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บทคดัย่อ 
ผูป่้วยเบต้าธาลัสซีเมียในกลุ่ม Hereditary Persistence of  Fetal Hemoglobin (HPFH) มีการแสดงออกของ

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงตวัอ่อน (Hemoglobin F; Hb F) มากกวา่ปกติ ซ่ึงช่วยลดความรุนแรงของโรคได ้ผูป่้วยเบตา้ธาลสัซี
เมียในกลุ่ม HPFH ท่ีมีการ Deletion ของ 3.5 kb ณ ต าแหน่ง γ-δ globin gene จะมีการแสดงออก Hb F ประมาณร้อยละ 
40 ซ่ึงสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการกลายพนัธ์ุลกัษณะอ่ืนๆ และไม่แสดงอาการโลหิตจาง ในงานวิจยัน้ีผูว้จิยัไดพ้ฒันา
วิธีการตดั genome เพ่ือให้เกิด DNA deletion ขนาดใหญ่เลียนแบบการเกิดการกลายพนัธ์ุในผูป่้วยกลุ่ม HPFH ด้วย
เทคนิค  CRISPR/Cas9 ใน  erythroleukemia cell line (K562) โดยพบว่า designed CRISPR sgRNA ร่วมกับ  Cas9 
สามารถท าใหเ้กิด DNA double strand break (DSB) และตดั DNA fragment ขนาด 3.5 kb ในต าแหน่งท่ีตอ้งการไดอ้ยา่ง
มีประสิทธิภาพ นอกจากน้ีผูว้ิจัยยงัประสบความส าเร็จในการสร้าง designed CRISPR sgRNA ท่ีสามารถตัด DNA 
ขนาดเล็ก (80 bp. ภายใน 3.5 kb) ซ่ึงครอบคลุมต าแหน่งการเกาะของ BCL11a ซ่ึงเป็น transcription factor ท่ีส าคญัใน
การควบคุมการแสดงออกของ Hb F  ทั้งน้ี genetic engineered K562 และ designed CRISPR sgRNA ท่ีสร้างไดจ้ะเป็น
ประโยชน์ในการน ามาใช้ส าหรับศึกษากลไกการควบคุมการแสดงออกของ Hb F และพฒันาวิธีการกระตุน้ Hb F 
ส าหรับไปใชใ้นการรักษาผูป่้วยต่อไป  

 
ABSTRACT 

Increasing levels of fetal hemoglobin expressed in Beta-Thalassemia patients of Hereditary Persistence of 
Fetal Hemoglobin (HPFH)  can ameliorate the clinical course of inherited disorders of beta globin gene expression. 
When this is compared to the other mutations, the patients who have deletion of 3.5 kb in γ -δ  globin gene express 
high levels of fetal hemoglobin (> 40%) and do not have clinical presentation of anemia. For this study, the natural 
deletion was mimicked in HPFH patients by developing genome editing method to cut a large region of DNA 
sequences, using CRISPR/Cas9 to modify DNA sequences in erythroleukemia cell line (K562) . Designed CRISPR 
sgRNA with Cas9 used for cutting specific DNA sequences could induce DNA double strand break (DSB) and site-
specific deletion of 3.5 kb in γ -δ  globin gene. Additionally, designing CRISPR sgRNA, which could cut a small 
region of DNA sequences (80bp in 3.5 kb in γ -δ  globin gene) including binding site of BCL11A was successfully 
developed.  This site is an important transcription factor, which involves in a silencer of fetal hemoglobin.  Hence, 
genetic engineered K562 and designed CRISPR sgRNA newly created will be available for further studies of control 
mechanism of fetal hemoglobin expression and fetal hemoglobin reactivation, which might provide effective 
treatment in Beta-thalassemia patients in the future.   
 
ค าส าคญั: เซลลเ์มด็เลือดแดงตวัอ่อน การแกไ้ขจีโนม 
Keywords: Fetal Hemoglobin, Genome Editing, BCL11A 
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บทน า 
เบตา้ธาลสัซีเมีย (Beta-Thalassemia) คือ โรคโลหิตจางท่ีเกิดข้ึนจากความผิดปกติทางพนัธุกรรมของเบตา้

โกลบินยีน โดยจะส่งผลต่อ HemoglobinA ; Hb A ท่ีมีเบตา้โกลบินเป็นองคป์ระกอบ ท าให้สร้างไดน้อ้ยลงหรือไม่ได้
เลย  (สุวตัถีและคณะ 2557) จากการศึกษาท่ีผ่านมา พบวา่ ผูป่้วยโรคเบตา้ธาลสัซีเมียในกลุ่ม Hereditary Persistence of 
Fetal Hemoglobin (HPFH)  คือ กลุ่มท่ีมีการแสดงออกของเซลล์เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน (Fetal hemoglobin; Hb F ) 
มากกว่าปกติ  จะมีอาการของโรคไม่รุนแรง มีภาวะซีดไม่มาก หรือไม่มีอาการซีดเลย (Bethlenfalvay et al., 1975; 
Forget 1998; Wilcox et al., 2009; Carrocini et al., 2011; Carrocini et al., 2011) จากข้อมูลน้ี  แสดงให้ เห็น ถึง
ความส าคญัของ Hb F ในการบรรเทาความรุนแรงของโรคในผูป่้วยโรคเบตา้ธาลสัซีเมีย ท าใหมี้ผูว้จิยัจ านวนมากสนใจ
ท่ีจะศึกษาหาวิธีในการกระตุ ้นการแสดงของ Hb F เพื่อน ามาใช้ในการรักษา และบรรเทาความรุนแรงของโรค
เบตา้ธาลสัซีเมียในอนาคต 

Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (HPFH) เกิดจากการกลายพนัธ์ุของล าดบัเบสใน β-globin locus 
ซ่ึงรูปแบบของการกลายพนัธ์ุนั้นพบไดห้ลายลกัษณะ เช่น การเกิด Point mutation หรือการเกิด Deletion  (Forget 1998) 
การเกิดกลายกลายพนัธ์ุในทั้งสองลกัษณะ จะส่งผลต่อการแสดงออกของ Hb F ไดไ้ม่เท่ากนั พบวา่ การเกิด Deletion จะ
ส่งผลใหมี้การแสดงออกของ Hb F ท่ีมากกวา่การเกิด Point mutation  (Bank 2005) การเกิดการกลายพนัธ์ุแบบ Deletion 
ยงัพบได้หลายลักษณะ เช่น การเกิด Deletion ขนาด 7.2 kb บริเวณ δ-β globin gene (Corfu deletion) ท าให้มีการ
แสดงออกของ Hb F เพ่ิมข้ึนประมาณร้อยละ 80 ประกอบกบัมีอาการโลหิตจางเพียงเลก็นอ้ย (Bank 2005; Chakalova et 
al., 2005) หรือการเกิด Deletion ขนาด 101 kb บริเวณ γ- β globin gene ซ่ึงเป็นลกัษณะของการเกิด HPFH ท่ีพบไดใ้น
คนไทย มีการแสดงออกของ Hb F เพ่ิมข้ึนประมาณร้อยละ 20 (Panyasai et al., 2004) ปัจจุบันยงัไม่ทราบแน่ชัดว่า 
เพราะเหตุใดการกลายพนัธ์ุของล าดบัเบสในบริเวณดงักล่าวจึงสามารถท าใหเ้กิดการแสดงออกของ Hb F ได ้นอกจากน้ี 
ยงัมีการศึกษาเพ่ิมเติมในการกลายพนัธ์ุ non-anemic HPFH 
พบว่ามีการเกิด single-nucleotide polymorphism (SNPs) ใน
ล าดับเบสของยีน BCL11A (Lettre et al., 2008; Uda et al., 
2008; Galarneau et al., 2010) ซ่ึงเป็น  transcription factor ท่ี
ส าคัญในการควบคุมการแสดงออกของ γ -globin gene 
เก่ียวข้องกับการเพ่ิมข้ึนของปริมาณ Hb F จึงท าให้นักวิจัย
สนใจ BCL11A มากข้ึน พบวา่ BCL11A มี binding site หลาย
ต า แ ห น่ ง  ใ น  β-globin locus ( Sankaran et al. , 2 0 0 8 ; 
Sankaran et al., 2009; Xu et al., 2013) และจากการศึกษาของ 
Sankaran et al.,2011 ท าให้ทราบถึงการกลายพนัธ์ุรูปแบบหน่ึงของ HPFH คือ การขาดหายไปของล าดบัเบสขนาด 3.5 
kb ณ ต าแหน่ง γ-δ globin gene และพบว่า ในบริเวณดังกล่าวยงัมีต าแหน่งของ BCL11A binding site อีกด้วย 
(Sankaran et al., 2011) แต่อย่างไรก็ดี ยงัไม่มีการพิสูจน์ว่า 3.5 kb ณ ต าแหน่ง γ-δ globin gene และการท างานของ 
BCL11A ในบริเวณดงักล่าวมีความส าคญัในการควบคุมการแสดงออกของ γ-globin gene หรือไม่ 

ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจท่ีจะท าการศึกษาบริเวณดังกล่าว ว่าจะสามารถสร้างรูปแบบล าดับเบสให้เหมือนกับ
ลกัษณะของ HPFH ท่ีเกิดการขาดหายไปของล าดบัเบส 3.5 kb ณ ต าแหน่ง γ-δ globin gene และศึกษาถึงความส าคญั
ของ BCL11A binding site ใน 3.5 kb โดยใช้เทคนิค CRISPR/Cas9 ซ่ึงเป็น Genome Editing ท่ีมีประสิทธิภาพ ซ่ึงใน
ปัจจุบนัมีการใช ้CRISPR/Cas9 กนัอยา่งแพร่หลายในการเหน่ียวน าให้เกิดการตดัล าดบัเบสขนาดเล็กๆ (Cradick et al., 
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2013; Xie et al., 2014; Song et al., 2015; Xu et al., 2015; Dever et al., 2016; Niu et al., 2016; Traxler et al., 2016) การ
เหน่ียวน าใหเ้กิดการตดัล าดบัเบสขนาดใหญ่ยงัมีไม่มากนกั ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะน าเทคนิค CRISPR/Cas9 มาเหน่ียวน าให้
เกิดการตดัล าดบัเบสขนาดเลก็และขนาดใหญ่ ทั้งน้ีเพื่อเป็นการสร้าง model ท่ีจะน าไปใชศึ้กษาต่อในอนาคตได ้ 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อศึกษาวิธีการใช ้CRISPR/Cas9 มาตดัล าดบัเบส ณ ต าแหน่งหน่ึงของ BCL11A binding site และ 3.5 kb ณ 
ต าแหน่ง γ-δ globin gene ในเซลล ์K562  
 
