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บทคดัย่อ 

บีตาธาลสัซีเมีย (Beta thalassemia) เป็นโรคทางพนัธุกรรมท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขส าคญัของประเทศไทย 
สาเหตุบีตาธาลสัซีเมียเกิดจากการกลายพนัธ์ุของ beta-globin gene ท าใหผู้ป่้วยมีเลือดจาง ซ่ึงการกลายพนัธ์ุท่ีพบมากท่ีสุดคือ 
deletion ของ TCTT ท่ี exon2 codon 41/42 ของ beta-globin gene (beta-thal 41/42 del) ท าใหเ้กิด frameshift ใน coding DNA 
sequenceโดยพบร้อยละ 38 ของผูป่้วยท่ีเป็นบีตาธาลสัซีเมีย ความกา้วหนา้ของเทคโนโลย ี iPSCs และ gene targeting เป็น
ความหวงัในการรักษาโรคทางพนัธุกรรมรวมทั้งบีตาธาลสัซีเมีย ในงานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือสร้าง Beta-thalassemia 
(41/42 del) iPSCs (beta-thal 41/42 del iPSCs) จากผูป่้วยท่ีมีความผิดปกติแบบ heterozygous แลว้แกไ้ขการกลายพนัธ์ุให้
ถูกตอ้งดว้ย CRISPR/Cas9dn พบวา่ CRISPR/Cas9dn ช่วยแกไ้ข allele ท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุใน beta-thal 41/42 del iPSCs ให้
ถูกตอ้งได ้งานวจิยัน้ีเป็นพ้ืนฐานในการน าเทคโนโลย ีiPSCs และ gene targeting ไปใชพ้ฒันาการรักษาผูป่้วยบีตาธาลสัซีเมีย
ต่อไปในอนาคต 

 
ABSTRACT  

  Beta-thalassemia, the most common autosomal recessive blood disorders. It is caused by mutations in the beta -
globin gene which lead to ineffective beta globin chain synthesis. TCTT deletion at codon 41/42 in exon2 of beta-globin gene, 
which causes frameshift mutation, is the most common mutation of beta-thalassemia found in Thailand (38%). Induced 
pluripotent stem cells (iPSCs) generation from somatic cells of patient and gene targeting technology provides new 
approaches to cure beta-thalassemia. In this research, we can generate iPSCs from patient with heterozygous frameshift 41/42 
mutation (beta-thal 41/42 del iPSCs) and correct the mutation with CRISPR/Cas9dn. This research provides opportunity for 
the further treatment of patient with beta-thalassemia using patient specific iPSCs engineering. 
 
 

 
 

ค าส าคญั: บีตาธาลสัซีเมียม การแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรม 
Keywords: Beta-thalassemia, Gene editing 
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บทน า 
บีตาธาลสัซีเมีย (Beta thalassemia) เป็นหน่ึงในโรคทางพนัธุกรรมท่ีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัของ

