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Emoglobinopatie

* Descritte finora piu di 1000 mutazioni
causa di Hb-patie, fra di esse:

— > 800 sono causa di varianti qualitative
(es. HbS, HbO, HbC, Hb instabili, ecc.)

—> 100 sono causa di a-talassemia

— > 200 sono causa di B-talassemia e
sindromi correlate



Emoglobinopatie

aspetti morfologici
aspetti strutturali
aspetti funzionali



Aspetti morfologici

microciti
target cells
F cells
corpi inclusi
sickling



Aspetti strutturali

elettroforesi a pH alcalino
elettroforesi a pH acido

Isoelettrofocalizzazione
HPLC



Aspetti funzionali

misura saturazione Hb - P,
meta-Hb
stabilita al calore e all’isopropanolo
solubilita



Indici eritrocitari caratteristici
del trait p-talassemico

e Hb ¥ « RBC N/7

« MCH ¥ « HbF N/T



Frazioni di Hb nelle varianti genotipiche di
B-talassemia minor e minima
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Flow chart per lo screening
del trait p-talassemico

MCV fl SIS <78
MCH pg =T —
Hb pattern A+A <3% ATE O =6 30500
Normale -TAL

Screening biol. molecolare
per mutazioni comuni

Caratterizz. di mutazioni
mndefinite con procedimenti
di sequenziamento



Flow chart per lo screening
del trait p-talassemico

MCV fl <78 <78
MCH pg = 7 =0
Hb pattern Nty = Al A 6% B30,
ZnPP e/o metab. ferro HbF quantit., o/ p ratio
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Fenotipi a-talassemici

* Trait a-talassemico
— lieve (o thal 2)
— moderato (« thal 1)

 HbH
* Hb Bart’s (sindrome con idrope fetale)




Parametri ed indici eritrocitari
nel trait a-talassemico

e Hb ¥
¢« MCV ¥
« MCH ¥

« RBC N/7
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Relazione tra mutazione del gene
o e sintesi delle catene o

« Le mutazioni del cluster dei geni o globinici possono
inattivare uno (-a, ala, o) o entrambi (--) i loci.

« Se la mutazione riguarda un singolo gene, la sintesi
delle catene o dipende .
— mutazione con (-o) 0 senza (ala, aal) delezione
— perdita dell’'espressione del gene parziale o
completa
— focus interessato a1 (aal) 0 a2 (a'a)

— compensazione da parte del gene rimanente
(es:_a3.?1_a4.2)



MCH ed espressione gene a globina
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Considerazioni diagnostiche e
genetiche sul trait o-talassemico

Patients with MCH < 26 pg but with a normal level of
HbA, (<3.5%) and a normal iron status, almost always
have a-thalassemia trait

...... The partners of such individuals should be screened
and if they too have a-thalassemia trait, with a MCH of
26 pg or less, the couple should be offered counseling
and genotype analysis



Varianti emoglobiniche clinicamente
importanti

Sindromi falcemiche:

Emoglobine instabili (Anemia emolitica congenita con corpi
di Heinz ~ 90 varianti)

Emoglobine con alterata affinita per I'ossigeno (Psg)

Emoglobine M = meta-Hb e cianosi familiare (~ 6 varianti)
Varianti strutturali con fenotipo talassemico



Elettroforesi

pH alcaline
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Eterozigosi HbE
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Elettroforesi

pH alcalino

Y
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Test di solubilita per HbS

* Reattivo : Sodio ditionito 2% in H,O

 Procedimento:

— A 2 provette con 2 ml di reattivo ciascuna
aggiungere 3 gocce di sangue da soggetto
normale e da paziente

— Appena I'emolisi e completa osservare le due
provette contro un foglio bianco a righe

— Test positivo se si osserva torbidita




Sickling test

* Reattivo : Sodio metabisolfito 2% in H,O

 Procedimento:

— su vetrino mescolare 1 gtt di sangue con 2 gtt
di reattivo

— coprire con coprioggetto largo, eventualmente
sigillare con adesivo trasparente

— dopo 10 - 15 min osservare a 400 - 1000 x la
presenza di eritrociti a falce, se positivo




Sickling osservato a fresco




Falsa negativita ai test per HbS

* Puo osservarsi nei neonati con trait HbS e
piu raramente con HbSS per due motivi
principali:

— Ridotta presenza di HbS — ricordare che e

una variante e quindi ancora poco espressa
alla nascita

— Inibizione dovuta a elevata HbF che inibisce
la polimerizzazione di HbS



Eterozigosi HbS




Omozigosi HbS
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Bl aa Se*_;e_rlta Hb (g/dL)}| MCV (fL) HbS HbF HbAz ¢6) | HbA (%)
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Doppia

Eterozigosi SC




Elettroforesi
pH alcaline
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Eterozigosi
Hb Lepore
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Hb Montgomery




Emoglobine instabili

 Caratterizzate da:

— Presenza di (Heinz bodies)
Intraeritrocitari

per mutazioni
che avvengono in prossimita del contatto
con I'eme

— Tendenza della molecola a precipitare
dopo trattamento in condizioni di
(48-50°C) o con
17% a 37°C



Heinz-bodies

« Corpi inclusi da precipitati di Hb
rimossi dalla milza (bite-cells) >

* Presenti in varie condizioni:
— deficit G6PD, :
, alcuni agenti chimici

* Visibili con coloranti sopravitali
(metilvioletto)

* Indotti da ossidanti (acetilfenilidrazina)



Heinz-bodies




Hb Hasharon

W0y

30/12/93 8360 SBONIF

D. nasc. 10/05/82
Tappo VIOLA:10 mbL
HBFRA ROE




43

#7-63 18
ahe

KO,

-
e

SANPL

&1

thla

——————=

a0 == AR L Ly

T.I_.-l.-l-—c..-T -

321-# Lmm T T
C S R e e Bl el |

—ed el it

3

S LR

L s et B T
- - - - L] -
LT Y = w- =
F= =

i
[

e nw [EATwY]
-.:..q Tha. CLCLL

0 SO0

Uy o= ...- T _.||._
= -

B e

..E.E = iR

L ke = o

[ = TR

- -
==

Lo T = LN b L= ]

2224 NG

L q F..H.rh_..u._

QO s I D
N e A L
e e
S P 0
S e T T
—tg agd
-

_lh—lnhnq [ .-j..-r.- ‘.

.-...l ._..J:rl... Ll Lr-

g




Emoglobine veloci

* A pH alcalino migrano piu velocemente
di HbA

* In genere non hanno rilievo clinico, ad
eccezione di HbH (instabile) da cui
vanno distinte

 HbH, doppia eterozigosi a-talassemica
(- -,- a) presenta un fenotipo
caratteristico ed e instabile con corpi di
Heinz



Elettroforesi

pH alcaline
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Doppia eterozigosi

Camden/[3 talassemia
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