
 

 ژنتيک نوين

 9311، تابستان 2، شماره پانزدهم  دوره

  57 - 12صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 اندونوكلئاز

 ويرايش ژن 

 CRISPR/Cas9 

 

 

 چکيده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گري اندونوكلئازهاي مهندسي شده ژنوم با ميانجي دار ويرايش هدف
 

An overview of genome editing methods based on endonucleases 
 

 4*، دانیال کهریزی3، مقصود پژوهنده2زاده، رضا درویش1منا بردبار

 

دانشکده کشاورزی  ،گروه اصلاح و بیوتکنولوژی گیاهی بیوتکنولوژی کشاورزی، ،دانشجوی کارشناسی ارشد -1

 دانشگاه ارومیه

پژوهشکده زیست فناوری و  انشگاه ارومیهدانشکده کشاورزی د ،استاد، گروه اصلاح و بیوتکنولوژی گیاهی -2

 دانشگاه ارومیه

 دانشگاه شهید مدنی آذربایجان ،دانشیار، گروه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی -3

 گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهی، دانشگاه رازی ،استاد -4
 

Bordbar M
1
, Darvishzadeh R

2
, Pazhouhandeh M

3
, Kahrizi D

*4 

 

1- MSc, in Agricultural Biotechnology, Department of Plant Breeding and 

Biotechnology, Faculty of Agriculture, Urmia University, Urmia, Iran 

2- Professor, Department of Plant Breeding and Biotechnology, Institute of 

Biotechnology, Urmia University, Urmia, Iran 

3- Associate Professor, Department of Agricultural Biotechnology, Azarbaijan 

Shahid Madani University, Iran  

4- Professor, Department of Agronomy and Plant Breeding, Razi University, 

Kermanshah, Iran  
 

 

 dkahrizi@yahoo.com: نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (15/7/88: تاریخ پذیرش - 5/6/89: تاریخ دریافت) 

های فعلی در کشاورزی، ويرايش ژنوم با استفاده از نوکلئازهای اختصاصی  برای مقابله با چالش

شناسی پايه و کاربردی ارائه شده  عنوان يک ابزار قدرتمند برای تحقيقات زيست به( SSNs)محل 

، (MN)ا ، اصول و کاربرد ابزارهای ويرايش ژنوم، از جمله مگانوکلئازهمقاله در اين .است

و ( TALENs)ی رونويسی  کننده ، نوکلئازهای افكتور شبه فعال(ZFNs)نوکلئازهای انگشت روی 

در اين . دشو توصيف می CRISPR/Cas9ای  خوشه منظم دار  پاليندروم فاصله اههای کوت تناوب

به سرعت در حال توسعه است ، ويرايش ژنوم فناوریجديدترين  عنوان ، بهCRISPR/Cas9ميان؛ 

طور خاص قدرت  اين مقاله به. ها مورد استفاده قرار گرفته است و با موفقيت در بسياری از ارگانيسم

CRISPR/Cas9 دهد و نقاط قوت و ضعف  عنوان ابزاری برای مهندسی ژنوم گياهی نشان می را به

 TALENو  MNs، ZFNs ابزار ويرايش مجدد ژنوم، سهرا در مقايسه با  CRISPR/Cas9آوری  فن
 .نمايد می شريحت
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گیاهان ایجاد تغییر در ساختار ژنتیکی  متداول،در اصلاح نباتات 

و گزینش،  گیری دورگ شاملهای معمول  توسط روشعمدتاً 

، زیستیکاهش تنوع . گیرد انجام میهای برگشتی و جهش  تلاقی

های خویشاوند و سازگار جنسی گیاه هدف،  نیاز به وجود گونه

از  بودن فرآیندهای اصلاحی بر  و زمانصرف هزینه بالالزوم 

 Chen and Gao) است اساسی اصلاح نباتات متداولایرادهای 

2014.) 

های  شناسی مولکولی ظهور فناوریها در زیست نتیجه پیشرفت

مهندسی ژنتیک . نوین مانند بیوتکنولوژی و نانوبیوتکنولوژی است

اند در تو های نوین و ارزشمندی است که می یکی از فناوری

این  (.Dumbliauskas et al. 2011) خدمت بشریت قرار گیرد

فناوری از ابتدای پیدایش، یعنی دهه هفتم قرن بیستم، تاکنون 

ای را ارائه نموده  گیری داشته و خدمات ارزنده های چشم پیشرفت

ویرایش هدفمند ژنوم با  (.Pazhouhandeh et al. 2006) است

پتانسیل بالایی را برای بهبود  ،اصیاستفاده از نوکلئازهای اختص

کیفیت و عملکرد گیاهان زراعی در جهت تامین نیاز غذایی مردم 

جهان و فراهم کردن یک سیستم کشاورزی پایدار ایجاد کرده 

  (.Lio et al. 2013; Pakbaz et al. 2015) است

به  تواند صرفاً امروزه تولید غذا هم از ابعاد کمی و کیفی نمی

مین امنیت غذایی جامعه و نیاز به أت. نتی متکی باشدکشاورزی س

افزایش مداوم تولیدات کشاورزی بستگی به مسلح شدن و در 

نوین و  یها فناوری با زیست متداولثر اصلاح نباتات ؤآمیختن م

 های فناوری اگرچه، زیست. قوی مهندسی ژنتیک دارد هایابزار

ربردهای تولید محصولاتی که کا هایی را برای روشنوین 

 نمایند فراهم میای در پزشکی، کشاورزی و صنعت دارند،  گسترده

یا  1شده ژنتیکی دستورزیهای ایمنی موجودات  ولی جنبه

 ها باید قبل از استفاده دقیقاً های حاصل از آن و فرآورده 2تراریخته

ترین ملاحظات تاثیرگذار در  از مهم. دنمورد بررسی قرار گیر

غیر  DNAقطعات  انتقاللات تراریخته، برداری از محصو بهره

و  گیاهی به ژنوم گیاه والد، فرار ژن و انتقال عمودی ژن هدف

های مقاومت به  های گزینشگر مانند ژن ژناستفاده از 

                                                           
1 GMO: Genetically modified organism 
2 Transgenic 

 ;Jouzani et al. 2010) باشند می ها کش و علف ها بیوتیک آنتی

Jouzani and Tohidfar 2013; Tohidfar 2013 .) ،به بنابراین

های پیشرفته تولید  نیاز به استفاده از روشنوان یک جایگزین، ع

منظم  ردا پالیندروم فاصله هکوتا های گیاهان تراریخته مانند تناوب

Cas9 ی ا خوشه
3(CRISPR/Cas9 ) که نوعی روش ویرایش ژنوم

است، جهت بهبود کیفیت و عملکرد موثر گیاهان زراعی با کارایی 

هایی  این سیستم با ایجاد جهش. شود بالا بیش از پیش احساس می

به تواند  های بزرگ می های ژنی چندگانه و ایجاد حذف در مکان

این روش . اصلاح گیاهان بدون انتقال ژن خارجی شتاب دهد

های گیاهی را بهبود بخشیده و  تواند عملکرد و فعالیت ژن می

انواع  (.Zhang and Zhou 2014) نمایدصفات جدید ایجاد 

برای مهندسی ژنتیک  4از نوکلئازهای اختصاصی محلمتنوعی 

با اینکه جزئیات هر سیستم متفاوت است اما . شوند استفاده می

 .Samanta et al) مشابه است SSNsی ها فرایند کلی سیستم

ژنوم، ایجاد  ارِدهدف مهندسیِ استراتژیِ ترین بخشِ مهم (.2016

وکوس از پیش اختصاصی جایگاه در یک ل ایِهای دو رشته برش

ترمیم  .ندونوکلئازهای مهندسی شده استای تعیین شده به وسیله

ای، به وسیله ی نوترکیبی هومولوگی های دو رشته نهایی این برش

های غیر هومولوگ، تغییرات ژنتیکی مورد نظر و  یا اتصال پایانه

 .Jensen et al. 2011; Perez-Pinera et al) کند دلخواه را ایجاد می

های غیرهومولوگ، به دلیل  سازوکار اتصال پایانه (.2012

از تواند سبب تخریب ژن ، می5های کوچک ها یا حذف واردشدگی

بنابراین در . شود 6بچارچودر های تغییر  ایجاد جهش طریق

-تحقیقات، از این سیستم غالباً برای ایجاد موتاسیون و غیرفعال

ر نوترکیبی در حالی که سازوکا. شودسازی ژن استفاده می

 نومیی ژ تواند تبادل نوکلئوتیدی بین یک ناحیه هومولوگ می

های  ی بیگانه را که توسط توالیDNAه درونی و یک قطع

 اردشدگی،وتا سبب نماید گری  واسطه هومولوگ احاطه شده،

 .Pauwels et al) حذف و یا جایگزینی یک توالی خاص شود

ی حذف یا افزودن دقیق بنابراین از این مسیر عمدتاً برا ،(2014

                                                           
3 CRISPR/Cas9: Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeat/CRISPR-associated system 9.  
4
 SSNs: Genome editing mediated by site- specific 

nucleases 
5 Indel 
6 Frame shift mutation 

  مقدمه
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های هدف ژنوم و یا وارد کردن دقیق ژن خارجی به یک بخش

