
CHAPTER 2

LITERATURE REVIEW

2 .1  I n t r o d u c t i o n

T h a l a s s e m i a  a r e  t h e  commonest  s i n g l e  ge n e  
d i s o r d e r s ' 12’ . They  a r e  h e t e r o g e n e o u s  g r o u p  o f  h e m o g l o b i n  
s y n t h e s i s ,  c h a r a c t e r i z e d  by  t h e  a b s e n c e  o r  r e d u c e  o u t p u t  
o f  one  o r  more  o f  t h e  g l o b i n  c h a i n  o f  h e m o g l o b i n .  They 
c a n  be  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  d e f e c t i v e  g l o b i n  c h a i n  

s y n t h e s i s  i n t o  0C,P,8,ôp a nd  s5yP t h a l a s s e m i a . C l i n i c a l

m a n i f e s t a t i o n s  a r e  d i v e r s i t i e s ,  r a n g i n g  f ro m
a s y m p t o m a t i c  t o  p r o f o u n d  a n e m ia ,  w h ic h  i s  f a t a l  i n  u t e r o  
o r  n e o n a t a l  d e a t h .

I n  S o u t h e a s t  A s i a  e s p e c i a l l y  i n  T h a i l a n d ,  t h e r e  
a r e  h i g h  i n c i d e n c e  o f  t h a l a s s e m i a  a n d  h e m o g l o b i n o p a t h i e s  

<13) . The f r e q u e n c y  o f  P - t h a l a s s e m i a  i s  3-9% a n d  Hb E 
i n c i d e n c e  i s  r e m a r k a b l y  r e a c h i n g  53% i n  c e r t a i n  p a r t  o f

t h e  c o u n t r y .  The f r e q u e n c y  o f  a - t h a l a s s e m i a  r e a c h e s  2 0 -
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30%. I t  h a s  b e e n  e s t i m a t e d  t h a t  a b o u t  1% o f  t h e  T h a i  
p o p u l a t i o n  a r e  a f f e c t e d  w i t h  t h a l a s s e m i a  d i s e a s e (14' 15) .

The a - t h a l a s s e m i a  i s  d e f i n e d  a s  a g r o u p  o f  

g e n e t i c  d i s o r d e r s  w h ic h  r e s u l t  i n  d e f e c t i v e  a - c h a i n  

s y n t h e s i s (5) . B e c a u s e  t h e r e  a r e  two a  g l o b i n  g e n e s  p e r  

h a p l o i d  chrom osom e,  t h e  a - t h a l a s s e m i a  a r e  c l a s s i f i e d  

a c c o r d i n g  t o  t h e  r e l a t i v e  o u t p u t  o f  b o t h  a  g e n e s .  Where 

b o t h  a  g l o b i n  g e n e s  on a chromosome a r e  i n a c t i v a t e d ,  

t h e  c o n d i t i o n  i s  c a l l  a ° t h a l a s s e m i a  o r  a - t h a l a s s e m i a  1 

(a ° t h a l  o r  a - t h a l  1) .One o f  t h e s e ,  t h e  S o u t h e a s t  A s i a n  

t y p e  o f  d e l e t i o n  o f  b o t h  a  g l o b i n  g e n e  ( -  -  SEA ) i s  t h e  
m o s t  common fo rm  d e t e c t e d  i n  T h a i l a n d 1161 . The h e t e r o z y g o u s  

g e n o t y p e  c a n  be  w r i t t e n  - -  SEA /  a a - When one  o f  t h e  

l i n k e d  a  g l o b i n  g e n e s  i s  i n a c t i v a t e d  t h e  c o n d i t i o n  i s  

c a l l e d  a+- t h a l a s s e m i a  o r  a - t h a l a s s e m i a  2 (a+ t h a l  o r  a -

t h a l  2 ) ,  a n d  g e n o t y p e  c a n  be  w r i t t e n  - a  /  a a - The g e n o t y p e

o f  a - t h a l a s s e m i a  i s  shown i n  f i g u r e  2 . 1 .