ประเทศไทย โดยสาเหตุของ บีตาธาลสัซีเมียเกิดจากการกลายพนัธ์ุ ท่ี beta-globin gene และการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนพบ
ไดห้ลายแบบทั้งแบบ point mutation หรือ deletion ของ nucleotide บางส่วน การเกิดการกลายพนัธ์ุท่ี beta-globin gene 
ท าใหไ้ม่สามารถสร้างโปรตีน beta-globin หรือสร้างไดน้อ้ยลง ส่งผลใหผู้ป่้วยมีเลือดจาง (anemia) และการกลายพนัธ์ุท่ี
พบมากสุดในประเทศไทยคือ การเกิด deletion ของ TCTT ท่ีต าแหน่ง codon 41/42 ของ beta-globin gene ท าให้เกิด 
frameshift ใน coding DNA sequence (beta-thal 41/42 del) โดยพบร้อยละ 38 ของผูป่้วยท่ีเป็นบีตาธาลสัซีเมีย (กิตติ, 
2556) ในการรักษาผูป่้วยบีตาธาลสัซีเมีย ผูป่้วยจะตอ้งไดรั้บการใหเ้ลือด (blood transfusion) เป็นประจ า และตลอดชีวิต 
ซ่ึงการรับเลือดเป็นประจ าส่งผลใหมี้ภาวะเหลก็เกินในร่างกาย (iron overload) ป่วยจึงตอ้งท าการขบัเหลก็ออกดว้ย (iron 
chelation) ในการท่ีจะรักษาผูป่้วยให้หายขาดผูป่้วยจะตอ้งไดรั้บการปลูกถ่ายไขกระดูก (bone marrow transplantation) 
แต่ยงัมีปัญหาเร่ืองการเขา้กนัไดข้องผูรั้บและผูใ้หท่ี้มีอยูเ่พียงเลก็นอ้ย ท าใหค้วามส าเร็จในการปลูกถ่ายไขกระดูกเกิดข้ึน
ไ ด้ น้ อ ย ม า ก  ( Antonio, Renzo, 2010; Galanello, Origa, 2010; Higgs, Engel, 2012; Old, 2003)  human induced 
pluripotent stem cells (hiPSCs)  และเทคโนโลย ีgene targeting เป็นความหวงัใหม่ท่ีจะน ามาใชรั้กษาผูป่้วยบีตาธาลสัซี
เมียโดย iPSCs สร้างจาก somatic cells ซ่ึงจะถูก reprogram ดว้ย pluripotent transcription factors ไดแ้ก่ Oct3/4, Sox2, 
c-Myc และ Klf4 จนกลายเป็นเซลล์ในระยะ pluripotent ท่ีมีคุณสมบติัแบ่งตวัอยา่งไม่จ ากดัโดยคงความเป็นตวัเองอยู ่
(self-renewal) และสามารถเปล่ียนแปลง (differentiation) ไปเป็นเซลล์ต่างๆ ในร่างกายได ้ท าให้การสร้าง iPSCs เป็น
ความหวงัในการสร้างเน้ือเยื้อหรืออวยัวะใหม่มาทดแทนท่ีเสียไป (cell replacement therapy) (Okita et al., 2007; Park et al., 
2008; Takahashi et al., 2007; Takahashi, Yamanaka, 2006; Wernig et al., 2007; Yu et al., 2007) 

ในขณะท่ีเทคโนโลย ีgene targeting คือ การแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรม ดว้ย homologous recombination (HR) ซ่ึง 
CRISPR-Cas9 system เป็นเคร่ืองมือหน่ึงในเทคโนโลย ีgene targeting โดย CRISPR-gRNA ไปจบักบั DNA เป้าหมาย
แลว้ชกัน าให้ Cas9 มาตดัแบบ DSB ซ่ึงเซลลจ์ะพยายามซ่อมแซม DSB ดว้ย non homologous end joining (NHEJ) หรือ 
HR (Qurrat et al., 2015; Mali, Esvelt, Church, 2013; Shrivastav, De Haro, Nickoloff, 2008) แต่เน่ืองจาก Cas9 ท าให้
เกิด off-target indel ไดสู้งจึงไดมี้การดดัแปลง Cas9 จากท่ีสามารถตดัแบบ double strand ให้ตดัแบบ single strand หรือ
ท่ีเรียกว่า nick โดย Cas9 ดังกล่าวเรียกว่า Cas9 nickase (Cas9n) ซ่ึงการท าให้เกิด nick ท่ีทั้ งสองสายของ DNA (dual 
Cas9 nickases หรือ Cas9dn) ในบริเวณท่ีใกลก้นั โดยใช ้gRNA คนละอนั จะท าให้เซลลพ์ยายามซ่อมดว้ย NHEJ หรือ 
HR แต่การท าใหเ้กิด nick ท่ีสาย DNA เพียงเสน้เดียว จากการท่ี gRNA ไปจบัท่ี off-target จะเกิดการซ่อมแซมแบบ base 
excision repair ดังนั้ น Cas9n จึงท าให้เกิด off-target indel ได้น้อยกว่า wild type Cas9 (Ran et al., 2013; Frock et al., 
2015; Kim et al., 2015; Tsai et al., 2015; Wang et al., 2015; Merkle et al., 2015) 

ในงานวิจยัน้ีมีจุดประสงคใ์นการพฒันาวิธีการแกไ้ขการกลายพนัธ์ุท่ีต าแหน่ง codon 41/42 ของ beta globin 
gene ดว้ย CRISPR/Cas9dn ให้มีประสิทธิภาพ โดยใช ้beta-thal 41/42 del iPSCs เป็น model เพ่ือน าไปสู่การแกไ้ขการ
กลายพนัธ์ุใน adult hematopoietic stem cell ส าหรับปลูกถ่ายรักษาในอนาคต 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั  

เพ่ือแก้ไขการกลายพนัธ์ุท่ี beta-globin gene ต าแหน่ง codon 41/42 (TCTT deletion) ของ exon 2 ใน iPSCs 
ของผูป่้วยบีตาธาลสัซีเมีย (41/42 del) ดว้ย CRISPR และ donor vector 
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วธีิการวจิยั 
 

