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تکنولوژی CRISPR/Cas9 و کاربرد آن در درمان 
بیماری های ژنتیکی

چکیده
معرف��ی تکنول��وژی DNA نوترکی��ب در س��ال 1970 
عصر جدیدی در حوزه زیس��ت شناس��ی گش��ود. با ارائه 
ای��ن تکنی��ک برای اولی��ن بار محققان زیس��تی توانس��تند 
مولکول ه��ای DNA را به منظور ابداع راهکارهای درمانی 
جدید دس��تکاری نمایند. امروزه روش ه��ای هدفمند تغییر 
ژنوم سلول های زنده ابزار قدرتمندی در درمان بیماری های 
    CRISPR/Cas9ژنتیک��ی فراهم نموده اس��ت. تکنی��ک
یک��ی از جدیدترین ابزارهای تغییر ژنوم اس��ت که بر پایه 
روش های ویرایش ژن سیس��تم ایمنی باکتری طراحی شده 
اس��ت. این تکنیک بسیار کارآمد، سریع و ساده می باشد که 
امید می رود تا بتوانیم هر نوع ژنی را از س��لول حذف یا به 
اضاف��ه نموده و یا تغییر دهیم. در این نوش��تار اس��اس این 
تکنی��ک و کاربرد آن در درمان بیماری ه��ای ژنتیکی مورد 

بررسی قرار گرفته است.
کلمات کلیدی: ویرایش ژن، درمان بیماری های ژنتیکی

CRISPR/Cas9 معرفی سیستم
ارائه یک راهکار ب��ا ارزش و کارآمد در ویرایش هدفمند 
ژنوم1 سلول های زنده یکی از مهم ترین اهداف محققان زیستی 
در سال های اخیر بوده است. اولین مرحله اساسی برای تغییر 
هدفمند ژنوم، ایجاد یک شکسته دو رشتهDSB(2( در مکان 
مورد نظر می باشد که عموماً توسط یک آنزیم نوکلئاز3 انجام 
می شود. CRISPR/Cas94 سیستمی متشکل از یک پروتئین 
نوکلئ��از )Cas9( متصل بهRNA (CRISPR) اس��ت که 
توسط باکتری ها )مانند استرپتوکوک پایوژنز5( و آرکی ها برای 
جلوگیری از تهاجم عوامل ژنتیکی بیگانه )مانند ویروس ها و 
باکتری ها( مورد استفاده قرار می گیرد )1(. امروزه این سیستم 
به عنوان یک ابزار بس��یار قدرتمند جهت دستکاری ژنوم با 
اهداف درمانی اس��تفاده می شود. مولکول RNA موجود در 
سیس��تم CRISPR/Cas9  باکتری، ترادفی از چند توالی 
تکراری کوتاه است که با اتصال به مولکول DNA خارجی، 
امکان تجزیه آن را توس��ط Cas9 فراهم می کند. جایگزینی 
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1- Targeted genome editing
2- DNA double-stranded break
3- Nuclease
4- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-associated protein-9 nuclease
5- Streptococcus pyogenes
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 RNA با یک مولکول CRISPR/Cas9 موجود در RNA
هدفمند و انتقال آن به سلول، امکان ویرایش ژنوم سلول زنده 
فراهم می ش��ود )2(. ش��کل 1 درخت تبار زایشی گونه های 

حاوی سیستم ایمنی CRISPR/Cas9 را نشان می دهد.

شکل 1. درخت تبار زايشی گونه های مختلف دارای 
.)1(CRISPR/Cas9 سیستم ايمنی

CRISPR/Cas9 اجزا سیستم
ب��ه ط��ور کلی س��ه ن��وع سیس��تم CRISPR )ش��امل 
سیستم های نوع II، I و III( در رنج وسیعی از باکتری ها و 
آرکی باکتری ها شناس��ایی شده است که هر کدام شامل یک 
RNA غیر کد کننده حاوی توالی های تکرار مستقیم هستند. 
این تکرارها عموماً ب��ا توالی هایی کوتاه و متغیر از یکدیگر 
جدا می ش��وند. این توالی ها که از ژنوم های خارجی منش��أ 
گرفته اند، آرایه crRNA6 نامیده می شوند و با DNA هدف 
مکم��ل می ش��وند. درون DNA ه��دف در نزدیکی توالی 