 .Maruyama et al) شودمحل شناخته شده در ژنوم استفاده می

تواند بسیار  می SSNsنتیجه ویرایش ژنومی توسط در  (.2015

 (.1شکل ) (Samanta et al. 2016) متفاوت باشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 
از  بعد. SSNsژنوم با استفاده از ویرایش صل از نتایج محتمل حا -1شکل 

ممکن است در غیاب رشته دهنده  SSNsشکسته شدن رشته دوتایی توسط 

 DNAنتیجه به سمت خاموش کردن ژن منتهی شود یا در صورت حضور 

دهنده ادغام ژن صورت پذیرد و با ترمیم انتهای غیر هومولوگ بازسازی انجام 

شته دوتایی با مسیر هومولوگ ممکن است ایجاد نتیجه ترمیم شکست ر. گیرد

  (.Marraffini and Jiang 2015) دد نظر باشرجهش و یا ادغام ژن مو

 

ندونوکلئاز مهندسی شده، بتواند به طور ابرای اینکه یک 

باید  ،دار ژنوم کاربرد داشته باشدای در ویرایش هدف گسترده

را با  DNAی از توالی بلند( الف: باشد ساسیا ویژگیدارای دو 

های  ویژگی بالا شناسایی کند تا از ایجاد سمیت ناشی از برش

های خارج از  زیرا برش .جلوگیری شود 1فخارج از جایگاه هد

های ناخواسته شده  جایگاه هدف، سبب ایجاد تغییرات در لوکوس

شناسایی و برش ( ب .شود میبینی های غیر قابل پیش و فنوتیپ

 Asadollahi et) شود عملیده به آسانی شدر یک توالی تعریف 

al. 2014.)  ندونوکلئازها، شامل اچهار رده اصلی از داکسی

ندونوکلئازهای اندونوکلئازهای انگشت روی، امگانوکلئازها، 

 CRISPR/Casی رونویسی و سیستم  افکتور شبه فعال کننده

عنوان ابزار مهندسی ژنوم توسعه یافته محسوب  هستند که به

در این مقاله . باشندد و هر کدام دارای معایب و مزایایی میشون می

ها با توجه به میزان اهمیت و  سعی می شود که هر کدام از آن

                                                           
1 Off-target 

دار ژنوم مورد بررسی و توصیف  در مهندسی هدف ها آن  کارایی

 .قرار گیرد

 (Meganucleases) مگانوکلئازها -1

شوند،  یمگانوکلئازها که در تمام قلمروهای حیات یافت م

. کشف شدند 1891 دهه های طبیعی هستند که در اواخر نوکلئاز

باز را  جفت 14-41به طول  DNAهای بلندی از  ها توالی این

های دو  کنند و یک ابزار نویدبخش برای ایجاد برش شناسایی می

 دار ژنوم هستند ها برای مهندسی هدف ای در کروموزوم رشته

(Marraffini and Jiang 2015.) و   ها بر اساس توالی مگانوکلئاز

شوند که بیشترین  های ساختاری به پنج خانواده تقسیم می موتیف

به جهت آن  LAGLIDADGی  مطالعات بر روی اعضای خانواده

 اند شان دادهن DNAهای  که بیشترین ویژگی را در شناسایی توالی

(Zhao et al. 2007; Marcaida et al. 2010)، تانجام گرفته اس .

که تحت عنوان  LAGLIDADGهای  های کدکننده مگانوکلئاز ژن

شوند، بیشتر در درون  نیز خوانده می 2"نوکلئازهای خانگی"

ا در میزبان ه و تا امروز نقش دقیق آن  ها واقع شده اینترون

بندی دسته 3مشخص نشده و جزو عناصر ژنتیک خودخواه

مشابه  HEsی ذارگ نام (.Gogarten and Hilario 2006) شوند می

 Smith  and Nathans) باشد های برشی می نامگذاری آنزیم

برای ) Iد های اینترون با پیشون ندونوکلئازاحقیقت  در (.1973

intron )های  و اندونوکلئازintien د با پیشونPI (برایProtein 

insert )شوند مشخص می (Miglani 2017.) ترین  دو مورد از مهم

گرفته شده از I-CreI (Heath 1997 )ده اعضای این خانوا

گرفته شده از PI-SceI (Duan 1997 )و  4نمیتوکندری مخمر نا

که هر دو ( Miglani 2017)د باشن می 5زکلروپلاست جلبک سب

آیند که  بتا در می -ی آنتی پارالل ی صفحه صورت ساختار ثانویه به

اختار عمل کرده و با تشکیل یک س DNAعنوان واحد شناسایی  به

برش . گیرند قرار می DNAزین مانند بر روی شیار بزرگ مارپیچ 

DNA های دو ظرفیتی که در جایگاه فعال  گری کاتیون با میانجی

 Pauwels et al. 2014; Zhao) شود اند، کاتالیز می آنزیم واقع شده

et al. 2017.) 

                                                           
2 HE: Homing endonuclease 
3 Selfish 
4 Saccharomyces cerevisiae 
5 Chlamydomonas reinhardti 
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و ( I-CreIمثل ) دهند برخی از مگانوکلئازها همودایمر تشکیل می

