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  ایدورونیـداز –ل ا-آنـزیم آلفـا ذخیره اي لیزوزومی است که به واسطه کمبود شایع بیماري  I (MPSI) موکوپلی ساکاریدوز تیپ مقدمه:
(IDUA)  4( 4بر روي کروموزومp16.3 (تـان وزآمینوگلیکانهـا یـا موکـوپلی سـاکاریدهاي درماگلیک یجاد می گردد. این آنزیم در تجزیها

ع در خـون و تجمـ (GAG) نقص در آنزیم مذکور منجر به افزایش سطح گلیکوز آمینو گلیکان هـاو  دارد سولفات و هپاران سولفات دخالت
ثـل ساختار غضروفی نقاطی ماین ترکیبات پروتئوگلیکانی زیربناي ساختاري ماتریکس خارج سلولی و  .آن در اعضاي مختلف بدن می شود

ا ر CRISPR/Casنماید؛ بعلاوه در تنظیم ارتباطات سلولی نقش دارد. در ایـن مطالعـه مـا سیسـتم هاي قلبی را فراهم میمفاصل، دریچه
 م.و ما توانستیم سلوهاي ناك اوت این ژن را تولید کنی است  را مورد هدف قرار داده IDUAطراحی کردیم که ژن کد کننده انزیم 

کیـب پلاسمید نوتر محدودکننده، برداري نقشه از استفاده شد، با کلون px335 پلاسمید در IUDAهدف  sgRNAابتدا ها: مواد و روش
 وسـط آنـالیزت یافتـه جهـش کلـون هـاي. شد ترانسفکت HEK-293 انسانی، سلولی اپیتلیال رده به نوترکیب سپس پلاسمید. شد تأیید

melting شد مشخص سنگر توالی تعیین با آنها جهش و شدند غربالگري. 

 .کرد تایید هموزیگوت کلون یک و هتروزیگوت کلون دو در را ایندل جهش القاي سنگر، توالی هضم آنزیمی و تعیینها: یافته

 کـه ایـن کـردیم تولیـد ورلره سندرم سلولی مدل یک CRISPR-Cas9 سیستم از استفاده با ما مطالعه، این در : گیريبحث و نتیجه
 .شود استفاده درمانی این بیماري هاي جهت استفاده در رویکرد تواند می مدل

 .IDUA اوت، ناك ژن ،CRISPR-Cas هرلر، سندرم: هاي کلیديواژه
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 مقدمه
ــورلر ســندرم ــا) HS( ه ــرین MPSI ی ــایع ت  شــکل ش

