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Cromoproteina oligomerica dal PM di 64kDa 
costituita da:
- una parte proteica (globina)
- una non proteica (EME)



(ζ2ε2) 

(α2ε2)

(ζ2γ2)

(α2γ2): nell’adulto <1%

(α2β2): nell’adulto ≈96%

(α2δ2): nell’adulto <3%



Rappresentano le più comuni patologie a trasmissione mendeliana a livello mondiale

Difetti genetici dell’emoglobina che si trasmettono con un meccanismo autosomico recessivo 
o “semidominante”

La maggior parte sono causate da mutazioni puntiformi a carico dei geni globinici

Sono state classificate più di 700 forme anomale di Hb

Nel 2006 l’OMS ha riconosciuto le emoglobinopatie come un problema di salute pubblica globale e ha invitato i sistemi sanitari dei vari Stati a «progettare, 
implementare, rafforzare in modo sistematico, equo ed efficace, programmi nazionali integrati completi per la prevenzione e la gestione della SCD, riducendo 
la morbilità e la mortalità»



Ridotta o assente sintesi di una o 
più catene globiniche:

→ Anemia microcitica ipocromica
→ Eccesso di catene globiniche

libere che formano precipitati
insolubili

Sintesi di una o più catene 
globiniche anomale.

Le caratteristiche cliniche 
associate dipendono 

strettamente dalle proprietà 
fisiche della variante 

considerata.



Per test di primo livello si intendono:
• Esame emocromocitometrico
• Stato Marziale (Sideremia, Transferrina, Ferritina e Indice di Saturazione)
• HPLC e/o CE dell’Hb

Sono essenziali alla individuazione di uno stato di portatore o di affetto da una emoglobinopatia.
Per l’esame emocromocitometrico e per l’assetto Hb viene considerato idoneo un campione ematico
prelevato in provetta con anticoagulante EDTA.
Per la valutazione dello stato marziale è necessaria una provetta di siero.
Il prelievo deve essere eseguito a digiuno, un eventuale siero lipemico è infatti controindicato per le
analisi della valutazione dello stato marziale, mentre non è un problema se il prelievo è destinato
all’emocromo, all’assetto emoglobinico o all’eventuale approfondimento diagnostico molecolare;
E’ buona norma che l’esame emocromocitometrico e la valutazione degli indici marziali siano
eseguiti entro le 12/24 ore dal prelievo;
L’esame dell’assetto Hb può essere eseguito entro i sette giorni successivi al prelievo conservando
il campione a 4°C.



E’ raccomandata la misurazione automatizzata di:
• GR: numero totale di eritrociti, 
• MCV: volume corpuscolare medio, 
• MCH: contenuto emoglobinico corpuscolare medio, 
• MCHC: concentrazione emoglobinica corpuscolare media, 
• Hb: emoglobina,
• RDW: red cell distribution width

1. Nei portatori è spesso presente un elevato numero di GR (circa 6-
7*10^6/ml), come compensazione della cronica riduzione del MCH, 
senza un aumento dell’ematocrito. 

2. Il volume degli eritrociti e il contenuto emoglobinico sono ridotti
(MCV<80 fl e MCH <27pg nell’adulto).

3. Per l’età pediatrica non è possibile utilizzare i valori di MCV
dell’adulto ma è necessario utilizzare le tabelle dei percentili per
l’Hb e per l’MCV per effettuare la diagnosi di anemia (< 3° centile o -
2DS) e microcitemia (< 3° centile o -2DS).



Gli esami che solitamente vengono richiesti 
per valutare l’assetto marziale sono:

• FERRITINA: deposito tissutale di ferro, quasi tutta a livello
epatico; nel siero si trovano piccole quantità.

• SIDEREMIA: indica il ferro ferrico (Fe3+) nel siero legato
alla transferrina.

• TRANSFERRINA: proteina di trasporto del ferro che
aumenta nella carenza marziale e si riduce nel sovraccarico.

• Capacità legante (TIBC): riflette la disponibilità di siti di
legame sulla transferrina. Aumenta nella carenza e si riduce nel
sovraccarico.

• Saturazione della Transferrina: si calcola dai valori di
sideremia e TIBC o transferrina. La normale saturazione è del
30%; si riduce nella carenza e aumenta nel sovraccarico (è un
valore percentuale e non riflette le scorte di ferro).



Il metodo oggi più utilizzato per valutare la quantità̀ relativa di Hb A2, HbF ed eventuali Hb anomale
nel sangue circolante è la cromatografia liquida ad alta risoluzione (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC)

Per l’HPLC è fondamentale che l’apparecchio sia a scambio cationico, con gradiente lineare
continuo a doppia pompa e con CV<5%.

