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خلاصه

اپتوژنتیک به عنوان یک فناوری جدید و زیر شــاخة بیو تکنولوژی ترکیبی به کار گیری دو علم 
اپتیک و ژنتیک به منظور مطالعه و کنترل عملکرد انواع خاصی از ســلول ها به ویژه ســلول های 
عصبی در بافت های زنده را فراهم می آورد. این فناوری با اســتفاده از روش-های دســتکاری 
ژنتیکی و بیان اختصاصی پروتئین های حساس به نور )اپُسین ها( در سلول یا سلول های هدف، 
امــکان کنترل تحریکی یا مهاری جمعیت خاصی از ســلول ها و رفتار هــای مرتبط را با دقت 
 مکانی و زمانی بالا فراهم می آورد. از آنجا که بیان این پروتئین ها در ســلول هاي ویژه ای از جمله

ســلول هاي عصبی انجام می پذیرد، بیشــترین مطالعات اپتوژنتیکی در زمینة مغز و سیســتم 
عصبی انجام گرفته و انتشــار یافته اســت. هدف از این مقالة مروری، معرفی مفهوم اپتیک در 

اپتوژنتیک و اهمیت و چالش کاربرد آن در پزشکی می باشد..

واژه های کلیدی: اپتوژنتیک، تحریک و مهار، اپُسین
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مقدمه
 اپتوژنتیک1: تکنیک اپتوژنتیک ترکیبی از دو علم اپتیک و ژنتیک می باشد
کــه امکان مطالعه و کنترل عملکرد ســلول های خاص در بافت های زنده 
را فراهم می آورد. این تکنیک با اســتفاده از روش های دستکاری ژنتیکی 
 و بیان اختصاصی پروتئین های حســاس به نور )اپُســین ها( در سلول یا
ســلول های هدف، امــکان تحریک یا مهار جمعیت خاصی از ســلول ها و 

رفتارهای مرتبط را با دقت مکانی و زمانی بالا فراهم می آورد]1و2[. 

اصــول پایــه ای اپتوژنتیــک در مطالعات و مدلســازی ها بــه انتخاب 
 صحیح اپُســین، روش انتقال نور و بیان اختصاصی ژن مربوط می شــود.
 پروتئین های حساس به نور به محققان این امکان را می دهند که نورون ها
 را به طور انتخابی فعال و غیرفعال )on و off( نمایند. معرفی این پروتئین ها
به ســلول های کشت داده شده و یا ســلول های مغزی جانوران زنده سبب 
تسهیل بررسی های ساختاری و عملکردی شبکه های عصبی می شود. این 
ابزار هــای اپتوژنتیک امید تازه ای در کاربرد های بالینی به همراه دارد و در 
 عین حال پتانسیل مدوله کردن فعالیت سلول های زنده خصوصاً سلول های

مدارهــای مغزی را دارد که در بســیاری از ناهنجاری های نورولوژیکی یا 
اختــلال دید نوروپاتی می توانــد مؤثر واقع شــود]3[. روش های قدیمی 
آنالیزهای عملکردی در نورون ها بر تحریم مســتقیم با الکترود های بسیار 
ریز قرار داشــت. اگرچه روش مؤثری بود امــا، به دلیل دقت زمانی مکانی 
محدود، تاحدی نامطمئن تشخیص داده شد. با ظهور تکنولوژی و ابزارهای 
 on اپتوژنتیکی، سوئیچ های کد شدۀ ژنتیکی توانایی بالاتر دقیق تری را برای
و off کردن ســلول ها به وسیلة کنترل نوری دارند. لذا، مطالعة عملکردی 
سلول ها در ساختار های شبکه ای وسیع تر با امید به پیدایش و در دسترس 
قرار گرفتــن پروتئین های اپســینی ویژه محتمل تر خواهــد بود]5-8[. 

