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  ژنگانبراي ويرايش  كريسپرمروري بر ابزار 
  *2سيدمحسن دهنويو  1مرحمتي زهرا ،1دوستيرانا زهرا

  شناسي گياهيعلوم و فناوري زيستي، گروه زيست ، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكدهتهران -1
 مولكولي- شناسي سلوليري زيستي، گروه زيستشهيد بهشتي، دانشكده علوم و فناوتهران، دانشگاه  -2

  چكيده
ريزي  امهاز آنكه به عنوان سيستم ايمني باكتريايي و پس از آن به عنوان ابزاري قدرتمند با قابليت برن پيشچندين دهه  يسپركر

فناوري . پروكاريوتي شناخته شده بود DNAان يك واحد تكراري در شود، به سادگي به عنوفي معر گيري ژن مجدد براي هدف
مورد نظر را طبق  DNAد نتوان مي است كه فعاليت اندونوكلئازي دارند و Casهمراه هاي  پروتئينداراي ويرايش ژن كريسپر 

 شود مي استفاده نيزباز  ويرايشو  NHEJو  HDR هاي روشدر ويرايش ژن از  .دندهد برش بزن مي هابه آن gRNAدستوري كه 
را بدون ) epigenome( وراژنگان توانند مي زيرا ؛اند قرار گرفتهبيشتري مورد توجه  امروزهباز  ويرايشگرهاي ها،كه در بين آن

هنوز  كريسپر زم به ذكر است كهلا. كنند تقسيم مي IIو  I هايرا به طور كلي به كلاس كريسپر .ويرايش كنند DNAشكستن 
در اين مقاله به . نقص توليد شود بي كريسپرممكن است مدت زمان زيادي طول بكشد تا يك ابزار  هاي فني زيادي دارد و چالش
  .چنين موارد استفاده از آن پرداخته شده است و هم كريسپركلي سيستم  ادغام ژن، عملكردهاي  محدوديت توضيح
  DNAژن، ، )genome( ژنگانرايش وي ،CISPR Cas9، RNA ،كريسپر :واژگانكليد

  mo_dehnavi@sbu.ac.ir: نويسنده مسئول، پست الكترونيكي *

  مقدمه
 ها ونيلبي از مركب يوتيوكاري يها سميارگان يها ژنگان

 restriction( رب هاي گزين ميآنز كشف. هستند DNA گاهيپا

enzymes (كننده محافظت معمولاً كه 1970سال  در 
 درنقطه عطفي بود كه  ،است فاژها برابر در ها يباكتر
 دهه اواخر تا اواسط از يديكل تحول نيچندباعث  تينها

 DNA يدستكار موفق به دانشمندان بار نينخست .شد 1980
 چند هر .شدند يشگاههاي آزماي آزمايش در لولهانجام با 
 يمولكول ستيز اكتشافات ازبسياري  منجر به ها تلاش نيا
 DNA در قيدق راتييتغايجاد  يبرا ييتوانا ،شد يكيژنت و

آمد  دسته ب بعد دهه ينچند يوتيوكاري زنده هاي سلول
 هاي سلول در هدف ژن در اختلال هياول اتـمطالع .)1(

 در 2سيتياسم و 1كپچي توسط )2( يوتيوكاري مخمر
 و نشان دادند كه )1( شد انجام پستانداران هاي سلول
 DNA از اگزوژن يكپ يك دنتوان يم پستانداران هاي سلول

 بينوترك« به نام يفرايند قيطر از يخود ژن درون به را
 هدف ژنگان در ژن ادغام نگونهاي. )1( دنكن ادغام» يژن

 يعملكرد يها نقش فيتوص يبرا يا سابقه يب قدرت

                                                      
1 Capecchi 
2 Smithies 

 روش نيا ،حال نبا اي .)3(رد ك مي فراهمنمونه  يها ژن
 ادغام زانيمت؛ از جمله آنكه داشزيادي  يها تيمحدود
اين  زانيمه و بود كم بسيار DNA ي اگزوژنكپ يخودهخودب
 كرديرو نيا  تاًينها. بود يسلول سطح و نوع به وابسته ادغام

 اگزوژن يكپ از يتصادف يساز كپارچهي باعث ستتوان يم
 دنبال به محققانپس از آن  .)4( شود گاني ژن محل در

ادغام ژن  يها تيمحدود بر غلبه يبرا يگريد يها روش
در اين مقاله، . ها اشاره خواهد شدكه در ادامه به آن بودند

گيري از مطالعات اخير، نگاه علمي مختصري به با بهره
كارآمدترين روش ويرايش ژنگان شده است و ارتقاي اين 

  .استفاده از آن بحث و معرفي شده استروش و موارد 
  هاي آن هاي ويرايش ژنگان و محدوديت توسعه ابزار

 نيا از در زمينه ويرايش ژنگان هياول يها شرفتيپ از يكي
ي ي دو رشتهدهندهبرش كي يمعرف كه شد حاصل تيواقع

DNA )DSB (دفعات شيافزا به منجر هدف مكان كي در 
 از محققانبدين منظور . )6, 5( شود يم هدف ژن ادغام
-bp 18- cutter Iكاتر  مثل   دهنده برش اندونوكلئاز ايه يمآنز

SceI خاص هاي يژگيو حيتوض يبرا DSB ژنگان درها 
 ها مگانوكلئاز با وجود اينكه .)6( كردند  استفاده موش
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 جفت 40تا  14 از-  تري يطولان امتداد كه اندونوكلئازي(
را  ژن شيرايو ييكارا )دهد يم صيتشخ را - DNA باز
 محدود عمده شكل دو به روش ناي دهند، مي شيافزا
 افتي عتيطب در كه ييها مگانوكلئاز هريك از اولاً .شود يم
 نيبنابرا ؛دارند يفردهمنحصرب شناخت يتوال شوند يم

 دوماً. است كم موردنظر يها مگانوكلئاز داكردنيپ احتمال
NHEJ مترمي سمبا مكاني هاDSB اكثر

نيبد. شوند مي مترمي 1
 فيتعر اگزوژن DNA يالگو است ممكن تنها نه ،بيترت
 سميمكان است ممكن بلكه نباشد، موجود ها DSBدر شده
 در را DNA قطعات يتصادف طور به زين NHEJ ريتعم

 محققان. )7( كند حذف اي وارد ه شدهشكست يها مكان
 مجدد يمهندس ييها چالش نيچن بر غلبه يبرا

 و داده رييتغ مجدداً را موجود يعيطب يمگانوكلئازها
 DNA ياختصاص دادن قرار هدف يبرا را آن مشخصات

