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1. Phase pré-analytique

La phase pré-analytique d'une étude de l'hémoglobine au laboratoire suppose de connaître le contexte de la demande : dépistage systématique chez un sujet à risque, enquête familiale suite à la mise en évidence d'une pathologie génétique de l'hémoglobine, diagnostic étiologique d'anomalies hématologiques (anémie hémolytique, microcytose, pseudo-globulie, etc…). Les données doivent également préciser l'origine ethnique du patient. Toute étude de l'hémoglobine comporte aussi le recueil des données biologiques suivantes : hémogramme, réticulocytose, sidérémie, capacité totale de fixation de la transferrine, ferritinémie.

2. Prélèvement

Le prélèvement est recueilli sur un anticoagulant (héparine, citrate ou EDTA). Il est conservé en sang total à 4°C. Le délai de conservation ne doit pas excéder une semaine en raison de l'apparition de fractions dénaturées dans le prélèvement ainsi que la dégradation de certaines fractions comme l'hémoglobine fœtale. La recherche d'hémoglobines à l'état de trace ne peut par ailleurs se faire que sur un échantillon frais : c'est le cas de l'hémoglobine Bart 4) présente chez les nouveaux-nés atteints d'-thalassémie majeure.

3. Techniques électrophorétiques d'étude de l'hémoglobine

Dans la plupart des laboratoires, l'analyse de référence est l'électrophorèse de zone à pH alcalin (pH = 8,6) sur acétate de cellulose. Elle est le premier élément d'orientation pour une exploration plus spécialisée, et est le prélude à la demande d'examens complémentaires nécessaires à l'interprétation de profils électrophorétiques anormaux. Les principaux examens complémentaires sont l'électrophorèse sur citrate agar à pH acide (pH = 6,0), l'isoélectrofocalisation, le test d'Itano, le test de falciformation. Dans un petit nombre de cas, l'identification d'un mutant rare nécessite des techniques plus complexes (électrophorèse des chaînes d'hémoglobine, spectrométrie de masse…) relevant de laboratoires spécialisés.

Les techniques de quantification dépendent des fractions à étudier. Le dosage de l'HbA2 fait appel à des tehcniques chromatographiques et doit pouvoir être rendu avec une précision de 0,1 %. Le dosage de l'HbF est réalisé par la méthode biochimique de dénaturation alcaline de Betke modifiée par Pembrey. Cette méthode est performante pour des taux d'HbF inférieurs à 15 %.

3.1. Électrophorèse de zone à pH alcalin (pH = 8,6)

L'électrophorèse à pH alcalin est réalisée sur acétate de cellulose à pH = 8,5 ( 0,1. 
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L'HbS migre entre l'HbA2 et l'HbA1, mais plus de 50 variants ont été décrits qui migrent au même endroit que l'HbS, hémoglobines anormales appartenant au groupe des hémoglobines D, G et P. L'HbS, de loin la plus fréquente, devra être identifiée par le test d'Itano où elle est la seule à précipiter en milieu réducteur. Ces résultats peuvent être confirmé par l'électrophorèse en citrate-agar à pH acide où l'HbS présente une migration spécifique. Affirmer la présence d'HbS permet aussi de poser le diagnostic de drépanocytose hétérozygote, si elle est retrouvée en même temps que l'HbA1, ou homozygote, si elle est le seul constituant majeur. Dans ce dernier cas, l'HbF peut être augmentée dans des proportions variables.

Les hémoglobines HbC et HbE migrent comme l'HbA2. Ces deux mutants sont silencieux à l'état hétérozygote. Orientée par le contexte ethnique, la distinction peut être réalisée à l'électrophorèse en citrate-agar à pH acide ou par isoélectrofocalisation.

3.2. Électrophorèse sur citrate-agar à pH acide (pH = 6,0)

La migration des hémoglobines sur gel d'agar en citrate à pH acide n'est pas à proprement parler une électrophorèse puisque la migration n'y est pas en rapport avec la charge. Dans ces conditions, l'hémoglobine se lie de façon réversible à l'agaropectine, et le complexe formé migre vers l'anode. D'autre part, le courant d'électro-endosmose provoque une diffusion continue vers la cathode. Ces deux mouvements de directions opposées séparent donc les hémoglobines en fonction de leur affinité pour l'agaropectine. Cette affinité est directement liée à la conformation de certaines régions de la molécule, en particulier celle où se situe la substitution de l'HbS, et toutes les zones impliquées dans les interactions avec les anions.

L'électrophorèse sur citrate-agar à pH acide est l'un des tests classiques de diagnostic positif de l'HbS.

L'électrophorèse sur citrate-agar à pH acide est l'un des tests classiques de diagnostic positif de l'HbC.

