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  1011چهارم فروردین  ی /هفته216 ی /شمارهو نهم  سال سی مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 28/9/9011تاریخ چاپ:  91/99/9911تاریخ پذیرش:  2/8/9911تاریخ دریافت: 

  
 با استفاده از  پرایمری انسان Tهای  در سلولویرایش ژنی هدفمند 

 CRISPR/Cas9های  ریبونوکلئوپروتئین

 
 3زاده ، فاطمه رهبری2زهره حجتی، 1الهه کمالی

 
 

‌دهیچک

 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/ CRISPR-associated protein 9ی  با واسطه یمریپرا T یها سلول یناک اوت ژن :مقدمه

(CRISPR/Cas9) بینوترک نیپروتئ میدارد. انتقال مستق ینیبال یکاربردها یبرا یادیز یها تیمحدود Cas9 و Guide RNA (gRNA) کیبه عنوان  کیسنتت 
 یمریپرا T یها در سلول آمدکار اریبس یژن شیرایو یروش قدرتمند برا کی( به RNPیا  Ribonucleoproteinمونتاژ شده ) شیاز پ ینیبونوکلئوپروتئیکمپلکس ر

  و T Cell receptor alpha constant (TRAC)ی ها اوت هدفمند ژن ناک یبرا Cas9 RNPبر  یانتقال مبتن ستمیمطالعه، از س نیشده است. در ا لیتبد

β2 microglobulin (B2M) یها در سلول T گردیداستفاده  یانسان یمریپرا. 

 یهاgRNAو  Cas9 نیشدند. پروتئ یطراح B2Mو  TRAC یها ژن ییابتدا یها هدف قرار دادن اگزون یبرا یاختصاص هایgRNA منظور بدین :ها روش

 Peripheral blood) یطیخون مح یا تک هسته یها جدا شده از سلول یانسان یمریپرا T یها و به سلول ندشد بیبه طور جداگانه ترک همربوط کیسنتت

mononuclear cell  یاPBMCلیو تحل هیبا روش تجز یژن شیرایو ییشدند. کارا تی( الکتروپور Tracking of Indels by Decomposition (TIDE)  و
 شد. یریگ اندازه یتومتریفلوسا

اوت  ناک کارایی TIDE آنالیز، B2Mو  TRACی  کنندهی ریگ هدف RNP یها با استفاده از کمپلکس یمریپرا T یها سلول شنیسه روز پس از الکتروپور ها: افتهی

 آنالیزمشخص کرد.  B2M ی کنندهی ریگ هدف یهاgRNA برای را درصد 29-39و  TRAC ی کنندهی ریگ هدف یهاgRNA برای را درصد 11-99
 و TRAC (TRAC-gRNA3)ی  کنندهی ریگ هدف یهاgRNA نیکارآمدتر یژن را برا انیسرکوب کامل ب درصد 26و  61 زانیم بیبه ترت زین یتومتریوسافل
(B2M-gRNA2 )B2M کرد.  دأییت 

ژن هدفمند  تاو منتقل و منجر به ناک یمریپرا T یها به سلول یمدآتواند به طور کار یم Cas9 RNP ستمیدهد که س ینشان م این مطالعه، جینتا :گیری نتیجه

و روند  سازد میفراهم  یمریپرا T یها در سلول ویرایش کارایی رساندن حداکثر به برای یار کارآمدیساده و بسکار راه مطالعه، نیشرح داده شده در ای  نامه شیوه. گردد
 کند. یم تسهیلرا  ینسل بعد یها یمنوتراپیا یژن برا شیرایو

 Tی سلول  اوت ژن؛ ایمنوتراپی؛ گیرنده ناک واژگان کلیدی:

 

های  ریبونوکلئوپروتئینبا استفاده از  پرایمری انسان Tهای  در سلولویرایش ژنی هدفمند  .زاده فاطمه رهبری حجتی زهره، کمالی الهه، :ارجاع

CRISPR/Cas9. 11-63 (:192) 91 ؛9011 اصفهان پزشکی دانشکده مجله. 

 

 مقدمه

 Clustered regularly interspaced short palindromicسیستت  

repeats/ CRISPR-associated 9 (Cas9) ،و کارآمتد   عیست   دیامکان تول

 یرا ف اه  کت د  است د دست کار    ها از سلول یدر انواع مخ لف یاوت ژن ناک

  یبت  عوتوان تو ت    ،یمت  یپ ا T یهتا  در ستلول  یا وی ایش ژنی عملک د ژن

  و بت  یاز مو ت  درمتان   ،یقیتطب یمویا یها پاسخ یاصل یها و افک ورها کوود 

 همچتون پ ایمت ی   T هتای  بت  ستلول   یمب وت  یهتا  یمونوت اپیبا ظهور ا ژ یو

  یت ز اهمیحا اریبس Chimeric antigen receptor T (CAR T)های  سلول
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ء دو جتز نیازموتد   ،CRISPR/Cas9 ست   یس ی ژن با واستط   شی ایاس د و