C o n d i t io n  /  D i s e a s e  G e n o ty p e s

Normal  a a  /  a a

H e t e r o z y g o u s  a - t h a l a s s e m i a  2 - a  /  a a

Homozygous a - t h a l a s s e m i a  2 _ a  /  _ a

H e t e r o z y g o u s  a - t h a l a s s e m i a  1 - -  /  a a

H e m o g lo b in  H d i s e a s e

Hb B a r t ' ร h y d r o p s  f e t a l i s

_ a  /  _ _

F ig u r e  2 .1  Model o f  a - g l o b i n  g e n e  d e l e t i o n  a s  m o l e c u l a r  

b a s i s  f o r  t h e  v a r i o u s  a - t h a l a s s e m i a  s y n d r o m e s .  Gene 

d e l e t i o n s  a r e  r e p r e s e n t e d  by  t h e  w h i t e  b l o c k s .

C l i n i c a l l y ,  t h e r e  a r e  two i m p o r t a n t  t y p e s  o f  a  

t h a l a s s e m i a .  F i r s t ,  t h e r e  i s  t h e  Hb B a r t ' s  h y d r o p s  

f e t a l i s  w h ic h  r e s u l t s  f ro m  t h e  hom ozygous  s t a t e  f o r  a -  
t h a ï  1. The m a j o r i t y  o f  t h e  m o t h e r  b e a r i n g  s u c h  h y d r o p s
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h a v e  t o x e m i a  o f  p r e g n a n c y  a n d  t h e  c a u s e  o f  d e a t h  o f  
h y d r o p s  f e t u s  i s  due  t o  p h y s i o l o g i c  d y s f u n c t i o n  o f  Hb 
B a r t ' ร. S e c o n d ,  t h e r e  i s  a c o n d i t i o n  o f  v a r y i n g  s e v e r i t y  
c a l l e d  Hb H d i s e a s e  w h ic h  i s  t h e  compound h e t e r o z y g o u s  

f o r  a - t h a l  1 a nd  a - t h a l  2.  The c l i n i c a l  f e a t u r e s  a r e  
a n e m ia ,  j a u n d i c e ,  a nd  h e p a t o s p l e n o m e g l y  b u t  t h e  m o s t  
p r o m i n e n t  m a n i f e s t a t i o n  i s  a c u t e  h e m o l y s i s  a f t e r  
i n f e c t i o n .

At  p r e s e n t ,  i n  d e a l i n g  w i t h  Hb B a r t ' s  h y d r o p s  
f e t a l i s ,  p r e v e n t i o n  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t .  I n  s e t t i n g  up 
a p o p u l a t i o n  s c r e e n i n g  p r o g r a m  i t  i s  o b v i o u s l y  i m p o r t a n t  
t o  c o n s i d e r  t h e  r e l a t i v e  c o s t  a nd  a c c u r a c y  o f  t h e  

a v a i l a b l e  m e t h o d s .  S c r e e n i n g  f o r  a - t h a l a s s e m i a  1 c a n  be  

p e r f o r m e d  by  many m e t h o d s .

F a m i l y  s t u d y  i s  an  e a s y  way i f  t h e r e  h a d  b e e n  a 
p r e v i o u s  a f f e c t e d  c h i l d  w i t h  h e m o g l o b i n  B a r t ' ร h y d r o p s  
f e t a l i s .  S i n c e  t h i s  c o n d i t i o n  i s  t r a n s m i t t e d  a s  a u t o s o m a l  

r e c e s s i v e ,  t h e i r  p a r e n t s  a r e  o b l i g a t o r y  a - t h a ï  1 t r a i t .  