 از نظر سابقة تاریخی، کاشف ساختار مولکول DNA اعلام کرد که روش هاي
موجود تا آن زمان قادر به مطالعة دقیق ساختار هاي شبکه اي مغز و نقش 
 آن هــا در رفتار و عملکرد موجود نیســتند و این روش هــا نیازمند ایجاد
فناوري های جدیدي براي این منظور می باشــد. وي در این مقاله به نقش 
نور و اســتفاده از این پدیدۀ فیزیکی اشاره نمود. در سال 1974، مطالعة 
دیگری خصوصیات یک پروتئین غشــایی در باکتري هالوباکتریوم انتشار 
یافت]9[. در ســال هاي بعد مشــخص شــد که این گروه از پروتئین های 
غشای میکروبی به نام اپُسین به دلیل وجود ساختار قرنیه در درون خود و 
تأثیرپذیری این موکلول در مقابل نور، ساختار مولکول پروتئینی آن ها تغییر 
 شــکل می دهد و در نهایت منجر به عبور برخی از یون ها از کانال می شود.
تا سال 2005، اپُسین هاي مختلفی در پروکاریوت ها و یوکاریوت ها کشف 
و حساسیت نوري آن ها شناسایی شد. به طوري که در این سال براي اولین 
بار با وارد کردن ژن بیان کنندۀ اپُســین هاي میکروبی به درون سلول هاي 
عصبی و بیان آن در این سلول ها، انقلاب بزرگی در عرصة علوم اعصاب رخ 

1. Optogenetics

داد. از این ســال به بعد مطالعات بسیاري برای شناسایی نقش و عملکرد 
شــبکه هاي عصبی بــا وارد کردن ژن انواع مختلف پروتئین هاي غشــاي 
اپُسین میکروبی به سلول ها و شبکه هاي عصبی انجام شده است]10و11[. 

بیان ساده از اپتوژنتیک به صورت تحریک یا مهار نوری سلول های هدف 
نیســت، بلکه اپتوژنتیک باید دســتور انجام دادن یا نــدادن یک فعالیت 
خاص را به ســلول برساند. در سطح پایه، سیستم عصبی می تواند با تغییر 
وضعیت پمپ یونی فعال شــود یا به حالت اســتراحت برود. سیگنال های 
اکتیواسیون به عنوان مثال از حامل های نورونی، سبب جریان یون های بار 
مثبت به ســلول از محیط خارج می شود. این فعال شدن یا نشدن سلول 
در اثــر تغییر جریان یون های بار مثبت یا منفی به وســیلة اپتوژنتیک نیز 
قابل اجراســت]16-12[. انقلابی واقعی در کشف پروتئین های اختصاصی 
اپســینی که با کنترل تابش نور با طول موج معیــن )آبی یا زرد( کنترل 
جریان یونی غشــایی و در نتیجه روشن و خاموش کردن سلول ها را برای 

محققان این زمینه ممکن ساخته است]17-19[. 

دســتکاری های فارماکوژنتیکی می توانند بر روی هر نوع سلولی با هدف 
بیــان پروفایل های خاص مورد نظر صورت بگیرد، اما به دلیل کمبود دقت 
زمانی عمدتاً این روش برای کد کردن ســیگنال های سلول عصبی که در 
این مقیاس زمانی قرار دارد، به کار مــی رود. به همین دلیل این تکنولوژی 
را مهم ترین پیشــرفت چند دهة اخیر در رشــتة علــوم اعصاب می دانند. 
 اگرچه ویروس ها برای کاربرد های کلینیکی و تحویل ژن و کد کردن بیان

ژنی های مورد نیاز در کنترل یک ســلول پیشــنهاد مؤثرتری هستند، اما 
هنوز فرآیند ها به صورت بررسی و تحقیقات آزمایشگاهی است]20-22[.

محرک ها و سنسور های اپتو ژنتیکی مورداستفاده در کاربرد های کنترلی 
عملکرد ســلولی انواع مختلفی دارند. از جملة ایــن محرک ها می توان به 
 archaerhodopsin و halorhodopsin ،channelrhodopsin
اشــاره نمودو برای سنســور اپتو ژنتیکــی انواع تغییر وضعیت کلســیم 
)Aequorin, Cameleon, GCaMP(، کلرایــد )Clomeleon( یا 
ولتاژ غشــاء )mermaid( را بر شمرد. با اینکه channelrhodopsin و 
halorhodopsin به صورت طبیعی حساس به نور هستند، اما به نظر می 

رسد که دستکاری این پروتئین ها می تواند حساسیت آن ها را در پاسخ به نور 
به کار رفتة تابیده بهتر و آن ها را تبدیل به یک سوئیچ سریع تر نماید]23و24[.

