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ABSTRACT 

 

        Silent α-thalassemia is characterized by a very mild type of thalassemia, particularly 

in heterozygous form.  Its mild to normal hematological manifestation leads to difficulty 

in its detection. Moreover, association of α-thalassemia and β-thalassemia could result in 

a complex thalassemia characterized by fairly mild phenotype or a phenotype typical for 

only one type of thalassemia. The latter is problematic in genetic consulting.  In theory, 

both of these situations should possess capability of producing Hb Bart’s. This thesis was 

aimed to determine the molecular background of the silent α-thalassemia in sample 

diagnosed as otherwise normal, but certain amount of Hb Bart’s was detected. This thesis 

was also aimed to develop the so-called “multiplex allele-specific PCR” for the detection 
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of double heterozygotes of α/β-thalassemia and α-thalassemia/HbE in samples initially 

diagnosed as β-thalassemia trait and HbE trait, but also possessed detectable levels of Hb 

Bart’s. The techniques used for silent α-thalassemia study included XmnI restriction 

digestion of amplified products to detect the XmnI-Gγ polymorphism, Gap-PCR to 

determine the α-thalassemia 2 (-α3.7 and -α4.2) gentotypes, nucleotide sequencing to detect 

sequence alterations within and flanking both α1- and α2-globin genes. In addition, the 

multiplex allele-specific PCR was optimized step-by-step to obtain the optimal amount of 

all the essential ingradients including DNA target, dNTPs, primers, DMSO and MgCl2. 

The results demonstrated no XmnI-Gγ polymorphism and no -α3.7 and -α4.2 deletions in all 

samples analyzed. However, HbCS in heterozygous form was found in one sample while 

the others had intact nucleotide sequences on the sequenced regions. The multiplex 

allele-specific PCR was successfully developed and capable to detect α-, β-, and HbE 

heterozygotes both in single and in double forms. This study indicated that genetic 

background of silent α-thalassemia in Thais is heterogeneous and that HbCS is one of 

thaose genetic etiologies. Hb Bart’s leveling could be helpful in this situation. This study 

also demonstrated the high ability of the newly developed molecular diagnostic tool that 

can be applicable in screening for double heterozygotes of α/β-thalassemia and               

α-thalassemia/HbE; the complex form of thalassemia that could exist in Thailand and 

other countries where this thalassemia and hemoglobinopathies are common. 
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บทคัดยอ 

        Silent α-thalassemia  เปนธาลัสซีเมียท่ีไมแสดงอาการ มักไมพบการเปลี่ยนแปลงทางโลหิต

วิทยาท่ีชัดเจนโดยเฉพาะกรณีท่ีเปนพาหะ ซ่ึงทําใหการตรวจคัดกรองทําไดยาก ยิ่งไปกวานั้น การอยู

รวมกันของ α-thalassemia และ β-thalassemia อาจจะใหมีอาการที่เบาหรือมีการแสดงออก

เหมือนกับธาลัสซีเมียเพียงชนิดเดียว ซ่ึงอาจจะกอใหเกิดปญหาในการใหคําปรึกษาทางพันธุกรรมของ

โรคนี้ ในทางทฤษฎี Hb Bart’s สามารถถูกสรางข้ึนไดผูท่ีเปน α-thalassemia ไมวาจะอยูรูปแบบ

เดี่ยวหรืออยูรวมกับ β-thalassemia การศึกษาในวิทยานิพนธนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาความ

ผิดปกติระดับโมเลกุลของตัวอยางเลือดที่ไดรับการวินิจฉัยเบื้องตนวาปกติ แตตรวจพบ Hb Bart’s 

ระดับหน่ึง การศึกษาน้ียังมีวัตถุประสงคในการพัฒนา multiplex allele-specific PCR เพื่อใชในการ
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ตรวจตัวอยางเลือดที่ไดรับการวินิจฉัยเบื้องตนวาเปนพาหะ β-thalassemia และพาหะ HbE แตมีระดบั 

Hb Bart’s สูงขึ้น การศึกษาเพื่อคนหาภาวะ silent α-thalassemia ประกอบดวยการตรวจหา    

XmnI-Gγ polymorphism ดวยวิธีการยอย PCR products ดวยเอ็นไซม XmnI, ตรวจหา                

α-thalassemia 2 ชนิด -α 3.7 และ -α 4.2 ดวยวิธีการ Gap-PCR และตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของ

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน α1-globin และ α2-globin โดยวิธีตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด 

นอกจากนั้นการคนสภาวะท่ีเหมาะสมของเทคนิค multiplex allele-specific PCR ทําตามลําดับ

ข้ันตอนเพื่อใหไดปริมาณท่ีเหมาะสมของ  DNA, dNTPs, primers, DMSO และ MgCl2 จาก

การศึกษาไมพบ XmnI-Gγ polymorphism, α-thalassemia 2 (-α 3.7, -α 4.2) ในทุกตัวอยาง อยางไร

ก็ตามพบพาหะ HbCS ในตัวอยาง 1 ตัวอยาง ในขณะที่ไมพบความผิดปกติในลําดับนิวคลีโอไทดใน

บริเวณท่ีตรวจของตัวอยางที่เหลือ การพัฒนาเทคนิค multiplex allele-epecific PCR ประสบ

ผลสําเร็จดวยดีและมีความสามารถในการตรวจหาภาวะ double heterozygotes ของ α- และ           

β-thalassemia ได การศึกษาครั้งนี้บงบอกวากลไกระดับโมเลกุลของ silent α-thalassemia มีความ

หลากหลาย และ HbCS เปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหเกิด silent α-thalassemia การตรวจหาระดับ Hb 

Bart’s สามารถชวยการวินิจฉัยภาวะน้ีได การศึกษานี้ยังแสดงใหเห็นวาเทคนิคการตรวจระดับโมเลกุล

ท่ีพัฒนาข้ึนใหมมีความสามารถสูงในการตรวจภาวะพาหะซอนของ α/β-thalassemia และ              

α-thalassemia/HbE  ซ่ึงอาจจะมีในประเทศไทยและประเทศอื่นๆที่มีอุบัติการณของธาลัสซีเมียและ

ฮีโมโกลบินผิดปกติสูง  