 نيپروتئ از استفاده و كشف منظور، دينب .)1( دنداد رييتغ
 و يريگ هدف در را يديجد عصر يوتيوكاري 2نگريفنكيز
هاي  نيپروتئ هانگريفنكيز. كرد آغاز ژنگان شيرايو

 روش اب كه هستند يرو وني توسط شدهميتنظ كوچك
 ي،رو مدل هر. شوند يم متصل DNA يتوال به يمشخص

. )8( دهد يم صيتشخ را DNAبازجفت  3دنباله با  كي
 فينگرن زينكيچند توان يم مگانوكلئازها خلاف بر ،نيبنابرا

 ونديپ به تا كرد ادغام تر بزرگ كمپلكس كي در را
 نكيز ساختار دادننشان از پس .ندبرس DNA اختصاصي

 قابل يا هسته نئيپروت ساخت به شروع محققان ،نگريف
 دامنه با نگريف نكيز يها نيپروتئ قيتلف با يزير برنامه
اين آنزيم  .)9(د كردن Fok I اندنوكلئاز از DNA شكاف

 يمحدودكننده يها ميآنز از ياريبس برخلاف محدودكننده
در آن  شكاف ايجاد و DNA صيتشخ قادر به Fok I گريد

 توالي صيتشخ دامنه محققان موضوع نيا دانستن با .بود
DNA Fok I شكاف دامنه تنها و هكرد حذف را DNA اب را 

 گريد مهم نكته .كردند ادغام فينگر زينك نيپروتئ يها مدل
 يساز همگن به ازين DNA شكافتن يبرا Fok I كه است آن

 فينگرزينك مدل دو يطراح نيبنابرا. دارد هدف محل
 قرار هدف را گريكدي كنار در مجاور مكان دو كه جداگانه

 به منجر و داده يساز همگن اجازه Fok I به دهند، يم
هاي  هسته. دوش مي هدف يهامحل در DNA رشته شكستن

                                                      
1 non-homologous end joining :NHEJ 
2 zinc finger (ZFN) 

 در تنها نه هدف هاي نوتركيبي كه ندداد نشان فينگرزينك
 طور به انساني هاي سلول در بلكه نمونه هاي ارگانيسم

افزايش راندمان  .)11, 10( است يافته افزايش توجهي قابل
قابليت ويرايش ژنگان در  نگرها،يفنكيدر طراحي ز

هاي زنده را  شده در سلول يريگ ي هدف ويژه هاي بخش
و درها را به روي كاربردهاي  دهد يبه شدت افزايش م

 به ها ZFNكه درحالي .ديگشا يدرماني ابزار ويرايش ژنگان م
 ايجاد توجهيقابل هيجان ژنگان مهندسي ابزار يك عنوان
 رونويسي ي كننده فعال هاي نيپروتئ كه كشف اين ،كردند

)TALEN (طور به توانندمي 3زانتوموناس هاي باكتري از 
 كنند شناسايي بازواحد  سه جاي به را باز واحد يك خاص

ها بخش هيجان بيشتر در مورد اين پروتئين، الهام)13, 12(
 و Fok I DNA 4كيمريك بها، تركي نگرفينكهمـانند زي .بود

TALE ئاز مؤثر نوكل كماژول در محل شكستگي به عنوان ي
. )1(كنند  عمل مي TALEN نام بهي زري قابل برنامه

ها ZFNا ب سهيمقا در هدف انتخاب يبرا ها TALENهرچند
د، دارن تري نييپا هدف از خارج يكارآمد و يريپذ انعطاف

 ريگ وقت اندونوكلئاز دامنه و TALE يهاماژول ساخت اما
  .)14( است

 معرفي كريسپر

 ZFN يها ينئپروت مهندسي و سازي همانند در دشواري
 سطتو ابزار اين پذيرش از مانع حدودي تا  TALENو

5كريسپرتحول  ه و منجر بهشد علمي ي جامعه
 اين در 

 ينئپروت از سپريكر ژن ويرايش فناوري. است شده هازمينه
 نظر مورد DNA تواند مي كه است دهش تشكيل اندونوكلئاز

 دهدمي آن به (gRNA) راهنما RNA كه اي برنامه طبق را
 پيش دهه چندين سپريكركه  است ذكر به لازم .بزند برش

 به آن از پس و باكتريايي ايمني سيستم عنوان به آنكه از
 براي مجدد ريزي برنامه قابليت با قدرتمند ابزاري عنوان
 واحد يك عنوان به سادگي به شود، معرفي ژن گيري هدف

 شده شناخته پروكاريوتي  DNAدر غريب و عجيب تكراري
  .بود

 بين الطرفينمساوي كوتاه فواصل درو  منظم طور به سپريكر 
   .دارد قرار DNA تكراري هاي توالي

                                                      
3 xanthomonas 
4 chimeric fusion 
5 CRISPER 
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  )25( هاي كريسپر انواع سيستم -1 شكل

  

 هاي توالي ايناما  ،)15( شد ابداع ديرتر سپريكر نام اگرچه
و همكاران  2ناكاتا توسط 1اشريشياكلي در ابتدا در تكراري
 تكرارهاي برخلاف آنكه جالب .)16( بود شده معرفي
 سپريكر تكراري هاي گروه، ژنگان در معمول سرهم پشت
 ناميده 3حدفاصل كه DNA تكراري غير هاي توالي توسط

فاژها و  گانيژن يابييتوال. ندبود شده جدا هم از شوندمي
، گانيهاي ژنهاي كامپيوتري از توالي تجزيه و تحليل

تكراري  يها يهاي كليدي توال محققان را متوجه ويژگي
 از بيش در سپريكر توالي .و عناصر حدفاصل كرد سپريكر
 دارد وجود ها آركي ٪90 و شده يابيتوالي هاي باكتري 40٪

 خوبي به ژن چندين مجاورت در سپريكر عناصر و )17(
، 15( دارند قرار سپريكر همراه هاي ژن نام به شده محافظت

 ي بالقوه عملكرد مورد در آزمايشگاهي كليدي شواهد .)18
 همكارانش و 4تهوروا كار حاصل سپريكر هاي سيستم
 استرپتوكوكوس هاي باكتري كه دادند نشان ها آن .است
 جديد هاي حدفاصل، ويروسي ي حمله از بعد 5فيلوس ترمو
 ادغام خود ژنگان در را فاژ ژنگان توالي از ناشي جديد
 يبرا لازم يها ژن ها يباكتر از يمين حدود .)19( كنندمي
 يرمزگذار با كه دارنددر خود  را CRISPR-Cas يمنيا