 Guideراهومتتا ) RNA کیتتو  Cas9 نتتدونوکلزازا DNA: اصتتلی استت 

RNA باز،  جف  جادیا قی( ک  از طCas9   یتتوال  کیت را ب DNA    ختا

هتای   ، با ایجتاد کتکا   DNAک  پس از اتصال ب  توالی  (1) کود یم  یهدا

( در جایگتا  هتد  همت ا     DSBیا  Double strand breaksای ) دو رک  

ی ژن ایجتاد کتوند، از ط یتق     ی کد کووتد   ها در ناحی  اس د اگ  این ککا 

یعوتی اتصتال ان هتای غیت  همولتو        DNAفعال کدن مسی  غالب تت می   

Non-homologous end joining (NHEJ  موجب ایجتاد نتاک )  اوت ژن

هتتا و  کتتدگی  گتت ددد ایتتن مستتی  ت میمتتی، اغلتتب بتتا ایجتتاد حتت     متتی

( در محت  بت     Indelsیا  Insertion–deletionهای کوچک ) کدگی درج

هم ا  است  و اگت  ایتن ترییت ات چتارچون ختوانش ژن را ترییت  دهوتد،         

اوت عملکت دی ژن   موجب ایجاد یک کدون خ   زودرس و در نهای ، ناک

 گ ددد می

 یبت ا  CRISPR/Cas9 ی ژن بتا واستط    شی ایت کت  و ایتن   با وجتود 

رو   ،یتکوولتوژ  نیت ظهتور ا  یبود، در اب دا  یپ  امکان T یسلول یاه رد 

 T یمت  یپ ا یهتا  در ستلول  یاوت ژنت  نتاک  جتاد یا یبت ا  یو کارآمد عیس 

بت    CRIPSR/Cas9 ی کارب د گس  د ت تیب،  و بدین  وجود نداک  یانسان

 یهتا  گی نتد   کیت بت  تح   ازین ،نیت نسفکشن و همچوی ها  یخاط  محدود

 سیست    جهت  است فاد  از    یاول یها در تلا  دی مواج  بودبا موانع T سلول

CRISPR/Cas9 یهتا  ژن در ستلول  شی ایت و یب ا T از  یانستان  یمت  یپ ا

 یانیت ب هتای  ستاز   شنیالک  وپور ای gRNA (3-2)و  Cas9 ی وسیان قال و

Cas9  وgRNA (5-4) شتن یالک  وپوربا توج  ب  ایتن کت     دکد اس فاد  می 

 ییکتارا  ابت  ک دهتا یرو نیت ا ،است   یستم  اریبس T یها سلول یب ا پلاسمید

 ،دت یتتجد یک دهتتایرو ، درد در مقابتت همتت ا  بتتود یشتتی ایو نییپتتا اریبستت

کتد    یست یرونو یهاgRNA باهم ا   Cas9 بینوت ک نیپ وتز یها کمپلس

 یهتا  نیبونوکلزتوپ وتز یموستو  بت  ر   ک،یستو    هایgRNA یا شگا یادر آزم

Cas9 (Cas9 Ribonucleoproteins  یاRNP)شتن یکمتک الک  وپور   ، ب 

 ییبا کتارا  ک  کوند میان قال داد  پ ایم ی انسانی فعال کد   T یها ب  سلول

 د(6-0)اس   بود  هم ا وی ایش ژنی  درصد 09-59

 هتای  سلول از سلولی، ایمووت اپی رویک دهای بیش   در حاض ، حال در

T  بت   اس  ممکن کود و ک  از خود بیمار گ ف   می کود می اس فاد  اتولو 

 ی هزیوت   و زمتان  و T هتای  ستلول  کمی  و کیفی  با م تبط مشکلات دلی 

 ایموتوت اپی د در باکتد  همت ا   متوانعی  بتا  اتولو  T سلول محصولات تولید

هتا   آن ییک  موجب کواسا یح   عوامل یراس ا در T یها سلول آلوژنیک،

حتال،   ایتن  بتا د کوند یداد  م  ییتر دد،گ  یم گی ند ف د  یمویا س  یتوسط س

T Cell Receptor (TCRهای) هتای  ستلول  روی بت   اندوژن T  آلوژنیتک 

 بت   موجت   و دهوتد  تشخیص را سلول ی گی ند  ف د های ژن آلوآن ی اس  ممکن

( GVHD یتا  Graft versus host disease) میزبتان  مقابت   در پیونتد  بیمتاری 

 در Human leukocyte antigen (HLA)هتای   بیان مولکول ب  علاو ،د کوند

 توستط  هتا  آن ست یع  کتدن  رد باعت   توانتد  متی  آلوژنیک T های سلول سطح

Host versus graft disease (HVGD )یتا واکتوش    میزبتان  ایموتی  سیست   

 دست کاری کتام    ایموتوت اپی  یدر تکوولتوژ  هتا  شت ف  یپ نیدت ید جدکود

ی هتا  نیو پت وتز  TCRهتای   گی نتد   ن ی  یسطح سلول یها نیپ وتز یان خاب

HLA های  سلول جادیب  مو ور اT  توانتد بت ای درمتان     ک  متی  اس  ف اگی

 ب  کار رودد بیماران از توجهی قاب  بسیار تعداد

 انیت ب T یهتا  در سطح ستلول  ای ب  طور گس  د  TCR αβ یها گی ند 

هتای   ستلول  ها توستط  ب  آن کد  ع ض  یها ژن یآن  ییو در کواسا کوند یم

دخالتت  دارنتتدد  (Antigen presenting cells) ژن ی آن تتی کووتتد   ع ضتت 

 TCRα ی   یت د زنجکود می  یآلفا و ب ا تشک ی   یاز دو زنج TCRکمپلکس 

و  T Cell receptor alpha constant (TRAC) ژن موفت د  کیت توستط  

 T Cell Receptor Beta Constant توستتط دو ژن TCRβ ی   یتتزنج

(TRBC) و عملکت د   انیت حفت  ب  یب ا ،  یدو زنج نیکوندد ا یکد مTCR 

کت    ییجتا  از آن دهوتدد  یمت   یتشتک  مت  یدا کیت ، T یهتا  در سطح ستلول 

ی عملکت د  یمولکول ستطح ستلول   کی انیب  مو ور ب TCR αβ یها گی ند 

 TRBCیتا   TRACاوت یکی از دو ژن  ناکدارند،  م یه  ودا  یب  تشک ازین

 ، یف ضت  نیت ا دییت است د در ت   یکتاف  TCR αβکمتپلکس   انیح   ب ی اب

موجت  بت  فقتدان     TRACدر ژن  جهتش  کیک  وقوع اس  مشخص کد  

ی  ( زنجیت   B2Mمیک وگلوبتولین )  2-د ژن ب ا(19) گ دد یم TCR αβ انیب

کوتد و بت ای بیتان ستطحی      را کتد متی   Iگت و    HLAهتای   جانبی مولکول

، یتک راهکتار   B2Mد حت    (11)ض وری است    HLA-I یم هایه  ودا

توانتد در   اس  و می Iکلاس  HLAبیان سطحی  کواخ   کد  ب ای س کون

های ایموی ف اگیت  یتا هایپوایمیووژنیتک     ایمووت اپی ان خابی ب ای ایجاد سلول

(Hypoimmunogenic  ک  ایمیونوژنیسی ی کم  ی نسب  بت  ستلول ،)   هتای

 طبیعی دارند، مورد اس فاد  ق ار گی دد

  و TRACهتتای  در ایتتن مطالعتت ، بتت  مو تتور ستت کون بیتتان ژن     

β2 microglobulin (B2Mکارآمدت ین رو  ناک ،)     ی  اوت ژنتی بت  پایت

هتتای  کتت  مب وتتی بتت  الک  وپوریشتتن کمتتپلکس  CRISPR/Cas9سیستت   

است ، بت  کتار     Cas9سو  یک و پ وتزین  gRNAریبونوکزوپ وتزیوی حاوی 

 کیت اوت ژن توها بتا   از ناک ییبالانسب   ،رو  نیبا اس فاد  از ا گ ف   کدد

 انیت بک  با کتاهش   آمددس    ب های ژنی هد  در جایگا  ت نسفکشن موف د

 دکد نیز ت ییدهد   های نیپ وتز

 

 ها روش

ی  درصد اب تدایی ناحیت    49ها باید gRNAب  طور معمول، : gRNA ط احی

اوت یا از دس  رف ن عملکت د   ی ژن را هد  بگی ند تا کانس ناک کد کوود 

هتای   اب تدایی ژن اگتزون   تتوالی هتا،  gRNA یط احت  یب ا .ژن افزایش یابد

TRAC  وB2M یاز سا  Ensembl    از بتا است فاد     ،ان ختان کتدد ستپس

 CRISPOR (http://crispor.tefor.net )(12)ابتتتزار ط احتتتی آنلایتتتن  
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توستط ایتن ابتزار و     gRNAط احتی   دصتورت گ فت   ها gRNA یط اح