วธีิการวจิยั 

1. เซลลเ์พาะเล้ียง 
เซลล์เพาะเล้ียงท่ีใชใ้นการทดลอง คือ K562 (Human Erythroleukemic cell line) เล้ียงดว้ย Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 media ผสมกับ Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, Penicillin-Streptomycin (P/S) 1% 
และ L-Glutamine 1% เล้ียงในตู ้incubator 5% CO2 ท่ี 37◦C 

2. การออกแบบ CRISPR/Cas9 
2.1 สั ง เคราะห์  single strand oligo nucleotide (primer) โดยโปรแกรม ท่ี ใช้ในการออกแบบ คือ 

http://crispr.mit.edu/ จากนั้ นน าสาย primer ท่ีได้ไป clone เข้า pX458 backbone (Cas9 from S. pyogenes with 2A-
EGFP) โดยจะออกแบบใหจ้ าเพาะกบับริเวณท่ีเป็น BCL11A binding site และ 3.5 kb ณ ต าแหน่ง  γ  -δ globin gene 

2.2 Oligo annealing และ cloning เข้าสู่  backbone vectors ท าการ Linearize pX458 2 ug ด้วย BbsI 30 
นาที-1ชัว่โมง ท่ี 37◦C 

2.3 Run gel electrophoresis linearized pX458 แลว้ purify ดว้ย QIAquick Gel Extraction Kit 
2.4 ท าการ anneal oligos แต่ละคู่ 

- 1 ul oligo 1 (100 μM)  
- 1 ul oligo 2 (100μM)  
- 1 ul 10X T4 Ligation Buffer (NEB)  
- 6.5 ul ddH2O  
- 0.5 ul T4 PNK (NEB) 
Anneal ดว้ยเคร่ือง thermocycler โดยใช ้parameters ดงัน้ี 
- 37◦C นาน 30 นาที  
- 95◦C นาน 5 นาทีแลว้ค่อยๆลดอุณหภูมิเป็น 25◦C โดยลดคร้ังละ 5◦C ต่อนาที 

2.5 Ligate reaction และท าการบ่มท่ี 4◦C ตลอดคืน 
- X ul BbsI linearized pX458 ท่ีไดจ้ากขั้นท่ี 2.3 (50 ng)  
- 1 ul oligo duplex จากขั้นท่ี 2.4  
- 5 ul 2X T4 ligation Buffer (NEB)  
- X ul ddH2O ใหเ้ป็น 10 ul  
- 1 ul T4 Ligase (NEB) 

2.6 Transformation   
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น า Ligate reaction ท่ีได้จากขั้ น  2.5  มา transform เข้า competent bacteria (TOP10 or XL-1 blue 
strain) Spread ลงบน LB agar plate ท่ีมี ampicillin และบ่มท่ีตูบ่้ม 37◦C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง 

3. ตรวจสอบความถูกตอ้งของ CRISPR/Cas9 subcloning 
3.1 การตดัดว้ยเอนไซม์จ าเพาะ เลือกโคโลนีท่ีข้ึนใส่ลงใน 15 ml tube ท่ีมี 5 ml LB broth + ampicillin 

บ่มท่ี 200 rpm 37◦C เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง  
3.2 ป่ันตกตะกอนแบคทีเรียท่ีได ้และท าการสกดั plasmid   
3.3 น า plasmid 1 ug มาตดัดว้ยเอนไซม ์BbsI เป็นเวลา 30 นาที  
3.4 Run agarose gel electrophoresis เพ่ือท าการแยกช้ิน DNA หลังจากการตัดด้วยเอมไซม์ CRISPR 

subclone ท่ีถูกตอ้งจะไม่ถูกตดัดว้ย BbsI  
3.5 ยนืยนัความถูกตอ้งของล าดบัเบสอีกทีดว้ยการส่ง sequencing  

4. ทดสอบประสิทธิภาพของ CRISPR/Cas9 ในการเหน่ียวน าให้เกิดการตดัล าดบัเบสสายคู่ (Double Strand 
Break) ตรงต าแหน่งท่ีตอ้งการ ในเซลลเ์พาะเล้ียง K562 

4.1 DNA transfection  ท าการ transfect CRISPR/Cas9 plasmid แต่ละคู่เขา้เซลล์เพาะเล้ียง K562 ดว้ยวิธี 
Nucleofection โดยใชชุ้ด SF Cell Line 4D-Nucleofector® X Kit L 

4.2 เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลลห์ลงัการ transfected ไปแลว้ 24 ชัว่โมง จากนั้นบ่มต่ออีก 24 ชัว่โมง ให้ครบ  
48 ชัว่โมง  

4.3 ท าการ sort กลุ่มเซลลท่ี์มี GFP Positive โดยใช ้Flow cytometer จากนั้นเล้ียงต่อเพ่ือเพ่ิมจ านวนเซลล ์
4.4 น าเซลลท์ั้งหมดมาสกดั genomic DNA  

5. ตรวจสอบการเกิดการตดัล าดบัเบสแบบสายคู่  
5.1 ท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนสายล าดบัเบสในบริเวณ BCL11A binding site และ 3.5 kb ณ ต าแหน่ง γ-δ 

globin gene จ าก  genomic DNA ข อ ง เซ ล ล์  K562 ท่ี ไ ม่ ไ ด้  transfected CRISPR/Cas9 ( control)  แ ล ะ  K562 + 
CRISPR/Cas9 (Test) 