Les hémoglobines HbD et HbE migrent au même endroit que les hémoglobines HbA.
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3.3. Isoélectrofocalisation
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Identification de variants de l'hémoglobine par isoélectrofocalisation
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Principaux variants caractérisés par isoélectrofocalisation

L'isoélectrofocalisation est une technique très résolutive, et est à l'heure actuelle la technique de référence dans le diagnostic néonatal des hémoglobinopathies. Les différentes hémoglobines sont séparées en fonction de leur point isoélectrique (pHi). En effet, l'isoélectrofocalisation diffère de l'électrophorèse classique par le fait que la migration, sous l'effet du champ électrique, ne s'effectue plus dans un tampon de pH fixe mais dans un gradient de pH (gradient de pH formé grâce à l'utilisation de molécules amphotères). L'électrofocalisation permet de séparer des protéines dont les pHi sont différents de 0,005 unité pH. 
3.4. Techniques électrophorétiques des chaînes d'hémoglobine en milieu dissociant

Les techniques électrophorétiques précédentes ne tiennent compte que  des charges exposées vers le milieu aqueux environnant. Les charges dirigées vers l'intérieur de la molécule ne sont pas, ou seulement partiellement, prises en compte. Pour que toutes les charges soient exposées, l'analyse doit être effectuée dans un milieu chaotropique.On réalise essentiellement des électrophorèses en milieu urée 6M à pH 6,0 et pH 9,0. L'urée est utilisée à forte concentration (6M, soit 360 g.dm-3). Elle entraîne une dénaturation complète de l'hémoglobine (disparition de la structure quaternaire, des structures tertiaire et secondaire). La comparaison des migrations entre pH acide et pH alcalin permet de caractériser certaines mutations, par exemple celles impliquant un résidu histidinyl, résidu chargé positivement à pH 6,0 et neutre à pH 9,0. Ces électrophorèses sont parfois complétées des électrophorèses en milieu urée 6M en présence de détergent (Triton-X-100).

4. Quantification des hémoglobines : exemples de résultats
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	Drépanocytose hétérozygote AS

HbA1 = 58 %

HbS = 35,3 %

HbA2 = 4,7 %

Non Hb = 0,2 %
	Drépanocytose homozygote SS

HbS = 95,6 %

HbA2 = 4,4 %
	°-thalassémie

HbA1 = 0 %

HbF = 98,8 %

HbA2 = 1,2 %


5. Tests spécialisés

5 .1. Étude de la fonction oxyphorique des hématies

L'étude de la fonction oxyphorique consiste à établir la courbe de dissociation de l'oxyhémoglobine sur des hématies entières. L'affinité pour le dioxygène est appréciée par la valeur de la P50, pression partielle en dioxygène à laquelle 50 % de l'hémoglobine est saturée en dioxygène. Une P50 élevée traduit une diminution de l'affinité et une cyanose ; à l'inverse, une P50 diminuée correspond à un déplacement de la courbe vers la gauche et traduit une augmentation de l'affinité pour le dioxygène, éventuellement responsable d'une polyglobulie. Il est à noter que la valeur de la P50 mesurée n'a d'intérêt qu'après avoir dosé le 2-3 DPG intraérythrocytaire. La corrélation de ces deux paramètres permet de distinguer les anomalies de l'affinité dues à une hémoglobine anormale de celles résultant d'une perturbation du métabolisme du 2-3 DPG.

5.2. Détermination du spectre d'absorption

L'étude du spectre d'absorption de l'hémoglobine est principalement réalisée dans le cadre du diagnostic des HbM. Le problème principal est la distinction entre une HbM et une méthémoglobinémie congénitale (déficit en cytochrome b5 réductase) ou acquise.

5.3. Mesure de rapport de biosynthèse des chaînes de globine

La mesure des taux respectifs de biosynthèse des chaînes de globine peut être appréciée en incubant érythroblastes en présence d'un mélange d'acides aminés dont un est marqué par un traceur radioactif. Cette étude est très lourde dans sa réalisation pratique et ses applications diagnostiques sont limitées à l'adulte.

6.Techniques de biologie moléculaire

Ces techniques sont réservées à certains laboratoires spécialisés et font appel classiquement à la PCR, suivie éventuellement d'études de modification de site de restriction, de séquencage. Les principales indications sont les suivantes :

• diagnostic prénatal : proposé systématiquement lors d'une suspicion d'hydrops fœtalis, de maladie de COOLEY, d'un syndrome drépanocytaire majeur. Il permet notamment de proposer, en cas de résultat positif, un avortement thérapeutique.

• étude épidémiologique dans une zone à risque.