و پالیندرومی کاذب را شناسایی  1یهای هدف پالیندروم ایگاهج

-Iمانند )ها مونومری بوده  در حالی که برخی دیگر از آن .کنند می

SceI )کنند های غیرپالیندرومی را شناسایی می و توالی (Miglani 

ها با وجود دارا بودن مزایایی قابل  مگانوکلئاز(. 2شکل ) (2017

سه  نظر، ار بالا در شناسایی توالی موردتوجه مانند ویژگی بسی

محدود ها را  محدودیت اصلی نیز دارند که کاربرد وسیع آن

 DNAن های بی ای از برهمکنش وجود شبکه گسترده( الف: کند می

( ب. است که تاکنون کد آن شناسایی نشده است  و مگانوکلئاز

سبب  C و Gهای دو نوکلئوتیدی  در توالی DNAمتیله شدن 

2ش تمایلکاه
و همچنین کاهش فعالیت  DNAآنزیم در اتصال به  

( ج(. Duan et al. 1997; Valton 2012) شود کاتالیتیکی آنزیم می

احتمال وجود یک جایگاه شناسایی در ژنوم برای هر آنزیم بسیار 

رای نمونه اگر طول جایگاه شناسایی یک آنزیم ب .پایین است

تر از  برابر بزرگ 21د بای ژنوم انسان باز باشد، جفت 19حدود 

مقدار فعلی باشد تا یک جایگاه شناسایی برای آنزیم مورد نظر 

های مهندسی شده، دو  برای ایجاد مگانوکلئاز. وجود داشته باشد

 :رویکرد ذیل مورد تاکید قرار گرفته است

طبیعی از طریق تغییر توالی  یها تغییر ویژگی مگانوکلئاز( الف

های عملکردی که  و سپس انتخاب آنزیم ها ای آن اسید آمینه

 Seligman et) جایگاه مورد نظر را شناسایی کرده و برش دهند

                                                           
1 Palindromic 
2 Affinity 

al. 2002; Rosen et al. 2006.) های  ادغام قلمروهای پروتئین( ب

 با توالی شناسایی جدید 3یمریشهای  متفاوت و ایجاد پروتئین

(Rosen et al. 2006; Arnould 2006.) طور  ا بهاز مگانوکلئازه

های  ها و ارگانیسم ها در انواع سلول گیری ژن وسیعی برای هدف

، اولین I-CreIز مگانوکلئا. متفاوت استفاده شده است

آمیزی یک توالی تعریف طور موفقیت اندونوکلئازی بوده که به

. طور اختصاصی هدف قرار داده است شده در ژنوم انسان را به

های  اند که ژن طراحی شده I-CreIهای مختلفی از  واریانت

4ن از جمله ژ مختلفی،
RAG1  که جهش در آن سبب بیماری

 ;Muñoz et al. 2011) شود می 5ژنتیکی نقص ایمنی مرکب شدید

Smith et al. 2006)،  و ژنXP
که سبب اگزودرما پیگمنتزوم  6

در  .دهند قرار میمورد هدف را  ،(Redondo et al. 2008) شود می

های افراد مبتلا به دیستروفی  ر روی میوبلاستبکه ی ا مطالعه

ی مهندسی شده،  ها و با استفاده از مگانوکلئاز 7عضلانی دوشن

-52های  در اگزونکه توانستند ژن دیستروفی را ، صورت گرفت

(. Popplewell 2013) نمایندتصحیح  بود دچار حذف شده 45

یاهان در هایی از کاربرد مگانوکلئازها در ویرایش ژنوم گ نمونه

 .آمده است 1جدول 

                                                           
3 Chimeric 
4 Recombination activating gene 1 
5 SCID: Severe combined immunodeficiency 
6 Xeroderma pigmentosum 
7 DMD: Duchenne muscular dystrophy 

 

 
 ایدو رشته DNAشمای کلی طرز عمل مگانوکلئاز متصل شده به  -2شکل 

 

 ها در ویرایش ژنوم گیاهان مواردی از کاربرد مگانوکلئاز -1جدول 

 

 

 

 

 Homing endonuclease گیاه منبع

Puchta (2002); Antunes et al. (2012) Arabidopsis thaliana (Thale cress) PB1 
Watanabe et al. (2015) Hordeum vulgare (Barley) I-SceI 

Puchta, Dujon, and Hohn (1993); Puchta, 

Dujon, and Hohn (1996); Puchta (1999b); 

Siebert and Puchta (2002) 

Nicotiana benthamiana (Tobacco)  

Yang et al. (2009); Gao et al. (2010) Zea mays (Maize)  
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 6الی  3، که هر یک شامل ZFNsالقای شکستگی در رشته دوتایی نیازمند یک جفت . هدف خود DNAروی متصل به قطعه تصویر دایمر نوکلئاز انگشت -3شکل 

. باشدمی C-terminalدر انتهای  Fok1و دمین شکافنده اندونوکلئاز محدودگر  N-terminalدر انتهای ( ها نشان داده شده تا از آن 4که دراین شکل )روی پروتئین انگشت

توسط  ZFNدو توالی شناسایی . ودشدر توالی هدف می DNAهرشتموجب شکست در دو  Fok1شناسایی شده، و آنزیم  ZFNنوکلئوتید توسط دایمر  19-36حدود 

 (.Marraffini and Jiang 2015) شوندنوکلئوتیدی جداگر از یکدیگر جدا می 5-7توالی 

 

 (Zinc-finger nucleases)ی نوکلئازهای انگشت رو -2

های مصنوعی هستند که با  های انگشت روی، پروتئین ئینتپرو

ت عنوان های رونویسی تح ادغام چندین قلمرو از رده عامل

ی مستقل از  دهنده های انگشت روی به یک قلمرو برش پروتئین

ساخته  FokIاز  IISع ز محدودکننده نو توالی مربوط به اندونوکلئا

اسیدآمینه است که  31شامل  ،یهر قلمرو انگشت رو. اند شده

د که با دو اسیدآمینه هیستیدین و دو نباش دارای یک اتم روی می

 -Noori) ندکن یوند غیرکوالان برقرار میاسیدآمینه سیستئین پ

Daloii 2010; Miller 1985; Wolfe 2000 .)آلفا در  یک مارپیچ

را  DNAاز تایی اختصاصی  هر قلمرو انگشت روی، یک توالی سه

مورد  ZFNهر مشخص شد در مطالعات اولیه  .کند شناسایی می

 8داشته که به توالی  استفاده تنها سه قلمرو انگشت روی

 ZFNدایمرهای طوری که  به. شود متصل می DNAبازی از  فتج

بازی را  جفت 19که یک توالی سازد  را قادر می( های فعال گونه)

دلیل اینکه قلمرو  به (.Urnov 2010) برای هر برش شناسایی کنند

های عملکردی  کند، نوکلئاز صورت دایمر عمل می هب FokIز نوکلئا

روی   د که قلمروهای انگشتگیرن انگشت روی زمانی شکل می

گیری  در نزدیکی همدیگر قرار گیرند و همچنین دارای جهت

در کنار  FokIهای کاتالیتیک آنزیم  که قلمرو طوری ؛مناسبی باشند

دو واحد  (.Urnov 2010; Vanamee et al. 2001) هم قرار گیرند

شوند و به نزدیکی ناحیه ژن هدف متصل می ZFNمونومری 

1ی مناسبی برای ایجاد از هم جدا کرده تا فاصلهها را رشته
DSB 

در ژنوم ایجاد شود چون در غیر این صورت تشکیل دایمر 

 (Vanamee et al. 2001) دشوغیر ممکن می FokIاندونوکلئاز 

 (.3شکل )

های ناخواسته، تغییرات متنوعی را  برای به حداقل رساندن برش

  های انگشتنوکلئاز( فال: اعمال کرد ها ZFNتوان در مورد می

صورت هترودایمر  توان طراحی کرد که تنها به روی را طوری می

یی را در قلمرو ها برای نیل به این هدف، واریانت. عمل کنند

کنند که تنها ساختارهای  ایجاد می Fok1کاتالیتیک آنزیم 

 Bitinaite) هترودایمر تشکیل شوند و همودایمرها ناپایدار باشند

et al. 1998; Geurts and Moreno 2010.) 2اندازطول فاصله( ب 

باز است، اما از  جفت 4-6معمولاً حدود  ZFNبین دو مونومر 

توان نیز می Fok1و  ZFPبین  3طریق ایجاد تغییرات در طول رابط

-توان تا حدی از دایمریزاسیون غیر اختصاصی و در نتیجه برش

 Noori- Daloii) های خارج از جایگاه هدف جلوگیری کرد

2010; Shimizu et al. 2009; Händel et al. 2009 .یکی دیگر ( ج

، افزایش فعالیت کاتالیتیک هاZFNاز تغییرات ایجاد شده در 

هایی با فعالیت باشد که نتیجه آن ایجاد واریانتمی Fok1قلمرو 

طراحی نیکازهای ( د (.Gao et al. 2010) افزایش یافته است

                                                           
1
 Double-strand break 

2
 Spacer 

3
 Linker 
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هایی در قلمرو کاتالیک جاد واریانتاز طریق ای 1رویانگشت

Fok1 طوری که فعالیت اندونوکلئازی آنزیم  یکی از مونومرها، به

در . از دست رفته، اما تاثیری بر فرآیند دایمریزاسیون نداشته باشد

برش  DNAهای نتیجه، پس از دایمریزاسیون تنها یکی از رشته

ی ترمیم آن، شود که براایجاد می Nickخورده و به اصطلاح یک 

 کند سلول بیشتر از سازوکار نوترکیبی هومولوگ استفاده می

(Meng et al. 2008.) روی در مقایسه با نوکلئازهای انگشت

-طراحی آسان Modularityدلیل دارا بودن ویژگی  مگانوکلئازها به

 .تری دارند

دار ژنوم روی برای ویرایش هدفهرچند که نوکلئازهای انگشت

اند ها استفاده شدهها و ارگانیسمعی از سلولدر طیف متنو

(Urnov et al. 2010)، ی گسترده اما دو محدودیت اصلی، کاربرد

دلیل  روی بهقلمروهای انگشت( الف: ها را محدود کرده استآن

ظرفیت محدودی  Context-dependent DNA bindingاثرات 

را برای  DNAدارند که هدف قرار دادن هر توالی مورد نظر از 

 (.Ramirez et al. 2008) کندروی دشوار میهای انگشت نوکلئاز

تواند روی، میهای قلمروهای انگشت فقدان برخی ویژگی( ب

های غیرهدف ایجاد کند که سبب هایی را در جایگاهبرش

های غیر قابل پیش  های ناخواسته و در نتیجه ایجاد فنوتیپ جهش

 Pattanayak) ان سمیت بالایی شوندبینی و یا به عبارتی، سبب میز

et al. 2011; Marraffini and Jiang 2015.) 