ی  بیش   ابزارهای ط احی، ب  طور معمول کام  س  م حل  است : در م حلت   

ی حاض ، توالی اگزون اب تدایی   ی ژنی مورد ن   )در مطالع  اول، توالی ناحی 

ی دو ، ژنتو    کودد در م حلت   های مورد هد ( در باکس م بوط وارد می ژن

گ دد )در این مطالع ، ژنو  انسان ان خان کتد(   ن خان میموجود مورد ن   ا

( ان ختان  NGG)در ایتن مطالعت     PAM فیت موت نوعسو ، ی  و در م حل 

 ابتتزار لیستت ی از نیتتاستتابمی  اطلاعتتات، و پتتس از وارد کتت دن   کتتودد متتی

gRNAنیبت  نیت کت  از ا  دینما یم ارای  ها ،gRNA     هتا بت  مبوتای دارا بتودن

و بتالات ین میتزان    (13)( On-target scoreگیت ی )  هتد  بتالات ین ام یتاز   

 Off-targetک  بتودن تعتداد   ( یا ب  عبارتی Off-target score)اخ صاصی  

 بتا  کت   کدند ان خان هاییgRNA کوندد ب  طور ت جیحی، ان خان می (14)

 بت    و گی ی هد  ن   از بالا یا کارایی بالا On-target ام یاز داک ن وجود

د باکتود  داکت    نیتز  بتالایی  اخ صاصی  یا Off-target هد ، ام یاز توالی در

 تتا حتد امکتان کتاهش     هتد   از ختارج  اثت ات  ایجاد اح مال ت تیب،  بدین

بت    gRNAهای پیشوهاد کتد ، ست    gRNAدر نهای ، از بین  دیاف  خواهد

بت  مو تور    gRNAو ست    TRACگیت ی اگتزون اب تدایی ژن     مو ور هد 

از  gRNAان خان و ف   ستو  یک هت     B2Mگی ی اگزون اب دایی ژن  هد 

 (د1سفار  داد  کد )جدول Sigma (Sigma-Aldrich, USA )ک ک  

 
  های ژن گیریهدف جهت شده انتخاب هایgRNA. 1 جدول

T Cell receptor alpha constant (TRAC) و β2 microglobulin 

(B2M) امتیازهای و On-target و Off-target هر برای شده بینی پیش 

gRNA ابزار توسط CRISPOR 

 امتیاز  توالی نام

On-target 
 امتیاز

Off-target 

TRAC-

gRNA1 
TCTCTCAGCTG

GTACACGGC 
22 82 

TRAC-

gRNA2 
TAGGCAGACA

GACTTGTCAC 
60 71 

TRAC-

gRNA3 
AGAGTCTCTC

AGCTGGTACA 
67 29 

B2M-

gRNA1 
CGCGAGCACA

GCTAAGGCCA 
62 79 

B2M-

gRNA2 
GAGTAGCGCG

AGCACAGCTA 
26 93 

B2M-

gRNA3 
ACTCTCTCTTT

CTGGCCTGG 
69 22 

 

 محیطتتتی  ختتتون  ای هستتت    تتتتک  هتتتای  ستتتلول  جداستتتازی 

 (Peripheral blood mononuclear cell یا PBMC) :تتک   یهتا  سلول

  Ficoll-Paque محلتتتول بتتتا استتت فاد  از  یطتتتیختتتون مح یا هستتت  

(Sigma-Aldrich, USA )بتدین   د(15)ند غل   جدا کد بیک انیو گ اد

هتای   در لولت  هم ا  با ضتد انعقتاد    یطیخون مح لی   یلیم 19-29ت تیب ک  

 نیب اب  با بتاف  فستفات ستال     نسب و سپس، ب  یآور جمعی اس  ی   هپاریو 

(Phosphate-buffered saline  یاPBS )و بت  آرامتی بت  صتورت      یتق رق

بت    PBSد سپس، ت کیب خون محیطتی و  کد یخ  ر یکولفا یب  روای  لای 

 دیفیوژ کتتدستتان  قتت  دور/دقی 2599کتت ان بتتا  یقتت دق 25-39متتدت 

ی کتدر و   ای خون محیطی ک  ب  صورت لایت   های تک هس   سلول

گی نتد، بت  آرامتی جتدا کتدندد       مجزایی بتین پلاستما و فتایکول قت ار متی     

کس شتو داد  کتد و    PBSبتا   ، دو م حل جدا کد  یا هس    تک یها سلول

 Roswell Park Memorial Institute کامت   یطدر محت  یرستون ستلول  

(RPMI) (Thermo Fisher, USA ) در آمدد یونصورت سوسپانس  ب 

: Pan T cell جداستازی  کی  از اس فاد  با CD3+ T های سلول جداسازی

 Pan T Cellی جداستاز   یت بتا است فاد  از ک   یانستان  CD3+ T یها سلول

(Miltenyi Biotec, Germany )قت ار گ ف وتدد   یست یمرواط مورد ان خان 

 کتمار  و بت  متدت     PBMCهتای   اب دا مقادی  متورد نیتاز از ستلول   

 سان  یفیوژ کتدندد ستپس، پلت  ستلولی در      g 399دقیق  در ک ان  19

Magnetic-ativated cell sorting (MACS )متتاک ولی   بتتاف    49

(Miltenyi Biotec, Germany ) متتاک ولی   از بتتاف   19حتت  کتتدد 

Pan T cell biotin-antibody cocktail  موجتتود در کیتت  بتت  میتتزان 

 ستتلول اضتتاف  و بتت  ختتوبی ت کیتتب و سوسپانستتیون ستتلولی بتت  متتدت   197

متاک ولی   از بتاف     39گ اد انکوب  کدد بار دیگ ،  ی سان ی درج  2-8دقیق  در  5

MACS   ،متاک ولی   از بتاف     29و ستپسPan T cell microBead cocktail 

 دقیقت  در   19و بعد از ت کیب کدن، سوسپانسیون ستلولی بت  متدت     اضاف 

 کتتتدد در ادامتتت ، از دستتت گا    گتتت اد انکوبتتت   ی ستتتان ی درجتتت  8-2

AutoMACS Pro Separator (Miltenyi Biotec, Germany ) و

اس فاد  کدد  CD3+ Tهای  ب ای جداسازی سلول Depletesی  ب نام 

ب  صورت  Tهای  ها ب  جز سلول با اس فاد  از این کی ، تمامی سلول

( بدون Tهای  دار کدند و جمعی  سلولی هد  )سلول مگو یک نشان

لیبت  بتاقی ماندنتتد و تحت  عوتتوان جمعیت  موفتتی توستط دستت گا       

 جداسازی کدندد

 دایوابیتدهای  از است فاد   با کد  جدا T های سلول تح یک و سازی فعال
  CD3/CD28دایوابیتتتتتدهای  :IL-2 و CD3/CD28 ی فعتتتتال کووتتتتتد  