L’elettroforesi capillare (CE) oggi è impiegata anche per lo screening delle emoglobinopatie, per la
quantificazione e la separazione delle frazioni fisiologiche e patologiche dell’Hb: questa tecnica può
rappresentare anche uno strumento secondario di conferma nella diagnosi delle varianti più comuni.

L’Hb A2 può in alcuni casi non essere quantificabile in HPLC ed in CE per interferenza con una
variante Hb (es HbE in HPLC e Hb O-Arab in CE).



(α2γ2): <1%

(α2β2): ≈96%

(α2δ2): 2,1-3,1%



Intervalli di variabilità̀ dell’Hb A2 in presenza di alcuni difetti dei geni globinici in eterozigosi.



Talassemia β Talassemia δ
HPLC



• Durante la gravidanza, l’HbF rappresenta circa il 70-90% dell’emoglobina totale nel feto.

• È prodotta a partire dalla 6° settimana di gestazione e sostituisce le emoglobine
embrionali (Gower I, Gower II e Portland) prodotte nelle prime settimane dal
concepimento.

• Dopo la nascita, la produzione di HbF diminuisce rapidamente e viene gradualmente
sostituita dall’emoglobina adulta.

• Tracce di HbF possono persistere nel sangue fino a sei mesi di età per arrivare ad un
valore minore dell’1% dopo l’anno di età.

• In gravidanza si può osservare un modesto incremento di HbF (in genere 1-3% circa), si
raccomanda di ripetere il dosaggio dopo 6 mesi dal parto.



La presenza nella vita adulta di una
più o meno elevata HbF può anche
essere correlata a persistenza di
HbF (HPFH), spesso senza segni
clinici e di laboratorio.

Nelle forme di (δβ)0 talassemia e
nell’Hb Lepore i livelli di HbA2
sono in genere normali/bassi e i
livelli di HbF sono aumentati.

Nell’HbH i livelli di HbF sono
aumentati.

INTERVALLI HbF



Talassemia  δβ HPFH 





La valutazione dell’HbA2 e dell’HbF nel primo anno di vita, soprattutto nei primi 6 mesi, richiede la consultazione di 
tabelle di riferimento adatte all’età



1) NON associate a parametri ematologici anomali, ad esempio l’emoglobina S (HbS). In questi casi, il dosaggio
delle frazioni emoglobiniche è raccomandato per la diagnosi corretta del portatore, in particolare se la
provenienza etnica è da aree ad elevata frequenza di queste varianti.

2) Associate a parametri ematologici anomali, ad esempio l’HbE o Hb Lepore . Queste varianti Hb si rilevano
nel corso di esami richiesti per individuare lo stato di portatore di beta talassemia.

3) Emoglobine instabili ed emoglobine con alterata affinità (soprattutto alta affinità) per l’ossigeno.
Numerose, singolarmente ritenute rare e presentano caratteristiche cliniche rilevanti. Le varianti ad alta affinità
(Hb Olympia) causano eritrocitosi. Hb Instabili, (Hb Vanvitelli) causano anemia emolitica.

La maggioranze delle varianti si riconoscono con l’HPLC ma necessitano poi di conferma molecolare.

La percentuale relativa della maggior parte delle emoglobinopatie strutturali, allo stato eterozigote, varia tra il 15 e il
45 % quando il difetto interessa le catene beta e tra il 5 e il 30% quando interessa le catene alfa globiniche.

Quando una variante, qualunque essa sia, presenta una quantità̀ relativa superiore al 50% è certa la presenza di un
doppio difetto dello stesso gene su due alleli diversi (es tipico HbS).



Hb Leiden

HbS?



Devono effettuare gli esami di secondo livello tutti i soggetti con:
• Microcitemia (con o senza anemia) senza carenza di ferro
• Familiarità per microcitemia
• Poliglobulia
• Anemia emolitica non sferocitica
• Partner con alterazioni riconducibili a difetti emoglobinici (chiedere anche analisi del gene α)
• Soggetti provenienti da zone ad alto rischio (es Africa)
• Soggetti con esami di primo livello non dirimenti, al fine di poter confermare o smentire la diagnosi di portatore. In particolare, per

la diagnosi di portatore di α+- talassemia (soggetti con la delezione di un solo gene alfa (αα/α-) sono asintomatici e hanno GR, Hb,
MCV, MCH e HPLC dell’Hb nei limiti della norma o solo lievemente ridotti).

• Portatori di mutazioni molto lievi o silenti del gene della β-globina, in cui la produzione delle catene è solo minimamente ridotta,
possono presentare parametri ematologici normali e sono riconoscibili unicamente mediante analisi molecolare;

• Sospetto portatore sia di α sia di β talassemia per poter correttamente definire il rischio di ricorrenza di talassemia;
• Soggetti con esami di primo livello indicativi per stato di portatore, per definire la mutazione responsabile, su indicazione dello

specialista di settore;
• Nel caso di riscontro di sideropenia in coppie in gravidanza è preferibile avviare la ricerca di mutazione dei geni alfa globinici e

beta globinici (in caso di partner portatore di beta talassemia), prima della normalizzazione dei livelli marziali, al fine di evitare un
accesso tardivo alla diagnosi prenatale, se necessaria.