ایجاد جهش در ژن زردی  ZFNاولین موفقیت استفاده از 

در حدود یک دهه پیش بود  (Bibikova et al. 2002) دروزوفیلا

ها و جانداران مورد استفاده و تاکنون در مورد بسیاری از سلول

طور مستقیم  طور مثال در زیگوت ماهی زبرا به به. قرار گرفته است

 2111ها در سال  ، در زیگوت خانواده موش2119در سال 

                                                           
1
 ZF Nickases 

(Carbery et al. 2010; Cui et al. 2011; Meyeret al. 2010) ،

2ها از قبیل ایجاد اختلال در بیان ژن برای درمان بیماری
CCR5  در

3منظور ایجاد مقاومت به ویروس  انسان به
HIV هایتا حفاظت و ن

در  HIV (Holt et al. 2010)های ایمنی بدن و درمان  از سلول

های ZFNsی وسیله هبسیاری از گیاهان، از روش ویرایش ژنوم ب

آورده  2مهندسی شده استفاده شده است که جزئیات در جدول 

 .شده است

 (TALEN) 4کننده رونویسینوکلئازهای افکتور شبه فعال -3

 TALENsی رونویسی افِکتور شبه فعال کنندهاخیرا نوکلئازهای 

و همکاران گزارش شد  Christianوسیله  هب 2111که در سال 

 Joung) اندعنوان یک ابزار دیگر در ویرایش ژنوم مطرح شده به

and Sander 2013.) فعال کننده رونویسی، فاکتورهای شبه

اده های خانو طور طبیعی از باکتری هایی هستند که به پروتئین

هایی در ژنوم گیاهان میزبان شوند و به توالیزانتوموناس ترشح می

های روی، نوکلئازهای انگشتمشابه با نوکلئاز. یابنداتصال می

ی رونویسی هم، قلمرو غیر اختصاصی کنندهفعالافکتور شبه

Fok1 ی عنوان واحد برش دهنده را بهDNA  مورد استفاده قرار

 33-35هر تکرار . کنندیمر عمل میصورت دا دهند و بهمی

. کندشود و یک نوکلئوتید را شناسایی میاسیدآمینه را شامل می

همین دلیل یک  به. اسیدآمینه دارد 21آخرین تکرار معمولاً تنها 

گری با میانجی DNAویژگی شناسایی . شودنامیده می 5تکرار-نیم

هر تکرار  13و  12های های شدیداً متنوع در موقعیتاسیدآمینه

  (.4شکل)گیرد انجام می

                                                           
2
 C-C chemokine receptor type 5 

3
 Human immunodeficiency viruses 

4
 TALEN: Transcription activator-like effector nucleases 

5
 Half-repeat 

 
 های گیاهیها و سلولهای مهندسی شده در ویرایش ژنوم گونه ZFNsهایی از کاربرد  نمونه -2جدول 

 گیاه منبع

Lloyd et al. (2005); Wright et al. (2005); De Pater et al. (2009); Osakabe, 

Osakabe, and Toki (2010); Zhang et al. (2010) 
Arabidopsis thaliana (Thale cress) 

Curtin et al. (2011); Sander et al. (2011) Glycine max (Soybean) 
Wright et al. (2005); Townsend et al. (2009); Cai et al. (2009); Petolino et al. 

(2010); Schneider et al. (2016) 
Nicotiana sp. (Tobacco) 

Marton et al. (2010) Petunia disambiguation (Petunia) 
Ainley et al. (2013); Kumar et al. (2015) Zea mays (Maize) 

De Pater et al. (2009); Marton et al. (2010); Peer et al. (2015) Other plants 
Cai et al. (2009) Plant cells 
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 N-terminalفعال کننده رونویسی در انتهای  دارای افکتورهای شبه TALENهر توالی . هدف خود DNAجفت شده با توالی TALENتصویر نوکلئاز  -4شکل 

(TALEs ) و دومین شکافنده اندونوکلئازFokI  در انتهایC-terminal هر . استTALEs  تکرار متغیر دو رزیدویی  15-21شامل(RVDs ) و هرRVDs  یک جفت

کنند، و دو جفت از توالی هدف هدف شناسایی می DNAباز را روی  جفت 31-41 حدوداTALENًهای  جفت. کندهدف را شناسایی می DNAی نوکلئوتید از توال

TALEN  باز از جداگر  جفت 12-21توسطDNA شونداز هم جدا می (Marraffini and Jiang 2015.) 

 

رخ  Context-dependent DNA bindingکه  هاZFNبرخلاف 

 در امرساخت، این رو میها را با مشکل روبه داد و طراحی آنمی

دهد و به آسانی و سریع برای هر توالی رخ نمیها TALENد مور

. شوندساخته می DNA-ی پروتئیندلیل کد ساده به DNAز ا

طور قابل توجهی،  به هاTALENافزون بر این، نشان داده شده که 

کاهش  هاZFNمقایسه با  های غیر اختصاصی و سمّیت را دربرش

رو، ابزار سودمندتری برای ویرایش ژنوم به شمار دهند، از اینمی

، 1براساس آزمایش گزارشگر مخمر (.Ding et al. 2013) آیندمی

حدود  TALENانداز بین دو جایگاه اتصالی ی فاصلهطول بهینه

که دلیل این به (.Sun and Zhao 2013) باز است جفت 31-16

برای فعال شدن باید دایمر شود، زیر  Fok1کاتالیتیک قلمرو 

صورت هترودایمر باید در جایگاه برش به TALENواحدهای 

های استعداد بالایی در برش TALENهمودایمرهای . یابند تجمع

غیراختصاصی دارند که سبب کاهش ایمنی و کارایی در ویرایش 

یک تیکاتالبرای حل این مشکل در قلمرو . شوندژنوم می

TALEN کنند که از طریق تداخل در هایی را ایجاد میجهشها

های الکتروستاتیک و هیدروفوب سبب جلوگیری از کنشبرهم

ی دایمرهای پایدار  بنابراین، همه. شودتشکیل همودایمر می

. باشندشده در جایگاه اختصاصی برش از نوع هترو میتشکیل

یحی ایجاد هترودایمر طور ترج که به Fok1های ایجاد واریانت

های غیراختصاصی را کاهش آمیزی برشکنند، به طرز موفقیتمی

                                                           
1 Yeast reporter assay 

ویژگی  (.Doyon et al. 2011; Miller et al. 2007) دهندمی

از  13و  12های در موقیعیت 2هاRVDی وسیله به DNAشناسایی 

ر دمختلف  RVDنوع  21ز ابیش . گیردهر تکرار صورت می

TALE که در این میانشناسایی شده هاHG, NN, HD, NG, NIH 

 ,T, G/A, Cهای ترتیب نوکلئوتید ترند و هرکدام بهمراتب رایجبه 

T, A کنندرا شناسایی می (Boch et al. 2009; Moscou and 

Bogdanove 2009).  هر واحد تکراری دارای دو هلیکس

را در معرض شیار  RVDی گرد است که لوپ در برگیرنده چپ

 .Deng et al. 2012; Mak et al) دهدقرار می DNAبزرگ 

2012 .)TALEN پذیری و کارایی بیشتری نسبت به انعطافZFN 

بار  3-4دارد ولی عیب آن مشکل بودن شناسایی نوکلئوتیدها و 

شباهت تکرارهای . است ZFNبلندتربودن تکرارهای آن نسبت به 

TALEN ها در آنآوری و نگهداری و پیچیده و دشوار بودن جمع

های میزبان از دیگر ها در سلولیک پلاسمید و کدگذاری آن

علاوه بر این تکرارهای پشت سرهم . معایب این تکنیک است

ها در وکتورهای آدنو بندی آنها چالش بزرگی برای بسته آن

در ویرایش  TALENز ااولین استفاده . وایرال و رترو وایرال است

های سلولی  در لاین CCR5و NTF3 (Neurotrophin 3 )های  ژن

های پایه جنینی انسان در سال  لوکوس در سلول 5و شناسایی 

کاهش  Off-targetهای  در این روش میزان جهش. بود 2111

 . یابدها کاهش مییافته و سیتوتوکسیتی مرتبط با نوکلئاز
 

 