(Thermo Fisher, USA )های  سازی سلول امکان فعالT   انسانی را بتدون

 Antigen-presenting cellsژن  ی آن تی  هتای ع ضت  کووتد     نیاز ب  ستلول 

(APCف اه  می ) هتای   بت  ستلول   1:1د دایوابیتدها بت  نستب     (16) آورندT 

 ی ایتن محصتول، حتدود     نامت   اضاف  کدندد بتدین مو تور، بت  طبتق کتیو      

 Tسازی یک میلیتون ستلول    ماک ولی   از این دایوابیدها ب ای فعال 25

کافی خواهد بودد اب دا، مقادی  مورد نیتاز از دایوابیتدها بتا است فاد  از     

PBS های  کس   و در حج  معادل از محیط کش  سلولT  ح  کدد

ی قبلی ب  مو ور ایجاد پلت    جدا کد  در م حل  Tهای  سلولسپس، 
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دقیق  سان  یفیوژ و دایوابیتدها بت  نستب      5ب  مدت  g 399سلولی در ک ان 

 ،Tهتای   اضاف  کدندد ب  مو تور تح یتک تکریت  ستلول     Tهای  سلولب   1:1

بت  میتزان    (Miltenyi Biotec, Germany)نوت کیب  (IL-2) 2ایو  لوکین 

 T یهتا  ستلول ها اضاف  کدد  لی   ب  محیط کش  سلول واحد/میلی 39

کد   یغو RPMI 1640 (Thermo Fisher, USA)کش   طیدر مح

   واتیتتتپ  ی، ستتتد(Thermo Fisher, USA) بتتتا گلوتتتتامکس

(Thermo Fisher, USA ) درصتتد  19وFetal bovine serum 

(FBS) (Thermo Fisher, USA )گت اد  یسان  ی درج  37 یدر دما 

 یست یمرواط یدهایت وابیدا وردر حضت  اکسید کت بن  دی درصد 5حاوی 

 بیتتنوت ک IL-2و CD3/CD28 (Thermo Fisher, USA )ضتتد 

 بتتتتت  متتتتتدت ( Miltenyi Biotec, Germanyی )انستتتتتان

 داف ودی تکری و کدند  کیتح ساع   72-48
هتای   کمپلکس :CRISPR/Cas9 ریبونوکلزوپ وتزیوی کمپلکس تشکی 

و از ط یتق ت کیتب دو    شیبلافاصتل  قبت  از هت  آزمتا    ریبونوکلزوپ وتزیوی، 

 ( و crRNA) CRISPR RNAیعوتتتتی  gRNAبختتتتش ستتتتو  یک  

Trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA و پتتت وتزین )Cas9 

و crRNA (Sigma-Aldrich, USA )ستو  یک   یهتا  یتتوال  ایجاد کتدندد 

tracrRNA (Sigma-Aldrich, USA )یکد  در باف  حتاو  ز یلیوفیل Tris 

د کتود  جتاد یای ک ومولاریم 199 یها ح  کدند تا اس وک 4/7معادل  pH با

 بیت ت ک tracrRNAو  crRNAاز  یمتول  کستان ی  یمقتاد  ،م احت  در تما  

ستتتپس، د دنتتت یکتتک  بگ  crRNA:tracrRNA یدهایتتتب یکتتدند تتتتا ه 

  Cas9 نیو پتتتتتتت وتز tracrRNAو  crRNA یهتتتتتتتا دوبلکتتتتتتتس

(Sigma-Aldrich, USA )در  قت  یدق 19 ب  مدتو حداق   بیت ک یب  آرام

  یتشتک  CRISPR/Cas9 RNP یهتا  اتاق انکوب  کدند تا کمتپلکس  یدما

بتا است فاد      ،یبلافاصل  پس از تشک یویبونوکلزوپ وتزیر یها کمپلکسکودد 

 هد  مو ق  کدندد یها از نوکلزوفکشن ب  سلول

، T یهتا  ستلول  ی  یاول کیس  روز پس از تح  :T های سلول ت نسفکشن

در  T یهتا  ح   و ستلول  یسیب  رو  مرواط CD3/CD28ضد  یدهایوابیدا

بتا است فاد  از    ،از آنساع  کشت  داد  کتدند و پتس     6ب  مدت  دهایب انیغ

 ،P3 Primary Cell 4D-Nucleofector X Kit Sنوکلزوفکشتتن   یتتک

V4XP-3032 (Lonza, Basel, Switzerland )  کتدندد    یوپورالک

 PBS بتاف   است فاد  از  بتا  کمار  و T سلول 196 حدود ،بدین مو ور

ستان  یفیوژ کتدندد ستپس، پلت       g 899دقیقت  در   5و ب  مدت کس   

 ستتلولی همتت ا  بتتا کمتتپلکس ریبونوکلزتتوپ وتزیوی متتورد ن تت  در       

ماک ولی   محلول نوکلزوفکشن ح  کدد ت کیب حاص ، ب  ست ع    29

های مخصو  نوکلزوفکشن مو ق  و در دس گا  نوکلزوفکشن  ب  کووت

Amaxa 4D-Nucleofection (Lonza, Germany )  ی  بتتا ب نامتت

ت نسفک  کتدد بعتد از اتمتا      Tهای  ب ای سلول EH-115صی اخ صا

ها بت  آرامتی بت  پلیت  ستلولی حتاوی        نوکلزوفکشن، مح ویات کووت

 گت اد  یسان  ی درج  37 یدر دمامحیط کش  از قب  گ   کد  مو ق  و 

 انکوب  کدد
ف اوانتی   :CRISPR/Cas9 سیست    توستط  ژنتی  وی ایش کارایی آنالیز

Indel     های ایجاد کتد  توستط سیست   وی ایشتیCRISPR/Cas9     یتا بت

 عبتتتاراتی کتتتارایی ویتتت ایش ژنتتتی، بتتتا استتت فاد  از ابتتتزار آنلایتتتن      

Tracking of Indels by Decomposition (TIDE )(17)    مبوتتی بتت

گی ی کدد بدین مو ور، دو روز بعد از ت نسفکشتن،   ، انداز DNAیابی  توالی

DNAهای کو ت ل بتا است فاد  از     های وی ایش کد  و سلول ی ژنومی سلول

( است خ اج کتد    Epicenter, USA) Quick extract باف  اس خ اج ست یع 

ستلول در   3999-4999تجزی  ) ،اس خ اج سوسپانسیوندر ها اب دا  سلول

ی  درجت   62ستلولی در دمتای    سوسپانستیون ه  میک ولی ت ( کتدند و   

گت اد   ی سان ی درج  08دقیق  و سپس، در دمای  29گ اد ب  مدت  سان ی

، نتواحی متورد   DNAدقیق  انکوب  کدد بعتد از است خ اج    19ب  مدت 

ای اخ صاصتی در  های ان خان کد  با اس فاد  از پ ایم هgRNAهد  

 Polymerase chain reactionی متورد هتد ، بتا     ی ناحیت   ب  گی ند 

(PCR( تکری  کدند ) د2جدول) 