طراحی مطالعۀ اپتو ژنتیک

به طــور پایه ای پنج مرحلة اساســی در طراحی مطالعات و آزمایش های 
اپتو ژنتیکی برای مطالعة رفتار مدل های بیماری و یا عملکرد نرمال وجود 

دارد]21و26-29[:

1. انتخاب اپسین مناسب برای آزمایش

2. انتخاب اســتراتژی مناسب هدف گذاری به وســیلة روش های انتقال 
ویروسی یا وکتور های بیان اپسین ها در هدف سلولی
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3. انتخاب روش های نور رســانی بهینه برای نفوذ بهتر نور به عمق بافت 
مورد مطالعه

4. انتخاب پارامتر های زمانی مناســب نــوری مانند پهنای زمان پالس، 
فرکانس و شدت نور نور برحسب منبع نوری مورد استفاده

5. اعتبار ســنجی دســتکاری آزمایشــگاهی و تعیین عملکرد ابزار اپتو 
ژنتیکی بر حسب الکترو فیزیولوژی یا ایمونو هیستو شیمی

ژنتیک

بــرای اعمال ایــن تکنیک باید ابتــدا بافت مورد نظر را با اســتفاده از 
مهندسی ژنتیک به نحوی تغییر داد تا بتواند نوعی پروتئین حساس به نور 
 بســازد. این پروتئین به طور طبیعی توسط نوعی جلبک ساخته می شود.
 ایــن مجموعــه از ابــزار اپتو ژنتیک که حاصــل مهندســی مولکولی و
تلاش هــای ژنومیک می باشــد، امــکان ایجــاد تغییرات آزمایشــگاهی 
برای دســتیابی به اثر هــای فیزیولوژیکی دلخواه، ویژگی های جنبشــی 
 مدولاسیون وابسته به نور و طول موج مورد نیاز، توان و گستردگی فضایی
پالس نوری را می دهــد. در اپتوژنتیک یکــی از ارکان مهم هدف گذاری 
اپسین های مفید می باشد. از آنجا که ابزار های اپتو ژنتیکی پیوسته از لحاظ 
ایمنی و بازدهی درحال بهینه شــدن هستند، یک آزمایش عصب شناسی 
 موفق نیازمند روش متناســب هدف گیری بافت زنده بــا ابزار اپتو ژنتیک
 می باشد. روش های معمول بهره گیری از اپتوژنتیک در بافت زنده عبارت اند از:
هدف گیری از طریق توزیع میکروبــی، هدف گیری تصویری، هدف گیری 

حیوانات از طریق ترانس ژنتیک، هدف گیری زمانی - مکانی.

اســتفاده از اپُسین ها2  که می توانند مولکول های ارگانیک کوچکی را در 
خود جا داده و به یک گیرندۀ نوری تبدیل شــوند. اپســین های میکروبی  

قابل استفاده موجود برای مطالعه عملکرد سیستم عصبی عبارت اند از:

 channelrhodopsins  )ChR1, ChR2, VChR1 and  .1
)SFOs برای تحریک نورون ها

 halorhodopsin )NpHR, 2. رودوپســین های میکروبی همچون
)eNpHR, eNpHR3 و

archaerhodopsin )Arch( .3 و باکتریورودوپســین بهبودیافتــه 
 Leptosphaeria maculans fungal opsins )Mac( و )eBR(
که به راحتی برای مطالعات مهار نورونهای مغزی حیوانات در حال حرکت 

بکار می روند]21-25[.