                                                           
2 Repeat-variable diresidues 
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 های گیاهیولها و سلدر ویرایش ژنوم گونه TALENهایی از کاربرد روش نمونه -3جدول 

 سلول گیاهی/ گیاه منبع

Morbitzer et al. (2010) Arabidopsis thaliana (Thale cress) 
Haun et al. (2014) Glycine max (Soybean) 

Zhang et al. (2013); Li et al. (2016) Nicotiana tabacum (Tobacco) 
Nishizawa-Yokoi et al. (2015); Shan et al. (2015) Oryza sativa (Rice) 

Sawai et al. (2014); Clasen et al. (2016) Solanum tuberosum (Potato) 
Liang et al. (2014) Zea mays (Maize) 

Budhagatapalli et al. (2015) Hordeum vulgare (Barley) leaf cells 
Zhang et al. (2013) Nicotiana tabacum (Tobacco) protoplast-derived calli 

 

های گیاهی مختلفی که با این روش ها و سلولتعدادی از گونه

 .آورده شده است 2اند در جدول ویرایش ژنوم، مهندسی شده

 CRISPR/Casم ستیس -4

 Clustered Regularlyی  ی واژه یافته اختصار( CRISPR)ر کریسپ

Interspaced Short Palindromic Repeats  است که معنای لفظی

. ای است منظم خوشه دارفاصلهم پالیندرو هکوتاهای  آن تناوب

های  پروکاریوت بوده که حاوی تناوب DNAکریسپر بخشی از 

کریسپر نوعی سیستم ایمنی . های بنیادین است توالی هکوتا

 DNAرا قادر به کشف  ها ها است که آن پذیر در باکتری تطابق

 م کریسپر،بخشی از سیست. کند نابود می آنها را ویروس کرده و بعد

است که قابلیت جستجو، برش زدن و  Cas9پروتئینی به نام 

این  .ویروس را به روشی خاص دارد DNAی سرانجام استحاله

شود، به  شناخته می( CRISPR)فناوری که با نام کریسپر 

تر و بهتر از همه  دهد که بسیار دقیق دانشمندان امکان می

ای ویرایش و  زنده های پیشین، هر ژنی را در هر موجود روش

این  های دخیل در پروتئین به. زم را در آن اعمال کنندلاتغییرات 

شود که نقش  گفته می CRISPR associated proteinsمکانیزم 

تواند  می Cas. را دارندهای خاص  ی فاصله بین ژن ایجاد کننده

. توالی خاصی از یک ژن را شناسایی کرده و آن را برش دهد

Cas9 توان با پروتئینی با عملکرد آنزیمی است که می در واقع 

باکتریایی را  DNAای از توجه به این که نقش برش توالی ویژه

 .برعهده دارد آن را نوکلئاز نامید

 CRISPR/Cas9مروری بر سازوکار سیستم 

در ژنوم  1897برای اولین بار در سال  CRISPR/Casسیستم 

ک سیستم ایمنی اکتسابی در عنوان ی به Escherichia coliباکتری 

خارجی مانند پلاسمیدها  DNAبرابر هجوم باکتریوفاژها و ورود 

 2111به درون سلول باکتری شناسایی شد و به دنبال آن در سال 

ها شناسایی شد  در تمام پروکاریوت CRISPRهای ژنی  خانواده

(Ishino et al. 1987; Mojica et al. 2000.) 41 در کریسپرها 

 از درصد 81در  و شده یابیتوالی یها باکتری ژنوم از درصد

 CRISPRلوکوس (. Grissa et al.2007) شوند می یافت ها آرکی

 هایتوالی از ایمجموعه دارای باکتری ژنوم از بخشی عنوان به

 از کوتاهی قطعات وسیله به که است( مستقیم تکرارهای)تکراری 

. است شده ایجاد فاصله شانبین (Spacer) غیرتکراری هایتوالی

باز و به تعداد  جفت 25-51های تکراری در حدود  طول توالی

های غیر  دهنده محتوی توالی عدد و ناحیه فاصله 248بیش از 

 Kim and Kim)جفت باز است  26-72تکراری در حدود 

باز از  جفت 211-511همچنین توالی رهبر به طول تقریبی (. 2014

عنوان یک توالی پیشبر  شکیل شده که بهت ATهای غنی از  توالی

. ضروری است CRISPRهای مکان ژنی  برداری آرایهبرای نسخه

( Cas 1-4)عدد  4به تعداد  CRISPR associated (Cas) های ژن

اند که رمز کننده  قرار گرفته CRISPR arrayدر نزدیک ناحیه 

های ضروری جهت القای پاسخ ایمنی توسط باکتری در  پروتئین

Kim and Kim Staals et al. 2013 ;) برابر حمله ویروس هستند

سه جزءکلیدی که در این سیستم نقش دارند شناسایی  (.2014

 :)(Deveau et al. 2008اند  هشد

1- CRISPR RNA (CrRNA)  

2- Trans-activating RNA (tracrRNA)  

3- یم آنز  Cas 

Cas9، 1ویژگی حیاتی و ضروری دیگر 
PAM تمسیس. است 

CRISPR/Cas9 از ژنوم از ایناحیه هر گیریهدف برای تواند می 

 طراحی طریق
2
gRNA این اختصاصیت اما. رود کار به مطلوب 

 از قبل درست که  PAM نام به سه نوکلئوتیدی توالی به سیستم

                                                           
1
 Protospacer adjacent motif 

2
 guide RNA 
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 ایمنی سیستم در .دارد بستگی است گرفته قرار هدف توالی

 Cas9در PAM ناحیه هکنند شناسایی دمین آرکئی و باکتریایی

 به مهاجم و خودی DNAشناسایی  برای ایوسیله عنوان به احتمالاً

 آرکئی یا باکتری ژنوم CRISPR که شود می این از مانع و رفته کار

 توسط که PAM شناسایی مورد توالی. دهد قرار هدف مورد را

 که باکتری نوع و گونه اساس بر شود می شناسایی Cas9 آنزیم

 آنزیم .باشد می است، متفاوت شده مشتق آن از  Cas9کلئازنو آنزیم

جزء تیپ  که Streptococcus pyogenes باکتری Cas9 نوکلئازی

II استفاده ژنوم ویرایش منظور به همه از بیش باشد می کریسپری 

 در و DNA روی را NGG-ʹ5 خاص، توالی نوکلئاز این .است شده

 .کندمی شناسایی  gRNA توالی ʹ3 انتهای قسمت

نشان داده شده  5در شکل  CRISPR/Cas9نمای کلی از سیستم 

نوع سیستم  11 مطالعات اولیه نشان دادند که حداقل. است

CRISPR/Cas ها در سه گروه  وجود دارند و تمام این سیستم

حاوی انواع مختلف  IIIو  Iنوع . شوند تقسیم می III, II, I عمده

اسیدهای  یل شناسایی نوکلئیکهستند که برای تسه Casپروتئین 

 IIاما در نوع . دهند تشکیل یک کمپلکس را می CrRNAا هدف ب

شود که  استفاده می Cas9نام نوکلئاز  هب Casفقط از یک پروتئین 

ساده بودن بیشتر مورد مطالعه قرار گرفته و تبدیل به یک  دلیل به

 Kumar and Jain) ابزار ژنومی مناسب جهت ویرایش شده است

2014; Jiang and Marraffini 2015.) 