E’ preferibile utilizzare DNA estratto da sangue 
periferico prelevato in EDTA

E’ possibile ricorrere ad altre fonti (saliva, spazzolato di mucosa buccale) in casi particolari:
- bambini in cui il prelievo di sangue periferico risulti difficoltoso;
- soggetti sottoposti a trapianto di midollo.

• Allele specific-PCR, ARMS-PCR, GAP-PCR
• Sanger sequencing
• Pyrosequencing
• NGS
• High resolution melt analysis (HRMA)
• Real time-PCR
• MLPA
• arrayCGH





Fasi principali
1. Denaturazione del DNA a singolo filamento
2. Amplificazione in presenza di:

• Primer
• DNA polimerasi
• Nucleotidi normali (dNTPs)
• Nucleotidi terminatori marcati (ddNTPs)

3. Separazione dei frammenti tramite elettroforesi capillare
4. Lettura della sequenza grazie ai marcatori fluorescenti



Triplicazione α

Delezione α⁺-3.7





IMMUNODOSAGGIO POINT-OF-CARE QUALITATIVO E MULTIPLEXATO CHE DIFFERENZIA 
L'EMOGLOBINA NORMALE DEGLI ADULTI (HbA), L'EMOGLOBINA FALCIFORME (HbS) E 

L'EMOGLOBINA C (HbC) DA UNA GOCCIA DI SANGUE INTERO.



2. Il campionatore viene
inserito nel modulo di
pretrattamento con un
tampone fornito.

1. Viene prelevata una piccola
quantità di sangue (5 µL)

3. Cinque gocce del
campione trattato vengono
lasciate cadere all'ingresso
del campione della
cartuccia.

4. Il campione migra attraverso una
membrana verso tre linee di prova
contenenti anticorpi anti-HbA, HbS e
HbC per rilevare selettivamente la
presenza di ciascuna Hb producendo una
banda colorata blu.

Tutte le persone risultate positive al test rapido sono state invitate a recarsi presso l’ambulatorio 
della clinica pediatrica per sottoporsi ad analisi di primo e secondo livello.





HbA HbS HbC



HbS  HBB: c.20A>T (p.Glu6Val)
HbC HBB: c.19G>A (p.Glu6Lys)  





Il prelievo di sangue
da tallone viene

effettuato tra le 48 e le 
72 ore di vita del 

neonato, in occasione
dello screening 

neonatale
obbligatorio

Il sangue viene
raccolto su una

cartina assorbente e 
inviato al nostro 

laboratorio



Un campione di sangue viene estratto da un dischetto di sangue secco sul
cartoncino e analizzato.

Il sistema sfrutta i principi della cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC)
a scambio cationico ed è concepito appositamente per l’uso come screening
qualitativo per rilevare la presenza delle emoglobine F, A, S, D, C ed E negli
eluati di sangue neonatale prelevato su carta filtrante.

HbF HbA HbS





Dopo un risultato positivo o sospetto emerso dallo screening neonatale biochimico, si procede con 
l’estrazione del DNA da cartoncino o da saliva per la conferma molecolare di eventuali mutazioni 

genetiche.
Lo strumento automatizzato garantisce un processo standardizzato, veloce ed efficiente. Il DNA 

estratto è di alta qualità e può essere impiegato per diverse analisi molecolari di conferma, come la 
PCR.



strumento diagnostico innovativo, portatile e affidabile, che consente l’analisi
rapida delle frazioni emoglobiniche direttamente sul punto di cura, favorendo una
diagnosi ematologica tempestiva e accessibile.

Caratteristiche principali
• Tecnologia avanzata: utilizza la microchip elettroforesi per identificare e

quantificare le principali frazioni emoglobiniche (HbA,, HbF HbA2 HbS, HbC).
• Portatile e compatto: facile da trasportare e utilizzare anche in ambienti con

risorse limitate.
• Risultati rapidi: fornisce risultati in pochi minuti, riducendo i tempi di attesa

rispetto ai metodi di laboratorio tradizionali.
• Facilità d’uso: interfaccia intuitiva e guida passo-passo per l’operatore.
• Minimo campione richiesto: necessita solo di una piccola goccia di sangue

capillare o venoso.

Applicazioni
• Screening neonatale per varianti emoglobiniche.
• Diagnosi e monitoraggio di patologie come anemia falciforme e talassemie.
• Utilizzo clinico in ambulatori, ospedali e centri di diagnosi rapida.