T h i s  m e th o d  was l i m i t e d  t o  f a m i l y  w i t h  i n d e x  c a s e s .  I t
was n o t  u s e d  t o  s c r e e n  i n  g e n e r a l  p o p u l a t i o n .
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H e m o g lo b in  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  u s e d  t o  
d e t e c t  s m a l l  amount  o f  h e m o g l o b i n  B a r t ' ร i n  n e w b o rn  
b a b i e s .  H e m o g lo b in  B a r t ' s  d e t e c t i o n  i n  c o r d  b l o o d 15' 17 19) 

i s  r e l a t i v e l y  a n  e a s y  way o f  s c r e e n i n g  f o r  a - t h a l a s s e m i a  
1, b u t  i t  c a n  n o t  be  a p p l i e d  i n  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  

b e c a u s e  Hb B a r t ' s  c a n  n o t  be  f o u n d  i n  a d u l t  w i t h  a -  

t h a l a s s e m i a  1 c a r r i e r .

I m m u n o l o g i c a l  m e th o d  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  t h e  
same p u r p o s e .  Wasi P, e t  a l  (20> , u s e d  a n t i  Hb B a r t ' s
a n t i b o d y  p r o d u c e d  i n  a r a b b i t  a f t e r  w e e k l y  i n j e c t i o n  w i t h  
h e m o l y s a t e  f ro m  Hb B a r t ' s  h y d r o p s  f e t u s .  T h i s  t e c h n i q u e  

c o u l d  d e t e c t  a - t h a l a s s e m i a  c a r r i e r ,  b u t  i t  i s  n o t  

p r a c t i c a l  b e c a u s e  i t  c a n  n o t  d i f f e r e n t i a t e  a - t h a l  2 f ro m  

a - t h a l  1 t r a i t .  S i n c e  t h e  e m b r y o n i c  C - g l o b i n  c h a i n  i s  

r a i s e d  i n  r e d  c e l l s  o f  S o u t h e a s t  A s i a n  a d u l t  who h a s  -  -  
SEA d e l e t i o n ,  t h i s  i s  d e t e c t a b l e  by  a h i g h l y  s p e c i f i c  

a n t i - C  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  r e a c t i o n .  By u s i n g  t h e s e  

t e c h n i q u e s ,  m i n u t e  a m ount  o f  Ç - g l o b i n  c h a i n  c a n  be  

d e t e c t e d  i n  i n d i v i d u a l  a d u l t s  who a r e  c a r r i e r s  o f  a -  
t h a l a s s e m i a  1 due  t o  t h e  -  -  SEA d e l e t i o n 121 23). T h i s
t e c h n i q u e  i s  m ore  s p e c i f i c  b u t  e x p e n s i v e .
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The d e f i n i t e d i a g n o s i s  o f “ - t h a l a s s e m i a 1 i s
r e s t r i c t i o n e n d o n u c l e a s e m ap p in g by  S o u t h e r n b l o t
t e c h n i q u e  l4i, b u t  i t i s l a b o r i o u s , r a d i o a c t i v e and
e x p e n s i v e .

The a p p l i c a t i o n  o f  a p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  

(PCR) b a s e  p r o t o c o l (24' 251 w h ic h  s p e c i a l l y  d e t e c t s  t h e  a -  

t h a l a s s e m i a  1 o f  S o u t h e a s t  A se a n  t y p e  ( -  -SEA d e l e t i o n )  
may s o o n  s u p e r s e d e  t h a t  o f  g e n e  m a p p in g .  The p o s s i b i l i t y  
o f  a p p l y i n g  t h i s  PCR b a s e  m e t h o d 9 i n  r o u t i n e  s c r e e n i n g  f o r  

a - t h a l a s s e m i a  1 may b e  a l t e r n a t i v e  m e th o d  b e c a u s e  i t  i s  
r a p i d  a n d  n o n r a d i o a c t i v e . The l i m i t a t i o n  o f  t h i s  t e s t  i s  
e x p e n s i v e  a n d  h i g h l y  t e c h n o l o g i c a l .