 

 
-sgRNA.گیری توسط  همراه هدف هدف به DNAتصویر نمایشی  -5 شکل

guide  یکsgRNA،  نوکلئوتید  21دارایCrRNA spacer  دم و

tracrRNA ندونوکلئاز آ، کهCas9  را برای متصل شدن به محل مورد نظر

ز محل مورد نظر بر روی نوکلئوتید ا 21راهنمایی کرده و پیچ و تاب حدود 

تدا با. شدبا N20-NGG-50محل هدف باید در چارچوب . کند را باز می ژنوم

برای  Cas9از  HNHدمین و  RUVژنومی توسط دمین  DNAو انتهای رشته 

باز شکافته  حدود سه جفت PAMایجاد شکستگی رشته دوتایی در نزدیکی 

 (.Deveau et al. 2008) شود می

 
 است نیدم 6 یدارا Cas9ل رفعایغ کمپلکس: Cas9پروتئین  ساختار -6شکل 

 و است Cas9ین پروتئ نیدم نیبزرگترعنوان  به RECIین دم -1 :عبارتند از که

 نامشخص آن تیفعالکه  RECIIین دم -2. دارد دخالت gRNA اتصال در

ی توال ییشناسا در نیدم نیا تیفعالکه  PAMش برهمکن نیدم -3. است

PAM اتصال و gRNA ین دم -4. استBridge-helix : از یغنکه 

 برش جادیا امکان و gRNAی نگهدار دراست و  نیگوانوز یدهاینوکلئوت

 جادیارا تسهیل کرده که نتیجه آن  RuvC و HNHی ها نیدم توسط

 نیب کمپلکس جادیا هنگام در. است هدف DNAو  gRNAین ب ونیداسیبریه

 RuvCو  RECII، HNHی ها نیدم ونیکنفورماس gRNA و Cas9ین پروتئ

 RuvC و HNHی ها نیدم. کنند یمایجاد  را Cas9 فعال کمپلکس و کرده رییتغ

 .ددهن یم برش را PAMی توال بالادست در دینوکلئوت 4-3

 

 II عنو CRISPR/Cas مستیس

 شامل آن لکولیوم ابزارهای و است ترساده همه از II نوع کریسپر

 کوچک RNA قطعه دو همراه به ، Cas9عنوان تحت آنزیم یک

(crRNA ) و(tracrRNA )باشد می (Kumar and Jain 2014; 

et al. 2008 Deveau.) Cas9  تنها ژن مورد نیاز برای بروز ایمنی

 یهاRNA. (Sternberg et al. 2014)ست ا CRISPRدوم نوع 

 که بخشی. هستند گیرینشانه و داربستی عملکرد دو دارای کوچک

 توالی از بخشی مکمل توالی دارای دارد یگیرنشانه نقش

 گردند در دفعاتموجب می که هستند پیشین مهاجم یها ویروس

در  شود؛ فعال کریسپر سیستم ویروس، آن با میکروب مواجه بعدی

 سویرو ژنوم روی بر خود مکمل توالی به gRNA اتصال با نتیجه،

 عالف کمپلکس آن، مجاورت در  Cas9آنزیم قرارگیری و مهاجم

 را نوکلئازی فعالیت آنزیم این نوکلئازی هایدمین گیرد و می شکل

 ;Jiang et al. 2013) دهندمی انجام مهاجم ویروس ژنوم علیه

Szczelkun et al. 2014.) ،ویروس به نسبت میکروب در نتیجه 

 دو در شکست موجب فعالیت آنزیمی این دهد می نشان مقاومت

 مهاجم ویروس ژنوم از( DSB: double-strand break)رشته 

دهد می دست از را خود فعالیت توانایی ویروس و گردد می

(Gasiunas et al. 2012; Jinek et al. 2012).tracrRNA  عنوان  به

 کند عمل می Cas9هدف به  DNAیک کوفاکتور در شکافت 
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(Brouns et al. 2008.)  آنزیم Cas9نحوه و ساختار نظر از 

 مولکولی پیچیدگی کریسپری، ایر نوکلئازهایس به نسبت عملکرد

 مسئله، همین .است زیر واحدی تک صورت به و دارد کمتری

 در که)آنزیم  این از بتوانند دانشمندان که شده است موجب

 برای نوکلئاز آنزیم عنوان به( دارد وجود کریسپر II نوع سیستم

 ;et al.  WiedenheftHsu et al. 20014) ببرند بهره ژنی دستکاری

2012; Cong et al. 2013; Mali et al. 2013; Jinek et al. 2012.) 

از سه مرحله تشکیل  CRISPR/Casطور کلی سیستم طبیعی  به

 :شده است

 DNAاز Protospacer توالی اول ی مرحله در: مرحله انطباق. 1

1کریسپر آرایه درون و شده خارج مهاجم
 این در. شود می ذخیره 

 Spacerکسب برای هدف عنوان به خارجی DNA ابتدا راستا،

 دو از که Cas1-Cas2 کمپلکس توسط عمل این. شود می شناخته

 از پس. شود می انجام شده تشکیل Cas2 دایمر یک و  Cas1دایمر

 کمپلکس توسط آن شناسایی و Protospacer توالی شناسایی

Cas1-Cas2 یک عنوان به توالی این Spacer ی یهآرا درون به جدید 

 Hsu) شود می مضاعف نیز تکراری توالی و شده داده کریسپر جای

et al. 2014; Rollie et al. 2015.)  بر اساس مطالعات انجام گرفته

، نوع دیگری از Cas2و Cas1 های نوکلئازی  علاوه بر پروتئین

شناسایی شده است که با فعالیت  Cas4به نام Cas پروتئین 

امکان  Overhang-ʹ3و با ایجاد  3ʹبه  5ʹاگزونوکلئازی در جهت 

 کند را فراهم می CRISPRبه مکان ژنی  Protospacerادغام 

(Zhang et al. 2012.) 

 یآرایه سازی، بالغ و بیان مرحله در: مرحله سنتز و پردازش. 2

 پردازش بالغ یها CrRNA به سپس و شده رونویسی کریسپر

 توالی از قسمتی و Spacer توالی یک حاوی کدام هر که گردد می

 یک تشکیل Cas پروتئین همراه به CrRNA سپس .است تکراری

 .دهد می را ریبونوکلئوپروتئین

ی دارا که tracrRNAی توال یبعد مرحله در: 2تداخل مرحله. 3

 به است حلقه هیناح سه و( یدینوکلئوت 21) شکل Tیه ناح کی

 پلکسدو کی لیتشک و شده متصل CrRNAی تکرار یتوال هیناح

tracrRNA/CrRNA نام به RNA راهنما (gRNA )سپس. دهد یم 

                                                           
1 CRISPER array 
2 Interference 

 Jinek) شود یم ایجاد همکنش بر Cas9 کمپلکس و gRNAین ب

et al. 2012; Nishimasu et al. 2014.) ل رفعایغ کمپلکسCas9 

 بالادست باز جفت 12-19 واقع در(. 6 شکل) است نیدم 6 یدارا

 نیب که شود یم دهینام Seed regionیه ناح PAMی توال

. شود یم جادیا ونیداسیبریه هدف DNA و gRNAیتوال

 CRISPR/Cas9م ستیس ییکارا زانیم در هیناح نیا تیاختصاص

 یها برش جادیا با Cas9 کمپلکس. است تیاهم حائز اریبس

 ژنوم شیرایو جادیا باعث یژنوم DNA در( DSBs) یادورشته

Nishimasu et Jinek et al. 2 ;012) شود یم هدف ژن یتوال در

al. 2014.) برشDNA  طریق از یوکاریوتی سلول در ایرشته دو 

 ترمیمی سیستم دو
3
NHEJ و 

4
HDR اول روش .شود می بازسازی 

 سلول G0 و G1 فاز در و بوده ترغالب سلولی هایمکانیسم در که

 هدف توالی در کوتاه indelتولید  به منجر معمولاً افتد، می اتفاق

 هایجهش ایجاد برای روش این دلیل همین به .شود می

. گیرد می قرار استفاده مورد پروتئین کننده کد توالی یتغییردهنده

 توالی از و بوده فعال G2 و S فاز در معمولاً ، HDRدوم روش

 از توان می بنابراین. کند می استفاده سلول ژنوم در حاضر همولوگ

کرد  استفاده ژنی یها قصن بازسازی و ژنوم دقیق مهندسی برای آن

(Anders et al. 2014.) 

