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Εφαρμογή της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 
στην έρευνα για τον σακχαρώδη διαβήτη 
και την παχυσαρκία

Tο σύστημα συσσωρευμένων, τακτικά παρεμβαλλόμενων, βραχέων παλιν-

δρομικών επαναλήψεων (clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats, CRISPR) και της πρωτεΐνης 9 που σχετίζεται με το CRISPR (associated 

protein-9, CRISPR- Cas9) ήταν μια από τις μεγαλύτερες επιστημονικές ανακα-

λύψεις της τελευταίας δεκαετίας. Η εξαιρετικά αποτελεσματική και ακριβής 

ικανότητα επεξεργασίας του γονιδιώματος με την τεχνολογία CRISPR/Cas9 

έχει μεγάλη θεραπευτική αξία και οφέλη, παρέχοντας στις βασικές επιστήμες 

ένα επί πλέον ερευνητικό εργαλείο. Η τεχνολογία του CRISPR έχει χρησιμο-

ποιηθεί κυρίως στη βιολογία του καρκίνου, στην ιολογία και στη βασική 

κυτταρική βιολογία. Όμως, στην έρευνα για τον σακχαρώδη διαβήτη (ΣΔ) και 

την παχυσαρκία υπάρχουν ελάχιστα δεδομένα. Ένας πιθανός λόγος γι’ αυτό 

είναι ότι η έρευνα για τον ΣΔ είναι πλέον πολύπλοκη, επειδή περιλαμβάνει 

συνδυασμό μεταξύ πολλαπλών οργάνων και κυτταρικών τύπων. Ωστόσο, 

πολλά αναπάντητα ερωτήματα μπορούν ακόμη να απαντηθούν με τη χρήση 

της μεθόδου της γενετικής παρέμβασης CRISPR/Cas9. Σε αυτή την ανασκόπηση 

συνοψίζονται τα ερευνητικά δεδομένα και τα αποτελέσματα που υπάρχουν 

με τη χρήση του CRISPR/Cas9 και δίνεται μια προοπτική για τον τρόπο με 

τον οποίο αυτή μπορεί να χρησιμοποιηθεί περαιτέρω στην έρευνα για τον 

ΣΔ και την παχυσαρκία.
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ο στόχος της μελέτης της γενετικής είναι η διευκρίνιση 

της λειτουργίας των γονιδίων σε ορισμένες βιολογικές διερ-

γασίες και ασθένειες.1 Η αντίστροφη γενετική προσέγγιση 

βασίζεται σε υποθέσεις και γνώσεις με βάση «ενοχλητικά» 

γονίδια ενδιαφέροντος, όπου χαρακτηρίζεται ο επακόλου-

θος βιολογικός φαινότυπος και, ως εκ τούτου, η προσέγγιση 

είναι «γονότυπος-φαινότυπος».1 H αντίστροφη γενετική 

επιδιώκει να εντοπίσει ποιοι φαινότυποι ελέγχονται από συ-

γκεκριμένες γονιδιακές αλληλουχίες.2 Αντίθετα, η πρόσθια 

γενετική (forward genetics) είναι η προσέγγιση «φαινότυ-

που προς γονότυπο», η οποία αρχίζει με έναν φαινότυπο 

ενδιαφέροντος και, μέσω της υψηλής απόδοσης γενετικού 

ελέγχου, προσδιορίζει ορισμένες γονιδιακές διαταραχές. 

Ουσιαστικά, η πρόσθια γενετική είναι η αποσαφήνιση της 

γενετικής βάσης ενός συγκεκριμένου φαινότυπου με τον 

έλεγχο ενός πληθυσμού που περιέχει τυχαίες γονιδιωμα-

τικές τροποποιήσεις, οι οποίες αλλάζουν τη γονιδιακή 

λειτουργία. Η πρόσθια γενετική τεχνολογία μεταφέρεται 

συνήθως σε μοντέλα συστημάτων, περιλαμβανομένων 

των ζυμομυκήτων, των νηματωδών, των μυγών, και των 

zebrafish, στα οποία έχουν βρεθεί πολλοί μηχανισμοί και 

μονοπάτια στη σηματοδότηση και στην ανάπτυξη του 

οργανισμού. Μέχρι πρότινος, ήταν τεχνικά δύσκολο να 

μεταφερθεί η πρόσθια γενετική σε συστήματα θηλαστικών, 

επειδή η αλλαγή του φαινότυπου συχνά απαιτούσε πλήρη 

απώλεια της λειτουργίας τους, που ήταν χρονοβόρα και 

δαπανηρή διαδικασία και επειδή ήταν και δύσκολο να γίνει 

σε μεγάλη κλίμακα.2 Ωστόσο, την τελευταία δεκαετία, στη 

γενετική έχει γίνει μια τεράστια ευεργετική αλλαγή με τη 

χρήση παρεμβολής RNA (RNA interference, RNAi) και το 

σύστημα συσσωρευμένων, τακτικά παρεμβαλλόμενων, 

βραχέων παλινδρομικών επαναλήψεων (clustered regu-

larly interspaced short palindromic repeats, CRISPR) και 

της πρωτεΐνης 9 που σχετίζεται με το CRISPR (associated 

protein-9, CRISPR/Cas9). Το σύστημα CRISPR, συγκεκριμέ-

να, σε συνδυασμό με την αλληλούχιση επόμενης γενιάς 
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(next-generation sequencing, NGS), κατέστησαν εφικτό 

τον αποτελεσματικό γενετικό έλεγχο στη μελέτη των θη-

λαστικών.3 Από την εισαγωγή της τεχνολογίας αυτής έχουν 

εκπονηθεί πολλές μελέτες που οδήγησαν σε ανακαλύψεις 

σε διάφορα ερευνητικά πεδία, ιδιαίτερα στη βιολογία του 

καρκίνου, στην ιολογία, στην ανοσολογία και στη βασική 

κυτταρική βιολογία.3 Ωστόσο, δεν έχει υιοθετηθεί ευρέως 

στον τομέα της έρευνας για τον σακχαρώδη διαβήτη (ΣΔ), 

επειδή η έρευνα για τον ΣΔ συχνά περιλαμβάνει διασταυ-

ρούμενη αλληλεπίδραση μεταξύ πολλών οργάνων, ιστών ή 

κυτταρικών τύπων, η οποία καθιστά δυσχερή τη χρήση της 

τεχνολογίας του CRISPR.4 Παρ’ όλα αυτά, είναι σημαντικό 

να αρχίσουμε να απαντάμε τα αναπάντητα ερωτήματα 

που υπάρχουν στην παθοφυσιολογία του ΣΔ και της πα-

χυσαρκίας. Το σύστημα CRISPR μπορεί να παρέχει αρχικές 

ενδείξεις για τους μηχανισμούς της παθοφυσιολογίας του 

ΣΔ και της παχυσαρκίας, οι οποίοι στη συνέχεια μπορούν 

να μελετηθούν περαιτέρω σε συστηματικό επίπεδο. Στο 

άρθρο αυτό παρέχεται μια ανασκόπηση της μεθοδολογίας 

στην τεχνολογία του συστήματος CRISPR, συνοψίζοντας το 

πώς η εν λόγω τεχνολογία έφερε επανάσταση στην έρευνα 

σε πολλούς τομείς και παρέχοντας μια προοπτική για το 

πώς μπορεί να πραγματοποιηθεί περαιτέρω έρευνα για 

τον ΣΔ και την παχυσαρκία.