 يتكرارها( CRISPR صورت بهرا  DNA ،كوتاه يها يتوال
 در) شوند مي تكرار كوتاه و منظم طور به كه يا خوشه

                                                      
1 Escherichia coli 
2 Dr. Nakata’s group 
3 spacer sequences 
4 Horvat 
5 Streptococcus thermo- philus 

 حدفاصل يتوال به علاوه، .)20(كنند  خود ادغام مي ژنگان
 برابر دركه  را Cas يها ميآنز گيريهدف يژگيو سپريكر
 اين از بعد سال يك. كند مي مشخصكنند  يم دفاع فاژ

 Cas آنزيم فعاليت كه دنددا نشانمحققان  مهم، كشف
 شده رونويسي كوچكهاي  RNA (crRNA) سپريكر توسط

 و )21( شود مي مشخص حدفاصل هاي توالي روي از
ي باكترياي هايپلاسميد از را DNA افقي انتقال تواند مي

  .)22( كند مسدود
  سپريكر هاي انواع سيستم

 متحرك يكيژنت عناصر و ها وتيپروكار نيب يتكامل ريس
 نيا در .است داشته انيجر سال نيچند فاژها مثل يطيمح

 عنوانر به سپيكر نوع از يدفاع هاي پاسخ واعان ،مبارزه
 نيا .جهت بقا حاصل شده است ها يباكتر يدفاع سميمكان
 با مرتبط يها ژن ساختار اساس بر سپريكر يها ستميس
 طور به كه )24, 23, 18( شوند يم يبند طبقه  سپريكر

  .دارند قرار سپريكر يها توالي مجاورت در معمول

 كلاس دو به را كريسپر كلي طور به بالا، شكل به توجه اب
 سپريكر نوع نيچند يحاو كدام هر كه كنندمي بندي طبقه
 كه است هس و يك نوعكريسپرهاي  يحاو I كلاس. است
 نوعكريسپرهاي  يحاو  II كلاس و وجود دارد ها يآرك در
 كريسپرهاي نوع دو و پنج. است شش و پنج ،چهار ،دو
 كه يحال در ؛شوند استفاده DNA شيرايو يبرا توانند مي

 شود مي استفاده RNA شيرايو يبرا كريسپر نوع چهار
)26(.  

 ICas3نوع

 IIICas10نوع

 IVCsf1نوع

 IICas9نوع

 VCpf1نوع
C2c1, C2c3

 VIC2c2نوع

 سيستم
 Iكلاس 

 Casهاي كريسپر  سيستم
  اي با اثرات هسته

 سيستم
  IIكلاس 
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  تحول كريسپر به عنوان ابزاري در زمينه ويرايش ژنگان
 هاي سيستم تبديل براي را راه مهم وردادست چندينحضور 

اين  از يكي .كند مي باز ژنگان ويرايش فناوري به سپريكر
 در فاصل حد اكتسابي هاي توالي است كه ا آنه وردادست

PAMs نام به مناطقي
 اين و بوده يكديگر به شبيه بسيار 1

 است حياتي بسيار سپريكر سيستم عملكرد براي توالي
 و Cas9  شده، كشف Cas يها نيپروتئ ميان در .)27(

Cas12a )1عنوان به كهCpf شيرايو در )شوند مي شناخته زين 
 Cas9 برنامه  .گيرندمي استفاده مورد يسيرونو ميتنظ و ژن
 جفت قيطر از توانند يم وبسيار ساده است  Cas12a و

 DNA به gRNA و هدف ژن نيب كيكر-واتسون باز شدن
  .)28( شوند تيهدامورد هدف 

Cas9 فعاليت 2ترموفيلوس اس در كه است نييپروتئ تنها 
DNA سممكاني و همكاران 3ريچارپنت .)29( دارد كاتاليزوري 

 Cas9 فعاليت براي نياز مورد كوتاه RNA دو حيات پيدايش
 نشان همكارانش و 4سيكسنيس .)30( ندكرد مشخص را

 تداخل بازگرداندن به قادر لوسس ترموفيا سپريكر كه دادند
 ابزار يك عنوان به سپريكر .)31( است E coli در

 هدف منظور بهرا يا  Cas9 ميآنز تواند مي فناوري زيست
 ازسازيب همزمان طور به ها باكتري در DNA توالي قراردادن

 منفرد يكيژنت مكان كي به را gRNA نيچند او ي دكن
 را يسيرونو ميتنظ اي شيرايو ياثربخش تا كند تيهدا
  .)33, 32( كند تيتقو
: كند مي ريتعم را كوتاه RNA دو اندوژن سپريكر ستميس

crRNA و بالغ  crRNA تعامل .crRNA از مركب 
ي گريد و رهبر عنوان به ها يكي از آن كه است هايي يقسمت

 هر .كند ميعمل  tracrRNA با همراه هيپا جفت به عنوان
 نيپروتئ كمپلكس به ازمندين ها tracrRNAsو crRNA يدو

RNA-Cas9 كيژنت يمهندس قيطر از دنتوان مي كه هستند 
 كهيحال دردهند؛ ) gRNA تك( sgRNA كتشكيل ي

 crRNA كي از صرفاً ،است a12Cas يبرا كه يموارد
 مجموعه كي ليتشك از پس. است شده ليتشك

 دو شكست كي gRNA، Cas9 كي با نيبونوكلئوپروتئير
 ازاي توالي .دهديم انجام PAM مجاورت در را جداره
DNA نيب ،مورد هدف است ييشناسا يبرا كه 

                                                      
1 protospacer-adjacent motifs 
2 S. thermophilus 
3 charpentier 
4 siksnys 

 يشكستگ جاديا گيرد و قرار مي متفاوت ياندونوكلئازها
 ريپذ امكان را ژنگان شيرايو يهابرنامه رشته دو نيب

  .)32, 28( كند مي
  هاي تعمير درون سلولي  فرآيند

 هستند ايشدهيمهندس محدودكننده يهاميآنزمگانوكلئازها 
. دهند يم صيتشخ را DNA يها يتوال طويل هايبخش كه

 TALEN و ها ZFNدر DNA -  نيپروتئ تشخيص برخلاف

 هايتوالي و DNA-RNA بازهاي يساده شدنجفت ها،
PAM ابزارها نيا تمام. دهدمي قرار هدف را نيمع سپريكر 
مي ايرشته دو DNA اتصال محل يشكستگ جاديا باعث
  .شودسلولي تعمير ميكه توسط مكانيسم هاي درون شوند
 نديفرآنوعي  NHE  مشخص است، 2در شكل  طور كه همان
 جهينت در و شود يم تيهدا الگو DNA بدون كه است ريتعم