اپتیک در اپتو ژنتیک

روش های نوری در مقایسه با روش های الکتریکی و دارویی به دلیل برخورداری 
از ســرعت و دقت بالا تر و آسیب رسانی کمتر، ابزار مناسبی در مطالعات علوم 
اعصاب هستند]17[. در سیستم های عصبی، تولید و انتقال پیام های عصبی با 
 استفاده از یک سری کانال های یونی موجود در سلول عصبی و تغییر غلظت یون ها
در درون و خارج ســلول عصبی صورت می گیرد. در روش های معمول الکترو 
فیزیولوژی تحریک سیستم های عصبی با استفاده از الکترود های فلزی خاص و 
جریان الکتریکی انجام می شود. در تحریک نوری سیستم عصبی این فر آیند با 
استفاده از تحریک کانال های پروتئینی حساس به نور صورت می گیرد به گونه ای 
که این کانال های پروتئینی در سلول عصبی با استفاده از تکنیک های ژنتیکی 
ایجاد شده است. لذا، برای تحریک نوری قسمت های متفاوت سیستم عصبی 
مغز نیاز است تا پروب های نوری متفاوت طراحی و ساخته شود تا تحریک نوری 
جای گزیده و مکان یابی شده از سیستم عصبی صورت گیرد. تکنولوژی انتقال 
نور و منابع نوری مورد استفاده جهت رساندن نور برای فعال سازی اپسین های 
تعریف شده و تغییر در عملکرد بیولوژی سلولی از مهم ترین بخش فیزیک نور 
این فر آیند می باشد]18و32-29[. جریان نوری ناشی از یک پالس نوری در نور 
به عوامل مختلفی از قبیل ویژگی اپسین مورد استفاده، طول موج نور، شدت و 
مدت تابش نور و حتی تعداد سلول های حساس به نور در شروع، میانه و انتهای 
فر آیند بستگی دارد. به طور کلی خصوصیات مهم چشمه های نور تابشی مورد 
استفاده در اپتو ژنتیک عبارت اند از: خصوصیات طول موج مورد نیاز برای کنترل 
اپسین مورد استفاده، کنترل زمانی تابش نور، اینکه باید نور به طور متمرکز یا پهن 
میدان تابش شود، باید چند باریکه تابیده شود یا تک باریکه، ارائه ای از منابع نوری 
دیودی لازم است یاخیر و چگونگی انتشار نور در بافت بیولوژیک ]1، 5، 11و16[.

لیزر ها و دیود های نورگسیل3

دو منبع نوری مهم مورد استفاده برای تابش در بیشتر فر آیند های نوری 

2. Membrane-bound protein-bound

3. LED

شکل1: شماتیک بیان شــدن فعالیت channelrhodopsin و halorhodopsin در سلول 
عصبی. اکتیواسیون با نور آبی سبب باز شدن کانال می شود و اجازه می دهد یون های سدیم 
وارد و نورون ها on شــوند. نور زرد در عوض، یون های کلراید را وارد می نماید و سلول های 

نورونی را off می کند.
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عبارت اند از: لیزر و دیود های نورگسیل.

)nm1<( لیزر هــا عموماً به دلیل داشــتن یــک پهنای طیفــی باریک 
می توانند گزینة بسیار مناسبی باشند زیرا می توانند بر روی طول موج لازم 
برای فعال سازی یک ابزار خاص تنظیم شوند و همچنین بسیاری از لیزرها 
 می توانند طول موج هــای بلند NIR–farIR را تابــش نمایند. در میان

طول موج های نوری، بســیاری از اپسین های موجود به آبی و زرد حساس 
هستند اما بر اساس مطالعه ای در سال 2016، در مقایسه با نور آبی، نور قرمز 
 دارای مزایای متعددی به ویژه با توجه به برنامه های کاربردی در سیستم های

مدل برای بیماری ها اســت]19[. نور قرمز می تواند به عمق بافت ها نفوذ 

شکل2: ارکان مهم فرآیند اپتوژنتیک

شکل3: رساندن نور به بافت هدف در فرآیند اپتوژنتیک
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کند و به روشــی غیرتهاجمی و بــدون نیاز به عمل جراحی، حداقل خطر 
 را برای بافت های انســانی و حیوانی داشته باشد، همچنین هیچ عارضه ای

برای پروتئینهای فلورســنت به همراه ندارد. روش هــای اپتو ژنیک اغلب 
دارای کاربرد های مختلف در آزمایشگاه های تحقیقاتی است. پروتئین های 

فلورسنت تمایل به فعال شدن یا سفید شدن توسط نور آبی دارند. اگرچه 
نور قرمز دارای مزایای بســیار بیشتری نسبت به نور آبی است اما، درحال 
حاضر تعداد بسیار کمی ابزار اپتو ژنیک بر اساس نور قرمز عمل می کنند]19[.