متصل ش��ونده به crRNA عموم��اً موتیف کوچکی وجود 
 II نوع CRISPR نامیده می ش��ود. سیستم PAM7 دارد که
یکی از شناخته ش��ده ترین سیستم ها بوده و حاوی نوکلئاز 
 )sgRNA( راهنما RNA به عنوان crRNA آرایه ،Cas9
و یک RNA داربستی اس��ت. هر واحد crRNA موجود 
در این سیس��تم حاوی 20 نوکلئوتید و یک تکرار مس��تقیم 
ویژه است و با 20 نوکلئوتید موجود در توالی هدف تشکیل 
جفت بازهای واتس��ون کریک می دهد )ش��کل 2(. سیستم 
 Cas9 را می توان با بهینه کردن کدهای CRISPR/Cas9
براساس کدهای ژنتیکی پستانداران و نیز فراهم نمودن اجزا 
RNA آن، در سلول های انسان نیز مورد استفاده قرار داد. با 
تغییر توالی ناحیه 20 نوکلئوتیدی نیز می توان هر نوع ژنی را 

در این سلول ها مورد هدف قرار داد )2(.

 Cas9 شکل 2. تصويری شماتیک از نوکلئاز 
RNA هدايت شونده توسط

در ای��ن تصویر Cas9 با اس��تفاده از یک sgRNA حاوی 
20 نوکلئوتید راهنما )به رنگ آبی( و یک RNA داربستی )به 

رنگ قرمز( یک ناحیه از ژنوم را هدف قرار داده است )2(. 

6- CRISPR RNA (crRNA) array
7- Protospacer adjacent motif
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کاربرد و مکانیزم عمل تکنیک CRISPR/Cas9 در 
مهندسی ژنوم

سیستم Cas9 را می توان در رنج وسیعی از دستکاری های 
ژنومی مورد اس��تفاده قرار داد. به طور کلی دس��تکاری های 
ژنتیک��ی به کلی��ه فرآیندهایی گفته می ش��ود که ژن هایی را 
درون سلول هدف گیری نموده و تغییر داد. دستکاری های 
ژنتیکی اساس بسیاری از فعالیت های علمی، بیوتکنولوژی، 

تأمین غذا و داروی انسان است )شکل 3( )1(.

شکل 3. کاربردهای مختلف ويرايش ژنومی
کنت��رل ژنی��ک و اپ��ی ژنتی��ک س��لول ها ب��ا اس��تفاده 
از  بس��یاری  اس��اس  ژن��وم،  تغیی��ر  تکنولوژی ه��ای  از 
داروی��ی  و  بیوتکنول��وژی  بیولوژیک��ی،   فعالیت ه��ای 

انسان است )1(.
در   CRISPR/Cas9 تکنی��ک  کاربرده��ای  ان��واع 
 ویرایش ژنوم در ش��کل 4 نش��ان داده ش��ده است. تکنیک 
CRISPR/Cas9 را می ت��وان جه��ت حذف و اضافه های 
کوچ��ک ژنومی، حذف ها ی��ا بازآرایی های بزرگ )ش��امل 
واژگون��ی یا جابجایی(، فعال س��ازی ژن، تنظیم بیان ژن با 
تغییر آرایش هیس��تون ه��ا یا متیلاس��یون DNA و تعیین 
مکان ژنومی یک لوکوس خاص با اس��تفاده از پروتئین های 

فلئورسنت مورد استفاده قرار داد )3(.