2. ΙΣΤΟΡΙΚΗ ΑΝΑΔΡΟΜΗ

Το σύστημα αυτό αποτελείται από δύο τμήματα: το 

CRISPR, το οποίο αφορά σε επαναλαμβανόμενες αλληλου-

χίες DNA που βρίσκονται διάσπαρτες στο γενετικό υλικό, 

και στις πρωτεΐνες Cas, οι οποίες συνιστούν μια κατηγορία 

ενζύμων (νουκλεάσες) που κόβουν τα νουκλεϊκά οξέα (DNA 

ή RNA).5 Η τεχνολογία του CRISPR/Cas παρουσιάζει πολύ 

μεγάλη εξειδίκευση ως προς τον DNA-στόχο και θεωρείται 

πολύ απλή και αξιόπιστη. Το σύστημα CRISPR/Cas ανακα-

λύφθηκε για πρώτη φορά από Ιάπωνες επιστήμονες στo 

βακτήριο Escherichia coli.6 Πρόκειται για έναν μηχανισμό 

άμυνας των βακτηρίων για την προστασία τους από τις 

ιικές μολύνσεις. Όταν ένας ιός επιτίθεται σε ένα βακτήριο, 

το σύστημα CRISPR των βακτηρίων ενσωματώνει μέρος 

του γενετικού υλικού του ιού στο δικό του DNA.6,7 Αρχικά, 

το ιικό DNA χωρίζεται σε θραύσματα και ενσωματώνεται 

στην αλληλουχία CRISPR των βακτηρίων. Στη συνέχεια 

μεταγράφεται η αλληλουχία, δηλαδή το DNA μετατρέπεται 

σε RNA, το οποίο επίσης διασπάται σε μικρά θραύσματα, 

τα CRISPR RNAs. Αυτά τα κομμάτια προσδένονται στις 

πρωτεΐνες Cas, οι οποίες δρουν ως μοριακά ψαλίδια. Τα 

συγκεκριμένα σύμπλοκα δρουν ως ανιχνευτές και όταν ο 

ίδιος ιός εισβάλλει ξανά στα βακτήρια, τον θανατώνουν 

αμέσως και κόβουν το γενετικό του υλικό. Έτσι, ο ιός εισβο-

λέας δεν είναι σε θέση να πολλαπλασιαστεί σε βακτηριακά 

κύτταρα, ενώ τα κύτταρα αποκτούν ανοσία σε μελλοντικές 

λοιμώξεις. Η πρώτη σημαντική ανακάλυψη στο σύστημα 

CRISPR/Cas πραγματοποιήθηκε από επιστήμονες που δεν 

είχαν κατά νου την πιθανή σχέση της εν λόγω τροποποίη-

σης με την τροποποίηση του γονιδιώματος και τη μελέτη 

των ανθρώπινων γενετικών ασθενειών. Οι επιστήμονες 

ήθελαν να μελετήσουν τον μικρόκοσμο των μικροβίων 

και τις δυνατότητες για βιομηχανικές εφαρμογές, όπως η 

επίθεση βακτηρίων και η αντιμετώπιση ιών που χρησιμο-

ποιούνται στην παρασκευή τροφίμων. Φυσικά, η ιδέα ότι 

θα μπορούσε να μετατραπεί το σύστημα CRISPR/Cas σε 

ένα ισχυρό εργαλείο αλλαγής γονιδιώματος σύντομα έγινε 

πραγματικότητα.6,7 Από το 2011–2012 αποδείχθηκε πειρα-

ματικά ότι το συγκεκριμένο σύστημα λειτουργεί αυτόνομα 

στοχεύοντας σε αυθαίρετες ακολουθίες.8,9 Αργότερα, οι 

ερευνητές απέδειξαν ότι η τροποποίηση των κυττάρων 

των θηλαστικών με το σύστημα CRISPR/Cas μπορεί να 

πραγματοποιηθεί σχετικά εύκολα, αναδεικνύοντας τις 

δυνατότητες για απεριόριστες εφαρμογές, ανάλογες της 

ανθρώπινης εφευρετικότητας.10 Τώρα που έχει γίνει γνω-

στή η ακριβής δομή και λειτουργία του συμπλέγματος 

CRISPR/Cas, θα επιτραπεί στο γονιδίωμα να κοπεί σε ένα 

συγκεκριμένο επιθυμητό σημείο με πολύ υψηλή ακρίβεια 

και μικρό κόστος.11 Ενώ η δημιουργία μεταλλάξεων σε 

ανεπιθύμητες θέσεις είναι περιορισμένη, η εργαστηριακή 

διαδικασία είναι πολύ απλούστερη από τις προηγούμενες 

τεχνολογίες και θεωρείται πλέον ένα ισχυρό και ταυτόχρο-

να απλό σύστημα τροποποίησης γονιδιώματος με πολλές 

εφαρμογές σε πολλούς διαφορετικούς τομείς.12 

3. ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ CRISPR/CAS9,  

ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ

Το σύστημα CRISPR/Cas9 έγινε γρήγορα ένα εύχρηστο 

και αποτελεσματικό εργαλείο σε πολλούς τομείς της βιο-

λογικής έρευνας. Οι ερευνητές Emmanuelle Charpentier 

και Jennifer Doudna που ανακάλυψαν την τεχνολογία 

του CRISPR έλαβαν το 2020 Βραβείο Νόμπελ Χημείας.13 Η 

τεχνολογία CRISPR/Cas9 έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως στην 

επεξεργασία των γονιδίων μέσω επαγωγής μεταλλάξεων 

και ενεργοποιώντας ή καταστέλλοντας την έκφρασή τους.14

Η δραστηριότητα του CRISPR απαιτεί έναν τόπο CRISPR 

που περιέχει μια ακολουθία αλληλουχιών επαναλαμβανόμε-

νης διαίρεσης και έναν αριθμό γονιδίων Cas. Αυτά τα γονίδια 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες απαραίτητες για δράσεις, όπως 

επεξεργασία, λειτουργικότητα και αποκοπή.15 Ολόκληρος ο 

μηχανισμός άμυνας μπορεί να συνοψιστεί σε τρία βήματα: 

(α) την ενσωμάτωση, (β) την έκφραση και την ωρίμανση, 

και (γ) την παρεμβολή.
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3.1. Η ενσωμάτωση των διαχωριστικών αλληλουχιών 
CRISPR/Cas

Η φάση απόκτησης του τόπου CRISPR δομεί τη γενε-

τική μνήμη του κυττάρου.15,16 Σε αυτό το στάδιο, μια νέα 

διαχωριστική αλληλουχία που αποκτάται με διείσδυση 

μετά την αρχική επαφή με το πλασμίδιο ή το ξένο DNA 

ενσωματώνεται στη συστοιχία CRISPR. Με αυτόν τον τρόπο 

τα κύτταρα είναι σε θέση να προσαρμοστούν σε εισβολείς 

στο περιβάλλον. Το εν λόγω στάδιο ονομάζεται επίσης 

«προσαρμογή».15,16 Η ενσωμάτωση των διαχωριστικών 

αλληλουχιών γίνεται σε δύο βήματα.17–19 Στο πρώτο βήμα, 

η πρωτεΐνη Cas του βακτηρίου αναγνωρίζει τον εισβολέα 

και αποκτά μια ειδική αλληλουχία από το ξένο νουκλεϊκό 

οξύ. Οι αλληλουχίες αυτές ονομάζονται πρωτο-διαχωριστι-

κές. Ως δεύτερο βήμα, η πρώτη ακολουθία διαχωρισμού 

ενσωματώνεται στο τέλος της ακολουθίας οδηγού στη 

συστοιχία CRISPR ως ακολουθία διαχωρισμού (“spacer”). 