بـروز ایـن  .)1(اسـت ) LSD( لیزوزومـی ذخیره اختلالات

 در HS. زنده اسـت تولد 100000 هر در مورد یک اختلال

-1-آلفا ژن در عملکردي هاي جهش دادن دست از نتیجه

 ایدورونیـداز -1- آلفـا. دهـد مـی رخ) IDUA( ایدورونیداز

 و درماتـان سولفات مانند گلیکوزآمینوگلیکانهایی هیدرولیز

 ایـن فعالیت در اختلال. کند می کاتالیز را هپاران سولفات

ــر ژن ــه منج ــع ب ــان تجم ــدریجی گلیکوزآمینوگلیک  در ت

 هـاي انـدام افتـادن کار از و آسیب نتیجه در و ها لیزوزوم

 .)2(شود  می مختلف

 نظـر بـه طبیعـی تولد بدو از MPSI به مبتلا کودکان 

 از وسـیعی طیـف مـاهگی، 24 تا 12 سن رسند اما در می

هـاي  ناهنجـاري ماکروسـفالی، رشد، در تأخیر مانند علائم

ـــه ـــب، دریچ ـــن، قل ـــورت خش ـــپلنومگالی ص  و هپاتوس

 بیماران اکثر درمان، بدون. دهند می نشان را ماکروگلوسی

 و قلبـی هـاي بیماري. مانند می ندهز کودکی اواخر تا فقط

میـر ایـن  و مرگ دلایل ترین عمده تنفسی مجاري انسداد

  .)3(هستند  بیماران

 توسـط وانـدت مـی ایدورونیـداز -1- آلفـا که آنجایی از

 همچنـین توسـط و شـود ترشح خون جریان در ها، سلول

 تـأمین بـر حاضر هاي درمان شود، جذب دیگر هاي سلول

 درمـان. اسـت متمرکـز خـون جریـان در عملکردي آنزیم

 دو) BMT( اسـتخوان مغز پیوند و) ERT( آنزیم جایگزینی

 روش ایـن حـال، این با .هستند بیماري این درمانی گزینه

. هسـتند روبرو محدودکننده اي هاي چالش با درمانی هاي

 بـدن ایمنـی سیستم سرکوب همراه با استخوان مغز پیوند

تحـت تـاثیر  را بیمـار زندگی توجهی قابل طور به که است

 . دهد می قرار

 درمـان یـک آنـزیم، جـایگزینی درمـان دیگـر طرف از

 گـران هـاي آنـزیم از ایـن اسـتفاده تـداوم و نیست دائمی

 بـا. اسـت کرده هنتیج بی اقتصادي نظر از را قیمت، درمان

 بدون و دائمی درمان یک موجود، هاي محدودیت به توجه

 ضـروري بسـیار بیمـاران مـدیریت براي ها محدودیت این

 بنیـادي سلولهاي ژنی ویرایش ، اخیر سالهاي در. )3(است 

داده  نشـان را اي کننـده امیدوار نتایج بیمار، استخوان مغز

 معیـوب ژن جایگزینی و IDUA ژن ژنتیکی و اصلاح است

. را ارایـه مـی دهـد آل ایـده درمان یک سالم نسخه یک با

 بیماران زندگی به امید تواند می درمانی رویکرد این توسعه

MPSI 4(دهد  افزایش را(. 
The Clustered Regularly Interspaced 

Palindromic Repeats )CRISPR (پـــروتئین و Cas9  از

 در کــه اســت میکروبــی تطبیقــی ایمنــی سیســتم اجــزاي

 یافته کشت سلولهاي در دستکاري ژنوم براي اخیر سالهاي

 .)5( ه اسـتگرفتـ قـرار استفاده مورد ها ارگانیسم کل و یا

 تـک رشـته راهنمـاي RNA یـک توسط Cas9 اندونوکلئاز

 دو هاي شکستگی براي ایجاد) sgRNA( شده ریزي برنامه

 . ژنوم هدایت می شوند خاصی از هاي مکان در اي رشته

 بـراي را مناسـبی مکان اي رشته دو هاي شکست این

 بـا ، اخیر هاي سال در .کنند می فراهم ژن موثر دستکاري

 زمینه در عظیمی هاي پیشرفت ، CRISPR فناوري کمک

 شـده حاصـل هـا بیماري انواع در درمانی ژن مختلف هاي

 غیـر القـاي مـورد در زیادي هاي نگرانی حال، این با. است

در  اهـداف از اي خـارج رشـته دو هاي شکست اختصاصی

 بـه منجر است ممکن که دارد وجود CRISPR توسط ژنوم

 شود.  ناخواسته نتایج

 کـردن یکی از رویکرهاي حـل ایـن مشـکل، غیرفعـال

 ایـن. اسـت Cas9 آنزیم در نیکاز DNA هاي دمین از یکی

 امــا بــرد، مــی بــین از را Cas9 نوکلئــازي فعالیــت جهــش

 طراحـی با. می باشد نیکازي فعالیت داراي Cas9 همچنان

ــاور، sgRNA دو ــی مج ــوان م ــاز دو ت ــی در را نیک  نزدیک

 که است واضح. القا نمود را DSB جهش و کرد القا یکدیگر

 ژنـوم روي بـر زایـی جهـش اثر DNA در نیکاز یک القاي

 اختصاصـیت سیسـتم اسـتراتژي، ایـن از استفاده با. ندارد

CRISPR می یابد افزایش چشمگیري طور به. 
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مبتنـی بـر  CRISPRدر روش هاي جدیـد تکنولـوژي 

اهش نیکاز، میزان عملکرد غیر اختصاصی ایـن سیسـتم کـ

ست استراتژي نیز با این چالش مواجه ا این اما یافته است،

 بـه. وارد شـود سـلول همزمان به sgRNA چندین باید که

 تـوالی 4 بـه نیـاز حـذف جهـش یـک القـاي مثال، عنوان

sgRNA مشـکل ایـن حـل بـراي مختلفـی روشهاي. دارد 

 پـروتئین با sgRNA همزمان انتقال مانند است شده ایجاد

Cas9 کاست چند پلاسمیدهاي یدتول یا . 