ویرایش هدفمند ژنوم جهت ایجاد تغییرات هدفمند در ژنوم مانند 

ها، شناسایی عملکرد ژن  خاموشی ژن، جایگزینی ژن، ویرایش ژن

استفاده  5هاRGENبرداری توسط  و در تنظیم فرآیند نسخه

یبی همولوگ ، سازوکار بازسازی نوترکDSBپس از ایجاد . شود می

ها تغییرات  تواند در بازه وسیعی از موجودات و انواع سلول می

 Doudna and Charpentier) نوکلئوتیدی دلخواه را ایجاد نماید

دلیل  عنوان یک فناوری نوپا و بدیع به این فناوری به(. 2014

شناسی های ژنتیک و زیست طراحی ساده و استفاده آسان، پژوهش

در حال حاضر انواع . ثیر قرار داده استمولکولی را تحت تا

تواند در شاخه  در دسترس است که می gRNAمتنوعی از توالی 

 Khatodia) بیوتکنولوژی گیاهی کاربردهای وسیعی داشته باشند

2016.) 

 CRISPRتم سیس رت و دقیق رانواع کارآمدت

                                                           
3
 Non-homologous end joining 

4
 Homology-directed repair 

5 RNA-guided engineered nucleases 
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نوکلئوتید در  21مطالعات اخیر نشان داده است که اگرچه هر 

برای عملکرد اختصاصی و اتصال به هدف ضروری  gRNAتوالی 

ها قابل تحمل است  هستند اما وجود چند عدم تطبیق در این محل

 Cong et) شود که این خود موجب ایجاد برش نابجا در ژنوم می

al. 2013; Jiang et al. 2013.)  برای جلوگیری از ایجاد برش دو

( Cas9n)ز کانی Cas9ای در جایگاه غیراختصاصی، نوع رشته

دو دمین  Cas9طور که اشاره شد پروتئین  همان. معرفی شده است

ایجاد  DNAهای  برش دهنده دارد که هر یک در یکی از رشته

ها  مینکنند؛ بنابراین با غیرفعال نمودن هر یک از این د برش می

ای دست رشته با قابلیت ایجاد برش تک متوان به یک آنزی می

در این . ، نیکاز نامیده شده استCas9از  این نوع موتان. یافت

باشد که  می gRNAای نیاز به دو حالت برای القا برش دو رشته

 5ʹه که ناحی صورتی شود به متصل می ها یک به یکی از رشته هر

( Offset) 5ʹبه سمت هم بوده و فاصله بین این دو  هاgRNAاین 

ش با انتهای در این حالت بر. باز باشد جفت 1-21تواند بین می

تحت عنوان  ماین سیست .شودهدف ایجاد می DNAدر  5ʹاضافه 

Double nicking صورت  به متسدر این سی. شناخته شده است

 RuvCدر دمین  D10Aنیکاز دارای جهش  ممعمول از آنزی

اهمیت استفاده از فرم نیکاز  (.Ran et al. 2013) شود استفاده می

صورت  ها به gRNA ازکه هر یک  آن است که در صورتی

غیراختصاصی به محلی متصل شده و در آن محل برش تک 

1ی تعمیر مای ایجاد شود، سیسترشته
BER نماید و  آن را رفع می

در  gRNAای ایجاد شده در نتیجه اتصال دو تنها برش دو رشته

و یا  NHEJمنجر به فعال شدن مسیرهای  مبه ه کفاصله نزدی

HDR است تاکنون روش مؤثری برای  به ذکرلازم  .شود می

این . ای معرفی نشده است هبررسی دقیق اثرات برش تک رشت

شود  جا می هبه میزان قابل توجهی موجب کاهش برش ناب مسیست

نیز  Cas9ین در مقایسه با فرم وحشی پروتئ Cas9nاگرچه کارایی 

 (.Mali et al. 2013) یابد به میزان کمی کاهش می

را  Cas9تری از  نیکاز، محققین نوع دقیق مستدر راستای بهبود سی

. معرفی کردند که در آن هر دو دمین برش دهنده غیرفعال شدند

در ادامه، اتصال دمین . نامیده شده است dCas9حاً لااصط این نوع

 مسیست dCas9به انتهای آمینوی  Fok1برش دهنده غیراختصاصی 

                                                           
1 Base excision repair 

عنوان  به dCas9م در این سیست. را ایجاد کرد RFNموسوم به 

اساس . کند به جایگاه برش عمل می Fok1کننده  حامل و هدایت

است با این تفاوت که فعالیت  Double nickingمشابه  ماین سیست

مستلزم دایمر شدن آن با همتای خود در رشته  Fok1نوکلئازی 

اتصال  RFNنیکاز در  مف سیستلاباشد؛ بنابراین برخ مقابل می

ای نخواهد  جر به ایجاد برش تک رشتهبه تنهایی من gRNAیک 

نیاز به طراحی دو  Double nickingنیز همانند  ماین سیست. شد

gRNA های  که هر یک به یکی از رشتهDNA شوند،  متصل می

سمت یکدیگر بوده  ها باید بهgRNAاین  5ʹز در این مورد نی. دارد

 Tsai) باشدباز می جفت 14-17، هاgRNA 5ʹکارآمد بین  و فاصله

et al. 2014.) 

 م، از یک سیستRFNسازی هرچه بیشتر  منظور بهینه وه بهلاع هب

در . استفاده شده است gRNAزمان دو یا چند  مه جدید برای بیان

همراه مجموعه  نیز به Cys-4ندوریبونوکلئاز م آآنزی ماین سیست

dCas9-Fok1 همچنین محل برش این . شود در سلول بیان می

قرار داده  مورد نظر gRNAکننده  ست توالی کدلاددر با مآنزی

ها تحت یک پروموتر واحد  gRNAبه این ترتیب . شود می

با ایجاد  Cys-4 یمصورت یک رونوشت بیان شده و سپس آنز به

 .کند جدا می مها را از ه برش در محل اختصاصی خود آن

 CRISPR/Cas9اختصاصیت سیستم 

ای از  گیری هر ناحیه فتواند برای هد می CRISPR/Cas9سیستم 

اما اختصاصیت . کار رود مطلوب به gRNAژنوم از طریق طراحی 

که درست قبل از توالی  PAMم نا این سیستم وابسته به توالی به

در سیستم ایمنی باکتریایی و . هدف قرار گرفته است بستگی دارد

به  لاًاحتما Cas9در  PAMیه آرکئی دومین شناسایی کننده ناح

کار رفته  خودی و مهاجم به DNAای برای شناسایی سیلهعنوان و

ژنوم باکتری یا آرکئی را مورد  CRISPRشود که  و مانع از این می

 .(Addgene 2016) هدف قرار دهد

شناسایی  Cas9که توسط آنزیم  PAMتوالی مورد شناسایی 

از آن  Cas9ز شود بر اساس گونه و نوع باکتری که آنزیم نوکلئا می

آنزیم نوکلئازی  (.4جدول) باشد ده است متفاوت میمشتق ش

Cas9  باکتریStreptococcus pyogenes  که جزء تیپΙΙ 

منظور ویرایش ژنوم استفاده  باشد بیش از همه به کریسپری می

و در  DNAرا روی  NGG-ʹ5ی این نوکلئاز خاص توال. شده است
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های  مدیگر آنزی. کند می ییشناسا gRNAتوالی  ʹ3قسمت انتهای 

دیگری را شناسایی  PAMهای  وجود توالیم Cas9تجاری 

 یتوارث قابل و داریپا یها جهش CRISPR/Cas9م ستیس. کنند می

 Cas9/gRNA ساختار از توان یم یراحت به که کند یم جادیا را

 منجر امر نیا. داد زیمت CRISPR/Cas توسط شتریب راتییتغ هتج

 نسل کی در تنها که ختهیرتراریغ گوتیهموز اهانیگ توسعه به

برخی  (.Fauser 2014; Xu et al. 2015) شود یم اند، شده دیتول

های گیاهی ویرایش شده با  ها و جنین ها، سلول از گونه

CRISPR/Cas9  آورده شده است 3در جدول. 