Έτσι, η πρώτη επαναλαμβανόμενη μονάδα της συστοιχίας 

CRISPR επεκτείνεται.17–19 Οι διαχωριστικές αυτές αλληλουχίες 

ή αλλιώς “spacers” είναι υπεύθυνες για τη δημιουργία της 

ανοσιακής μνήμης στα αρχαία και στα βακτήρια, ώστε να 

αμυνθούν σε περίπτωση που έλθουν σε επαφή εκ νέου 

με τα κινητά γενετικά στοιχεία (mobile genetic elements, 

MGEs).17–19 Στο τέλος, μπορεί να συμβεί και απαλοιφή ορι-

σμένων spacers ώστε να τεθεί υπό έλεγχο το μέγεθος της 

συστοιχίας CRISPR, αν και πολύ λίγα στοιχεία είναι γνωστά 

για την εν λόγω διαδικασία.15,16 Οι πρωτεΐνες Cas1 και Cas2 

είναι οι πλέον σημαντικές στη φάση απόκτησης των διαχω-

ριστικών αλληλουχιών του CRISPR. Αυτές λειτουργούν ως 

σύμπλοκο, όπου ένα διμερές της Cas2 προσδένεται σε δύο 

διμερή της Cas1 προκειμένου να εκτελέσει τη λειτουργία 

του. Η παρουσία του παρακείμενου μοτίβου PAM (πρωτο-

διαχωριστική αλληλουχία, protospacer adjacent motif, 

PAM) είναι προαπαιτούμενη για τη διάκριση μεταξύ του 

στόχου και της συστοιχίας CRISPR και αξιοποιείται κατά το 

πρώτο αυτό στάδιο. Όπως έχει αποδειχθεί, οι νέες διαχω-

ριστικές αλληλουχίες εισάγονται στο άκρο του οδηγού της 

συστοιχίας CRISPR. Η παλίνδρομη αλληλουχία των πολλών 

επαναλήψεων παρέχει τον απαραίτητο προσανατολισμό και 

υποδεικνύει τη θέση κατά τη διάρκεια της ενσωμάτωσης 

του spacer μέσα στη συστοιχία. Ο μηχανισμός του πρώτου 

αυτού βήματος και η αλληλουχία του μοτίβου PAM ποικίλλει 

μεταξύ των διαφορετικών συστημάτων CRISPR.15,16

3.2. Η έκφραση και η ωρίμανση  
του συστήματος CRISPR/Cas

Μετά την επιτυχή προσαρμογή των νέων διαχωριστι-

κών αλληλουχιών ακολουθεί η έκφραση των CRISPR RNA 

(crRNA) και των πρωτεϊνών Cas.17,20,21 H αλληλουχία-οδηγός 

λειτουργεί ως εκκινητής και αρχίζει τη μεταγραφή της πε-

ριοχής. Παράγεται έτσι ένα μακρύ πρόδρομο αντίγραφο 

RNA (ή αλλιώς pre-crRNA). Ακολουθεί η διαδικασία της 

επεξεργασίας του σε μικρότερα ώριμα κομμάτια, γνωστά 

ως crRNA. Η αναπαράσταση του crRNA είναι εμφανής με 

την ένωση μιας διαχωριστικής περιοχής (αλληλουχία που 

εμφανίζει συμπληρωματικότητα με ένα ξένο νουκλεϊκό οξύ) 

στο 5΄ άκρο με μια επαναλαμβανόμενη αλληλουχία στο 3΄ 

άκρο. Το νεοσυντιθέμενο ώριμο crRNA αλληλοεπιδρά με το 

μικρό tracrRNA και μαζί καθοδηγούν τη θραύση του DNA-

στόχου, όπως αυτή επάγεται από την Cas9.17,20,21 

3.3. Η παρεμβολή του συστήματος CRISPR/Cas

Στο στάδιο αυτό της παρεμβολής δημιουργείται το 

σύμπλοκο Cas-crRNA μετά την αλληλεπίδραση των πρω-

τεϊνών Cas με το crRNA.17 Το εν λόγω σύμπλεγμα ανιχνεύει 

ξένα κινητά γενετικά στοιχεία μέσω συμπληρωματικότη-

τας αλληλουχίας σε crRNA, ενώ τα στοχευόμενα στοιχεία 

αποκόπτονται στη συνέχεια. Η παρουσία μιας διατηρη-

μένης αλληλουχίας μικρού μήκους (2–5 ζεύγη βάσεων), 

γνωστή ως PAM είναι απαραίτητη για την ταυτοποίηση 

των νουκλεϊνικών οξέων από το σύμπλοκο Cas-crRNA. Το 

PAM βρίσκεται δίπλα στην περιοχή-στόχο σε σχέση με τον 

εισβολέα νουκλεϊκό οξύ.17

4. ΣΗΜΑΝΤΙΚΑ ΣΗΜΕΙΑ ΠΡΙΝ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΚΤΕΛΕΣΗ 

ΜΙΑΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ CRISPR

Πριν από τον σχεδιασμό και την εκτέλεση ενός πειρά-

ματος με τη χρήση της τεχνολογίας του CRISPR/Cas9, υπάρ-

χουν μερικά σημαντικά στοιχεία που πρέπει να ληφθούν 

υπ’ όψιν, περιλαμβανομένου του τύπου των κυττάρων, του 

μεγέθους και του τύπου της βιβλιοθήκης CRISPR, καθώς 

και της διαδικασίας διαχωρισμού των κυττάρων.22 Στην 

ιδανική περίπτωση, ένας μόνο κυτταρικός τύπος θα πρέπει 

να χρησιμοποιείται, καθώς η χρήση ενός μείγματος που 

περιέχει πολλαπλούς τύπους κυττάρων θα δημιουργήσει 

πολυπλοκότητα στο στάδιο διαχωρισμού και επιλογής 

των κυττάρων.22 Για την ανάλυση CRISPR απαιτείται μεγά-

λος αριθμός κυττάρων, καθώς είναι απαραίτητος για την 

επαρκή κάλυψη του οδηγού RNA (guide-RNA, gRNA) στη 

βιβλιοθήκη, και αυτό επιτυγχάνεται μέσω κορεσμού του 

αριθμού των κυττάρων. Οι βιβλιοθήκες CRISPR σε όλο το 

γονιδίωμα περιέχουν ένα εύρος από 60.000–200.000 gRNA 

και συνίστανται τουλάχιστον από 500 κύτταρα ανά gRNA 

σε όλη τη διαδικασία, καθώς και από 2–4 επαναλήψεις 

ανά δείγμα.23 

Ως εκ τούτου, συνήθως εκατοντάδες εκατομμύρια κύτ-

ταρα απαιτoύνται για την εκκίνηση της ανάλυσης CRISPR.22 
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Ένας ερευνητής που χρησιμοποιεί την τεχνολογία CRISPR 

πρέπει επίσης να αποφασίσει ποιο είδος gRNA είναι το 

καταλληλότερο για τη μελέτη του.23 Οι πλέον γνωστές 

βιβλιοθήκες για ολόκληρο το γονιδίωμα knockout CRISPR 

περιλαμβάνουν CRISPR/Cas9 σε επίπεδο γονιδιώματος 

knockout (GeCKO) (άνθρωπος και ποντίκι),24 Brie (ποντίκι) 

και Brunello (άνθρωπος).25 Μπορεί να χρησιμοποιηθούν 

βιβλιοθήκες μικρότερης κλίμακας που περιέχουν μια συγκε-

κριμένη κατηγορία γονιδίων για περισσότερο εστιασμένη 

ανάλυση με σχετικά χαμηλό αριθμό κυττάρων.23,26 Επί πλέ-

ον, υπάρχουν προκατασκευασμένες βιβλιοθήκες CRISPR 

και γίνεται προσαρμογή στη σύνθεση βιβλιοθηκών.23,26 Η 

πλειοψηφία των βιβλιοθηκών CRISPR στοχεύει κύτταρα 

ανθρώπινα ή από ποντίκι, οπότε εάν ο ερευνητής επιθυμεί 

να αναλύσει ένα διαφορετικό ζωικό μοντέλο, πρέπει να 

δημιουργήσει μια προσαρμοσμένη βιβλιοθήκη CRISPR ή 

να γίνει παραγωγή mRNA, χρησιμοποιώντας κύτταρα από 

το επιλεγμένο είδος.27

Οποιαδήποτε ανάλυση CRISPR απαιτεί προσεκτικό 

σχεδιασμό και μέθοδο διαχωρισμού των κυττάρων, η οποία 

μπορεί να ποικίλλει ευρέως σε όρους φαινότυπου, μεθόδου 

επιλογής και πολυπλοκότητας.22 Οι συνηθέστερες αναλύσεις 

αφορούν στη βιωσιμότητα και τη φυσική κατάσταση των 

κυττάρων, με την ανίχνευση gRNA όπου είτε είναι μεγάλος ο 

αριθμός των gRNA είτε έχουν εξαντληθεί σε έναν πληθυσμό 

μετά τη θεραπεία.28 Τα πολλά gRNA επάγουν μια μετάλλαξη 

που είναι ευεργετική για την επιβίωση ή τον πολλαπλασι-

ασμό στη δεδομένη κατάσταση, ενώ τα gRNA τα οποία 

έχουν εξαντληθεί υποδεικνύουν μεταλλάξεις αρνητικές για 

την υγεία ή την ανάπτυξη των κυττάρων. Η ανίχνευση των 

εξαντλημένων gRNAs, που αναφέρονται επίσης ως αρνητική 

επιλογή ή έλεγχος εγκατάλειψης, απαιτεί μεγαλύτερη κάλυ-

ψη και ενδέχεται να είναι περισσότερο απαιτητική.28 Εκτός 

από τη βιωσιμότητα και την καταλληλότητα, οποιοδήποτε 

μετρήσιμο χαρακτηριστικό μπορεί επίσης να χρησιμοποι-

ηθεί ως επιλογή για μια ανάλυση CRISPR.29,30 Αυτό γίνεται 

συχνά μέσω κυτταρομετρίας ροής (fluorescence-activated 

cell sorting, FACS), όπου ο φθορίζων βιοδείκτης χρησι-

μοποιείται για τον διαχωρισμό κυττάρων και το gRNA σε 

αφθονία συγκρίνεται μεταξύ των ταξινομημένων ομάδων. 