 هـا، اسـتراتژي این مختلف هاي محدودیت به توجه با

 و متعـدد هاي sgRNA همزمان انتقال براي روشی توسعه

Cas9 نیـاز مورد هنوز هدف سلول به واحد، یک صورت به 

 از دسـتگاه همکـارانش و  Xie ،2006 سـال طی در .است

ــرایش  ــراي tRNAپی ــت ب ــرایش تقوی ــولتی وی ــس م  پلک

CRISPR / Cas9 نشـان آنها نتایج. کردند استفاده برنج در 

 مـی tRNA درون زاي پـردازش سیستم از استفاده که داد

 سیســتم کــارایی و قــدرت تــوجهی قابــل طــور بــه توانــد

CRISPR / Cas9 یـک مـا اسـاس، ایـن بر .دهد افزایش را 

 از کـه کـردیم را طراحی sgRNA دو کننده بیان پلاسمید

 قـرار هـدف براي تواند می و اده می کنداستف سیستم این

 .شود استفاده IDUA ژن دادن

 هامواد و روش
 رخ 7 اگـزون در IDUA جهش زیادي تعداد که آنجا از

 7 اگـزون دادن قـرار هـدف بـراي هـا sgRNA دهـد، مـی

 پارامترهـاي بـه توجه با sgRNA طراحی. اند شده طراحی

ختصاصی غیر ا هدف نباید sgRNA. است شده انجام دقیق

 هـدف، اختصاصیت افزایش براي این، بر علاوه. داشته باشد

 استفاده ژن مورد هدف قرار براي) Cas-9 نیکاز( Cas9n از

 دو صـورت بـه نیکـاز بر مبتنی هاي sgRNA بنابراین. شد

sgRNA هاي رشته روي هایی را جایگاه که شدند طراحی 

 بـا یـک دنبالـه  sgRNA هـر. دهنـد می قرار هدف مکمل

tracrRNA از و شده طراحی sgRNA خـود توسـط  مجاور

 سـپس )A1 شـکل( .اسـت شده جدا گلیسین tRNA یک

کلـون  pGH پلاسـمید در و شد سنتز شده، طراحی توالی

 .)B1 شکل( گردید

 
 sgRNA جفت سه ،A1 شکل

 
 pGH پلاسمید ، نقشهB1 شکل

 

 pX335 پلاسمید در SgRNA کلون
 بـا شـد و تکثیـر توسط کلونینـگ شده سنتز پلاسمید

 پلاسمید از μl31 خلاصه، طور به. گردید هضم BbsI آنزیم

pGH  ،μl5 بـافر  از x10 NEB Cut Smart از واحـد 2 و 

مقطـر بـه  آب بـا شد و مخلوط BbsI کننده محدود آنزیم

 درجـه 37 دماي در ساعت 3 مدت به رسید و μl50 حجم

 ژل از sgRNA بیـان کننـده آرایـه. شـد انکوبـه سانتیگراد

 پروتکـل طبق نیز pX335 پلاسمید. گردید استخراج آگارز

 و پلاسـمید هـاي توالی. شد هضم BbsI آنزیم توسط فوق

sgRNA از اســتفاده بــا شــده آمــاده T4 DNA بــه  لیگــاز
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 sgRNA کننـده بیـان آرایه μg  5/0. شدند یکدیگر متصل