 شيفرسا يبرا نديفرا نيا. شود يم ندليا جهش باعث اغلب
 طول با HDR مقابل، در. رديگ يم قرار استفاده مورد ها ژن

 يبرا اهداكنندههاي  DNA مولوگوه يبازوها از يمشخص
 HDR .)34( شود يم استفاده نظر مورد هدف يتوال حيتصح
 در شدهيطراح دينوكلئوت درج اي يتوال ينيگزيجا باعث
ي سلول چرخه از مرحله هر .)35( شود مي هدف سايت

هاي چرخه به محدود HDR. دارد يمتفاوت فرآيند ترميم
 دوره كل در NHEJ كهيحال در ؛)36( است G2و  S سلولي
 به HDR از استفاده با ژن اصلاح .دارد كاربرد يسلول چرخه
 با ژن اصلاحو  نيست بخشرضايتآن  كم بازدهي علت

 بسيار آن تصادفي عملكرد علت بهنيز  NHEJ از استفاده
 قابل دآميناز عنوان با ديگري ابزار .)37( .است سخت
 رفع يبرا مناسبي جايگزين باز ويرايشگر يا ريزي برنامه
 با باز ويرايشگر .است پيشين ابزارهاي هاي تيمحدود
 dCas9 with D10A and( غيرفعال كاتاليستي Cas9 از استفاده

H840A mutation( نيكاز يا Cas9 )nCas9 with D10A 

mutation( آمين هاي گروه و شده تركيب دآميناز اب  C )38 (
 سيتيدين باز ويرايشگرهاي .كند مي هيدروليز را )A )39 و
)CBEs (آدنين باز ويرايشگرهاي و )ABEs( دو توسط 

 دو DNA شكستن بدون تا اند شده داده توسعه گروه
اگرچه  .دهند تغيير G به را A و T به را C اي، رشته

دهد،  ويرايشگر باز راندمان تبديل نسبتاً بالايي را نشان مي
 و CBEتنها توسط  G به Aو  Tبه  C در حال حاضر تبديل

ABE پذير استامكان .  
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 ايجادباعث  غيره ها وTALEN، زينك فينگرها، )Meganokleas( هاي مگانوكلئازهاآنزيم. هاي ويرايش ژنگان ي كلي فناوري اساس و قاعده - 2شكل 
  .)1(شود  تعمير مي) HDR )HDR: homology-directed repairيا  NHEJ هايشوند كه با روش اي مي دو رشته DNAشكستگي در محل اتصال 

  
  

 A به Tيا  Aبه  Cي ابزارهاي جايگزين براي تبديل  توسعه
در مقياس يك  DNAشانس بيشتري را براي اصلاح 

مشخص  خيرطي گزارشات ا. كند نوكلئوتيدي فراهم مي
داراي اثرات خارج از هدف غيرقابل  CBEشده است كه 

باشد و همچنين در  مي gRNAبيني در روش مستقل از پيش
ويرايش غير . سلولي نيز دخيل است RNAاصلاح 

هاي از نظر فعاليت ABE و CBEاختصاصي باز توسط 
كردن آنزيم خارج از هدف و مورد هدف، با جايگزين

هاي انتخابي در  انساني يا جهش APOBEC3A دآميناز با
  .بهبود يافته است tadA-tadAو  APOBEC هاي پروتئين
  ها آن مجدد يمهندس و CRISPR-Casهاي اصلي  آنزيم

 نيپروتئ 10 از شيب ،تهـگذش ياـه الـس ـيط در
CRISPR/Cas مورد استفاده مجدد  ژن شيـرايو ه منظورب
هاي تازه نيپروتئها، كه در بين آن )1  جدول( اندقرار گرفته

 اريبس 2LbCpf1 و1AsCpf1  از Cpf1 اي مانندشدهكشف
 به ازين كه بومي Cas9 برخلاف. اندرد توجه قرار گرفتهمو
 كبه ي يعيطب طور به Cpf1 دارد، جداگانه كوتاه RNA دو

                                                      
1 Acidaminococcus 
2 Lachnospiraceae bacterium 

sgRNA  علاوهبه. داردنياز، DNA 3 هدف يها محل در را′ 
 دهد يم برش متناوب صورت به PAM يتوال از سطح پايين

، يك Cas9 انتهاي مانند صاف يانتها ديتول يجا به و
  .)توجه شود 1 جدولبه (ند ك مي درج ′5برآمدگي

Cas9 يها نيپروتئ دنشو يم افتي به طور طبيعي كههايي 
 زمان در را يخاص يها تيمحدود كه هستند يبزرگ
 از  متفاوت هاي سلول انواع به دنيرس و ها آن يبند بسته

Lenti 3 ايAAV كوچك انواع. كند مي ايجاد Cas9 
هاي  تدارند؛ چرا كه بر محدودي يخوب يدرمان يها ليپتانس
 1082 ، كشفمنظور نيا به. اند غلبه كرده AAVبندي  بسته
 دياس نويام 1053 و )4NmCas9 )40 از Cas9 دينواسيآم

Cas9 5 ازSaCas9 )41 ,42(  از دياس نويام 984و CjCas9 
6 

لازم به  .است هدف نيا به نسبت يجلو روبه يها قدم )43(
به  Cas9 كوچكهاي  نپروتئي مبادلهاست كه براي  ذكر

  . است ازينتري  دهيچپي PAMتوالي 

                                                      
3 AAV:Adeno Associated virus 
4 Neisseria meningitides 
5 Staphylococcus aureus 
6 Campylobacter jejuni 

CRSPER/Cas9TALENمگانوكلئاز ها هسته هاي زينك فينگر 

 برش دو رشته

ترميم هومولوگي
( )

 (NHEJ)اتصال پايانه غير هومولوگ 

  ژن حذف اختلال در/ درج DNAدرج دقيق ويرايش ژن
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  .)1(اند  شكل گرفتهبه طور طبيعي كه  CRISPR-Cas اصليهاي  آنزيم - 1 جدول