5.2 ท าใหเ้กิด Hybridization โดยใช ้Thermocycler ใช ้parameters ดงัน้ี 
- 37◦C นาน 30 นาที  
- 95◦C นาน 5 นาทีแลว้ค่อยๆลดอุณหภูมิเป็น 25◦C โดยลดคร้ังละ 5◦C ต่อนาที 

 
 Control (ul) Test (ul) 
K562 20 10 
K562 + CRISPR - 10 
Buffer 2 (NEB) 25 2.5 
ddH2O 1.5 to 24 ul 1.5 to 24 ul 

 
5.3 ตดัช้ิน product ท่ีได้ ด้วย T7 endonuclease 1ul ในแต่ละหลอด บ่ม 15 นาที ซ่ึงจะเกิดการตัดสาย

ล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง mismatched base pairs ในขณะท่ีกลุ่ม Control จะไม่ถูกตดั  
5.4 Run agarose gel electrophoresis เพ่ือท าการแยกช้ิน DNA 
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ผลการวจิยั 
การออกแบบและตรวจสอบความถูกต้องของ CRISPR/Cas9  

จากงานวจิยั Sankaran ในปี 2011 ท าให้ทราบถึง region ท่ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการ silence Fetal hemoglobin ท า
การหาล าดบัเบสดงักล่าวไปออกแบบ CRISPR ต่อไป โดยท าการออกแบบ sgRNA ของ CRISPR ท่ีสามารถตดัไดท้ั้ ง
ล าดับเบสขนาดเล็ก (80 bp) และขนาดใหญ่ (3.5 kb) จากการออกแบบได้คู่ CRISPR มาจ านวน 3 คู่ คือ หน่ึงคู่ของ 
HBG20#1, HBG20#3 ท่ีจะตดัล าดบัเบสขนาดเลก็ และสองคู่ของ 3.5 A Begin, 3.5 B Begin, 3.5 A End และ 3.5 B End 
ท่ีจะตดัล าดบัเบสขนาดใหญ่ (รูปท่ี 1A, B) ท าการโคลนน่ิง sgRNA เขา้สู่เวคเตอร์ pX458 (addgene) จากนั้นเลือก sub 
clone ท่ีไดจ้ากการ transformation มาอย่างละ 3 Sub clone คือ HBG20#1 (1)(2)(3), HBG20#3 (1)(2)(3), 3.5 A Begin 
(1)(2)(3), 3.5 B Begin (1)(2)(3), 3.5 A End (1)(2)(3) และ 3.5 B End (1)(2)(3) ท าการตรวจสอบความถูกต้องของ 
CRISPR/Cas9 แต่ละ Sub clone ด้วยการใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะ BbsI โดย Sub Clone ท่ีถูกตอ้งจะตอ้งไม่โดนตดัดว้ย
เอนไซม์ BbsI (รูปท่ี 2A) พบวา่ ทุกโคลนท่ีเลือกมา ไม่เกิดการตดัดว้ยเอนไซม ์BbsI ยกเวน้ 3.5 B End (2) ท่ีเอนไซม ์
BbsI สามารถตดัได ้และวิเคราะห์ล าดบั DNA ดว้ยเทคนิค DNA Sequencing โดยวิเคราะห์อยา่งละ 2 Sub clone พบว่า 
แต่ละ Sub Clone มีการแทรกตวัของ sgRNA ตามท่ีไดอ้อกแบบไว ้(รูปท่ี 2B) ซ่ึงจะน า CRISPR vector ท่ีสร้างได ้ไป
ทดสอบความสามารถในการตดัล าดบัเบสในต าแหน่งท่ีตอ้งการ 
 
