersi in segregazioni come quelle osservate nel campione di famiglie raccolto, 
per determ inati valori di frequenza di ricom binazione tra  i due loci in esame 
che si suppongono localizzati sullo stesso cromosoma (Tipotesi zero che si 
sottopone al controllo statistico). I «Lod scores» («#») si esprimono per 
convenienza con il logaritm o decimale del rapporto delle probabilità di « lin
kage » a « non-linkage » («Log probability  ra tio»  donde il nome di «Log 
odds » e quindi «L od scores »):

Lod score, « z  » =  Log 10 [Prob (F/x =  6 : Prob (F/x — 0,5)]

dove « F  » sta per famiglia, « X » per frequenza di ricom binazione, « 0 » è un 
determ inato  valore di frequenza di ricom binazione scelto a caso tra  o e 0,5. 
Poiché i valori di « z  » sono stati tabulati da Smith, Penrose e Sm ith (1961)[ 12] 
per i valori di ricom binazione di 0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, è estrem am ente 
facile calcolare oggi i Lod scores per ciascuna famiglia e per i su riportati livelli 
di frequenza di ricom binazione. Somm ando infine i «Lod scores» di'fam iglie 
diverge si ottiene la distribuzione del rapporto di probabilità totale di Linkage 
a non-linkage e la stim a più accurata (m axim um  likelihood estimate) della 
frequenza di ricom binazione. Per comodità di rappresentazione grafica con
viene in effetti disegnare la curva degli anti-logaritm i delle som m atorie dei 
«lod scores» in modo che essa sia tu tta  compresa tra  i valori di ordinata di 
« o » e « +  00  ». Il punto più elevato di questa curva corrisponderà alla fre
quenza di ricom binazione più probabile (sulle ascisse). D a ll’area della curva 
infine si po trà  calcolare la probabilità totale in favore dell’ipotesi di linkage 
secondo i criteri discussi in dettaglio da Sm ith (1959) [13]. Si noti a questo 
proposito il vantaggio del m etodo che dà la risposta finale già in term ini di 
probabilità  e quindi non richiede l’uso di tavole statistiche per il calcolo del 
livello di significatività. Per il calcolo rapido di questa probabilità finale a 
favore; del linkage, P l  , si procede come segue:

Pl — (Area com présa nel grafico X2): (Area compresa nel grafico X2 +  21) 

Per ulteriori dettagli sul m etodo e sul suo significato si rinvia a Smith (1959) (13].
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U n altro vantaggio notevole nell’uso del metodo su descritto è quello di 
essere in grado di stabilire, quando si fosse trovata una sia pure debole evi
denza di linkage in un prim o collettivo di dati, qual’è il num ero di ulteriori 
famiglie da esam inare per raggiungere una conclusione definitiva, ovvero ac
cettare o respingere l’ipotesi di linkage tra  i due loci in esame. Questo è in 
effetti il motivo principale che ci ha spinto a pubblicare i dati riportati qui 
appresso sul presunto linkage talassem ia-fosfatasi eritrocitarie.

I dati finora disponibili su questo confronto si riferiscono a 7 famiglie 
già classificate nei riguardi della talassem ia nel corso di precedenti ricerche 
(probando un genitore) e riesam inate in questa occasione per le fosfatasi 
acide eritrocitarie insieme ad altre 12 «non inform ative» nei riguardi della 
presente ricerca di linkage.

L a T abella I I I  risporta i « Lod scores » per 9 livelli di frequenza di ricom 
binazione tra  « o, e 0,5» (quelli riportati nelle Tavole di Smith, Penrose e 
Sm ith [12] più 4 nuovi punti calcolati ex-novo per una migliore interpolazione 
della curva di probabilità), con le som m atorie e i relativi antilogaritm i per ogni 
punto. Poiché la selezione delle famiglie è stata fa tta  indipendentem ente, 
a ttraverso  la talassem ia (m ain character), e il secondo sistema genico a con
fronto (test character) dipende da geni «co-dom inanti» , non è stata neces
saria alcuna correzione per la selezione dei dati.

II grafico della fig. 1 riporta la distribuzione del rapporto delle probabilità 
di linkage a non-linkage. D a esso si può dedurre che se i loci per la talassem ia 
beta e la fosfatasi acida eritrocitaria sono linked , la migliore stim a di frequenza 
di ricom binazione è intorno al 27 % (il punto di ascissa corrispondente 
all’ord inata maggiore.). T u ttav ia  appare evidente che la probabilità in favore 
dell’esistenza di questo linkage è per il m om ento molto scarsa e precisam ente 
dell’ordine del 12 % :

2.7915 (*)
2.7915 +  21 — 0,117.

È tu ttav ia  da notare che questa debole evidenza di linkage è piuttosto costante 
e dello stesso tipo in tu tte  le famiglie inform ative finora esaminate. Se questa 
situazione persistesse anche in altre famiglie, il linkage potrebbe essere « p ro
vato » al di là di ogni ragionevole dubbio con un collettivo di famiglie almeno 
quattro  volte più grande di quello qui riportato in quanto, come si può facil
m ente verificare, se i « Lod scores » totali di cui alla Tabella IV, vengono m olti
plicati per 4, la probabilità  totale in favore dell’esistenza del linkage diventa 
superiore al 90 % .

Bisogna dunque concludere che per poter dire una parola definitiva su 
questo presunto rapporto  di linkage bisogna disporre almeno di una tren tina 
di famiglie inform ative il che equivale ad averne esam inate per le fosfatasi 
acide circa un  centinaio di quelle già note per avere un genitore talassemico e 
l’altro  norm ale. 1

(1) Doppio dell’area della curva in un ità  arbitrarie.
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U na tale im presa è così gigantesca da poter essere realizzata solo a ttra 
verso lo sforzo com binato di due o più gruppi di ricerca ed è appunto per 
esortare, coloro che ne avessero la possibilità, a raccogliere dati critici sull’ar- 
gom ento, che abbiam o considerato opportuno pubblicare i dati cui sopra m al
grado l ’ancora debole probabilità in favore della reale esistenza di linkage.

X

___ ,___ I___ ,___ !___ ,___ L___,___ I_______
0 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 @

Fig. 1. -  D istribuzione del rapporto di probalità di linkage a non-linkage  (Z).

A questo proposito vai la pena di suggerire anche l’opportunità di esten
dere le ricerche al confronto tra  i loci per la fosfatasi acida eritrocitaria e il 
sistem a Lewis-Secretore, essendo stata  in precedenza segnalato dal nostro 
stesso gruppo f'14] una debole evidenza di linkage tra  talassem ia beta e Lew is- 
secretore. Se uaio stretto linkage tra  i loci secretore e fosfatasi acida eritroci
ta ria  dovesse risultare da siffatta indagine, si otterrebbe una conferma indipen
dente e definitiva di entram bi i linkages incerti su riferiti e si avrebbe la prim a 
m appa statistica a tre punti per un cromosoma autosomico della specie um ana.
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S u m m a r y . —  The frequencies of P"\ P B and PC alleles a t the locus for red cell acid 
phosphatase have been determ ined in 243 individuals living in the province of Cagliari. This 
has been highly m alarie until recently and a high frequency of G -6-P D  deficiency and thalas
sem ia genes has been observed in its population. Frequencies of the alleles of P genes are 
identical to those found in Rome.

The results strongly argue against the hypothesis tha t the m alarial endem ia had some 
effect On the m aintenance of this polym orphism in Sardinia. Results of linkage studies 
between ^-thalassem ia and red cell acid phosphatase genes are also reported.