دیود های نور گســیل LED از منابع دیگری هســتند که برای برخی 
آزمایش ها مناسب می باشند. پهنای طیفی کم مورد نظر را دارا می باشند، 
به راحتی برای فرکانس های مورد نیاز تنظیم می شوند، ساده و ارزان هستند 
 و به ابزار الکترونیکی پیچیده برای کنترل نیاز ندارند. اما، زمانی که از آن ها
در نزدیکی بافت ها اســتفاده می شــود، ایجاد گرمای ثانویه در بافت باید 
درنظر گرفته شــود. عموماً منابع نوری لیزر و یا دیودی از طریق کوپل با 
پروب های فیبر نوری برای تابش به موجود زنده استفاده می شوند. انتقال 
نقطه ای تر از نور به محل بافت هدف از این طریق امکان پذیر می شود]33[.

در ســال 2018 مطالعه ای با توســعة میکرو LED های وایرلس برای 

نور رســانی به مدل حیوانی آزمایش های اپتو ژنتیک انتشــار یافت. در این 
تحقیق یک آرایة قابل کنترل از چندینμ LED ، برای کاشــت مستقیم 
بر روی سر حیوان آزمایشگاهی با قابلیت توان نوری مستقل از زاویة تابشی 
ارائــه گردید. این قابلیت امکان مطالعة رفتار مدل حیوانی را در شــرایط 

آزادانه تر در اختیار می گذارد]2[.

اهمیت بالینی اپتو ژنتیک

پیشــرفت های اپتو ژنتیک دریچــة جدیدی را در فهــم و درک علمی 
 چگونگی عملکرد ویژۀ انواع ســلول ها و بافت های بیولوژیک باز کرده است

به طوری که نه تنها در عصب شناسی بلکه در سایر زمینه های زیستی همچون 
ماهیچه ها، رگ های شریانی، رشد سلول های جنینی و حتی سرطان برای 
تحقیقات به عنوان ابزاری قوی به کار گرفته شــده است]22[. به علاوه در 
مطالعات پیش بالینی، اپتوژنتیک بــر روی مدل های حیوانی درحال انجام 
است همچنان که به مدل سازی بیماری هایی مانند پارکینسون، اضطراب، 
آسیب شبکیه، تنفس و افسردگی کمک بسیاری کرده  است. دقت، زمانی 
 که به وسیلة اســتفاده از نور در روش اپسین میکروبی تک مؤلفه ای فراهم

می گــردد، مهم ترین ویژگی این روش می باشــد. در واقــع رخ دادن یک 
عملکرد خاص در یک سلول ویژه در میان جمعیت سلول ها در یک زمان 
مشخص بســیار مهم می باشــد. همچنین وجود گروه بزرگی از ابزار های 
اپتو ژنتیکی به خواص الکتریکی و بیوشــیمیایی خاص سبب پیشرفت های 
زیادی در دستیابی به اهداف مورد نظر در اپتو ژنتیک گشته  است. زیست 
عصب شناس دانشگاه MIT معتقد است اگر بتوان سلول مغزی را کنترل 
نمود، می توان دریافت که قدرت آن ها چیست و از کجا می آیند، چگونه بر 

روی ارگان هــا و عصب ها تأثیر می گذارند و علاوه بر آن می توان دریافت که 
اگر بتوانیم کنترل مغز را به دســت بگیریم، درمان های جدیدی را می توان 
ابداع کرد، مشکلات ناشی از عقب ماندگی ذهنی را درمان کرد و اختلالات 
عصبی و یا روانی را رفع نمود]11[. چندین نمونه از کاربرد های اپتو ژنیک 

به صورت خلاصه عبارت اند از:

1. در مطالعات رفتاری، اپتو ژنتیک انقلابی به پا کرده اســت. اپتو ژنتیک 
این امکان را در اختیار محقق علوم رفتاری قرار می دهد که بتواند رفتار های 
مدل حیوانی آزاد در قفس را در حالت on و off نور و با تغییر پارامترهای 
تابشــی نور که ابزار کنترل یا مهار سلول اســت]30[، مقایسه کند. این 
آزمایش ها می تواند هم به صورت تک جلســه هم چند روزه پیگیری شوند.