    اندازه   PAMتوالي  sgRNA ي توالي راهنماياندازه  محل برش منابع
)32,33(  ~ 3bp 5′ of PAM  20bp  NGG  1368  spCas9  
)44(  ~ 3pb 5′ of PAM  20bp  NGG  1629  FnCas9  
)45(  ~ 3pb 5′ of PAM  21bp  NNGR RT  1053  SaCas9  
)40(  ~ 3bp 5′ of PAM  24bp  NNNNG ATT  1082  NmCas9  
)33,41(  ~ 3bp 5′ of PAM  20bp  NNAGA AW  1121  St1Cas9  
)33,41( ~ 3bp 5′ of PAM  20bp  NGGNG  1409  St3Cas9  
)38(  ~ 3bp 5′ of PAM  22bp  NNNNACAC  984  CjCas9  
]38,46(  19/24bp 3′ of PAM  24bp  TTTV  1307  AsCPf1  
]38,46(  19/24bp 3′ of PAM  24bp  TTTV  1228 LbCpf1  

]26(    28bp  RNAگذاري هدف  
 شده

ارتولوگ 
  Cas13  چندجانبه

  
 NNGRRT-3′ PAM-′5 توالي يك به SaCas9 به عنوان مثال، 

-5 توالي يك به CjCas9 كه درحالي ؛دارد اجاحتي

NNNNACAC-3′ PAM هاي نيپروتئ رو، نيازا .دارد نياز 
 از SpCas9هاي در مقايسه با پروتئين Cas9  كوچك
 محدودتري نسبتاً پذيري انعطاف و گذاريهدف ي محدوده

 .برخوردارند ژنگان تعيين در

 و فهم به ازين سپريكر مختلف يها ستميس در كاوش
 يها تلاش .دارد ديجد Cas يها نيپروتئ گسترده فيتوص

 شده انجام Cas9 ايه نيپروتئ مجدد يمهندس يبرا ياديز
 كاهش- 1 :سه هدف اصلي هستندداراي  است كه عمدتاً

و  درستي و صحت افزايش - Cas9  2هاي نوكئاز ي اندازه
 به توجه با .Cas9 انواع يگذارهدف دامنه گسترش - 3

 در دفاعي سيستم يك عنوان به سپريكر هاي سيستم اينكه
ها  براي باكتري ،هستند يافته جهش غالباً هاي ويروس برابر

. تر باشد دتواند مفي با دقت كمتر مي سپريكر ستميس كي
 مرتبط با جايگزين يابزارها از هياول مطالعات محققان در

-CRISPR اختصاصي گيري هدف درك يبرا ژنگان تنوع

Cas9 يمنيا سركوب سيستم از ،بدين منظور .كردند استفاده 
 يبرا) ChIPSeq( بالا بازدهي با توالي تعيين و نيكرومات
 يستيكاتال SpCas9 از DNA اتصال هاي بخش نقشه ميترس
 است كرذ به لازم .نمودند استفاده زنده موجود در رفعاليغ

 دادمي نشان هدف ريغ هاي اتصال دقيق لتحليو  تجزيهكه 
عدم  PAM انتهايي هاي بخش در سيستم اين كه

عداد با اين حال، تنها ت .)1(دهد هايي را نشان ميقطعيت
هاي اتصالي خارج از هدف كه در داخل  محدودي از بخش
 براي كمتر تدق با الزاماتي نشانگر اند بدن شكافته شده

 ازآنجاكه. است DNA شكستن مقابل در Cas9-DNA اتصال
هاي  روش نيست، DNA شكستن مستلزم Cas9 اتصال

در مقياس ژنگان با  DNAجايگزين براي مطالعه شكستن 
اگرچه . استبكار گرفته شده Cas9استفاده از انواع 

 از فراتر مختلف يبردار نقشه هاي روش دقيق ي مقايسه
 است الزامي نكته اين به توجه ،است شده ذكر ي محدوده

 هاي محدوديت و مزايا داراي ها روش نيا از كي هر كه
 بازرسي فرايند يك تعيين بنابراين .هستند فرد به منحصر
 اتصال و قطع هاي بخش ي كليه از برداري نقشه كه صحيح

 DNA واسطه با را CRISPR-Cas9  انجام دهد، هنوز به
به پارامترهاي  و است مانده يباق چالش يكصورت 

 و سلول sgRNA نوعرهبر،  هاي تواليمختلفي مانند 
 موازات به .وابسته است sgRNA/Cas9 ارسال هاي روش
، سيستم اين رهدفيغ اثرات ارزيابي براي ها رويكرد اين

 هدف هاي ويژگي افزايش جهت هاي زيادي تلاش
 مجدد مهندسي ي واسطه به CRISPR-Cas9 هاي سيستم
 اثرات از منظور .استانجام شده موجود هاي spCas9انواع

 است نبوده دنظرم كه است DNA از بخشي تغيير غيرهدف،
 هدفخارج از  اثرات كاهش با مرتبط هاي تلاش. )48, 47(
 تشخيص براي روشي جاديا) 1 مسير دو در كلي طور به



 1400 پاييز و زمستان ،10، شماره 5جلد                                                                                )            علمي(مجله زيست شناسي ايران 

92 

 به CRISPR سيستم مهندسي) 2 و هدف از خارج اثرات
  .گيرد مي صورت آن دقت افزايش منظور

 شناسايي را خاصي اي نقطه جهش محققان مطالعه، يك در
 افزايش را SpCas9 ويژگي يتوجه قابل طور به كه كردند
 ايجاد به منجر منطقي هايساختار ،ترتيب همين به .ادد مي

 از يكي .دشمي فرد بهمنحصر  ويژگي با Cas9 انواع
 تغيير گذاري هدف ويژگي افزايش براي ها راه ترين ساده
 مقابل در .است Cas9-sgRNA كمپلكس تحويل روش
 به Cas9-sgRNA از مستقيم ارسال پلاسميد، ي پايه بر ارسال
 به منجر كه) (RNP نيريبونوكلئوپروتئ كمپلكس يك عنوان
 غير اثرات كاهش گردد، باعث مي Cas9 زودگذرتر فعاليت
 در يپ قراردادن هدف مورد علاوه، به .)1( شودمي هدف

 كازين بردن بكار با جداگانه،ي sgRNA دو با گاهيجا كي يپ
nCas9 يستيكاتال كردن رفعاليغ اي Cas9 با شده ادغام 
DNA، ًحوزه يختگگسي هم از باعث اساسا Fok1 كاهش و 
 هاي كمپلكس .شوديم WTCas9 هدف از خارج تيفعال

gRNA ينانومتر 5 فاصله با را يكيژنت مكان توانند مي 
 خارج اتصال به منجر و كنند متصل هم به و داده صيتشخ
 سلول درونهاي gRNA تعداد يبند اسيمق. دنشو هدف از