 

1.  การสร้าง iPSCs (induced pluripotent stem cells) จากผู้ป่วยบีตาธาลสัซีเมยี (41/42 del) 
1.1  เก็บเลือดจากผูป่้วย จ านวน 10 ml แลว้ป่ันแยก peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) หรือ 

เซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด mononuclear โดยใช ้Ficoll plaque plus 
1.2  น า PBMCs ท่ีแยกไดม้าเพาะเล้ียงเพ่ือเพ่ิมจ านวนในอาหารจ าเพาะเป็นเวลา 6 วนั 
1.3  Episomal vector ท่ีมีการแสดงออกของ Transcription factor คือ OCT4, SOX2, KLF4 และ c-MYC 

จะถูก transfect เขา้สู่ PBMC ดว้ยเทคนิค nucleofection แลว้เพาะเล้ียงบนเซลล์พ่ีเล้ียง (feeder cells) ในอาหารจ าเพาะ
ส าหรับ iPSCs 

1.4  ท าการคัดแยก iPSCs colonies หลังจากเพาะเล้ียงเป็นเวลา 14 วนั เพ่ือเพ่ิมจ านวนและทดสอบ
คุณสมบติัความเป็น Pluripotent และน าไปใชใ้นการศึกษาต่อไป 

2. ออกแบบและโคลน CRISPR เพ่ือน าไปใช้เป็นเคร่ืองมือในการแก้ไขล าดับพันธุกรรมทีเ่กดิการกลายพันธ์ุ
ในผู้ป่วยบีตาธาลสัซีเมยี (41/42 del) 

2.1  ออกแบบ gRNA (guide RNA) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีไปจบักบัต าแหน่ง DNA เป้าหมายหรือต าแหน่งท่ีเกิด
การกลายพนัธ์ุ โดยในการออกแบบจะท าการออกแบบท่ี http://crispr.mit.edu/ 

2.2  สงัเคราะห์ single strand oligo nucleotide ของ gRNA ตามท่ีออกแบบไวใ้นข้ึนตอนท่ี 1 เพื่อโคลนเขา้ 
pX335 vector plasmid (Addgene) 

2.3  โคลน oligo nucleotide เขา้ pX335 backbone โดยล าดบัขั้นตอนในการโคลนไดท้ าตามกลุ่มของ Zhang  
2.4  ตรวจสอบความถูกตอ้งของ CRISPR subcloning ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะและการวิเคราะห์ล าดับ

พนัธุกรรม 
3.  ออกแบบและโคลน donor vector เพ่ือใช้เป็นแม่แบบในการแก้ไขล าดับพันธุกรรมที่เกิดการกลายพันธ์ุใน

ผู้ป่วยบีตาธาลสัซีเมยี (41/42 del) 
3.1  เพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมของ beta-globin gene ท่ีจะท าหนา้ท่ีเป็น homology arm แลว้โคลนเขา้ 

Topo GW vector (pCR8/GW/TOPO TA Cloning Kit, Thermofisher) 
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3.2  เพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมของ selection cassette คือ loxp-PGK-puro-loxp ซ่ึงจะท าหนา้ท่ีช่วยเลือก
โคโลนีท่ีเกิด homologous recombination โดยมี OCT4-eGFP-PGK-Puro vector (Addgene) เป็นแม่แบบ 

3.3 โคลน loxp-PGK-puro-loxp (ขอ้ 3.2) ใหเ้ขา้แทรกต าแหน่ง homology arm บน Topo GW vector (ขอ้ 
3.1) ท่ีต  าแหน่ง intron โดยใช ้Infusion HD cloning kit (clontech) 

3.4 ตรวจความถูกตอ้งของ donor vector sub-cloning ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะและการวิเคราะห์ล าดับ
พนัธุกรรม 

4. ทดสอบความสามารถของ CRISPR/Cas9n ในการกระตุ้น DSB ในต าแหน่งที่ออกแบบไว้ด้วย T7 
endonuclease1 (T7E1) 

4.1  fibroblast ท่ี ได้จาก  beta-thal 41/42  del iPSCs (beta-thal 41/42 del iPSCs derived fibroblast) ถู ก 
Transfect ดว้ย CRISPR/Cas9n plasmid ดว้ยวธีิ Nucleofection โดยใชชุ้ด kit Amaxa® Cell Line Nucleofector® NHDF  