شکل 4. شمايی کلی از انواع کاربردهای تکنیک  
)A( در مهندسی ژنوم CRISPR/Cas9 

در پروتئی��ن Cas9 دو دومی��ن نوکلئ��ازی ب��ا نام های 
RuvC و HNH وج��ود دارد ک��ه هر ک��دام با برش یک 
رشته از DNA سبب ایجاد شکست های دو رشته با انتهای 
صاف در آن می ش��وند. با ایجاد جه��ش در یکی از این دو 
دومین می توان آنزیم هایی تولید کرد که شکس��ت های تک 
رشته در DNA هدف ایجاد می کنند. )B( با استفاده از دو 
مولک��ول Cas9 جهش دار می توان سیس��تمی طراحی کرد 
که ش��کاف دو رش��ته ای با دو شکست یکس��ان در ژنوم 
ایجاد می نماید. )C( پلاس��مید حاوی توالی های کد کننده 
Cas9 و sgRNA را می توان به س��ادگی به هر نوع سلول 
دلخواه انتقال داد. )D( سیستم CRISPR/Cas9 تخلیص 
 ش��ده را می توان به سلول تخمک تزریق نمود. )E( سیستم 
CRISPR/Cas9 را می توان برای تغییر ژنتیکی سلول های 
س��وماتیک با کارایی بالایی مورد اس��تفاده قرار داد. )F( با 
س��نتز و انتقال RNA راهنما می توان غربالگری عملکردی 
در س��طح ژن��وم انج��ام داد. )G( ب��ا اتصال ی��ک فاکتور 
فعال کننده رونویس��ی ی��ا یک فاکتور عملک��ردی تغییرات 
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اپی ژنتیکی ب��ه Cas9 غیرکاتالیتیک )Cas9 در حالت 
جهش یافت��ه به طریقی که نتواند در DNA برش ایجاد 
 کن��د( می توان ای��ن فرآیندها را در س��لول کنترل نمود.
 Cas9 (H) متصل به یک ترکیب فلئورس��نت می تواند 
برای تعیین مکان ژنومی DNA هدف مورد استفاده قرار 
 Cas9 ب��ا اتصال دو پروتئین ه��دف به اجزا )I( .گی��رد
می ت��وان ایجاد یک هترودومین خاص را در س��لول القا 

نمود )1(.
مراحل هدف گیری یک ژن در س��لول توسط سیستم 
CRISPR/Cas9 به طور ش��ماتیک در ش��کل 5 نشان 

داده شده است.

 شکل 5. مراحل طراحی و انتقال سیستم 
CRISPR/Cas9 به سلول

در اولین مرحله sgRNA مورد نیاز برای هدف گیری 
ژن م��ورد نظر و نی��ز پرایمرهای مورد نی��از برای تعیین 
ژنوتایپ توسط ابزارهای in silico طراحی می شوند. در 

مرحله دوم، sgRNA راهنما در یک پلاس��مید بیانی که 
 Cas9 داربستی و توالی کدکننده پروتئین RNA حاوی
اس��ت کلون می شود. سپس این پلاسمید که حاوی تمام 
اجزا مورد نیاز برای هدف گیری ژن مورد نظر اس��ت، به 
س��لول های هدف انتقال داده می شود. در آخرین مرحله 
س��لول هایی که پلاس��مید را دریافت کرده اند تکثیر داده 

می شوند )2(.
به طور خلاصه برای انجام این تکنیک، در اولین مرحله 
sgRNA مورد نیاز برای هدف گیری ژن مورد نظر و نیز 
پرایمرهای مورد نیاز برای تعیین ژنوتایپ توسط ابزارهای 
in silico )مانند CRISPR Design Tools( طراحی 
می ش��ود. در مرحله دوم، توالی sgRNA راهنما در یک 
پلاسمید بیانی که حاوی RNA داربستی و توالی کدکننده 
پروتئین Cas9 اس��ت کلون می شود. پلاسمید کلون شده 
در نهایت pSpCas9(sgRNA) خوانده می ش��ود. این 
پلاسمید که حاوی تمام اجزا مورد نیاز برای هدف گیری 
ژن مورد نظر اس��ت، در مرحله بعد به س��لول های هدف 
انتق��ال داده می ش��ود. در آخرین مرحله س��لول هایی که 

پلاسمید را دریافت کرده اند تکثیر داده می شوند )2(.

قابلیت CRISPR/Cas9 در هدف گیری 
بیماری های ژنتیکی

گرچ��ه Cas9 ب��ه طور وس��یعی به عنوان ی��ک ابزار 
تحقیقاتی مورد اس��تفاده ق��رار می گیرد، می توان از آن به 
عنوان یک وسیله برای هدف گیری بیماری های ژنتیکی 
 CRISPR/Cas9 نیز استفاده نمود. به طور کلی تکنیک
را برای ویرایش ژنومی بیماری هایی می توان مورد استفاده 
ق��رار داد که در آن ها نی��از به ویرایش ی��ک آلل وجود 
داش��ته باش��د. اس��تفاده از این تکنیک برای بیماری های 
نیازمند تصحیح دو آلل کارایی کمتری دارد )4(. در مورد 
 CRISPR/Cas9 بیماری های پیچیده، درمان با استفاده
می تواند بس��یار مشکل س��از باش��د. با این ح��ال، امکان 
درم��ان چنین بیماری هایی با اس��تفاده از این تکنیک در 
آینده ای نزدیک پیش بینی می شود )5(. جدول 1 لیستی 
از بیماری هایی را نش��ان می ده��د که امروزه مورد هدف 

تکنیک CRISPR/Cas9 قرار گرفته اند )6(.
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 CRISPR/Cas9 جدول 1. بیماری های ژنتیکی که به طور موفقیت آمیز با استفاده از تکنیک 
مورد هدف قرار گرفته اند )6(.