 .شود مي هدف از خارج اثرات نيا شيافزا باعث

 از خارج اتصالات كاهش يبرا موجود يها ياستراتژ
  هدف

 اتصال كاهش يبرا يمتعدد هاي استراتژي خوشبختانه،
 ميمستق اصلاح، جمله از ؛دارد وجود هدف از خارج

gRNA يانتها كردنكوتاه وسيلهه كه ب فضا كردن كم با 
اندونوكلئاز  يا ،شود مي انجام tracrRNA عناصر از يكي

Cas9 اين . دكن مي عمل كازين عنوان به كه افتهيجهش
 1500 اندازه به هدف از خارج اثرات كاهش باعث عملكرد

 نيهمچن dCas9 .)49( شود مي يسلول هاي رده در برابر
 قابل طور به كه( FokI FuxI هسته هاي حوزه اب تواند مي

 نوع با سهيمقا در را هدف ياختصاص شيرايو يتوجه
 نيا كه يزمان تا. شود ادغام )بخشد مي بهبود Cas9 تهاجمي
 در نكروماتي كه دارد جداگانه رهبر RNA دو به ازين روش
 احتمال رد،بگي قرار مبدأاز  يمشخص يبيتقر فاصله

 كاهش يا ملاحظه قابل طور به هدف از خارج اطلاعات
 با Cas9 كردن وادار روش ،ها روش نيا موازات به .ابدي يم

 ميتنظ ،ينور ، ييايميش كوچك يها مولكول از استفاده
 يزمان يها تيفعال كنترل يبرا گانديل به وابسته 1آلوستريك

افزايش دقت  باعث Cas9/sgRNA كمپلكسييِ فضا و
 .)51 و 50(. شود مي يريگ هدف

  cas9 سپريكركاربردهاي مختلف 

 رشكنندهي و غيريپذ انعطافيي همچون ها يژگيوبه علت 
-تبديل شده كاره همه ابزار كر به يسپيكر ستم،يس نبودن اي

 بلكه، ژنگان شيرايو و راست كه نه تنها در مطالعات تغيي
 و ژنگاني دستكارهاي مربوط به فعاليت ازي اريبس در

 گريد يكاربردها حوزه. است استفاده قابل زين نيكرومات
زيرا با وجود آن كه  باشد، گسترده اريبس ممكن است

deadCas9 تواند نمي DNA تواند به توالي  را برش دهد، مي
  .مورد نظر هدايت شود

 كه يدرحال، است شده داده نشان 3 شكل در كه طور همان
WT Cas9 تيفعال قيطر از را ژنگان شيرايو DNA برش -

 Cas9 يها ميآنز كند، يم ريپذ امكان تيهدا قابل يخورده
 هدف، ژن ميتنظ به يابيدست يبرا يستيكاتال اختلال يدارا
 يدستكار و نيكرومات از يربرداريتصو ،وراژنگان شيرايو

 از ،علاوهبه. اند شده ميتنظ مجدداً ن،يكرومات 2يتوپولوژ
 يبرا يبستر عنوان به يستيكاتال اختلال با Cas9 كازين ميآنز
 شده استفاده DNA رشته دو شكستن بدون و باز شيرايو

 يها نيپروتئ توسط DNA دادن قرار هدف بر علاوه. است
Cas، سپريكر ديجد  ستميس Cas كه RNA قرار هدف را 
  .است شده فيتوص زين دهد يم

CRISPR-Cas9 يستيكاتال حوزه دو يدارا HNH و RuvC 
 كنند يم يباز را DNA DSBs واسطه نقش هم با كه باشد يم
 DNA رشته كي يستيكاتال يها حوزه نيا از هركدام .)52(

 در  PAMيتوال بهها DSB در نتيجه .دهند يم را برش
 ژه،يو به .شوند يم كينزد شده يگذار هدف يها مكان
ز كاين ميآنز در ها حوزه نيا از كدام هر در يا نقطه جهش

 و D10A حوزه دو هر در جهش كه درحالي ،شوداعمال مي
H840A for SpCas9 برش تيفعال كامل بردن نيباز  سبب 

DNA 32(شود  مي(.  

                                                      
1 ligand-dependent allosteric regulatin 
2 topology 
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  .)1( ژنگان شيرايودر  Cas سپركري ي ورافن ياصل كاربرد - 3شكل 

  
 سپريكر- ژنگان شيرايوابزار  دوم نسل تكامل 

1ندليا و DSB با ايجاد هك WTCas9 برخلاف
 در يتصادف 

 شيرايو دوم نسل يابزارها دهد، يم جهينت هدف يها مكان
 كي DSB ،DNA جاديا بدون اين توانايي را دارند كه ژن

كه ذكر شد،  طور همان. كنند ليتبد يگريد به را باز واحد
 Gرا به  Aو  T بهرا  Cتوانند  ويرايشگرهاي باز مستقيماً مي

اخيراً از اين ويرايشگرها براي تغيير كد ژنتيكي . تبديل كنند
توان شود كه در آن ميهاي پايان استفاده مي و معرفي كدون

و  CGA (Arg) ،CAG (Gln)هاي در كدون T به Cبا ويرايش 
CAA (Gln)هاي، كدونTGA (opal) ،TAG (amber)  ياTAA 

(ochre) STOP  علاوه .)55, 54, 53(ساخت  بيترت به را 
 آدنوزين آنزيم حرك، مAPOBEC دآميناز آدنوزين آنزيم بر
 ذكر قابل .است شده تركيب dCas9 آنزيم با AID نازيدآم

 كمپلكس، نيا در UGI وجود عدم صورت در است

                                                      
1 Indel 

 موضعي قدرتمند عامل يك به dCas9–AID كمپلكس
 غربالگر ابزار يك عنوان به كه شود يم تبديل 2موتاژنيك

  .)1( كند ميعمل  3يكاربرد
  چگونگي عملكرد كريسپر در بيان ژن 

 عنوان به تواند يم  WT Cas9اينكه اثبات از بعد بلافاصله
 استفاده ژن ويرايش براي يزير برنامه قابل اندونوكلئاز يك
 ژن بيان تنظيم براي خاص رطو به  dCas9 از محققان شود،
اتصال  هدف  DNAتوالي به  dCas9.كردند يريگ بهره

 يها نيپروتئ ساير فعاليت با كه كند يم محكمي ايجاد
  RNAو ژنيدرون رونويسي يفاكتورها مانند  DNAاتصالي
  .)55( كند مي مداخله  IIپليمراز