 بـافر μl1 شده، هضم pX335 پلاسمید μg1 تخلیص شده،

x 10 DNA واحــد 10 و ازلیگــ HC T4 DNA Ligase 

در  رسـید و μl10 بـه حجـم مقطـر آب بـا شده و مخلوط

 انکوبـه شـبانه روز به مدت یک سانتیگراد درجه 16 دماي

 حرارتی شوك استاندارد پروتکل توسط محلول حاصل. شد

 .شد شرایط انتقال داده واجد DH5α سلولهاي به

 آنزیمی هضم

 محیط در بانه روزش یک نوترکیب به مدت هاي کلونی

LB کیــت از اســتفاده بــا پلاســمیدها. شــدند داده کشــت 

. گردیدنــد اســتخراج دســتورالعمل اســتاندارد و طبــق

 بررسـی SmaI آنزیمی هضم توسط نوترکیب پلاسمیدهاي

 هضم است، شده داده نشان 2 شکل در که همانطور. شدند

 SmaI وسـطت pX335-sgRNA نوترکیب پلاسمید آنزیمی

 و بـاز جفـت 5548 باز، جفت 2974 هاي طول اب باند سه

 می کند. ایجاد باز جفت 168

 
 وسطت pX335-sgRNA نوترکیب پلاسمید آنزیمی ، هضم2 شکل

SmaI 
 

 ترانسفکشن و سلولی کشت
 در ،HEK293 انسانی جنینی کلیه اپیتلیال سلولی رده

ــا RPMI 1640 محــیط ــرم 20 ب ــی در میکروگ ــر میل  لیت

 شــد. ســلول هــاي داده کشــت FBS ٪10 و جنتامایســین

 فلاسک ترانسفکشن در از قبل روز 3به مدت  5/2 ×  105

رسـیدن سـلول  از پس. شدند قرار داده مربع متر میلی 25

 میکروگـرم 8 دستورالعمل، طبق ، ٪60 سطح تراکم به ها

 لیپوفکتــامین از اسـتفاده بــا pX335-sgRNA پلاسـمید از

ــه 2000 ــلولها ب ــفکت س ــد ترانس ــاع 24. ش ــس تس  از پ

 ٪10 حـاوي RPMI 1640 بـا محـیط کشـت ترانسفکشن،

FBS ــایگزین ــد ج ــاد. ش ــاعت دو و هفت ــد، س ــلولها بع  س

 سـریالی رقیق سـازي با روش کلونها تک و شده تریپسینه

در  هفتـه یـک مـدت بـه هـا سـپس سـلول. شـدند آماده

 ایــن از DNA و شــدند داده کشــت خانــه 96 میکروپلیــت

 از اسـتفاده بـا PCR نشواکـ. گردیـد اسـتخراج چاهک ها

 توالی. شد انجام  IDUAژن 7اگزون  پرایمرهاي اختصاصی

 بـا PCRنتـایچ  .اسـت شـده ذکر 1 جدول پرایمر در هاي

 و تجزیــه مــورد اســتاندارد ذوب منحنــی از روش اســتفاده

تحت  متفاوت ذوب الگوي با ها نمونه و گرفتند قرار تحلیل

 قرار گرفتند. سنجر توالی یابی
 7 اگزون توالی پرایمرهاي. 1 جدول

Primer 
name 

Sequence Product 
size 

IDUAEX7F          ACTACATCTCCCTCCACAG 489bp IDUAEX7R      CATTGTCGTTGCTCAGGA 
 

 یافته ها

 IDUA هدف پلاسمید تولید

 BbsI آنـزیم از استفاده با pGH نوترکیب پلاسمیدهاي

 هضـم ، pGH نوترکیـب پلاسـمید نقشه طبق. شدند هضم

 ،DNA قطعـه یـک BbsI آنزیم با pGH-sgRNA پلاسمید

 روي بـر شـده هضم پلاسمیدهاي. دهد می باز جفت 443

 ژل از نظـر مـورد قطعـه و شـدند الکتروفورز ٪1 آگارز ژل

ــتخراج ــه و اس ــمید ب ــی pX335 پلاس ــل خط ــد متص  .ش

 از استفاده با نوترکیب pX335-sgRNA پلاسمید تشخیص

-pX335 نقشــه طبــق. شــد جــامان SmaI آنزیمــی هضــم

sgRNA، توسط پلاسمید هضم SmaI طـول  بـا قطعـه سه

 بـاز جفـت 173 و باز جفت 2950 ، باز جفت 5558 هاي

 آگـارز ژل روي بـر شده هضم پلاسمیدهاي. کند می ایجاد
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 نظر مورد الگوي پلاسمیدها از برخی شدند، الکتروفورز 1٪