Οι επιλογές διαλογής με τη χρήση του FACS περιορίζονται 

στους διαθέσιμους δείκτες, όπως αντισώματα ή κύτταρα 

αναφοράς, που είναι διαθέσιμα.29,30 Ωστόσο, νέες και πε-

ρισσότερο περίπλοκες στρατηγικές επιλογής με τη χρήση 

του FACS αναπτύσσονται συνεχώς31,32 (εικ. 1).

5. ΒΑΣΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ 

CRISPR/CAS9 ΣΤΗΝ ΙΑΤΡΙΚΗ 

Η γονιδιακή θεραπεία προσφέρει τη δυνατότητα θερα-

πείας περισσοτέρων από 10.000 μονογενετικών παθήσεων 

και θα μπορούσε να συνδράμει στη θεραπεία τόσο των 

μονογενετικών όσο και των σύνθετων πολυπαραγοντικών 

νόσων.33 Η χρήση του συστήματος CRISPR/Cas9 είναι ένα 

καινοτόμο εργαλείο γονιδιακής θεραπείας που προσφέ-

ρει πολλές δυνατότητες.34,35 Ωστόσο, καθώς το πεδίο της 

έρευνας και των κλινικών δοκιμών της συγκεκριμένης τε-

χνολογίας συνεχώς επεκτείνεται, οι τεχνικές δυσκολίες και 

τα ζητήματα ασφάλειας πρέπει να επιλυθούν πριν καταστεί 

συνήθης πρακτική η κλινική εφαρμογή.34,35 

Παρακάτω παρατίθεται μια σύντομη ανασκόπηση των 

εφαρμογών της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 που σχετίζονται 

με την Ιατρική, τόσο σε ερευνητικό, προκλινικό όσο και σε 

κλινικό επίπεδο.

5.1. Πολυμορφισμοί ενός νουκλεοτιδίου

Οι πολυμορφισμοί μεμονωμένων νουκλεοτιδίων (single 

nucleotide polymorphisms, SNPs) μπορούν να χρησιμοποι-

ηθούν ως βιολογικοί δείκτες, επειδή σχετίζονται με γονίδια 

υπεύθυνα για μια ποικιλία σύνθετων ασθενειών, όπως οι 

καρδιακές παθήσεις, ο ΣΔ, ο καρκίνος, η σχιζοφρένεια, η 

αρτηριακή υπέρταση, η ημικρανία και η νόσος Alzheimer.36 

Αυτά τα SNPs εντοπίζονται κατά βάση μέσα σε ένα γονίδιο 

ή σε μια ρυθμιστική περιοχή κοντά σε ένα γονίδιο και πι-

θανόν να επηρεάσουν τη λειτουργία του γονιδίου και κατά 

συνέπεια την εξέλιξη της νόσου. Ως εκ τούτου, τα SNPs 

παρέχουν τη δυνατότητα ανάπτυξης φαρμακευτικών πρω-

τοκόλλων αξιολογώντας τη γενετική σύνθεση ενός ατόμου.36 

Πρόσφατα, σε μια μελέτη οι ερευνητές χρησιμοποίησαν το 

CRISPR/Cas9 για να δημιουργήσουν ποντίκια που φέρουν 

τον ανθρώπινο ειδικό πολυμορφισμό (SNP-rs1039084) 

στον γενετικό τόπο STXBP5, που έχει συσχετιστεί με αυξη-

μένο κίνδυνο θρομβώσεων.37 Κατά συνέπεια, τα γενετικά 

τροποποιημένα ποντίκια εμφανίζουν χαμηλότερα επίπεδα 

του παράγοντα von Willebrand, μειωμένη παραγωγή αι-

μοπεταλίων και μειωμένη πιθανότητα θρομβώσεων, αλλά 

αυξημένο κίνδυνο αιμορραγίας, σε σύγκριση με τα ποντίκια 

της ομάδας ελέγχου. Η μελέτη αυτή έδωσε μια λειτουργική 

σύνδεση μεταξύ της θρόμβωσης και του SNP-rs1039084.37

Μετά την αναγνώριση ενός SNP (rs78744187) που 

σχετίζεται με μειωμένη ποσότητα βασεόφιλων στο αίμα, 

μια ομάδα ερευνητών χρησιμοποίησαν την CRISPR/Cas9 

γονιδιακή επεξεργασία για να εισάγουν το εν λόγω SNP σε 

ανθρώπινα αιμοποιητικά βλαστικά και πολυδύναμα βλαστι-

κά κύτταρα.38 Η διαφοροποίηση των τροποποιημένων βλα-

στικών κυττάρων προς βασεόφιλα ήταν αισθητά μειωμένη 

σε σύγκριση με τα κύτταρα ελέγχου.38 Σε μια άλλη μελέτη 

οι ερευνητές διαπίστωσαν ότι ένα SNP στο γονίδιο KRT12, 

το οποίο είναι υπεύθυνο για την επιθηλιακή δυστροφία του 
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κερατοειδούς (Meesmann’s epithelial corneal dystrophy), 

δημιουργεί ένα νέο μοτίβο PAM.39 Χρησιμοποιώντας το 

CRISPR/Cas9 για να στοχεύσουν το SNP, ήταν σε θέση να 

μειώσουν την έκφραση του μεταλλαγμένου γονιδίου KRT12

χωρίς να επηρεάσουν το φυσιολογικό γονίδιο σε αθανα-

τοποιημένα ανθρώπινα κύτταρα κερατοειδούς. Επί πλέον, 

ανέδειξαν αποτελεσματική γενετική στόχευση CRISPR/

Cas9 του KRT12 σε ποντίκια που φέρουν το ανθρώπινο 

μεταλλαγμένο αλληλόμορφο.39

5.2. Πολλαπλές μεταλλάξεις

Οι κακοήθειες συνήθως προκύπτουν μετά από μεταλ-

λαξιογένεση πολλαπλών γονιδίων, καθιστώντας συχνά τα 

ποντίκια που φέρουν μια γονιδιακή μετάλλαξη ακατάλληλα 

μοντέλα για τη μελέτη του καρκίνου.40 Το σύστημα CRISPR/

Cas9, το οποίο μπορεί να στοχεύσει πολλαπλούς τόπους 

ταυτόχρονα, παρέχει καινοτόμες στρατηγικές για τη μελέτη 

του καρκίνου και άλλων πολυπαραγοντικών ασθενειών. 

Οι επιστήμονες δημιούργησαν ένα in vivo μοντέλο οξείας 

μυελογενούς λευχαιμίας, χρησιμοποιώντας την τεχνολογία 

CRISPR/Cas9 για την ταυτόχρονη τροποποίηση έως και 5 

γονιδίων σε αιματοποιητικά βλαστοκύτταρα ποντικού. 