 
 توسط ژنی اوت ناک کارایی آنالیز جهت شده طراحی یمرهای. پرا2 جدول

 T Cell receptor alpha constant ژنی هایجایگاه در CRISPR/Cas9 سیستم

(TRAC) و β2 microglobulin (B2M) 

 توالی نام 

TRAC- Forward 

primer 

TCACGAGCAGCTGGTTTCTA 

TRAC- Reverse 

primer 

ATGCTGTTGTTGAAGGCGTT 

B2M- Forward 

primer 

TCTCTCTAACCTGGCACTGC 

B2M- Reverse 

primer 

GCCCTAAACTTTGTCCCGAC 

 

ی ایجاد کد  توستط سیست     الل  اتییتر یف اوان آنالیزب  مو ور سپس، 

، محصتتولات TIDE رو  بتتا استت فاد  از CRISPR/Cas9وی ایشتتی 

PCR کتاهد  ی از نمونت   یژنت  شی ایت متورد و  ی  یناح ی  ند یگ ب  در 

 RNPهتای   با کمپلکس ت نسفک  کد  یها )ت نسفک  نشد ( و نمون 

 TIDE نیتتتو بتتتا استتت فاد  از ابتتتزار آنلا   یابیتتت یتتتتوال م بتتتوط،

(http://shinyapps.datacurators.nl/tide/)  یتتو تحل  یتتتجزمتتورد  

 د  ق ا گ ف ود

اوت  رو  فلوسای وم  ی، بت  مو تور ت ییتد نتاک     فلوسای وم  ی:

متورد   B2Mو  TCRهتای   ژنی و اخ لال در بیتان ستطحی پت وتزین   

اس فاد  ق ار گ فت د بتدین مو تور، چهتار روز بعتد از ت نسفکشتن،       

های  بادی کس شو و با آن ی PBSانسانی با باف   Tهای پ ایم ی  سلول

 PE Mouse Anti-Human β2-Microglobulinلیب  کتد  کتام    
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(BD Bioscience, USA و )APC Mouse Anti-Human CD3 

(BD Bioscience, USA)  آمیتزی   دقیق  در تاریکی رنت   39ب  مدت

  BD FACSCalibur (BD Bioscience, USA)کتتدندد دستت گا  

های فلوسای وم  ی مورد اس فاد  ق ار گ ف د تمتا    آنالیزب  مو ور انجا  

  آنتالیز متورد   FlowJoافتزار   های فلوسای وم  ی بتا است فاد  از نت        داد

 ق ار گ ف ودد

 

 ها یافته

 توستط  کتد   ایجتاد  هتای Indel ف اوانتی  آنتالیز  و ژنی وی ایش کارایی ارزیابی

هتای   در اولتین قتد  از ویت ایش ستلول    : CRISPR/Cas9 وی ایشتی  سیس  

گیت ی اگتزون اب تدایی     هتایی بت  مو تور هتد     gRNAانسانی،  Tپ ایم ی 

اب تدا   ،هتا gRNA یجهت  ط احت  ط احی کدندد  B2Mو  TRACهای  ژن

 CRISPORن یتت   gRNA یط احتت یهتتا گتتا یژن متتورد ن تت  در پا یتتوال 

(http://crispor.tefor.net )(12) یها یوارد کد تا توال gRNA   ب  استاس

د با توج  بت  ایتن کت     دنکو یط اح PAM( NGG) فیموت یتوال ییکواسا

ی ژنتی   مخ لف، کارایی وی ایش م فاوتی در یتک ناحیت    gRNAهای  توالی

گیت ی   هتای م عتددی بت  مو تور هتد      gRNAدهود،  مورد هد  نشان می

 ط احتتی کتتد و متتورد ب رستتی قتت ار گ فتت     B2Mو  TRACهتتای  ژن

، ست   CRISPORهای ط احی کد  توسط ابزار gRNA(د از بین 1)جدول 

gRNA  اوت ژن  جه  نتاکTRAC    و ستgRNA   اوت ژن  جهت  نتاک

B2M  ب  مبوای دارا بودن بالات ین ام یاز هد  ( گیت یOn-target score و )

 کتت  بتتودن تعتتداد ( یتتا Off-target scoreبتتالات ین میتتزان اخ صاصتتی  )