 بـا نوترکیـب پلاسـمیدهاي توالی نهایت دادند. در نشان را

 .شد تأیید سنگر توالی یابی از استفاده

 IDUA ناك اوت سلولی رده تولید

ــن در ــه، ای ــا مطالع ــتفاده ب ــتم از اس -CRISPR سیس

nCas9، ژن 7 اگزون در مجاور اي رشته تک هاي شکست 

IDUA دو شکسـتگی بـه منجـر نهایـت در کـه شد ایجاد 

 دو شکست هاي ترمیم دنبال به. شود می ژن این در رشته

ــته اي ــتم  از رش ــق سیس  non-homologous endطری

joining رخ مرحلــه ایــن درج در و ، جهــش هــاي حــذف    

 از و خواندن در چارچوب تغییر به منجر اغلب که دهد می

  .شود می ژن عملکرد رفتن بین

ــون ده ــا و شــد جــدا ترانسفکشــن محصــولات از کل  ب

 تحلیـل و تجزیـه مورد ذوب منحنی آنالیز روش از استفاده

 ذوب منحنی که سلولهایی در IDUA 7 اگزون .گرفت قرار

 از پرایمرهـاي اختصاصـی اسـتفاده بـا آن انحراف داشـت،

 مشـاهده 3 شـکل در که همانطور. شد یابی توالی و تکثیر

 جهــش داراي 5 و 3 شــماره هــاي کلــون شــود، مــی

 دو بـراي 8 کلـون سـلولهاي مقابـل، در. بودند هتروزیگوت

 جهـش سـه هـر. بودنـد هتروزیگوت دلاین مختلف جهش

 که هستند در چارچوب تغییر هایی با جهش شده مشاهده

 حـال، این با. شوند می ژن عملکرد دادن دست از به منجر

 8 کلون فقط هرلر، سندرم مغلوب اتوزومی ماهیت دلیل به

 .داشت را نظر مورد ژنوتیپ

 

 
 )3(C 8کلون شماره  و)3(5Bکلون شماره  ،)A)3 شماره کلون در IDUA توالی یابی ژن نتیجه. 3شکل

 بحث و نتیجه گیري

 درمـان تسهیل براي متعددي روشهاي حاضر، حال در

LSD ــرایش .)6( دارد وجــود ــی وی ــی ژن ــد م ــان توان  درم

 سیسـتم سـه. کنـد فـراهم هـا بیمـاري این براي مناسبی

  ،zinc finger nucleases (ZFNs)  )7(شامل  ژن ویرایش

transcription activator-like effectors nucleases 
(TALENs)  )8( و )9(  homing endonucleases  ــه ارای

 پـیش برانگیـز چـالش و پیچیده ماهیت دلیل به اما. شدند

 استفاده و طراحی و پروتئین، DNA برهمکنش میان بینی

 بـه CRISPR-Cas9 سیسـتم. اسـت دشوار ها روش این از

 قـرار مطالعـه مـورد اخیراً ژنوم ویرایش تکنیک یک عنوان

 مبتلا بیماران براي درمانی یک روش که .)10( است گرفته

ــه ــابی ، جهــتLSD ب ــت بازی ســلولهاي  در آنزیمــی فعالی

 اگرچـه .)11( را ارایه می دهد بیمار از شده گرفته آتولوگ

 بـالینی اولیـه مراحل در هنوز CRISPR / Cas9 از استفاده

 سـایر از اسـتفاده بـا انیانسـ سلولهاي اصلاح اما قرار دارد،

 بـراي را خـود راه اخیـر سـالهاي در ژنـی ویرایش سیستم

 مولکـولی مکانیسـم .)12( است کرده باز بالینی کاربردهاي

 کننـد مـی در ژنوم عمل DNA قطعات دادن قرار براي که

 رشـته دو شکست طریق از DNA ترمیم سیستم به واسطه

آلـل  کـه .)13( شوند می فعال Cas9 توسط ایجاد شده اي

 ادغـام حـذف، مانند اضافی تغییرات اغلب هدف مورد هاي

 را مضاعف سـازي حتی و هدف پلاسمید چندگانه یا جزئی
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 CRISPR / Cas9 ژنـوم مهندسـی فنـاوري اما .)14( دارند

 تـا است داده قرار محققان اختیار را در ارزش ابزار بسیار با

 در پزشـکی زیست تحقیقات ايبر مختلف هاي مدل تولید

  ).15،16( کنند تسریع را بدن داخل

 

 

 

 

 

 

 

 تشکر و قدردانی
 شـده انجام مشهد پزشکی علوم دانشگاه در مطالعه این

د در این پروژه ما را یـاري کردنـ که کسانی از تمامی. است

 .کنیم می تشکر قمی بزرگ آقاي سعید ویژه به
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Abstract 

Background: The hurler syndrome is the most common form of lysosomal storage diseases 
(LSDs). In the present experiment, we intended to generate an IDUA targeting CRISPR-Cas system 
and deactivate the target gene using it. 
Materials and Methods: IUDA targeting sgRNA pair were cloned into the px335 plasmid and 
resulted plasmid identity was confirmed using restriction mapping. Recombinant plasmid was 
transfected into the human epithelial cell line, HEK-293. Mutated clones were screened by melting 
analysis and their mutation was characterized by Sanger sequencing. 
Results: Analytical digestion and Sanger sequencing confirmed indel mutation induction in two 
clones in heterozygote and one clone in homozygote state. 
Conclusion: In this study, we produced an IDUA knockout cell model using CRISPR-nCas9 
system. This model can be used in the therapeutic approaches of this disease.  
Keywords: Hurler syndrome, CRISPR-Cas, Gene knock out, IDUA 
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