Αυτό επιτεύχθηκε με την παροχή διαφορετικών συνδυα-

σμών Cas9 ενδονουκλεασών και μικρών gRNAs, η οποία 

οδήγησε στην παραγωγή μυελοειδών κακοήθων όγκων.40

Μια άλλη ομάδα ερευνητών αδρανοποίησε τα ογκοκα-

τασταλτικά γονίδια Pten και p53 στο ήπαρ των ποντικών, 

είτε μεμονωμένα είτε σε συνδυασμό.41 Η CRISPR/Cas9 

στόχευση των γονιδίων Pten και p53 προκάλεσε ηπατικούς 

όγκους με χαρακτηριστικά διαφοροποίησης χοληφόρου 

πόρου, αποδεικνύοντας ότι είναι εφικτή η ταυτόχρονη 

δημιουργία μεταλλάξεων διαφορετικών γονιδίων και στα 

δύο αλληλόμορφα.41

Eικόνα 1. Απεικόνιση γενικής ροής εργασίας μιας 
CRISPR (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats) ανάλυσης υψηλής απόδο-
σης. (Α) Μια βιβλιοθήκη πλασμιδίων που περιέχει 
gRNA CRISPR ενισχύεται και χρησιμοποιείται για τη 
δημιουργία βιβλιοθήκης φακοϊών. (Β) Μια κυτταρική 
σειρά μολύνεται με τη βιβλιοθήκη των φακοϊών. 
(Γ) Απομονώνονται τα μεταλλαγμένα κύτταρα που 
περιέχουν το gRNA και τον δείκτη επιλογής. (Δ) Τα 
κύτταρα επιλέγονται ή ταξινομούνται με βάση τον 
φαινότυπο που μας ενδιαφέρει. (Ε) Τα gDNA των επι-
λεγμένων κυττάρων απομονώνονται. (ΣT) Η περιοχή 
gRNA CRISPR του καθαρισμένου gRNA ενισχύεται 
μέσω PCR και προσδιορίζεται η αλληλουχία της. (Ζ) 
Τα ενισχυμένα ή και μη gRNA αναλύονται για τον 
εντοπισμό των ανεξάρτητων από την ομολογία 
στοχευμένων προσθηκών (homology independent 
targeted insertion, HITI) που σχετίζονται με τον 
φαινότυπο ο οποίος μας ενδιαφέρει.
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5.3. Σπάνιες ασθένειες

Η χρήση της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 έχει συνδράμει 

σημαντικά στη μελέτη σπάνιων ασθενειών.42 Μια μελέτη 

σχετικά με μια σπάνια κληρονομική μυοπάθεια με ανεπάρ-

κεια πεπτιδάσης (kyphoscoliosis peptidase, KY) παρουσι-

άζει την ανάπτυξη ενός νέου μοντέλου CRISPR/Cas9 σε 

zebrafish για τη μελέτη της νόσου.43 Μελέτη αυτών των 

zebrafish οδήγησε στην αναγνώριση μιας νέας μοριακής 

«υπογραφής» που χαρακτηρίζει την έλλειψη KY.43 Πρό-

σφατα, σε μια μελέτη που διενεργήθηκε σε χοίρους, έγινε 

προσπάθεια μοντελοποίησης της χορείας του Huntington 

(HD) μέσω της επεξεργασίας γονιδίων CRISPR/Cas9. Αυτοί 

οι χοίροι εκφράζουν ενδογενώς την αντίστοιχη μεταλλαγ-

μένη πρωτεΐνη πλήρους μήκους (huntingtin) και πάσχουν 

από τυπική HD.44

5.4. Η τεχνολογία του συστήματος CRISPR/Cas9  
στις ερευνητικές προσεγγίσεις  
για τον σακχαρώδη διαβήτη

Αν και η τεχνολογία CRISPR-Cas9 έχει χρησιμοποιηθεί 

ευρέως σε πολλά ερευνητικά πεδία, υπάρχουν λίγες μόνο 

μελέτες όπου οι ερευνητές έχουν εφαρμόσει την τεχνολογία 

CRISPR στην έρευνα για τον ΣΔ.4

Η τεχνολογία CRISPR-Cas9 έχει χρησιμοποιηθεί στην 

έρευνα για τον ΣΔ σε μελέτες που έχουν διεξαχθεί σε 

κυτταρικές σειρές και σε πειραματόζωα. Σε μια μελέτη 

οι ερευνητές ανέπτυξαν ένα σύστημα knockout CRISPR/

Cas9 για τη μελέτη συγκεκριμένων γονιδίων σε μια αν-

θρώπινη κυτταρική σειρά παγκρεατικών β-κυττάρων.45 

Οι ερευνητές χρησιμοποίησαν την ανθρώπινη κυτταρική 

σειρά EndoC-βH1. Το knockout πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση διπλού φακοϊού sgRNA και οι ερευνητές στόχευσαν 

τρία βασικά γονίδια με γνωστή λειτουργία στα παγκρεα-

τικά β-κύτταρα: το γονίδιο της ινσουλίνης (insulin, INS), το 

γονίδιο που κωδικοποιεί το ένζυμο αποικοδόμησης της 

ινσουλίνης (insulin degrading enzyme, IDE) και το γονίδιο 

της πεπτιδυλογλυκίνης α-αμιδιωτικής μονοοξυγενάσης 

(peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase, ΡΑΜ). 

Στα αποτελέσματά τους φάνηκε σημαντική μείωση των 

επιπέδων mRNA και της λειτουργίας όλων των πρωτεϊνών 

των γονιδίων-στόχων. Συνολικά, η συγκεκριμένη στρατη-

γική για την αποτελεσματική δημιουργία knockout στην 

ανθρώπινη β-κυτταρική σειρά EndoC-βH1 θα επιτρέψει 

την καλύτερη κατανόηση των γονιδίων που εμπλέκονται 

στην κυτταρική δυσλειτουργία των β-κυττάρων, την εύρεση 

των υποκείμενων μοριακών μηχανισμών και την καλύτερη 

αποσαφήνιση της παθογένειας του ΣΔ τύπου 2 (ΣΔ2).45

Πειραματικά δεδομένα έχουν δείξει ότι το IRX3 και το 

IRX5 είναι δύο μακρινά γονίδια προγονικών λιποκυττάρων, 

που λειτουργούν κυρίως ως ελεγκτές μιας διαδικασίας 

γνωστής ως θερμογένεση, σύμφωνα με την οποία τα λι-

ποκύτταρα διαχέουν την ενέργεια ως θερμότητα, αντί να 

την αποθηκεύουν σε μορφή λίπους, χάρη στη δράση της 

uncoupling protein 1 (UCP-1).46 Η θερμογένεση μπορεί να 

προκληθεί από την άσκηση, τη δίαιτα ή την έκθεση στο 

κρύο και συμβαίνει τόσο στα καφέ λιποκύτταρα, που είναι 

πλούσια σε μιτοχόνδρια, όσο και στα μπεζ λιποκύτταρα 

(λιποκύτταρα με χαμηλότερη δραστικότητα UCP-1 σε σχέση 

με τα καφέ λιποκύτταρα). Αν και τα λιποκύτταρα αυτά έχουν 

προταθεί ως θεραπευτικοί στόχοι για την αντιμετώπιση των 

μεταβολικών διαταραχών, τα αποτελέσματα των θεραπειών 

με βάση τα λιποκύτταρα στον άνθρωπο παραμένουν ασαφή. 