Off-target   ان خان کدندد 

 CRISPR س  یس ی با واسط  یاوت ژن ناک ییکارا یابیب  مو ور ارز

 یدهایت وابیکد  بتا دا  کیتح  T یم یپ ا یهاها، سلولgRNAو عملک د 

مجتتزا  RNP یهتتابتت  طتتور جداگانتت  بتتا کمتتپلکس ،CD3/CD28 یآن تت

 یT، DNA یهتا  ساع  بعد از ت نسفکشتن ستلول   48ت نسفک  کدندد 

بتا است فاد  از رو     یاوت ژنت  نتاک  ییها است خ اج و کتارا   سلول یژنوم

TIDE (17) بت    یصیتشخ یها   ق ار گ ف د ب  خلا  رو یمورد ب رس

بزنوتد،   نیرا تخمت  یژن شی ایو یکل یف اوان توانود یک  توها م  یآنز ی  یپا

کتد    جتاد یا یهتا Indel یاز ف اوان یقیب  نسب  دق نیتخم TIDEرو  

دو واکتوش   ی  یت رو ، بت  پا  نید ادهد یم  یارا CRISPR س  یتوسط س

PCR کتاهد   ی نمونت   کیت کتد  و   شی ایت و ی نمونت   یاس  ک  ب  رو

بتا است فاد  از    PCRد ستپس، محصتولات   کتود  ینشد ( انجا  م شی ای)و

 یینهتا   یت فا دو و کوند یم یابی یتوال ،Sanger یابی یرو  اس اندارد توال

 یهتا د ک ومتاتوگ ا  کتوند  یمت  یبارگ ار TIDE  یسا  ون در یابی یتوال

 نیتی ب  مو تور تع  ژ یو ی اف  یتوسع     یالگور کیبا اس فاد  از  یابی یتوال

در  CRISPR ستت  یس یکتتد  بتت  واستتط  جتتادیا یدیتتنوکلزوت  اتییتتتر

  اتییت تر یو ف اوانت   نتد یگ یقت ار مت   زیآنتال کد  متورد   شی ایو ی  نمون 

 هتد   متورد  ژن در اخ لال نشانگ  ک  هاIndel ایکد   جادیا یدینوکلزوت

کتد  بتا    شی ایت و ینمون  ی س یها و مقا یاز توال یمخلوط زیآنالبا  اس ،

 دکود یمحاسب  م کاهد، ینمون 

TIDE ی ویتت ایش ژنتتی فتت اه   ، ارزیتتابی جتتامع و مع بتت ی از ن یجتت

( اصتلی در  indelهتای )  کتدگی  حت   هتا و   کدگی آورد و پ وفای  درج می

DNA  ی رویتدادهای وی ایشتی    های وی ایش کتد  را کت  بت  واستط      نمون

کتارایی   آنتالیز ی  کشدد ن یج  دهد، ب  تصوی  می الگو رخ می DNAمس ق  از 

یتا بت     B2Mو ژن  TRACی ژن  گیت ی کووتد    های هد gRNAعملک د 

ی ویت ایش   های کوچک ایجاد کد  در ن یجت  Indelعبارتی طیف و ف اوانی 

 طتور  (د همان1کد  اس  )کک  نشان دا   TIDEژنی با اس فاد  از الگوری   

گیت ی   هتای هتد   gRNA کود، در متورد   الف مشاهد  می -1ک  در کک  

هتای م وتوع بتا     کتدگی  ها و ح   کدگی ، طیفی از درجTRACی ژن  کوود 

هتای ایجتاد کتد  توستط     Indelما  ف اوانی مشخص، مشاهد  کدد در بین ت

( ایجتاد کتد  توستط    1bp+بتازی )  کدگی یک جف  ، درجgRNAه  س  

gRNA3( را ب  خود اخ صتا  دادد در متورد    61، بالات ین ف اوانی )درصد

ت  با ف اوانتی م ریت  نیتز     های بزر  کدگی ، کماری از ح  gRNAه  س  

، gRNA1ی  ط ژنتی بتا واست   مشاهد  کدد درصتد کلتی ف اوانتی ویت ایش     

gRNA2  وgRNA3  درصد ب آورد کدد   5/60و  6/13، 4/29ب  ت تیب 

، حت   یتک   B2Mی ژن  گیت ی کووتد    هتای هتد   gRNA در مورد 

ایجتاد کتتد  همت ا  بتا توتتوعی از     Indelتت ین   ( اصتتلی1bp-بتازی )  جفت  

توها موجت  بت     gRNA1ها با ف اوانی کم   بودد  کدگی ها و ح   کدگی درج

 هتای   موجت  بت  ایجتاد حت       gRNA2بتازی،   جف  1-2های  ایجاد ح  

کتدگی   بتازی و تعتدادی درج   جفت   1-2های  کدگی بازی، درج جف  5-1

توهتتا بتتا ایجتتاد  gRNA3بتتازی( کتتدد در نهایتت ،  جفتت  7-8تتت  ) بتتزر 

بازی هم ا  بودد درصد کلتی ف اوانتی ویت ایش ژنتی بتا       جف  1کدگی  درج

 و  0/52، 8/21بتتت  ت تیتتتب   gRNA3و  gRNA1 ،gRNA2ی  واستتتط 

 ن(د -1درصد محاسب  کد )کک   5/24

هتد   gRNAکتش   ازکتود،   متی مشتاهد    1طور ک  در کک   همان

-B2Mو  B2M، TRAC-gRNA3و  TRAC یهتتا ژن ی کووتتد  ی یتتگ

gRNA2  59 و 79 حتدود  بتا  ب اب  یژن شی ایو ییکارا نیبالات  با بیت ت ب 

قتادر بت  ایجتاد میتزان بتالایی       gRNAد بواب این، این دو بودند هم ا  درصد

هتای کواستایی کتد     Indelاوت ژنی بودندد اغلب  وی ایش و ب  عبارتی ناک

قادر ب  ایجاد تریی  در چارچون خوانش ژنی هست ود کت  بتا     TIDEتوسط 

عملکت دی  ی غیت    هتای کوتتا  کتد     اوت ژن و در ن یج ، ایجاد پ وتزین ناک

 هم ا  اس د

 TCR هتای  پت وتزین  بیان کدن فعال غی  ت یید مو ور ب  عملک دی آنالیز

هتای   ی ژن گیت ی کووتد    هتای هتد   gRNAبعد از ت یید کتارایی   :HLA و

TRAC  وB2M کارآمتتدت ین ،gRNAاوت ژنتتی، یعوتتی  هتتا از ن تت  نتتاک

TRAC-gRNA3  وB2M-gRNA2  ان ختتتان و قابلیتتت  عملکتتت دی ، 
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های منتخب gRNAهای ایجاد شده توسط Indelی اندازه و درصد فراوانی  به منظور محاسبه Tracking of Indels by Decomposition (TIDE) آنالیزی  . نتیجه1شکل 

باز( و  )جفت Xها بر روی محور Indelی  (. اندازهB2M) β2 microglobulinب( ژن  و T Cell receptor alpha constant (TRAC)اوت الف( ژن  جهت ناک

دار بودن  ( )نمایانگر معنیP > 001/0( یا مشکی )P < 001/0ها به رنگ قرمز )Indelنمایش داده شده است. الل وحشی به رنگ صورتی و  Yها بر روی محور  فراوانی آن

 اند.  تشخیص( مشخص شده

 

هتای   های م بوط در ستلول  در ایجاد اخ لال در بیان پ وتزین gRNAاین دو 

مورد ارزیابی قت ار گ فت د بتدین مو تور، میتزان بیتان ستطحی         Tپ ایم ی 

های وی ایش کد  بتا است فاد  از فلوستای وم  ی     های هد  در سلول پ وتزین

 بتادی   ، از آن تی TCRگیت ی بیتان کمتپلکس     گی ی کدد ب  مو ور انداز  انداز 

توهتا زمتانی کت      CD3εاست فاد  کتدد    CD3εمونوکلونال اخ صاصی علیت   

د (18)حضتور دارد   Tهتای   کود، در سطح سول بیان می TCRαβکمپلکس 

 HLA-I ب ای تجمع و بیان کمتپلکس  B2Mاز ط   دیگ ، از آن جایی ک  

بت    B2Mبتادی مونوکلونتال اخ صاصتی علیت       ، از آن ی(10)ض وری اس  

است فاد  کتدد ن تایل فلوستای وم  ی      HLA-Iن کمتپلکس  مو ور ارزیابی بیتا 

 HLA-Iدرصتد( و   76) TCRهتای   ی بیتان پت وتزین   کاهش قاب  ملاح ت  

 (د2ت یید ک د )کک  درصد( را  27) 

 