 
 گیاهی های ها و جنین ها و سلول در ویرایش ژنوم گونه CRISPR/Cas9مواردی از کاربرد سیستم  -4 جدول

 گیاه (ها)منبع
Eid, Ali, and Mahfouz (2016); Mao et al. (2016) Arabidopsis thaliana (Thale cress) 

Ali et al. (2015a); Ji et al. (2015) Beta vulgaris (Beet) 
Chandrasekaran et al. (2016) Cucumis sativus (Cucumber) 

Jacobs et al. (2015); Li et al. (2015a) Glycine max (Soybean) 
Li, Zhang, and Ding (2013b); Shan et al. (2013a) Arabidopsis thaliana (Thale cress) protoplasts 

Jiang et al. (2013b); Shan et al. (2013b) Oryza sativa (Rice) protoplasts, callus cells 

 
 (Addgene 2016) های باکتریایی و سایر جنس و گونه S. pyogenesمختلف های  در سویه PAMهای  انواع توالی -5 جدول

 Cas9انواع پروتئین / گونه باکتریایی PAMتوالی اختصاصی 
NGG Streptococcus pyogenes (SP); SpCas9 

NAG SpCas9 D1135E variant 
NGCG SpCas9 VRER variant 
NGAG SpCas9 EQR variant 

NGAN  یاNGNG SpCas9 VQR variant 
NNGRRT  یاNNGRR(N) Staphylococcus aureus (SA); SaCas9 

NNNNGATT Neisseria meningitidis (NM) 
NNAGAAW Streptococcus themophilus (ST) 

NAAAAC Treponema denticola (TD) 
TTN Cpf1 (های متنوع از گونه) 

 های مختلف برگرفته از گونه Cas9sهای  سایر پروتئین شناسایی نشده است PAMتوالی 

 

 CRISPR/Casهای ژنتیکی برای تحقیقات سیستم  ساخت سازه

که آلل خاصی را ( gRNA)راهنما  RNAدر ابتدا توالی 

بینی وبسایت  نماید با استفاده از الگوریتم پیشگیری می هدف

Harvard CHOP-CHOP (http://chopchop.cbu.uib.no )

با توجه  gRNAانتخاب (. Labun et al. 2016)د شو طراحی می

 5ʹتا حد ممکن نزدیک به انتهای  -1: شود به موارد زیر انجام می

اسکور با  -3را پوشش دهد  CsFAE1هر سه آلل  -2باشد 

وجود ( Off target)نواحی غیرهدف  -4کارایی بالا داشته باشد 

 GCمقدار  -6حداقل نواحی خود مکمل باشد  -5نداشته باشد 

 Wang et al. 2014; Tsai et%( )71تا  41ترجیحاً بین )بالا باشد 

al. 2015 .) بهترینgRNA افزارهای مناسب مانند با استفاده از نرم

 Cas-Of-Finderافزار تحت وب نرم

(http://www.rgenome.net/cas-offinder )از نظر وجودOff 

target  های احتمالی ارزیابی شود(Bae et al. 2014 .) پس از سنتز

gRNA مثلا با روش )سازی آن در وکتور مناسب و همسانه

Golden gate ) مناسب و پایانبر ( پروموتر)تحت پیشبر

نهایت  شود و در ، قطعه نهایی در وکتور بیانی منتقل می(ترمیناتور)

. دشو حاوی پیشبر و پایانبر به وکتور بیانی اضافه می Cas9کاست 

منتقل شده و برای  Agrobacterium tumefacienceناقل نهایی به 

 .گیرد تراریختی مورد استفاده قرار می

 کلی گیرینتیجه

 CRISPR/Casو سیستم  هاTALEN، هاZFNها،  مگانوکلئاز

ی هستند که توانایی ایجاد روز، کارآمد و منعطف ابزارهای به

های زیستی و نیز پزشکی تغییرات اساسی ژنومی در پژوهش

طرز چشمگیری  های در حال ظهور به آوریاین فن. فردی را دارند

های الگو را گسترش داده،  ی ارگانیسم توانایی دستکاری و مطالعه

با وجود این . اندهای ژنتیکی شدهنویدبخش درمان بیماری

های مهمی برای رسیدن ها و چالش، همچنان پرسشهافناوری
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سازی در تحویل های بهینهروش. کامل به اهداف فوق وجود دارد

ترین  ها، یکی از مهمها و ارگانیسماین نوکلئازها به درون سلول

های که پروتئین هاTALENویژه در مورد  به. ها است این چالش

سر هم  اری پشتهای تکرنسبتا بزرگی بوده و دارای توالی

های زیرا توالی. ها بسیار مشکل است باشند، تحویل کارآمد آن می

ها و  های زیستی از ویروس ی سیستم تکراری در همه

 DNAها، طی همانندسازی ها گرفته تا یوکاریوت پروکاریوت

های آدنوویروسی تا حدودی توانایی با این وجود، ناقل. ناپایدارند

های انسانی را دارند ا به سلولهحمل کردن و تحویل آن

(Holkers et al. 2013.)  هرچند سیستمCRISPR/Cas وید ن

بزرگی برای مهندسی ژنتیک به ارمغان آورده، اما مشکلات مربوط 

، بسیاری از کاربردهای این سیستم را محدود کرده PAMبه توالی 

مطالعات بیشتری برای افزایش ویژگی و (. Gaj et al. 2013) است

ها آوریاین فن. لازم است CRISPR/Casاهش سمیت سیستم ک

دهند که هر ژنومی را به دلخواه به پژوهشگران این توانایی را می

تغییر دهند و ما را در فهم بهتر سازوکار بیماری و درمان آن 

سیستم کریسپر یک ابزار ویرایش ژنی جدید است . امیدوار کنند

ها و کاربردهای بیشتری  پتانسیلهای قبلی  که در مقایسه با سیستم

توان به کاربرد کریسپر در  ی این کاربردها میاز جمله. دارد

های ژنتیکی و اپی ژنتیکی مختلف مثل سرطان  شناخت بیماری

بررسی سرطان توسط سیستم کریسپر به دو روش . اشاره کرد

های زا و روشن کردن ژن های سرطان شامل خاموش کردن ژن

همچنین با توجه به قابلیت دقیق . گیرد ر انجام میمهارکننده تومو

های دقیق در ایجاد جهشجهت توان از این سیستم  کریسپر، می

های متنوع  سازی سرطان منظور مدل های مختلف سلولی بهرده

ها به شناسایی بهتر سرطان و  سازی اینگونه مدل. استفاده نمود

 .Noori-Daloii et al) انجامد توانایی تولید داروهای مؤثر می

ی جایگاه مقایسه بین چهار اندونوکلئاز مهندسی شده .(2014

 .استذکر شده  5اختصاصی محل در جدول 

 

 
 .(Noori-Daloii et al. 2014) ی جایگاه اختصاصی هدفمقایسه بین چهار اندونوکلئاز مهندسی شده -6جدول 

 Meganucleases ZFN TALEN Cas9 ابزار

طول جایگاه 

 شناسایی

باز و فاصله انداز  جفت 19 -29 باز جفت 14 -41

 باز جفت5 -7

باز و فاصله انداز  جفت 31 -51

 باز جفت 11 -31

 PAM (5- 2)+ باز  جفت21

Modularity ندارد زیاد متوسط کم 

از  DNAدهنده  ی برش عدم نیاز به قلمرو -1 مزایا

Fok1 

 DNAکارایی بالای برش  -2

برای  طراحی در ویژگی -1

 سوبسترا نسبتاً آسان هست

ویژگی، تمایل اتصال و  -2

 سمیت شناخته شده دارند

طراحی در ویژگی برای  -1

 سوبسترا آسان هست

طول جایگاه شناسایی به  -2

 .شود دلخواه تنظیم می

 

تر بودن ساخت آن از لحاظ  به صرفه -1

 زمان و هزینه

توانایی هدف قرار دادن چند لوکوس  -2

 مانطور همز به

 الگوهای برش متنوع -3

 طراحی در ویژگی برای سوبسترا مشکل هست -1 معایب

طور سیستماتیک تعیین نشده  ویژگی و سمیت به -2

 است

های غنی از  ترجیح توالی -1

 گوانین

های خارج از  ایجاد برش -2

جایگاه هدف و سمیت ناشی از 

 آن

کد اختصاصی برای شناسایی  -1

 گوانین ندارد

طور  و سمیت بهویژگی  -2

 سیستماتیک تعیین نشده است

اندازه بزرگ پروتئین ممکن  -3

است تحویل آن را با مشکل 

 .رو کند روبه

های خارج از جایگاه  ایجاد برش -1

 هدف
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