                                                      
2 mugtagenic 
3 gain of function screening tool 

  فراتر از ويرايش ژنگان: تكنولوژي كريسپر
  تنظيم ژن  ويرايش ژن وراژنگانويرايش تصوير برداري كروماتين

  ويرايش باز  RNAگيري  هدف كروماتينتوپولوژي تصوير برداري كروماتين

  توالي راهنما
Trans 

Effector  
 كنندهاصلاح
 ژنتيكياپي

 هسته
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از  RNAقابل هدايت  DNAهاي افكتور به بخش مورد نظر با استفاده از ظرفيت اتصال  هاي مختلف جذب پروتئين استراتژي - 4شكل 
  .)Cas9-sgRNA )1كمپلكس

تواند مي dCas9ي  دهنده اتصال تيفعالدر اين رويكرد، 
 1سركوباز طريق فرايند مسدودكردن  را ژن انيبرونويسي 

 از مستقيماً توانند يم افكتور يها نيپروتئ. )55( كند مي
  Cas9يا فعال  Cas9به پپتيدي ي دهنده اتصال يك قطري
 تركيب است، ذكر قابل .شوند متصل كاتاليسي رفعاليغ

  dCas9با 2KRAB مثل سركوبگر قوي كمپلكس يك شدن
 تر خاص و تر يقو ژن سركوبگر يكتشكيل  به منجر

 شامل نگريف نكي زيها نيپروتئ .)56( شود يم  dCas9از
KRAB ي در سي رونويسركوبگرهاي  خواننده نيتر بزرگ

، داربست نيعلاوه بر ا. )57( دهند يم لپستانداران را تشكي
sgRNA نيچند يساخته شود كه حاو ياتواند به گونه يم 
-متصل يهانيباشد كه به طور خاص به پروتئ RNAآپتامر 

متصل  PCP اي MCPشناخته شده مانند  RNA (RBP)يكننده
 قيتوانند از طريافكتور م يهانيپروتئ ). 4شكل ( شونديم

. شوند تيمحل مورد هدف هدابه  RBPادغام شدن با 
 داربست از تكراري پپتيدي آرايه يك از  SunTagرويكرد
 ادغام يباد يآنت يك از نسخه چندين جذب براي نييپروتئ
   .)58( كند مي استفاده افكتور نيپروتئ با شده

 موقت كنترل امكان القايي شيميايي يها ياستراتژ
 را افكتور يها نيپروتئ با شده ادغام  Cas9يا  Cas9فعاليت

                                                      
1 KD:knocks down 
2 Kruppel-associated Bo 

  Cas9پروتئين از يمين هر، Cas9 تقسيم در .دنكن مي فراهم
 .بسازد را عملكردي كمپلكس يك تا باشد القاشده تواند يم

 تواند يم 3اينتئين نيپروتئ قطعه، Cas9- اينتئين نظريه در
 منجر و شده خارج  Cas9از تا باشد القاشده شيميايي طور به
ي، سي رونويها كننده ميتنظ ناي .شود آن شدنفعال به

KAP-1مثل  4همراهي سركوبگر ها نيپروتئ
ي ها نيپروتئو  5

 جذب ژن سركوبرا براي  6HP1 مثلي كيژنتخواننده اپي
تا حدودي  KRABي  واسطه بهسركوب ژن . )59( كنند يم
ي ستونيه راتييتغي موضعي كيژنتي مجدد اپيزير برنامه با

  8H3 K9me3 در شو افزاي 7ونيلاسياست  H3درو با كاهش 
 اين راستاي در. )60(است  9همراه برندهشسركوب ژن پي 
 كاهش به منجر dCas9-KRAB تركيب كمپلكس ها، افتهي

 هر در  H3K9me3يها سطح افزايش و كروماتين دسترسي
 10ستالدي يها كننده تيتقو همچون برندهپيش هدف ژن دو
، dCas9-KRAB ي واسطه ژن سركوب برخلاف .شود يم

 جذب به منظور dCas9 هدف يها پلتفرم از استفاده
 ژن بيان القاي به منجر قوي رونويسي يها كننده فعال

  .شود يم
                                                      
3 intein protein segment 
4 co-repressor 
5 KRAB-box-associated protein-1 
6 Heterochromatin protein1(HP1) 
7 H3-acetylation 
8 H3 lysin 9 trimethylation (H3K9me3) 
9 gene promoters 
10 distal 

Cas9 ادغام Cas9 

Cas9 اينتئين_ Cas9 

Cas9 شدهتقسيم 

Cas9-شدهتقسيم
شده اينتئين ‐ Cas9  القا پذير

  القا پذير

SgRNA  سه جانبه شدهمهندسي Suntag

 چندجانبه

sgRNA 

RBP، PCP،MCPP 

 Fvآنتي بادي هاي تك رشته اي 

افكتوره
 ا

 افكتورها

هافكتور
ا

 chromatin /DNAمورد هدف  پروتئين هاي افكتور
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 VP64با  را  dCas9 ،2018در سال  Adliتوسط  ايهمطالع در
 16 انتقال ي حوزه يك از هم سر پشت ي نسخه چهار از كه

 تشكيل هرپس ساده ويروس از  VP16طولاني امينواسيد
 ژن يساز فعال استراتژيو  )61(شد  تركيب است، شده

 يها مرپلتف از تعدادي توسط  dCas9-VP64ي واسطه
. )62( يافت بهبود سپريكر ي هيپا بر دوم نسل يساز فعال

جانبه سه كمپلكس يك با را dCas9 علاوه بر اين، محققان
 Rta (VPR) و  VP64،P65 يها نيپروتئ از كه ساز فعال اي

 برسند ژن بيان به تا كردند تركيب است، شده تشكيل
 از رونويسي يساز فعال ي دامنه يك P65. )63( )4شكل (

  1Rtaحاليكه در است، پستانداران NF-κB يرونويس فاكتور
 آن توجه قابل ي نكته .)64( است 2باراپستين  ويروس در

 يها دامنه، dCas9 به مستقيم اتصال بر علاوه كه است
 براي .شوند جذب نيز  sgRNAداربست به توانند يم افكتور

 است شده يطراح يا گونه به  sgRNAداربست كردهايرو اين
  3MS2هيرپين آپتامرهايمثل   RNAواحدهاي شامل كه

  RNAاتصالي مخصوص يها نيپروتئ به تواند يم كه است
, 65( شود متصل )(MCP باكتريوفاژ پوششي نيپروتئ مانند