 بحث

ب  عوتوان   Cas9 RNPهای  در این مطالع ، از رو  مب وی ب  ان قال کمپلکس

های دکوار از ن ت  ت نسفکشتن، در    کارامدت ین رو  وی ایش ژن در سلول

 TRACاوت دو ژن  پ ایم ی انسانی، با هد  نتاک  Tهای  این مطالع  سلول

 ستتازی فعتتال و جداستتازی بتت  مب وتتی کتتار استت فاد  کتتدد رو  B2Mو 

 هتای  کمتپلکس  نوکلزوفکشتن  آن دنبتال  بت   و انسانی پ ایم ی T های سلول

 بت ای  اخ صاصتی  هتای gRNA و Cas9 پ وتزین حاوی ریبونوکلزوپ وتزیوی

 بودد B2M و TRAC های ژن

 ال 
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ی دارای بالاترین کارایی ویرایش ژنی یعنی هاgRNAروز پس از ترنسفکشن با  Cas9 RNP .4 یها کمپلکس ی با واسطه یاوت ژن ناک یعملکرد آنالیز ینتیجه. 2 شکل

TRAC-gRNA3 و B2M-gRNA2های  ، سلولT های  گیری بیان سطح سلولی کمپلکس پرایمری به منظور اندازهT Cell Receptor (TCR و ) 

Human leukocyte antigen-I (HLA-I)  های  شود، ترنسفکشن کمپلکس طور که مشاهده می فلوسایتومتری قرار گرفتند. همان آنالیزموردRNP 67اوت  مربوط، با ناک 

 همراه بود. HLA-Iدرصدی بیان  26اوت  و ناک TCRدرصدی بیان 

 

 هت   توستط  کد  ایجاد های Indelکارایی وی ایش ژنی و میزان  ارزیابی

gRNA ابتزار  کمک ب  آنالیز و یابی توالی از اس فاد  با TIDE  کت   داد نشتان 

 ی ترییت  دهوتد    هتای  ایوتدل  ایجتاد  بت   قادر مطالع  مورد هایgRNA تمامی

 T هتای  ستلول  در عملک دی اوت ناک ایجاد عبارتی ب  یا خواندن چارچون

-TRAC ب رستتی، متتورد هتتایgRNA بتتین ازد هستت ود انستتانی پ ایمتت ی

gRNA3 و B2M-gRNA2 بتالات ین  یتا  ژنتی  اوت نتاک  میزان بالات ین با 

 بت   درصتد  59 و 79 بتا  ب اب  ت تیب ب  چارچون ی تریی  دهود  Indel میزان

 بیشت    عملکت دی  های آنالیز ب رسی مو ور ب  و هاgRNA کارامدت ین عووان

ی ک  بتالات ین  gRNAهای فلوسای وم  ی ب ای دو  داد  آنالیزد کدند ان خان

 میتتتتزان فعالیتتتت  را از ن تتتت  ویتتتت ایش ژنتتتتی داکتتتت ود، یعوتتتتی    

TRAC-gRNA3  وB2M-gRNA2     ی ستطح   نیز کتاهش قابت  ملاح ت

  و 76 میتزان  بت   ت تیتب  را بت   HLA-Iو  TCR(CD3هتای )  بیتان پت وتزین  

 م بوط ت یید ک دد T های سلول در درصد 27

 یموت یا یهتا  در پاسخ  گ اریمه  و ت ث یها کوود   ی، تو T یها  یلوفوس

نت  توهتا از    یمت  یپ ا T یهتا  عملک د ژن در سلول ی سازگار هس ودد مطالع 

حتایز   اریبست  زیت ن Tب  سلول  یمب و یها یمونوت اپیا یبلک  ب ا ،قیمو   تحق

ی  بتا توستع    یژنت  شی ایت و بیت ت ک یب ا یم عدد یهاد راهب داس  اهمی 

 کیتتم یژن کا یآن تت ی  نتتد یگ ی کووتتد  انیتتب T یهتتا ستتلول ینستت  بعتتد

(Chimeric antigen receptor  یاCAR    بتا هتد  درمتان ست طان )  یهتا 

انتدوژن   یهتا  گی نتد  کتام  حت      ،ک دهتا یرو نیاد کود یمخ لف دنبال م

 دیتتبتت  مو تتور تول Iگتت و   HLA یهتتا و مولکتتول T (TCR)ی هتتا ستتلول

  همچتتون یمهتتار یهتتا  نتتد یاختت لال در گ ایتت  یتتف اگ T یهتتا ستتلول

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) 

در حتال  د (7، 29) است   Programmed cell death protein 1 (PD-1)ای

 Zinc finger nucleases ژن از جملت   شی ایت و یاصتل  یها کیحاض ، تکو

(ZFN) (21) ،Transcription activator-like effector nucleases 

(TALEN) (24-22)  وCRISPR-Cas9 (25 ،29 ،7) یبتت ا  یتتموفق بتتا 

 GVHD ی ناخواست    اث ات از جلوگی ی ن یج ، در و TCRوت ک دن ا ناک

 جهت   در ژنتو   شی ایو یراهب دها از ن،یهمچواندد  ق ار گ ف  مورد اس فاد  

 T هتای  ستلول  روی بت   بتاف ی  ستازگاری  های ژن آن ی بیان کاهش یا ح  

 توستط  آلوژنیتک  های سلول کدن رد در ت خی  یا جلوگی ی مو ور ب  دهود 

 د(25)کد  اس   اس فاد  گی ند  ایموی سیس  

متتد ژن را آو کار عیستت  شی ایتتامکتتان و CRISPR/Cas9 یتکوولتتوژ

کت د  است د     یتبتد   یت هتا، بت  واقع   ها و گون  از سلول یاریانواع بس یب ا

موجتب   ،کتود  یهد  وارد مت  یها ب  سلول ییدو جز س  یس نیک  ا یزمان

کتت  توستتط  کتتود متتی DNAدر  گتتا یجا یاخ صاصتت یهتتا کتتکا  جتتادیا

همت ا  بتا    ی،مت یت م  یمست  کتوندد  یم  یسلول، ت م  یت م یذات یها س یمکان

 جتاد یموجتب ا دهتد و   ها رخ متی  با ف اوانی بالایی در سلول NHEJ جهش

کود ک  اغلب بتا از دست     یدر مح  ککس  م ییها یاضاف  کدگ ایح   

بتا   یمت  یپ ا T یهتا  در ستلول  یژنت  شی ایعملک د ژن هم ا  اس د ودادن 

 نیت د بتا ا (26-27)  کد  اس  یامکان پ  Cas9 ی خ  یت ار یها مو  جادیا

 T یهتا  در ستلول  CRISPR/Cas9 ست   یس ی ژن با واستط   شی ایحال، و

ت انسفکشتن   یها عد  وجود رو   یب  دل یشگاهیآزما طیدر ک ا یم یپ ا

از   ،یتتاخ یک دهتتایرودر د بتتودمواجتت   هتتایی  یمتتد بتتا محتتدود  آکار

ت نستتفک   یبتت ا Cas9( RNPی )هتتا نیبونوکلزتتوپ وتزیر شتتنیالک  وپور

یی بستیار  ک  با کتارا کود  میفعال کد  اس فاد   یانسان T یم یپ ا یها لولس

TCR

H
LA

-I

None-edited cells TRAC-gRNA3 B2M-gRNA2
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 د(28-39) هم ا  بود  اس  ژنی اوت بالای ناک