การทดสอบประสิทธิภาพของ CRISPR/Cas9 
 เพื่อศึกษาถึงความสามารถของ CRISPR ท่ีสร้างได ้ผูว้จิยัไดเ้ลือกใชเ้ซลลเ์พาะเล้ียง K562 เน่ืองจาก K562 เป็น
เซลลป์ระเภท erythroleukemia สามารถมีการแสดงออกของ Hemoglobin และสามารถ differentiate ไปเป็น early-stage 
ของ erythrocyte ได ้ผูว้จิยัไดเ้ลือก Sub clone ของ CRISPR/Cas9 ท่ีจะน ามา transfect คือ HBG20#1 (2), HBG20#3 (2), 
3.5 A Begin (1), 3.5 A End (1), 3.5 B Begin (1) และ 3.5 B End (1) โดยจบัคู่กนัระหวา่ง HBG20 #1 + HBG20#3, 3.5 
A Begin + End และ 3.5 B Begin + End ท าการ transfect CRISPR/Cas9 plasmid เขา้เซลล ์K562 passage number 5 ดว้ย 
SF Cell Line 4D-Nucleofector® X Kit L ใช ้plasmid อยา่งละ 2 ug และเล้ียงต่อจนครบ 24 ชัว่โมง จากนั้นเปล่ียนอาหาร
เล้ียงเซลล ์เน่ืองจากหลงัการ transfection จะท าให้เซลลบ์างส่วนตาย จากนั้นเล้ียงต่ออีกจนครบ 48 ชัว่โมง เม่ือน ามาดู
ใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบว่า มีเซลล์ K562 ท่ีมี GFP Positive ประมาณร้อยละ 20-25 (รูปท่ี 3 A-C) แลว้น าเซลล์ K562 
ทั้งหมด มาแยกกลุ่มเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของ CRISPR/Cas9 โดยใช้ Flow cytometry ท าการ sort กลุ่มเซลล์ท่ีเป็น 
GFP Positive คือ กลุ่ม P2 (รูปท่ี 4 A-C) น ากลุ่มเซลล ์K562 ท่ีไดจ้ากการ sort มา เล้ียงต่อเพ่ือเพ่ิมจ านวน โดยเล้ียงต่ออีก 
2 วนัและท าการสกดั DNA เพื่อน าไปตรวจสอบการเกิดการตดัล าดับเบส โดยการท า PCR เพ่ือเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอท่ี
สนใจ โดยใช ้primer check HBG 20 และ 3.5 kb ท าการ amplified  กลุ่มคอนโทรล (non-transfected) และกลุ่มเทสต ์
(transfected) พบว่า ในกลุ่มของคอนโทรลจะสามารถ amplified ดีเอ็นเอได้ขนาด 500 bp กับ 3.5 kb ในขณะท่ีกลุ่ม 
transfected ด้วย HBG20 #1#3 มีการเหน่ียวน าให้เกิดการตดัล าดับเบสจึงสามารถ amplified ดีเอ็นเอไดข้นาด 400 bp 
และในกลุ่มท่ี transfected ด้วย 3.5 A Begin+End ก็มีการเหน่ียวน าให้เกิดการตัดล าดับเบสเช่นเดียวกันจึงสามารถ 
amplified ดีเอ็นเอไดข้นาด 612 bp แต่ในกลุ่มท่ี transfected ดว้ย 3.5 B Begin+End ไม่สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการตดั
ล าดบัเบสได ้จึงสามารถ amplified ดีเอ็นเอไดแ้ค่ขนาด 3.5 kb เท่านั้น (รูปท่ี 5 A-D) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ 
designed CRISPR sgRNA สามารถเหน่ียวน าให้เกิดการตดัล าดบัเบสในต าแหน่งท่ีตอ้งการไดท้ั้งขนาด 80 bp. และ 3.5 
kb 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
จากงานศึกษาท่ีผ่านมามีการใช ้CRISPR/Cas9 มาช่วยในการเหน่ียวน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสใน 

β-globin gene เป็นจ านวนมาก ไม่วา่จะเป็นการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสแบบ point mutation (Cradick et al., 2013; Xie 
et al., 2014; Song et al., 2015; Xu et al., 2015; Traxler et al., 2016), การเปล่ียนแปลงล าดบัเบสแบบ deletion ขนาดเล็ก 
(Cradick et al., 2013; Xie et al., 2014; Traxler et al., 2016) แต่การตดัล าดบัเบสขนาดใหญ่ยงัมีการศึกษาอย่างจ ากัด 
(Zhang et al., 2015; Young et al., 2016) และยงัไม่มีการศึกษาใน  Globin gene ในงานวิจยัน้ีประสบความส าเร็จในการ
ใช ้designed CRISPR sgRNA ในการตดั DNA ขนาดใหญ่เพ่ือสร้าง model เลียนแบบการกลายพนัธ์ุในผูป่้วยเบตา้ธาลสั
ซีเมียกลุ่ม HPFH ส าหรับใชใ้นการศึกษากลไกการกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของ Hb F ทั้งน้ีตอ้งศึกษาเพ่ิมเติมวา่การ
ตดั 3.5 kb นั้น จะกระตุน้ Hb F ใน Peripheral blood CD34+ cells ไดเ้พียงใด เทียบเท่าในผูป่้วยกลุ่ม HPFH หรือไม่ จาก
การศึกษาก่อนหน้าพบว่าการท าให้เกิด mutation ท่ี บริเวณ HBG promoter โดยการตดัล าดบัเบสท่ีอยู่ก่อน promoter   
ใน PBMC CD34+ cells สามารถกระตุน้ให้ Hb F แสดงออกได้มากข้ึน 10 เท่า (Traxler et al., 2016) นอกจากน้ี ผูว้ิจยั
พบว่า จ านวนเซลล์ท่ีสามารถเกิดการตดัล าดบัเบสไดน้ั้น ยงัมีจ านวนไม่มากซ่ึงยงัตอ้งท าการศึกษาต่อเพ่ิมเติมในเร่ือง
ของการเพ่ิมประสิทธิภาพของ CRISPR/Cas9 โดยอาจจะเปล่ียนเป็น transfect RNA หรือโปรตีนแทนในอนาคต (Dever 
et al., 2016; Gundry et al., 2016; Traxler et al., 2016) และผู ้วิจัยต้องค านึงถึงเร่ืองการลด off-target (Doench et al., 
2016; Kleinstiver et al., 2016) อีกดว้ย 