Σε μια μελέτη οι ερευνητές κατασκεύασαν ανθρώπινα καφέ 

λιποκύτταρα από λευκά λιποκύτταρα με την τεχνολογία 

CRISPR/Cas9-SAM-gRNA και ο στόχος τους ήταν ο προσ-

διορισμός των επιδράσεων αυτών των ανθρώπινων καφέ 

λιποκυττάρων (human brown-like, HUMBLE) στον μεταβο-

λισμό της γλυκόζης σε όλο το σώμα και στη θερμογένεση 

σε παχύσαρκα ποντίκια. Μια άλλη παραλλαγή ανάλυσης 

CRISPR είναι το σύστημα που ενεργοποιείται συνεργικά από 

έναν διαμεσολαβητή (synergistic activation mediator, SAM), 

όπου το dCas9 συνδυάζεται με μια πρωτεΐνη σύντηξης η 

οποία αποτελείται από δύο μεταγραφικούς τομείς ενερ-

γοποίησης, τον πυρηνικό παράγοντα κ-Β (NF-kB) και τον 

παράγοντα θερμοπληξίας 1, για τη συνεργιστική ενίσχυση 

της μεταγραφής. Ωστόσο, οι ερευνητές, εκτός από τον χα-

ρακτηρισμό αυτών των ανθρώπινων κυττάρων που έχουν 

σχεδιαστεί με την τεχνολογία CRISPR, μελέτησαν επίσης σε 

παχύσαρκα ποντίκια τις δυνατότητες των συγκεκριμένων 

κυττάρων για τη θεραπεία της παχυσαρκίας και των μετα-

βολικών διαταραχών. Τα παχύσαρκα ποντίκια που έλαβαν 

HUMBLE κυτταρικά μοσχεύματα παρουσίασαν σταθερή 

βελτίωση στην ανοχή στη γλυκόζη και στην ευαισθησία 

στην ινσουλίνη, καθώς και αυξημένη ενεργειακή δαπά-

νη. Μηχανιστικά, ο αυξημένος μεταβολισμός αργινίνης/

νιτρικού οξειδίου σε HUMBLE λιποκύτταρα προήγαγε την 

παραγωγή μονοξειδίου του αζώτου, που μεταφέρθηκε από 

S-νιτροζοθειόλες και νιτρώδη στα ερυθρά αιμοσφαίρια για 

να ενεργοποιήσει το ενδογενές καφέ λίπος και βελτίωσε 

την ομοιόσταση της γλυκόζης στα ποντίκια. Συνολικά, τα 

δεδομένα αυτά υποδεικνύουν τη χρησιμότητα της εφαρ-

μογής της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 για την κατασκευή 

ανθρώπινων λιποκυττάρων με φαινότυπο που ομοιάζει 

με το καφέ λίπος. Νέες πιθανές θεραπευτικές προσεγγίσεις 

ενδέχεται να μελετηθούν με βάση τα εν λόγω κύτταρα για 

τη θεραπευτική αντιμετώπιση της παχυσαρκίας και του 

διαβήτη.46

Επιβλαβής για τη λειτουργία των β-κυττάρων του πα-
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γκρέατος είναι και η υπερινσουλιναιµική υπογλυκαιµία 

που προκαλείται από μεταλλάξεις στα γονίδια τα οποία 

κωδικοποιούν το κανάλι του KATP (KATPHI).47 Σε μια μελέτη, 

οι ερευνητές δημιούργησαν ένα μοντέλο KATPHI χρησι-

μοποιώντας επαγόμενα πολυδύναμα βλαστικά κύτταρα 

(induced pluripotent stem cells, iPSCs). Οι ερευνητές έλα-

βαν iPSCs από άτομο που έφερε μια ομόζυγη μετάλλαξη 

ABCC8V187D, η οποία απενεργοποιεί τη ρυθμιστική υπο-

μονάδα του υποδοχέα σουλφονυλουρίας (sulfonylurea 

receptor 1, SUR1) του καναλιού KATP. Επίσης, ως ομάδα 

ελέγχου χρησιμοποίησαν τα διορθωμένα iPSCs ως προς τη 

μετάλλαξη ABCC8V187D με τη χρήση της τεχνολογίας του 

CRISPR/Cas9. Οι δύο αυτές ομάδες κυττάρων μελετήθηκαν 

in vitro και in vivo. Και στις δύο ομάδες τα βλαστοκύτταρα 

διαφοροποιήθηκαν σε συστάδες νησίδων (SC-νησίδες) 

και εμφυτεύτηκαν σε NOD/SCID/gamma ποντίκια. Στην 

in vitro μελέτη τα μεταλλαγμένα και τα διορθωμένα iPSCs 

διαφοροποιήθηκαν αμφότερα προς την ενδοκρινική μοίρα, 

αλλά τα μεταλλαγμένα βλαστοκύτταρα δημιούργησαν 32% 

περισσότερα β-κύτταρα (SC-β-κύτταρα) σε σύγκριση με 

τα διορθωμένα iPSCs (64,6% έναντι 49%, p=0,02) και 26% 

λιγότερα κύτταρα που ομοιάζουν με α-κύτταρα (16,1% 

έναντι 21,8%, p=0,01). Τα μεταλλαγμένα iPSCs κύτταρα 

πολλαπλασιάστηκαν κατά 61% περισσότερο έναντι των 

διορθωμένων iPSCs (1,23% έναντι 0,76%, p=0,006). Στα 

μεταλλαγμένα iPSCs κύτταρα η έκκριση της ινσουλίνης 

ήταν 3,2 φορές μεγαλύτερη σε συνθήκες χαμηλής γλυκόζης 

(0,0174% έναντι 0,0054%/min, p=0,0021) και δεν ανταπο-

κρίθηκαν σε φάρμακα που δρουν στο κανάλι KATP in vitro. 

Στην in vivo μελέτη, οι ποντικοί που έφεραν τα μεταλλαγμένα 

iPSC παρουσίασαν κατά 38% χαμηλότερη γλυκόζη αίματος 

νηστείας συγκριτικά με τα διορθωμένα iPSCs (4,8 έναντι 7,7 

mmoL/L, p=0,009) και τα μεταλλαγμένα iPSCs απέτυχαν να 

διακόψουν αποτελεσματικά την έκκριση ινσουλίνης κατά 

τη διάρκεια της επαγόμενης υπογλυκαιμίας. Οι ερευνητές 

δημιούργησαν ένα μοντέλο που ανακεφαλαιώνει τη γνωστή 

παθοφυσιολογία του KATPHI τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo 