و مت      یستم  جتاد یکت  بت  ختاط  ا    دیخلا  ت نسفکشن پلاسم ب 

 است   کت د  مواجت     یبا محدود راث  ؤم یژن یشی ایو جادیامکان ا ،یسلول

کارامتد ژن را در   شی ایت امکتان و  Cas9 RNPبت    یان قال مب و س  ی، س(4)

فت اه    ،هس ود DNAک  مقاو  ب  ت نسفکشن  یانسان یم یپ ا T یها ل  سلو

ناخواست     یکت یادغتا  ژن   یاز خطت ات اح متال   ،بیت ت ت نی  بتد ک د  اس 

هتای ان قتال اجتزای     اس فاد  از این رو ، نیتاز بت  رو   کودد  یم ی یجلوگ

را ک  وابس   ب  کلونیو  یا ت نسداکشن وی وستی است ،    CRISPRسیس   

ث  از ن ت   ؤو مت  متن یا یژنت  یرو  دست کار  کیت  ،نیبواب اکودد  ب ط   می

 شیدر جهت  افتزا   Cas9 RNP شتن یالک  وپور کتودد  یمحسون مت  یویبال

 یبتالا  اییکد  اس د کتار  و یبه T یها سلول یانم ت نسفکشن و زند  ییکارا

  یت جمع یجداستاز  ایت بت  ان ختان    ازیت نتوسط ایتن رو ،   یاوت ژن ناک

 یایت د از مزاک د  اس ب ط    یادیکد  را تا حد ز شی ایو یها سلول

اس  ک  امکان هد   gRNA نیچود بیت ک ییتوانا س  ،یس نیا گ ید

نیتز  را  یبت یاث ات ت ک ی امکان مطالع  ،ج یژن و در ن  نیق ار دادن چود

 کودد یف اه  م

در ایتتتن مطالعتتت ، کتتتارایی سیستتت   ان قتتتالی مب وتتتی بتتت        

ب ای ادغا  بتا   جه  ایجاد بس  ی Cas9 RNPهای  ریبونوکلزوپ وتزین

هتای   و تولید ستلول  CAR Tهای  ی سلول های آیود  ب  پای  ایمووت اپی

CAR T  آلوژنیک یا ف اگی  مورد ارزیابی ق ار گ ف   ه  چود عملک د

طور کت    ها باید مورد ارزیابی ق ار گی دد همان سای وتوکسیک این سلول

بتت  ت تیتتب از بتت وز   HLA-Iو  TCRاکتتار  کتتد، از کتتار انتتداخ ن  

قاب  توج  اس  ک  کودد  جلوگی ی می HVGDو  GVHDهای  واکوش

 پاستخ  جتاد یممکن اس  موجت  بت  ا   ،I گ و  HLA یها فقدان مولکول

بوتاب این،   گت ددد  کیآلوژن T یها سلول  یعل ی طبیعی های کشود  سلول

 کیت  این مس ل  باید ب ای اهدا  ایمونوت اپی آیود  مد ن   قت ار گیت دد  

  یهتا  مولکتول   یستا  انیب دیبا تزا T یها سلول یرا  ح  ممکن، مهودس

 

HLA   گ وI  ن ی HLA-G ای HLA-E      بت  مو تور اج وتان از فعتال

 HLA یها اوت ک دن مولکول ناک یجا ب اس د  NK یها کدن سلول

 نیدی یست  یدئوکس ای CD52 (23) ها از جمل  ژن  یساتوان  می، Iگ و  

ی Tی هتتا ستتلول جتتادیبتت  مو تتور ا بتت  ت تیتتب را (24)( dCK) وتتازیک

 تاو ناک نیپور دینوکلزوت یها آنالو  ایمقاو  ب  آلم وزومان آلوژنیک 

 ی  یت تخلدر جهت    درمتانی  کتیمی  یبت ا  لیداروها ب  طور را نیاک دد 

 یها  یح   لوفوس ، امکانبیت ت نیکوند و بد یاس فاد  مها   یلوفوس

 یهتا  ستلول از کواسایی و تخ یب  ک ی حال در کوود  می ف اه را  ماریب

 خواهد کدد های سیس   ایموی میزبان ممانع  توسط سلول کیآلوژن

 

 گیری نتیجه

مون تاژ   شیاز پت  Cas9 RNP یهتا  با اس فاد  از کمپلکسژنی  شی ایو

ژنتو  را   قیکارآمد و دق شی ایامکان و ،یدیپلاسم DNA یکد  ب  جا

کت د   فت اه    یم یپ ا یها از جمل  سلول یمخ لف انسان یها در سلول

م تبط بتا   یها  یبا ب ط   ک دن مشکلات و محدود ،رو  نید ااس 

 ی،ا  یت پا قتات یرا ن  توها در تحق یژن شی ای، امکان وDNAنسفکشن  ت

  یب  دل گس    داد  اس د یوتکوولوژیو ب یپزکک یبلک  در کارب دها

 یانستان  یدرمتان  یکارب دهتا  یبت ا  یان قتال  س  یس نیگس  د ، ا یایمزا

 دکود یداد  م حیت ج
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Abstract 

Background: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/ CRISPR-associated protein 9 

(CRISPR/Cas9)-mediated gene knockout of primary T cell has several limitations for clinical applications. 

Direct delivery of recombinant Cas9 protein and synthetic gRNA, as a pre-assembled ribonucleoprotein (RNP) 

complex, has become a potent approach to introduce highly efficient gene editing in primary T cells. In this 

study, we employed Cas9 RNP-based delivery system for targeted T Cell receptor alpha constant (TRAC) and 

β2 microglobulin (B2M) genes knockout in human primary T cells. 

Methods: Specific gRNAs were designed to target the first exons of TRAC and B2M genes. Cas9 protein and 

respective synthetic gRNAs were then mixed separately, and electroporated into human primary T cells isolated 

from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The gene editing efficiency was quantified using tracking of 

indels by decomposition (TIDE) analysis and flow cytometry.  

Findings: Three days after electroporation of primary T cells with the TRAC and B2M targeting RNP complexes, 

TIDE analysis revealed the knockout efficiency of 13-60 percent for the TRAC-targeting gRNAs and 21-53 percent 

for B2M-targeting gRNAs. Flow cytometry analysis confirmed ~76% and ~27% complete loss of expression for 

the most efficient gRNAs targeting TRAC (TRAC-gRNA3) and B2M (B2M-gRNA2), respectively. 

Conclusion: Our results demonstrate that Cas9 RNP system can be efficiently delivered into primary T cells and 

result in targeted gene knockout. The protocol described here enables a streamlined and highly efficient solution 

for maximizing editing efficiency in primary T cells, and simplifies the gene editing process for next-generation 

immunotherapies. 
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