4.2  48-72 ชัว่โมง หลงั transfection ท าการสกดั genomic DNA จาก fibroblast ท่ีถูก transfected 
4.3  ท าการเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรมท่ี beta-globin gene ในบริเวณท่ีกระตุน้ใหเ้กิด DSB ตามท่ีออกแบบไว ้
4.4  ท า Heteroduplex formation หรือการท าให้สายล าดบัพนัธุกรรมท่ีกระตุน้ให้เกิด DSB จบัคู่กนัใหม่

กบัล าดบัพนัธุกรรมท่ีไม่ถูกกระตุน้ให้เกิด DSB โดยใช้ Thermocycler ท าให้สารพนัธุกรรมแยกสาย (denature) ดว้ย
อุณหภูมิท่ีสูงแลว้ลดอุณหภูมิลงเพ่ือใหส้สารพนัธุกรรมจบักนัใหม่ ซ่ึงถา้สายท่ีถูกกระตุน้ใหเ้กิด DSB จบักบัสายท่ีไม่ถูก
กระตุน้จะท าให้สายสารพนัธุกรรมจบักนัไม่สนิท (mismatched base pairs) ลกัษณะดงักล่าวสามารถถูกตดัไดด้ว้ย T7 
endonuclease 1 

 
 Control (uL) Test (uL) 

4142 fibroblast 20 10 
4142 fibroblast+CRISPR/Cas9n - 10 

Buffer2 (NEB) 2.5 2.5 
ddH2O to 24 24 

  
4.5  ตดัต าแหน่งสารพนัธุกรรมท่ีจบักนัไม่สนิท ดว้ย T7 endonuclease 1 (T7E1) 

5. แก้ไขล าดบัพนัธุกรรมทีเ่กดิการกลายพนัธ์ุใน iPSCs ของผู้ป่วยบีตาธาลสัซีเมยี (41/42 del) หรือ beta-thal 
41/42 del iPSCs ด้วย CRISPR/Cas9n และ donor vector  

5.1  ท าการ transfect CRISPR/Cas9n plasmid และ donor vector เข้า beta-thal 41/42 del iPSCs ด้วยวิธี 
Nucleofection โดยใชชุ้ด P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X kit 

5.2  หลงัจาก transfect แลว้ 3 วนั ท าการเลือก colonies ดว้ย Puromycin  
5.3  ตรวจสอบการแก้ไขล าดับพนัธุกรรมใน Puromycin resistant colonies ด้วยเทคนิค PCR และการ

วเิคราะห์ล าดบัเบส 
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ผลการวจิยั 
เพื่อสร้าง beta-thal 41/42 del iPSCs คณะผูว้จิยัไดท้ าการเก็บและแยก PBMC ของผูป่้วยบีตาธาลสัซีเมียท่ีมีการ

กลายพันธ์ุท่ี codon 41/42 ของ beta-globin gene แล้วเหน่ียวน าให้เป็น pluripotent cell ด้วยการ transfect Episomal 
vector (Oct4, SOX2, Klf4 และ C-Myc) แล้วท าการคัดเลือก iPSCs Colonies เพื่อมาทดสอบคุณสมบัติ pluripotent 
markers ดว้ยเทคนิค immunofluorescence staining และ RT-PCR จากผลการทดสอบพบวา่ beta-thal 41/42 del iPSCs ท่ี
คดัเลือกไดมี้การแสดงออกของ NODAL, NANOG, UTF, OCT3/4, C-MYC, TRA-1 60, SSEA4 และ REX1 ดงัรูปท่ี1 
ก และ ข แสดงใหเ้ห็นวา่ patient specific iPSCs ท่ีสร้างข้ึนมีคุณสมบติั pluripotency  

 

 
รูปที ่1  แสดงผลการวเิคราะห์การแสดงออกของ Pluripotent maker ดว้ยเทคนิค ก. Immune-fluorescence (IF),  
 ข. RT-PCR (ซา้ย ESCs และ ขวา beta-thal 41/42 del iPSCs) 