میزان کارايی(%) سلول هدفروش انتقالژن هدفنام بیماری

حذف ژن HHBبتا تالاسمی
الکتروپوریشن
تزریق درون 
سیتوپلاسمی

سلول های iPSCs انسانی
زیگوت انسانی

17/6
14/3

سلول های ارگانوئید روده لیپوفکشنحذف ژن CFTRکیستیک فیبروز
---انسان

سلول های in vivo کبد تزریق هیدروداینامیکجهش نقطه ای در ژن FAHتیروزینمی توارثی
0/12±0/4موش

HIV-1
CCR5 Δ32

 DNA غیرفعال سازی
پروویروس

الکتروپوریشن
تزریق هسته ای

سلول های iPSCs انسانی 
JLat10.6 سلول های

100
30

حذف اگزونی در ژن دیستروفی عضلانی دوشن
50سلول های iPSCs انسانیالکتروپوریشندیستروفین

جهش نقطه ای در ناکارآمدی α1-آنتی تریپسین
SERPINA1

18/8سلول های iPSCs انسانیالکتروپوریشن

9/15سلول های iPSCs انسانیالکتروپوریشنجهش نقطه ای در JAK2پلی سیتمی ورا

سلول های اسپرماتوگونی و الکتروپوریشنحذف Crygcآب مروارید
29/7بنیادی موش

LDL-CPcsk9 آدنوویروستخریب
ویروس مرتبط با آدنو

سلول های in vivo کبد 
موش

50
40

چنانچ��ه بیم��اری نتیجه تولی��د یک محص��ول معیوب در 
س��لول باش��د، CRISPR/Cas9 ب��ا مکانیس��م اتص��ال 
انته��ای غیرهمول��وگNHEJ( 8( آلل غالب را از س��لول 
ح��ذف می کند. ام��ا چنانچه بیماری نتیجه از دس��ت رفتن 
عملکرد یک ژن باش��د، آل��ل معیوب ب��ه روش نوترکیبی 
همولوگHDR( 9( با یک آلل س��الم جایگزین می ش��ود. 

اس��اس این دو مکانیس��م در ش��کل 3 نش��ان داده ش��ده 
اس��ت. به ط��ور کل��ی Cas9 ب��رای ویرایش ژن��وم یک 
شکس��ت دو رش��ته ای در DNA ایج��اد می کن��د. ترمیم 
 این شکس��ت در س��لول با توجه به اجزا موجود در سیستم
 HDR یا NHEJ با یکی از دو روش CRISPR/Cas9  

انجام می شود )6(.

8- Non-homologous end joining
9-  Homology-directed repair
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شکل 6. تصويری شماتیک ازمکانیسم های ويرايش 
 )A( CRISPR/Cas9 ژنوم توسط

مکمل ش��دن توال��ی 20 نوکلئوتی��دی sgRNA با ژنوم 
ه��دف و ناحیه PAM س��بب بارگی��ری Cas9 در محل 
مربوطه و ایجاد یک شکست دو رشته ای در DNA هدف 
می شود. )B( ترمیم شکست دو رشته ای ایجاد شده توسط 
دو نوع مکانیسم NHEJ و HDR در سلول انجام می شود. 
NHEJ ب��رای حذف ژن معیوب و HDR برای جایگزینی 

آن با یک آلل سالم مورد استفاده قرار می گیرد )6(.