I n c l u s i o n  o f  c e l l  c o n t a i n i n g  h e m o g lo b in ( H b )  H 
w i t h  s u p r a v i t a l  r e d o x  d y e s  r e s u l t s  i n  o x i d a t i o n  a nd  
p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  s o l u b l e  Hb H a s  i n c l u s i o n  b o d i e s  
w i t h i n  t h e  c e l l .  T h i s  c o n v e n t i o n a l  Hb H i n c l u s i o n  t e s t <26) 

i s  a n o t h e r  m e th o d  f o r  d i a g n o s i s  o f  a - t h a l a s s e m i a  1 

c a r r i e r ,  u s i n g  one  p a r t  o f  1% b r i l l i a n t  c r e s y l  b l u e  
m ix e d  w i t h  two p a r t s  o f  b l o o d  a nd  i n c u b a t e d  a t  37° c f o r  
1 -2  h o u r s .  D r i e d  b l o o d  sm ea r  i s  t h e n  e x a m in e d  u n d e r  o i l  
im m e r s i o n ,  b u t  M au n g sa p a y a  พ, e t  a l (27) a n d  Chan AYY, e t  a l
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r e p o r t e d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  Hb H i n c l u s i o n  t e s t  w e re  
50% a n d  79% r e s p e c t i v e l y .  An im p r o v e d  m e th o d  f o r  
d e t e c t i o n  o f  r e d  c e l l  h e m o g l o b i n  H i n c l u s i o n s  d e s c r i b e d  

by  J o n e s  JA, e t  a l  :ะ1 c a n  d e t e c t  a - t h a l a s s e m i a  c a r r i e r  
a p p r o x i m a t e l y  t w i c e  a s  c o m p are d  w i t h  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d .

S k o g e r b o e  KJ, e t  a l (29) s t u d i e d  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  
h e m o g l o b i n  H i n c l u s i o n  b o d i e s  w i t h  D N A -d e te rm in e d  

g e n o t y p e .  They  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a - t h a l a s s e m i a  1 t r a i t  

h a d  i n c l u s i o n  b o d i e s  p o s i t i v e  more  t h a n  50 c e l l s  p e r  
5 0 , 0 0 0  e n r i c h e d  r e d  b l o o d  c e l l s  by  t h e  m o d i f i e d  t e c h n i q u e  
( t a b l e  2 . 1  ) .

Table 2.1.C o m p a r i s o n  o f  g e n o t y p e ,  c l i n i c a l ,  Hb H 

i n c l u s i o n  a n d  e r y t h r o c y t e  i n d e x e s  i n  a - t h a l a s s e m i a  
s y n d r o m e s . *  p e r  5 0 , 0 0 0  e n r i c h e d  r e d  b l o o d  c e l l s .

G e n o ty p e s C l i n i c a l  e x p r e s s i o n Hb H* 
i n c l u s i o n

MCV
a  a  / a  a N o rm a1 0 . 1  (0 -1 ) 8 4 . 6
_a  / a  a a - t h a l  2 t r a i t ,  