จากการศึกษาท่ีผ่านมาท าให้ทราบถึงความส าคญัของ BCL11A ในการเป็น Transcription Factor ท่ีท าหน้าท่ี
ยบัย ั้งการแสดงออกของ Hb F (Sankaran et al., 2010; Sankaran et al., 2010; Sankaran et al., 2013) ไดมี้หลายงานวิจยั
พยามยามกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของ Hb F โดยการหาวิธีลดการท างานของ BCL11A เช่น การ Knockdown โดย
ใช ้shRNA พบวา่ ท าใหก้ารแสดงออกของ Hb F เพ่ิมข้ึน แต่มีขอ้จ ากดั คือ ปริมาณ shRNA ท่ี transfect เขา้ไป จะมีผล
ต่อระดับการแสดงออกของ Hb F (Sankaran et al., 2008; Xu et al., 2013) ร่วมไปถึงการ Knockout BCL11A พบว่า  
สามารถกระตุน้ใหเ้กิดการการแสดงออกของ Hb F ได ้(Sankaran et al., 2009; Xu et al., 2011) แต่อยา่งไรก็ดี BCL11A 
ยงัมีบทบาทในเร่ืองของ lymphoid development (Liu et al., 2003; Yu et al., 2012) และ neuronal morphogenesis (John 
et al., 2012) ดงันั้น การลดปริมาณของ BCL11a โดยตรงจึงไม่เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้ทางคลินิก แนวทางใน
การศึกษาท่ีมีผูส้นใจมากในปัจจุบัน คือการหาต าแหน่งอ่ืนท่ีรบกวนการท างานของ BCL11a อยา่งจ าเพาะในเซลล์ท่ี
ตอ้งการ เช่น การท า serial deletion ท่ีบริเวณ BCL11A erythroid specific enhancer พบวา่ ส่งผลให้มีการแสดงออกของ 
Hb F เพ่ิมข้ึนได ้(Canver et al., 2015) ซ่ึงงานวจิยัน้ีเลือกท่ีจะสนใจในบริเวณท่ีมี potential BCL11A binding site ท าให้
ไม่ส่งผลกระทบกบัระบบอ่ืนๆท่ีตอ้งอาศยัการท างานของ BCL11a ร่วมดว้ย  

งานวิจยัน้ีประสบความส าเร็จในการตดั 80bp ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมี potential BCL11A binding site ท่ีอยู่ใน 3.5 
kb ซ่ึงสามารถน าไปใชใ้นการศึกษาวา่ ช่วง DNA ดงักล่าวมีความส าคญัต่อการควบคุมการแสดงออกของ Hb F อยา่งไร 
โดยขอ้มูลท่ีไดจ้ะเป็นประโยชน์ต่อการพฒันาวธีิการกระตุน้การแสดงออกของ Hb F ท่ีมีประสิทธิภาพในอนาคต 
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รูปที ่1 ไดอะแกรมแสดงการออกแบบ single strand oligo nucleotide 
(A) คู่ CRISPR ท่ีตดัล าดบัเบสออก 80 bp: HBG20#1 และ HBG20#3 
(B) คู่ CRISPR ท่ีตดัล าดบัเบสออก 3.5 kb: 3.5 A Begin + 3.5 A End และ 3.5 B Begin + 3.5 B End 

 
 
 

  
รูปที ่2 แสดงผลการตรวจสอบความถูกตอ้งของแต่ละ Sub clone CRISPR/Cas9  

(A) โดยการใชเ้อนไซม์ตดัจ าเพาะ BbsI พบว่า ทุกโคลนท่ีเลือกมา ไม่เกิดการตดัดว้ยเอนไซม ์BbsI ยกเวน้ 
3.5 B End (2) ท่ีเอนไซม ์BbsI สามารถตดัได ้

(B) วเิคราะห์ล าดบั DNA ดว้ยเทคนิค DNA Sequencing ท าอยา่งละ 2 Sub clone พบวา่ ทุกโคลนท่ีเลือกมามี
การแทรกตวัของ designed sgRNA  

 
 
 
 

B A 

A B 
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รูปที ่3 แสดงผลหลงัจากการ transfected ได ้24 ชัว่โมงในเซลล ์K562 โดยน าไปส่องใตก้ลอ้งเพ่ือดูเซลล ์GFP Positive   
(A) ภาพ Bright field และภาพ Fluorescence ของเซลล ์K562 หลงัการ transfected HBG20#1 + HBG20#3  
(B) ภาพ Bright field และภาพ Fluorescence ของเซลล ์K562 หลงัการ transfected 3.5 A Begin + End 
(C) ภาพ Bright field และภาพ Fluorescence ของเซลล ์K562 หลงัการ transfected 3.5 B Begin + End 

 
 
 

       
 

รูปที ่4 แสดงผลการ sort เซลล์  ก ลุ่มเซลล์ K562 GFP positive คือ กลุ่ม  P2 ท่ี  transfected ด้วย CRISPR/Cas9, 
HBG20#1 + HBG20#3 (A), 3.5 kb A Begin + End (B), 3.5 kb B Begin + End (C)  

 
 
  

A B C 

A B C 
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รูปที ่5 แสดงผลการ amplified ดว้ย primer check HBG20  และ 3.5 kb ไดอะแกรมแสดงขนาดช้ินส่วนล าดบัเบสท่ีได้