2. در مطالعات علوم اعصاب اپتو ژنتیک برای مطالعة مدار های عصبی درگیر 
 accumbensدر ناهنجاری های ترس و عصبانیت]22و31[، اعتیاد و هسته
و بخش شــناختی4 مغــز در اعتیــاد]35-32[ به کار گرفته شــده اس

3. در مطالعات بیماری های عصبی برای بررسی بیماری افسردگی و مدار 
عصبی هــای آن در کورتکس مغز ]36[، همچنیــن در مدل های حیوانی 

4. cognitive

شکل4: فعال سازی یک رسپتور خاص در سلول بافتی به وسیلۀ نور قرمز

شکل5: منبع نوری کوپل شده با پروب فیبر نوری
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تشخیصی بیماری اسکیزوفرنی و اوتیسم اپتو ژنتیک پارکینسون و صرع به 
کمک آمده است]37-41[. 

 محققان درحال توســعة روش های ســریع تر و کم تهاجمی تر می باشند.
به عنوان نمونه برخی از دانشــمندان این روش را به نحوی تغییرداده اند که 
بدون نیاز به دســتکاری ژنتیک هم قابل اجرا باشد. این روش بر پایة این 
مشاهده است که سلول های طبیعی عصبی را می توان با حرارتی که در اثر 
تابش نور مادون قرمز ایجاد می شود، تحریک نمود. حال برای اینکه اشعة 
مادون قرمز فقط ســلول های خاصی را تحت تأثیر قرار دهد، از نانو ذرات 
طلا اســتفاده می شــود. آن ها این ذرات را به درون سلول های هدف می 
فرســتند و سپس با تاباندن نوعی لیزر سبز این ذرات را تحریک می کنند. 

حرارت ایجاد شده در این تابش موجب تحریک سلول عصبی می شود.

محدودیت ها و چالش ها

روش های ترنسفکشــن بر پایة ساختن وکتور ها و پروموتور های ویروسی 
برای بیان خاصی در ســلول هدف استوار است. روش وکتورهای ویروسی 
سریع و بهره ور اســت در حالی که استفاده از حیوانات ترنس ژنیک سخت، 
هزینه و زمان بر می باشــد. چالش دانشمندان در این مورد طراحی انواعی 
از ویروس اســت که فقط به سلول مورد نظر دانشمندان در مغز حمله می 
کند. بر خلاف ذات اصلی ویروس ها مبنی بر ویران کردن سلول و جایگزین 
کردن DNA خود برای تکثیر، این ویروس فقط قسمتی از یک DNA را 
با خود حمل می کند و بدون تخریب سلول به بخش اصلی DNA انتقال 
می دهد و ســپس خودکشی می کند. این DNA تزریق شده به سلول این 
 قابلیت را می دهد که در مقابل تابش نور های خاص عکس العمل نشان دهد.
این عملکرد مانند ســلول های شبکیة چشــم است که قادر هستند نور را 

تشخیص و تصاویر را شکل دهند.

شکل6: منبع نوری کوپل شده با پروب فیبر نوری

چالش دیگر در اپتو ژنتیک عدم امکان انجام این آزمایش های اپتو ژنتیکی 
بر روی انســان است زیرا دسترسی بدون دخالت به بافت و سلول ها ممکن 
نیست. در مورد بافت مغز استخوان سخت جمجمه مانعی جدی برای نفوذ 
مناسب نور به بافت می باشد. برای انجام آزمایش ها لازم است تا کابل های 
فیبر نوری وارد مغز شــوند. برای همین دانشمندان در حال تفکر بر روی 
راه های غیرتهاجمی برای ورود این کابل ها به داخل محیط مغز هســتند. 
یکی از بهترین راه های ورود کابل از طریق بینی است که هم غیرتهاجمی 
است و هم به اسکلت جمجمه آسیب نمی زند. راه های دیگری نیز در دست 
بررســی و تحلیل و تکمیل شدن اســت .اما، کاملًا واضح و مشخص است 
که پیشرفت ها متوقف نمی شــوند و در آینده ای نزدیک تمامی ناشدنی ها 
شــدنی می شوند. همچنین توسعة چشمه های نوری مناسب برای افزایش 
بهره وری رساندن نور به عمق بافت بر حسب خصوصیات آناتومیکی بافت 

هدف باید مدنظر قرار داشته باشد.
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