a s y m p t o m a t i c
0 . 8  (0 -3 ) 7 6 . 8

_ a  /  _ a hom ozygous  a - t h a l  2, 
a s y m p t o m a t i c

1 . 3 ( 0 - 6 ) 6 8 .5

a  a a - t h a l  1 t r a i t ,  
a s y m p t o m a t i c

>50 ( 2 0 -1 7 3 ) 6 8 .3

_ a Hb H d i s e a s e ,  a n e m ia ,  
s p l e n o m e g a l y

>90% 6 1 . 0
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T h e r e  a r e  two s t e p s  o r  s e r i a l  t e s t s  f o r  s c r e e n i n g  
a l p h a  t h a l a s s e m i a .  The m o s t  commonly t e s t  u s e d  f o r  t h e  
f i r s t  s c r e e n i n g  t e s t  i s  MCV o r  o s m o t i c  f r a g i l i t y  t e s t .  
The r e s u l t s  i n c l u d e  t h r e e  c o n d i t i o n s ,  i . e .  i r o n  
d e f i c i e n c y  a n e m ia ,  a l p h a  a n d  b e t a  t h a l a s s e m i a  c a r r i e r .  
K a t t a m i s  c, e t  a l l30) d e m o n s t r a t e d  t h a t  o s m o t i c  f r a g i l i t y  
t e s t  c o u l d  d e t e c t  i r o n  d e f i c i e n c y ,  b e t a  a n d  a l p h a  
t h a l a s s s e m i a  w i t h  s e n s i t i v i t y  80, 98, a n d  80% 
r e s p e c t i v e l y .  B e c a u s e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  s c r e e n i n g  t e s t  
s h o u l d  be  s i m p l e ,  f a s t ,  r e l i a b l e  a n d  low c o s t <31), t h e  
s e c o n d  t e s t  f o r  d e t e c t i n g  a l p h a  t h a l a s s e m i a  i s  h e m o g l o b i n  
i n c l u s i o n  t e s t .  M o d i f i c a t i o n  o f  t h i s  s c r e e n i n g  t e c h n i q u e  
p r o d u c e  a h i g h  s e n s i t i v i t y .  The s e n s i t i v i t y  o f  t h i s  

m o d i f i e d  m e t h o d ' 321 was 91% f o r  d e t e c t i n g  o b l i g a t o r y  a -  
t h a l a s s e m i a  t r a i t  w i t h o u t  f a l s e  p o s i t i v e  r e s u l t s .  L i n  CK, 
e t  a l (33> u s e d  t h e  same t e c h n i q u e  f o r  s t u d y  p r e v a l e n c e  o f  

a - t h a l a s s e m i a  t r a i t  i n  t h e  T a i w a n e s e  p o p u l a t i o n .  A t o t a l  

o f  1435 h e a l t h y  p e o p l e  w ere  r a n d o m ly  s c r e e n e d  by  t h e  mean 
c o r p u s c u l a r  vo lum e  (MCV). The s u b j e c t s  w i t h  MCV l e s s  t h a n  
80 f e m t o l i t r e  ( f l )  w e re  t h e n  p e r f o r m e d  by  m o d i f i e d  
h e m o g l o b i n  H i n c l u s i o n  t e s t .  The s e n s i t i v i t y  a nd  

s p e c i f i c i t y  f o r  d e t e c t i n g  a - t h a l a s s e m i a  1 w e re  100 and

82% r e s p e c t i v e l y .
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The o b j e c t i v e  o f  s c r e e n i n g  t e s t  i s  t o  d e t e c t  
c a r r i e r s  who a r e  a t  r i s k  o f  h a v i n g  an  a f f e c t e d  c h i l d  i f  
t h e  o t h e r  p a r e n t  i s  a l s o  a c a r r i e r .  I d e a l l y ,  s u c h  
s c r e e n i n g  s h o u l d  b e  done  b e f o r e  p r e g n a n c y  i n  o r d e r  t o  
a l l o w  a w id e  c h o i c e  o f  r e p r o d u c t i v e  o p t i o n ,  i n c l u d i n g  
a v o i d a n c e  o f  m a r r i a g e  t o  a n o t h e r  c a r r i e r ,  h a v i n g  no 
c h i l d ,  o r  t h e  u s e  o f  a sp e rm  d o n o r ,  i n  a d d i t i o n  t o  
a n t e n a t a l  d i a g n o s i s  w i t h  s e l e c t i v e  a b o r t i o n  o f  a f f e c t e d  
f e t u s e s <34 , 35) . I n  T h a i l a n d  t h e r e  a r e  no s t u d i e s  u s i n g  t h e s e  
s e r i a l  s c r e e n i n g  t e s t .  B e c a u s e  b o t h  t h e  o s m o t i c  f r a g i l i t y  
a n d  m o d i f i e d  h e m o g l o b i n  H i n c l u s i o n  t e s t  a r e  s i m p l e ,  
f a s t ,  low c o s t  a n d  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  i t  s h o u l d  be  

a p p r o p r i a t e  f o r  s c r e e n i n g  a - t h a l a s s e m i a  t r a i t .
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