จากการ amplified ดว้ย primer check HBG20 (A) และ 3.5 kb (B) 
(C) ขนาดของล าดบัเบสท่ีไดจ้ากการ amplified ดว้ย primer check HBG20 (Ladder 100 bp) 
แถว 1 คือ กลุ่มคอนโทรล ไดแ้บนขนาด 500 bp 
แถว 2 คือ กลุ่มคอนโทรล + T7 ไดแ้บนขนาด 500 bp  
แถว 3 คือ HBG20#1 + HBG20#3 ไดแ้บนขนาด 500 bp  
แถว 4 คือ HBG20#1 + HBG20#3 + T7 สามารถเกิดการตดัล าดบัเบส ไดแ้บนขนาด 400 bp 
(D) ขนาดของล าดบัเบสท่ีไดจ้ากการ amplified ดว้ย primer check 3.5 kb (Ladder 1 kb) 
แถว 1 คือ กลุ่มคอนโทรล ไดแ้บนขนาด 3.5 kb 
แถว 2 คือ 3.5 A Begin+End สามารถเกิดการตดัล าดบัเบส ไดแ้บนขนาด 612 bp 
แถว 3 คือ 3.5 B Begin+End ไม่สามารถเกิดการตดัล าดบัเบส ไดแ้บนขนาด 3.5 kb 
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A B 

C D 

- 1077 -



  MMP30-10 
 

เอกสารอ้างองิ 
Bank, A. (2005). "Understanding globin regulation in beta-thalassemia: It's as simple as alpha, beta, gamma, delta." J 

Clin Invest 115(6): 1470-3. 
Bethlenfalvay, N. C., A. G. Motulsky, B. Ringelhann, H. Lehmann, J. R. Humbert and F. I. Konotey-Ahulu (1975). 

"Hereditary persistence of fetal hemoglobin, beta thalassemia, and the hemoglobin delta-beta locus: Further 
family data and genetic interpretations." Am J Hum Genet 27(2): 140-54. 

Canver, M. C., E. C. Smith, F. Sher, L. Pinello, N. E. Sanjana, O. Shalem, et al. (2015). "Bcl11a enhancer dissection 
by cas9-mediated in situ saturating mutagenesis." Nature 527(7577): 192-7. 

Carrocini, G. C., L. S. Ondei, P. J. Zamaro and C. R. Bonini-Domingos (2011). "Evaluation of hpfh and deltabeta-
thalassemia mutations in a brazilian group with high hb f levels." Genet Mol Res 10(4): 3213-9. 

Carrocini, G.  C. , P.  J.  Zamaro and C.  R.  Bonini-Domingos ( 2011) .  " What influences hb fetal production in 
adulthood?" Rev Bras Hematol Hemoter 33(3): 231-6. 

Chakalova, L., D. Carter, E. Debrand, B. Goyenechea, A. Horton, J. Miles, et al. (2005). "Developmental regulation 
of the beta-globin gene locus." Prog Mol Subcell Biol 38: 183-206. 

Cradick, T. J., E. J. Fine, C. J. Antico and G. Bao (2013). "Crispr/cas9 systems targeting beta-globin and ccr5 genes 
have substantial off-target activity." Nucleic Acids Res 41(20): 9584-92. 

Dever, D. P., R. O. Bak, A. Reinisch, J. Camarena, G. Washington, C. E. Nicolas, et al. (2016). "Crispr/cas9 beta-
globin gene targeting in human haematopoietic stem cells." Nature 539(7629): 384-89. 

Doench, J. G., N. Fusi, M. Sullender, M. Hegde, E. W. Vaimberg, K. F. Donovan, et al. (2016). "Optimized sgrna 
design to maximize activity and minimize off-target effects of crispr-cas9." Nat Biotechnol 34(2): 184-91. 

Forget, B.  G.  ( 1998) .  " Molecular basis of hereditary persistence of fetal hemoglobin."  Annals of the New York 
Academy of Sciences 850(1): 38-44. 

Galarneau, G., C. D. Palmer, V. G. Sankaran, S. H. Orkin, J. N. Hirschhorn and G. Lettre (2010). "Fine-mapping at 
three loci known to affect fetal hemoglobin levels explains additional genetic variation." Nat Genet 42(12): 
1049-51. 

Gundry, M. C., L. Brunetti, A. Lin, A. E. Mayle, A. Kitano, D. Wagner, et al. (2016) . "Highly efficient genome 
editing of murine and human hematopoietic progenitor cells by crispr/cas9." Cell Rep 17(5): 1453-61. 

John, A. , H.  Brylka, C.  Wiegreffe, R.  Simon, P.  Liu, R.  Juttner, et al.  ( 2012) .  " Bcl11a is required for neuronal 
morphogenesis and sensory circuit formation in dorsal spinal cord development."  Development 139(10) : 
1831-41. 

Kleinstiver, B. P., V. Pattanayak, M. S. Prew, S. Q. Tsai, N. T. Nguyen, Z. Zheng, et al. (2016). "High-fidelity crispr-
cas9 nucleases with no detectable genome-wide off-target effects." Nature 529(7587): 490-5. 

Lettre, G., V. G. Sankaran, M. A. Bezerra, A. S. Araujo, M. Uda, S. Sanna, et al. (2008). "DNA polymorphisms at the 
bcl11a, hbs1l-myb, and beta-globin loci associate with fetal hemoglobin levels and pain crises in sickle cell 
disease." Proc Natl Acad Sci U S A 105(33): 11869-74. 

- 1078 -



  MMP30-11 
 

Liu, P., J. R. Keller, M. Ortiz, L. Tessarollo, R. A. Rachel, T. Nakamura, et al. (2003). "Bcl11a is essential for normal 
lymphoid development." Nat Immunol 4(6): 525-32. 