کاربرد و پیشرفت های تکنیک CRISPR/Cas9 در 
ژن درمانی

همان گونه که می دانیم ژن درمانی زمانی مناسب خواهد 
بود که در سلول های معیوب نسخه جهش یافته ترمیم شود. 
بررسی ها نش��ان داده اس��ت که CRISPR/Cas9 روش 
مناس��بی جهت انج��ام ژن درمانی اس��ت )7(. تنها چند ماه 
پ��س از معرفی سیس��تم CRISPR/Cas9 به س��لول های 
پس��تانداران مش��خص ش��د که این روش را می توان برای 
کاهش میزان بیان ویروس HIV در س��لول های T انس��ان 
مورد اس��تفاده قرار داد )8(. پس از آن تلاش های بیش��تری 
برای کش��ف قابلیت اس��تفاده از این سیستم در ژن درمانی 
بیماری ه��ای عفون��ی مانند ویروس هپاتی��ت B و ویروس 
پاپیلومای انسانی صورت پذیرفت. با این حال این مطالعات 
تنها روی س��لول ها و مدل های حیوانی انجام شده است. در 

س��ال های اخیر پیشرفت های بیشتری در این راستا صورت 
پذیرفته است. در بیماری هایی که با پیوند سلول های بنیادی 
درمان می ش��وند، به ط��ور کارآمدی تا می��زان 100 درصد 
می توان س��لول ها را ویرایش نمود. برای بیماری هایی مانند 
   X10 کم خونی داسی شکل و یا نقص شدید ایمنی وابسته به
(X-SCID) با پیوند سلول های بنیادی قابل درمان هستند. 
اما بیماری هایی همچون کیستیک فیبروز که در آن ها استفاده 
از سلول های بنیادی امکان پذیر نیست باید سلول های درون 
بدن با استفاده از وکتورهای ویروسی به طور بسیار کارآمد 

مورد هدف قرار داده شوند )9(.

CRISPR/Cas9 محدودیت های سیستم
همان گونه که اش��اره ش��د Cas9 را می توان با استفاده 
از ی��ک توال��ی 20 نوکلئوتیدی راهنما ب��رای هدف گیری 
اختصاص��ی ژنوم مورد اس��تفاده قرار داد. تنه��ا جزء مورد 
نی��از برای عملک��رد Cas9، توالی PAM که درس��ت در 
ناحی��ه ´3 توالی 20 نوکلئوتیدی ژن ه��دف قرار دارد. هر 
سیس��تم Cas9 توالی PAM اختصاصی خود را شناسایی 
می کند. ب��رای مثال SpCas9 که مربوط به اس��ترپتوکوک 
پایوژنز است، نیازمند توالی NGG در ناحیه PAM است 
ک��ه ممکن اس��ت در مورد برخی توالی ه��ا این PAM در 
ناحیه مورد نظر یافت نشود. با این حال این امر هدف گیری 
بس��یاری از توالی ه��ای ژنوم��ی را ب��ا محدودی��ت مواجه 
نمی س��ازد. در ژنوم انس��ان به طور متوس��ط به ازای هر 8 
الی 12 نوکلئوتید، چنین PAM هایی یافت می ش��وند )2(. 
 CRISPR/Cas9 مشکل دیگری که در استفاده از سیستم
با آن مواجه هس��تیم، کارایی پایین روش HDR اس��ت که 
در درمان بس��یاری از ان��واع بیماری ها مورد اس��تفاده قرار 
می گیرد. امروزه راهکارهای بسیاری جهت افزایش کارآیی 
 DNA ای��ن متد ارائه ش��ده اس��ت از جمله طراح��ی یک
تک رش��ته دهنده، مهار مس��یر NHEJ و افزایش ش��باهت 
الگوی دهنده و جایگاه های شکس��ت دو رشته ای. از دیگر 
چالش های تکنیک CRISPR/Cas9 می توان به روش های 
انتقال آن به درون بدن اش��اره نمود. گرچه روش های اخیر 

10- X-linked severe combined immuno deficiency
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در انتقال in vivo موفقیت آمیز بوده اس��ت اما هنوز مسائل 
حل نش��ده ای در این زمینه وجود دارد. برای مثال در انتقال 
درون ماهیچه ای این سیس��تم برای مثال ش��مار تزریق های 
س��لولی باید به طور قابل توجهی بالا باشد. با وجود تمامی 

 CRISPR/Cas9 این مس��ائل، حصول موفقیت های اخیر
در ژن درمان��ی مدل ه��ای حیوانی، آینده روش��نی را برای 
 اس��تفاده از ای��ن تکینی��ک در درمان بیماری ه��ای ژنتیکی 

به تصویر می کشد )10(.
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