μοντέλα. Το συγκεκριμένο μοντέλο παρέχει τη δυνατότητα 

διεξαγωγής περαιτέρω μελετών για την κατανόηση και την 

κλινική διαχείριση του καναλιού KATPHI χωρίς την ανάγκη 

λήψης πρωτογενών κυττάρων.47 

Η διαφοροποίηση των β-κυττάρων ώστε να είναι ικανά 

να παράγουν ινσουλίνη από iPSCs προερχόμενα από άτομα 

με ΣΔ υπόσχεται θεραπευτικά αποτελέσματα, αντικαθιστώ-

ντας τα μη λειτουργικά με λειτουργικά κύτταρα.48 Ωστόσο, 

οι τρέχουσες προσεγγίσεις που έχουν γίνει σε in vitro και 

in vivo μοντέλα χαρακτηρίζονται από μεγάλο ποσοστό 

αποτυχίας. Ερευνητές χρησιμοποίησαν το σύστημα CRISPR/

Cas9 για να διορθώσουν την παθογόνο παραλλαγή στο 

σύνδρομο Wolfram 1 σε iPSC που προέρχονται από άτομο 

με σύνδρομο Wolfram. Τα διορθωμένα WS SC-β-κύτταρα 

μεταμοσχεύτηκαν σε διαβητικά ποντίκια. Τα αποτελέσμα-

τα της συγκεκριμένης μελέτης έδειξαν υψηλά ποσοστά 

έκκρισης της ινσουλίνης ως απόκριση στη γλυκόζη και 

αναστροφή του προϋπάρχοντος διαβήτη στα ποντίκια. Η 

μεταγραφομική ανάλυση έδειξε ότι τα διορθωμένα SC-β 

κύτταρα εμφάνισαν αυξημένα επίπεδα ινσουλίνης και 

μείωση της έκφραση των γονιδίων που σχετίζονται με το 

stress του ενδοπλασματικού δικτύου. Η διόρθωση CRISPR/

Cas9 μιας παραλλαγής γονιδίου που προκαλεί ΣΔ επιτρέπει 

την ισχυρή διαφοροποίηση των αυτόλογων κυττάρων SC-β 

και μπορεί να αναστρέψει τον διαβήτη σε ζωικό μοντέλο.48

Σε μια μελέτη, οι ερευνητές παρατήρησαν ότι ένα σπάνιο 

αλληλόμορφο στους κατοίκους της δυτικής Φινλανδίας 

φάνηκε να προστατεύει από τον ΣΔ2.49 Το σπάνιο αυτό 

απώλειας λειτουργίας αλληλόμορφο (p.Arg138*) στο γο-

νίδιο SLC30A8 κωδικοποιεί τον μεταφορέα ψευδαργύρου 8 

(ZnT8). Οι ερευνητές εντόπισαν φορείς του συγκεκριμένου 

αλληλόμορφου και διαπίστωσαν ότι η προστασία σχετίστη-

κε με καλύτερη έκκριση της ινσουλίνης λόγω ενισχυμένης 

ανταπόκρισης στη γλυκόζη και μετατροπή της προϊνσου-

λίνης, ιδιαίτερα σε σύγκριση με άτομα τα οποία φέρουν 

ένα κοινό αλληλόμορφο κινδύνου για ΣΔ2 στο SLC30A8, 

το p.Arg325. Οι ερευνητές, στη συνέχεια, με τη χρήση της 

τεχνολογίας του CRISPR/Cas9 σε ανθρώπινα iPSC έδειξαν 

ότι το αλληλόμορφο p.Arg138* έχει ως αποτέλεσμα τη 

μειωμένη έκφραση SLC30A8 λόγω απλοανεπάρκειας. Στα 

ανθρώπινα β-κύτταρα η απώλεια του SLC30A8 οδήγησε 

σε αυξημένη ανταπόκριση στη γλυκόζη και σε μειωμένη 

λειτουργία του καναλιού KATP, αποτελέσματα που είναι 

παρόμοια με τα μεμονωμένα νησίδια από φορείς του 

προστατευτικού αλληλόμορφου για ΣΔ2 p.Trp325. Αυτά 

τα δεδομένα υποδεικνύουν τον ZnT8 ως ελκυστικό στόχο 

για τη θεραπεία του ΣΔ2, επιδιώκοντας τη διατήρηση της 

ικανότητας έκκρισης της ινσουλίνης.49

Οι μεταλλάξεις των γονιδίων της ινσουλίνης είναι η 

κύρια αιτία νεογνικού ΣΔ.50 Πιθανόν να οδηγήσουν σε 

λανθασμένη αναδίπλωση προϊνσουλίνης και παραμονή 

της στο ενδοπλασματικό δίκτυο (endoplasmic reticulum, 

ER), γεγονός που οδηγεί σε αυξημένο ER-stress, ικανό να 

πυροδοτήσει την απόπτωση των β-κυττάρων. Στον άνθρω-

πο, οι μηχανισμοί που υπόκεινται της δυσλειτουργίας των 

β-κυττάρων παραμένουν σε μεγάλο βαθμό ασαφείς. Σε μια 

μελέτη βρέθηκε ότι η λανθασμένη αναδίπλωση της προϊν-

σουλίνης μειώνει την ανάπτυξη και τον πολλαπλασιασμό 

των β-κυττάρων χωρίς όμως αύξηση της απόπτωσης. Οι 

ερευνητές δημιούργησαν επαγόμενα iPSCs από άτομα που 

φέρουν μεταλλάξεις στο γονίδιο της INS και με τη χρήση 

της τεχνολογίας CRISPR/Cas9 διαφοροποίησαν τα iPSCs σε 

κύτταρα που είχαν τα χαρακτηριστικά των β-κυττάρων. Με 
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τη μέθοδο προσδιορισμού αλληλουχίας RNA ενός μόνο 

κυττάρου διαπίστωσαν αυξημένο ER-stress και μειωμένο 

πολλαπλασιασμό σε μεταλλαγμένα ως προς το γονίδιο INS 

κύτταρα σε σύγκριση με την ομάδα ελέγχου. Στη συνέχεια, 

τα μεταλλαγμένα κύτταρα μεταμοσχεύτηκαν σε ποντίκια. 

Κατά τη μεταμόσχευση, τα μεταλλαγμένα INS νησίδια 

παρουσίασαν μειωμένη έκκριση ινσουλίνης και αυξημέ-

νο ER-stress. Το μέγεθος των κυττάρων, η έκφραση της 

σηματοδότησης συμπλόκου-1 του στόχου ραπαμυκίνης 

στα θηλαστικά (mammalian target of rapamycin complex 

1, mTORC1) και των υπομονάδων αναπνευστικής αλυσίδας 

μειώθηκαν. Ωστόσο, η απόπτωση δεν αυξήθηκε καθόλου. 

Η σηματοδότηση mTORC1 είναι απαραίτητη για τη σωστή 

μεταγεννητική ανάπτυξη και ωρίμανση των β-κυττάρων.51 

Τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης μελέτης αποδεικνύουν 

ότι οι μεταλλάξεις INS που σχετίζονται με τον νεογνικό ΣΔ 

οδηγούν σε μη φυσιολογική ανάπτυξη και πολλαπλασιασμό 

των β-κυττάρων, συμβάλλοντας στην εμφάνιση του ΣΔ.50 

Μια κύρια αιτία εξέλιξης της νόσου στον ΣΔ2 είναι η 

δυσλειτουργία των β-κυττάρων λόγω του φλεγμονώδους 

stress και της αντίστασης στην ινσουλίνη.52 Ωστόσο, με 

τη φυσική ιστορία της νόσου, κάποιου βαθμού απώλεια 

β-κυττάρων συμβαίνει και στον ΣΔ2. Κατά συνέπεια, η 

πρόληψη της απόπτωσης των β-κυττάρων σε άτομα με ΣΔ2 

είναι μια σημαντική θεραπευτική πρόκληση. Ο υποδοχέας 

της βιταμίνης D (vitamin D receptor, VDR) έχει προταθεί ως 

ένας βασικός ρυθμιστής της φλεγμονής και της επιβίωσης 

των β-κυττάρων. Η αναγνώριση μιας ακετυλιωμένης λυσίνης 

στον VDR από τις πρωτεΐνες BRD7 και BRD9 κατευθύνει τη 

σύνδεση του υποδοχέα με τα σύμπλοκα αναδιαμόρφωσης 

της χρωματίνης PBAF και BAF, αντίστοιχα. Μηχανιστικά, ο 

συνδέτης προάγει τη σύνδεση VDR με το PBAF και προκαλεί 

αλλαγές σε όλο το γονιδίωμα και στη χρωματίνη, με απο-

τέλεσμα μια αντιφλεγμονώδη απόκριση. Είναι σημαντικό 

ότι η φαρμακολογική αναστολή του BRD9 προάγει τη 

σύνδεση PBAF-VDR για την αποκατάσταση της λειτουργίας 

των β-κυττάρων και τη βελτίωση της υπεργλυκαιμίας σε 

μοντέλα ΣΔ2 ποντικού. Αυτή η έρευνα αποκαλύπτει μια μη 

αναγνωρισμένη μεταγραφή που εξαρτάται από τον VDR, 

προάγει την επιβίωση των β-κυττάρων και προσδιορίζει 

τη συσχέτιση VDR:PBAF/BAF, χαρακτηρίζοντάς την ως 

δυνητικό θεραπευτικό στόχο για τον ΣΔ2.52

Σε μια άλλη μελέτη αναλύθηκε το μεταγράφημα 39.905 

κυττάρων μεμονωμένων νησίδων από 9 δότες και παρα-

τηρήθηκαν διακριτές τροχιές ετερογένειας β-κυττάρων 

που σχετίζονται με την παχυσαρκία και τον ΣΔ2.29 Ως εκ 

τούτου, οι ερευνητές ανέπτυξαν τον RePACT, έναν ευαί-

σθητο αλγόριθμο ανάλυσης ενός μόνο κυττάρου για τον 

εντοπισμό των υπεύθυνων γονιδίων για την εξέλιξη της 

νόσου της παχυσαρκίας και του ΣΔ2. Οι ερευνητές έκαναν 

χαρτογράφηση του γονιδιώματος στα β-κύτταρα, αλλά 

προσδιορίστηκαν και με ανάλυση CRISPR τα υπεύθυνα 

γονίδια της νόσου στο μονοπάτι ρύθμισης της ινσουλίνης. 