 
เพื่อท่ีจะพฒันาวิธีการแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรมท่ีต าแหน่ง codon 41/42 ของ beta-globin gene ดว้ยเทคนิค gene 

targeting คณะผูว้จิยัไดเ้ลือก CRISPR/Cas9dn เป็นเคร่ืองมือในการกระตุน้ใหเ้กิด DSB จึงไดท้ าการออกแบบ gRNA ให้
ไปจบัในต าแหน่งท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุเป็นจ านวน 5 คู่ จากนั้นทดสอบการเกิด DSB ดว้ย T7E1 โดย DNA ท่ีเกิด DSB 
break ในต าแหน่งท่ีตอ้งการและมีการซ่อมด้วยกระบวนการ NHEJ จะสามารถถูกตดัได้ด้วย T7E1 ท าให้เกิด band 
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ขนาด 330 bp และ 120 bp เน่ืองจากคนไขมี้ล าดับเบสท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุในต าแหน่ง codon 41/42 ของ beta-globin 
gene แบบ heterozygous ดงันั้นการตดัดว้ย T7E1 ในเซลล์ท่ีไม่มีการใส่ CRISPR/Cas9dn จะพบวา่มี band เกิดข้ึน แต่
อย่างไรก็ดีเม่ือท าการ transfect CRISPR คู่ท่ี 5 เขา้ไปในเซลล์ จะพบว่า band ขนาด 330 bp จะหนากว่าเม่ือเทียบกับ
เซลลท่ี์ไม่ไดถู้ก transfect แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปไดว้า่ CRISPR คู่ท่ี 5 น่าจะสามารถกระตุน้ให้เกิด DSB ได ้และ
เม่ือท าการยืนยนัผลการเกิด DNA DSB ดว้ยการวิเคราะห์ล าดบัเบส (sequencing analysis) พบวา่ CRISPR คู่ท่ี 5 ท าให้
เกิด DSB ใน allele ท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุไดร้้อยละ 20 ในขณะท่ี allele ท่ีไม่เกิดการกลายพนัธ์ุจะไม่ถูกกระตุน้ให้เกิด 
DSB ดังรูปท่ี 2 ก และ ข จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า CRISPR คู่ 5 สามารถกระตุน้ให้เกิด DSB ท่ี beta-globin 
gene ต าแหน่ง codon 41/42 ได้อย่างจ าเพาะ และเพื่อท่ีจะท าการแก้ไขล าดับพนัธุกรรมท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุด้วยวิธี 
homologous recombination คณะผูว้จิยัไดอ้อกแบบ donor vector เพ่ือเป็นแม่แบบในการแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรม ดงัรูปท่ี 
2 ค 
 

 

 

รูปที ่2  แสดงผลการตรวจสอบการเกิด DSB ของ CRISPR คูท่ี่ 5 ก. แสดงผลจากการตดัดว้ย T7E1, ข. แสดงผล  
 sequencing analysis, ค donor vector 
 

เพ่ือแกไ้ขล าดบัเบสท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุใน beta-thal 41/42 del iPSCs ผูว้ิจยัไดท้ าการ transfect CRISPR คู่ 5 
และ donor vector เข้าใน  beta-thal 41/42 del iPSCs แล้วท าการเลือก clone ท่ี เกิด  homologous recombination ใน
เบ้ืองตน้ดว้ย Puromycin พบว่ามี Puromycin resistance iPSCs เป็นจ านวนมาก ทางคณะผูว้ิจยัไดเ้ลือก 12 clones เพื่อ
ตรวจสอบการเกิด homologous recombination ท่ีต าแหน่งของ beta-globin gene โดยใชเ้ทคนิค PCR และพบว่ามีการ
แทรกตวัของ selection cassette ท่ีต าแหน่งดงักล่าวจ านวน 10 clones และเม่ือท าการวิเคราะห์ล าดบัเบสและพบวา่มีการ
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แกไ้ขล าดบัพนัธุกรรมท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุให้ถูกตอ้ง จ านวน 8 clones ดงัรูปท่ี 3 ข และ ค ดงันั้น CRISPR คู่ 5 และ donor 
vector สามารถแกไ้ขล าดบัเบสท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุใน beta-thal 41/42 del iPSCs ได ้

 

 
 