Niu, X., W. He, B. Song, Z. Ou, D. Fan, Y. Chen, et al. (2016). "Combining single strand oligodeoxynucleotides and 
crispr/ cas9 to correct gene mutations in beta-thalassemia-induced pluripotent stem cells. "  J Biol Chem 
291(32): 16576-85. 

Panyasai, S., S. Fucharoen, S. Surapot, G. Fucharoen and K. Sanchaisuriya (2004). "Molecular basis and hematologic 
characterization of deltabeta-thalassemia and hereditary persistence of fetal hemoglobin in thailand. " 
Haematologica 89(7): 777-81. 

Sankaran, V. G., T. F. Menne, J. Xu, T. E. Akie, G. Lettre, B. Van Handel, et al. (2008). "Human fetal hemoglobin 
expression is regulated by the developmental stage-specific repressor bcl11a." Science 322(5909): 1839-42. 

Sankaran, V. G. and D. G. Nathan (2010). "Reversing the hemoglobin switch."  New England Journal of Medicine 
363(23): 2258-60. 

Sankaran, V.  G.  and S.  H.  Orkin ( 2013) .  " The switch from fetal to adult hemoglobin. "  Cold Spring Harbor 
Perspectives in Medicine 3(1): a011643. 

Sankaran, V. G., J. Xu, R. Byron, H. A. Greisman, C. Fisher, D. J. Weatherall, et al. (2011). "A functional element 
necessary for fetal hemoglobin silencing." New England Journal of Medicine 365(9): 807-14. 

Sankaran, V. G., J. Xu and S. H. Orkin (2010). "Transcriptional silencing of fetal hemoglobin by bcl11a." Ann N Y 
Acad Sci 1202: 64-8. 

Sankaran, V. G., J. Xu, T. Ragoczy, G. C. Ippolito, C. R. Walkley, S. D. Maika, et al. (2009). "Developmental and 
species-divergent globin switching are driven by bcl11a." Nature 460(7259): 1093-97. 

Song, B., Y. Fan, W. He, D. Zhu, X. Niu, D. Wang, et al. (2015). "Improved hematopoietic differentiation efficiency 
of gene-corrected beta-thalassemia induced pluripotent stem cells by crispr/cas9 system."  Stem Cells Dev 
24(9): 1053-65. 

Traxler, E. A., Y. Yao, Y. D. Wang, K. J.  Woodard, R. Kurita, Y. Nakamura, et al. ( 2016) . " A genome-editing 
strategy to treat beta-hemoglobinopathies that recapitulates a mutation associated with a benign genetic 
condition." Nat Med 22(9): 987-90. 

Uda, M., R. Galanello, S. Sanna, G. Lettre, V. G. Sankaran, W. Chen, et al. (2008). "Genome-wide association study 
shows bcl11a associated with persistent fetal hemoglobin and amelioration of the phenotype of β-
thalassemia."  Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 105(5) : 
1620-25. 

Wilcox, I., K. Boettger, L. Greene, A. Malek, L. Davis, M. H. Steinberg, et al. (2009). "Hemoglobin kenya composed 
of α- and ( aγβ) -fusion-globin chains, associated with hereditary persistence of fetal hemoglobin. " 
American Journal of Hematology 84(1): 55-58. 

Xie, F., L. Ye, J. C. Chang, A. I. Beyer, J. Wang, M. O. Muench, et al. (2014). "Seamless gene correction of beta-
thalassemia mutations in patient-specific ipscs using crispr/cas9 and piggybac." Genome Res 24(9): 1526-
33. 

- 1079 -



  MMP30-12 
 

Xu, J., D. E. Bauer, M. A. Kerenyi, T. D. Vo, S. Hou, Y. J. Hsu, et al. (2013). "Corepressor-dependent silencing of 
fetal hemoglobin expression by bcl11a." Proc Natl Acad Sci U S A 110(16): 6518-23. 

Xu, J., C. Peng, V. G. Sankaran, Z. Shao, E. B. Esrick, B. G. Chong, et al. (2011). "Correction of sickle cell disease in 
adult mice by interference with fetal hemoglobin silencing." Science 334(6058): 993-6. 

Xu, P., Y. Tong, X. Z. Liu, T. T. Wang, L. Cheng, B. Y. Wang, et al. (2015). "Both talens and crispr/cas9 directly 
target the hbb ivs2-654 (c > t) mutation in beta-thalassemia-derived ipscs." Sci Rep 5: 12065. 

Young, C. S., M. R. Hicks, N. V. Ermolova, H. Nakano, M. Jan, S. Younesi, et al. (2016). "A single crispr-cas9 
deletion strategy that targets the majority of dmd patients restores dystrophin function in hipsc-derived 
muscle cells." Cell Stem Cell 18(4): 533-40. 

Yu, Y., J. Wang, W. Khaled, S. Burke, P. Li, X. Chen, et al. (2012). "Bcl11a is essential for lymphoid development 
and negatively regulates p53." J Exp Med 209(13): 2467-83. 

Zhang, L., R. Jia, N. J. Palange, A. C. Satheka, J. Togo, Y. An, et al. (2015). "Large genomic fragment deletions and 
insertions in mouse using crispr/cas9." PLoS One 10(3): e0120396. 

 
 

- 1080 -