Η εν λόγω ολοκληρωμένη ανάλυση αποκάλυψε τους μη 

αναγνωρισμένους προηγουμένως ρόλους του συμπλέγ-

ματος της πρωτεΐνης συνεσίνης και του συμπλέγματος 

ακετυλοτρανσφεράσης ιστόνης NuA4/Tip60 στη ρύθμιση 

της μεταγραφής και της απελευθέρωσης της ινσουλίνης. Η 

συγκεκριμένη μελέτη έδειξε τη δύναμη του συνδυασμού της 

ανάλυσης CRISPR ως προς την ετερογένεια της αιτιολογίας 

πολύπλοκων ασθενειών.29

Ο ΣΔ τύπου 1 (ΣΔ1) προκαλείται από την αυτοάνοση 

καταστροφή των β-κυττάρων του παγκρέατος.53 Τα πολυ-

δύναμα βλαστοκύτταρα μπορούν να διαφοροποιηθούν σε 

β-κύτταρα, αυξάνοντας την προοπτική μιας θεραπείας κυτ-

ταρικής υποκατάστασης για τον ΣΔ1. Ωστόσο, η αυτοανοσία 

θα κατέστρεφε γρήγορα τα πρόσφατα μεταμοσχευμένα 

β-κύτταρα. Χρησιμοποιώντας την τεχνολογία CRISPR/Cas9 

σε κλίμακα γονιδιώματος σε ένα μοντέλο ποντικού για ΣΔ1, 

φάνηκε ότι η διαγραφή του RNLS, ενός υποψήφιου γονιδίου 

GWAS για τον ΣΔ1, κατέστησε τα β-κύτταρα ανθεκτικά στην 

αυτοάνοση θανάτωση. Η μοντελοποίηση με βάση τη δομή 

προσδιόρισε το εγκεκριμένο από τον Οργανισμό Τροφίμων 

και Φαρμάκων των Ηνωμένων Πολιτειών της Αμερικής (US 

Food and Drug Administration, FDA) φάρμακο παργυλίνη 

ως πιθανό αναστολέα RNLS. Η από του στόματος θεραπεία 

με παργυλίνη προστάτευσε τα μεταμοσχευμένα β-κύτταρα 

σε διαβητικούς ποντικούς, οδηγώντας σε αναστροφή της 

νόσου. Επί πλέον, η παργυλίνη θα μπορούσε να αποτρέψει 

ή να επιβραδύνει την εμφάνιση διαβήτη σε πολλά μοντέλα 

ποντικών για ΣΔ1. Τα αποτελέσματα της εν λόγω μελέτης 

προσδιορίζουν τη δράση του RNLS ως τροποποιητή της ευ-

πάθειας των β-κυττάρων και ως πιθανό θεραπευτικό στόχο 

για την αποτροπή της απώλειας β-κυττάρων στον ΣΔ1.53 

6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Υπάρχουν πολλά αναπάντητα ερωτήματα στην παθο-

φυσιολογία του ΣΔ που μπορούν μέσω της τεχνολογίας του 

συστήματος CRISPR/Cas9 να απαντηθούν. Για παράδειγμα, 

ο πολλαπλασιασμός, η δυσλειτουργία και ο κυτταρικός 

θάνατος των β-κυττάρων είναι σημαντικά θέματα στην 

έρευνα για τον ΣΔ. Μπορούν να εφαρμοστούν αναλύσεις 

CRISPR σε όλο το γονιδίωμα για τη μελέτη του μηχανισμού 

των λιποκυττάρων που ενεργοποιείται από τη γλυκόζη 

ή το ER-stress, το οποίο προκαλεί τον κυτταρικό θάνατο 

των β-κυττάρων. Οι αναλύσεις CRISPR πιστεύεται ότι είναι 

απαραίτητες και για τους δύο τύπους του διαβήτη. Θα μπο-

ρούσαν επίσης να χρησιμοποιηθούν αναλύσεις CRISPR για 

τη μελέτη των ανθρώπινων εμβρυϊκών βλαστοκυττάρων ή 



338 Ι.Α. ΑΝΑΣΤΑΣΙΟΥ και συν

τη διαφοροποίηση πολυδύναμων βλαστοκυττάρων σε πα-

γκρεατικά β-κύτταρα ή ακόμη και τη διαφοροποίηση άλλων 

τύπων κυττάρων σε παγκρεατικά β-κύτταρα. Η μελέτη της 

λειτουργίας των β-κυττάρων του παγκρέατος με αναλύσεις 

CRISPR είναι τεχνικά δύσκολη, επειδή η έκκριση ινσουλίνης 

δεν είναι μια αυτόνομη και ανεξάρτητη λειτουργία, αλλά 

επηρεάζεται από τη δράση διαφόρων κυττάρων. Ωστόσο, 

οι αναλύσεις CRISPR μπορούν να σχεδιαστούν προσεκτικά 

έτσι ώστε η μέτρηση της ινσουλίνης να γίνει σε ένα ενδι-

άμεσο βήμα κατά την έκκρισή της. Οι αναλύσεις CRISPR 

θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για τη μελέτη της 

πρόσληψης βασικών μεταβολιτών από μεταβολικά όργανα/

ιστούς, για παράδειγμα χρησιμοποιώντας ένα φθορίζον 

ανάλογο γλυκόζης, όπως το 2-NBDG, για τη μελέτη της 

πρόσληψης γλυκόζης από τα λιποκύτταρα, τους μυς ή και 

τα ηπατικά κύτταρα. Στην έρευνα για τη διαφοροποίηση 

των καφέ λιποκυττάρων, το επίπεδο έκφρασης του UCP-1 

με ένα φθορίζον μόριο θα μπορούσε να χρησιμεύσει για 

τη χρήση μιας ανάλυσης CRISPR. Σχετικά με τις επιπλοκές 

του ΣΔ, η δυσλειτουργία των κυττάρων και η απόπτωση 

που προκαλείται από την υπεργλυκαιμία στο αγγειακό εν-

δοθήλιο, στα νεφρικά ποδοκύτταρα και στα κύτταρα του 

αμφιβληστροειδούς μπορούν επίσης να μοντελοποιηθούν 

in vitro και να αποτελέσουν ένα εξαιρετικά ενδιαφέρον πεδίο 

έρευνας για τη χρήση της ανάλυσης CRISPR. 

Συνοπτικά, υπάρχουν ακόμη πολλά αναπάντητα ερευ-

νητικά ερωτήματα τα οποία σχετίζονται με τον ΣΔ και 

τις επιπλοκές του που μπορούν να διερευνηθούν με ένα 

σύστημα CRISPR/Cas. Οι πόροι και τα εργαλεία είναι όλα 

άμεσα διαθέσιμα, αλλά οι ερευνητές πρέπει να σχεδιάσουν 

κατάλληλες αναλύσεις και στρατηγικές επιλογής των κυττά-

ρων. Είναι σημαντικό να υπάρξει ανάπτυξη κατευθυντήριων 

γραμμών και κανονιστικών πλαισίων που θα μπορούν να 

συνδράμουν στην αξιοποίηση του τεράστιου δυναμικού 

της τεχνολογίας CRISPR/Cas9, ελαχιστοποιώντας παράλληλα 

τους προβλεπόμενους κινδύνους πιθανής κατάχρησης και 

διατηρώντας τα όρια που επιβάλλει η βιοηθική.
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The clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) associated proteins (CRISPR/Cas9) genetic in-

tervention method was one of the greatest scientific discoveries of the last decade. The highly efficient and precise 

ability to edit the genome with CRISPR/Cas9 technology has great therapeutic value and benefits, providing basic 

science with an additional research tool. CRISPR technology has been used mainly in cancer biology, virology, and 

basic cell biology; however, in diabetes research there has been limited work. One possible reason for this is that di-

abetes and obesity research is more complex because it involves many organs and cell types. However, many unan-

swered questions can still be answered using the CRISPR/Cas9 genetic intervention method. In this review, we sum-

marize the current research data and results available using CRISPR/Cas9 and we try to provide an insight on how it 

can be used in diabetes and obesity research in the future.

Key words: Beta cells, Cas9, CRISPR/Cas, Diabetes mellitus, Obesity
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