วธีิการตรวจสอบ จ านวนท่ีได ้
PCR  10/12 
Sequencing 8/10 

 
รูปที ่3 การแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรมท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุท่ี beta-globin gene ต าแหน่ง codon 4142 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
  ปัจจุบนัมีความพยายามในการน าเทคโนโลยี iPSCs และเทคโนโลยี gene targeting มาใชใ้นการแกไ้ขล าดบั
พนัธุกรรมกนัอยา่งมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง CRISPR/Cas9 ไม่วา่จะเพ่ือสร้าง reporter genes ใน iPSCs เพื่อติดตามการ
แสดงออกของ gene ท่ีสนใจ (He X et al., 2016) หรือการแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรมท่ีผิดใหเ้ป็นถูก เช่น การแกไ้ขการกลาย
พนัธ์ุท่ีท าให้เกิด โรคกลา้มเน้ือเจริญผิดเพ้ียนดีเอ็มดี (Duchenne Muscular Dystrophy) (Li et al., 2015), ฮีโมฟิเลียเอ 
(Hemophilia A) (Park et al., 2015), โรคซีสติกไฟโบรซีส (Cystic fibrosis) (Firth et al., 2015) รวมทั้งการกลายพนัธ์ุใน 
B-globin gene ท่ีท าให้เกิดบีตาธาลสัซีเมีย (Cradick et al., 2013; Song et al., 2014; Sun et al., 2014; Voit et al., 2013; 
Wang et al., 2012; Zou et al., 2011) ในกลุ่มของ frameshift 41/42 mutation ก็ได้มีความพยายามในการใช้เทคนิค  
CRISPR/Cas9 เขา้มาช่วยแก้ไขล าดับเบสท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุดังกล่าวใน beta-thal 41/42 del iPSCs (Ou et al., 2016; 
Yang et al., 2016; Xie et al., 2014) แต่อย่างไรก็ดีงานวิจัยขา้งต้นนั้ น CRISPR gRNA ท่ีออกแบบข้ึนไม่จ าเพาะกับ
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ต าแหน่งท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุท าให้ Cas9 มีโอกาสตดั allele ท่ีไม่มีการกลายพนัธ์ุในผูป่้วยท่ีเป็น heterozygous mutation 
และเกิดการแก้ไขในต าแหน่งท่ีไม่ตอ้งการ ซ่ึงเป็นขอ้จ ากัดส าหรับการน า CRISPR/cas9 ไปใช้ในการแก้ไขล าดับ
พนัธุกรรมท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุในเซลลท่ี์ไม่สามารถท าการคดัเลือก และเพ่ิมจ านวนไดเ้ช่น adult HSC และการใช ้wild 
type Cas9 ซ่ึงจะท าให้เกิด nick ท่ีสาย DNA ทั้งสองสายในบริเวณท่ีใกลก้นัท าให้เซลลส์ามารถซ่อมแบบ NHEJ หรือ 
HR ได ้เพ่ิมโอกาสการเกิด off-target indel ท าใหไ้ม่เหมาะท่ีจะน าไปพฒันาเพ่ือใชใ้นการรักษาต่อไป  

ในงานวิจยัคร้ังน้ีผูว้จิยัประสบความส าเร็จในการสร้าง CRISPR gRNA ท่ีมีความจ าเพาะต่อ frameshift 41/42 
mutation ร่วมกบัการใช ้Cas9dn (dual Cas9 nickases) ซ่ึงท าให้เกิดการตดัท่ีสาย DNA เพียงเสน้เดียวของ double strand 
DNA และเหน่ียวน าใหเ้กิดการซ่อมแซมแบบ base excision repair เท่านั้น จึงลดโอกาสการเกิด off-target indel ไดดี้กวา่
การใช้ wild type Cas9 (Ran et al., 2013; Merkle et al., 2015) ซ่ึง CRISPR/Cas9dn ดังกล่าวสามารถแก้ไข flameshift 
41/42 mutation ใน beta-thal 41/42 del iPSCs ได้ และน่าจะท าให้เกิดการสร้าง HBB ท่ีปกติได้ ซ่ึงจะสอดคลอ้งกับ
งานวิจัยของ Niu และคณะท่ีเพ่ิงตีพิมพ์ในเร็วๆน้ี (Niu etal. 2016) อย่างไรก็ดี gene corrected iPSCs derived CD34+ 
cells ท่ีสร้างในหลอดทดลองดว้ย protocol ท่ีมีในปัจจุบนัยงัมีขอ้จ ากดัในการน าไปใชเ้พราะยงัมีประสิทธิภาพในการ
ปลูกถ่ายไม่เทียบเท่ากบั adult HSCs การแกไ้ขล าดบัพนัธุกรรมท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค gene editing  ใน adult 
HSCs จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึง ซ่ึง designed CRISPR gRNA ท่ีสร้างไดมี้ประสิทธิภาพสูงพอท่ีจะพฒันาต่อเพ่ือน าไปใช้
ใน adult HSCs ต่อไป ซ่ึง beta-thal 41/42 del iPSCs ท่ีสร้างในการงานวิจยัน้ียงัสามารถใชเ้ป็นเซลลต์ั้งตน้ในการสร้าง 
CD34+ cells ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพของ designed CRISPR ได ้
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