 براي sgRNA-MS2 شده مهندسي داربست از محققان. )66
 يساز فعال كمپلكس يا )MCP- VP64)67 تركيب جذب
 كننده فعال حرارتي شوك  (P65-HSF1 HSF14 انتقال
 مكان يك از ژن بيان كردن فعال براي )58() ويسينرو

SAM نام به ديگر رويكردي در .كردند استفاده اندوژني
5 ،

 MCP ب، تركيdCas9-VP64ي بعلاوه بر كمپلكس تركي
 sgRNAي  شده يمهندس داربست قاز طري  P65-HSF1با

 كه اكنون. )68( شود يمجذب قسمت موردنظر 
 ويژه هايمكان در ژن القاي براي مختلفي يكردهايرو

 آل ايده رويكرد براي كشف يك چالش يك است، موجود
 سلول موقعيت و نوع به احتمالاً حل آنكه راه دارد وجود
 هاي استراتژي تحليل و تجزيه ،حال اين با .دارد بستگي
 يها گونه بين در  dCas9بر مبتني ژن يساز فعالمتنوع 
) پرواز هاي سلول و موش انساني، ي دسته چندين( مختلف
 Suntag و  SAM ,VPRهاي سيستم استاندارد كه دهدنشان مي

 SAMي كردهااگرچه روي بوده و بالاتر  VP64استاندارد از
 دري اد، اختلاف زي)69( دهند يم نشاني شتريبتوانمندي 

                                                      
1 Rta :R transactivative 
2 Epstein-Bar 
3 MS2 hairpin aptamers 
4 HSF1: heat shock transcription activator 
5 SAM: synergitic activation medistor 

ي خاص از ا نقطهدر  6هياول حالت به نسبت ژن انيبي القا
 يايمزااندوژني  يها بخش بيان تحريك .لوكوس دارند

 و زماني دقيق كنترل. دارد اگزوژني بيان به نسبت بيشتري
 درماني پتانسيل از هدف بخش ژن بيان پويايي بر مكاني
 سپريكر رويكرد يريپذ انعطاف .است برخودار خوبي بسيار

 را مختلفي يها روش تا دهد يم را امكان اين محققان به
 القايي يگذار هدف. كنند اتخاذ هدف اين به دستيابي براي
 از كوچك يها مولكول و 7اپتوژنتيك طريق از سپريكر
 ژن بيان يكردهايرو در يتوجه قابل يها شرفتيپ

 .)1(برخوردار هستند  سپريكر ي باواسطه

 هاي عملكردي كريسپر حوزه

 وراژنگان دارد، دلالت سميمكان بر كه تيكژنياپ برخلاف
 يها يژگيو ساير و ترجمه از بعد راتتغيي يهمهتواند مي

 .هدد حيتوض ژنگان در ينظارت عناصر با همراه را نيكرومات
 مثل تر بزرگ اسيمق در وراژنگاني در زمينه رياختلاش 

 يبردار نقشه 8وميكنسرت و  DNA (ENCODE)عناصر شنامهدان
برداري نقشهباعث شد  )(REMC وراژنگان از يبردار نقشه

 ستونيه نپروتئي و DNA يرواز  نيكرومات راتتغيي از
 مثل يسلول مختلف خطوط انواع در ژنگان انيم در موجود
 .)71, 70(ترسيم شود  بافت و سلول ييابتدا انواع

 كه است يكيژنتياپ يها سميمكان از يكي  DNAمتيلاسيون
 توجه قابل. استگرفته قرار مطالعه مورد گسترده طور به

  DNAمتيلاسيون ،گريد يها سميارگان و اهانيگ در كه است
 ,CHH (H is Aو  CG (or CPG) ، CHGمختلف نهيزم سه در

T, or C)  پستانداران، يها ستميس در كه درحاليوجود دارد؛ 
- 5( نيتوزيس ماندهيباق پنجم كربن درغالباً   DNAمتيلاسيون

 دي نوكلئوتيد .)72( افتد يم اتفاق CpG) نيتوزيس ليمت

DNMT3A وDNMT3B  ترانسفراز ليمت ميآنز دوDNA  
 كنند يم زيكاتال را DNA de novo ونيلاسيمت كه هستند

 كنندهميتنظ عناصر در DNA نيتوزيس 5 ونيلاسيمت. )73(
 همراه يسيرونو سركوب با معمولاً ستاليد اي پروموتور

 يها يماريب از يتعداد در  DNA Aberrantونيلاسيمت. است
 ،مورداين  در. دارد نقش سرطان جمله از يشناختبيآس
 در كيژنتياپ مهاركننده ككوچي ها مولكول از يبرخ

 هدف را نيديتيآزاس-5 مانند  DNAمتيلاسيون كلي سطح

                                                      
6 Fold change 
7 optogenetics 
8 Consortium 
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 در از قبل كه كوچك يهامولكول ينا. )74( دهند يم قرار
 قرار هدف را ژنگان كل اند، بوده ينيبال استفاده حال

به  كه را ييها محل ينيكرومات حالت نيبنابرا ؛دهند يم
 هايابزار. دهند يم رييتغ ،دنباش يعيطب يكيژنتياپ صورت

 ميتنظ را ييها مكان خاص طور به كه يكيژنتياپ شيرايو
 ليپتانس از ند،اشده ميتنظ يرقانونيغ طور به كه كنند يم

حال هستند و به سرعت در  برخوردار يخوب اريبس يدرمان
 از محققان ،اصل نياثبات ا به يابيدست يبرا. توسعه هستند

 و  DNAمتيلاسيون نشانگر دو هر يبرا dCas9 مستيس
 كردند استفاده نظر مورد محل در وژناند  DNAمتيلاسيون

 مكان كي به  DNAمتيلاسيون انتقال هاكه هدف آن
 DNA يزوريكاتال حوزه اب را dCas9 هاآن .بود مشخص

 ليمت  DNAيا )DNMT3 )1ي وتيوكاري ترانسفراز ليمت
 دو هر در كه )53( كردند ادغام  MQ3پروكاريوتي ترانسفراز
 انيب و  DNAمتيلاسيون ي ازتوجه قابل رسوب ،ياستراتژ

 به علاوه، .شد مشاهده نظر مورد محل در افتهيرييتغ ژن
 سركوبگر يكيژنتياپ ابزار ياضاف ياجزا هدفمند جذب
 نكربيپل يها كمپلكس و KRAB-ZNF، DNMT3L مانند
 سركوب و  DNAمتيلاسيون استحكام شتريب تيتقو باعث
همچنين با استفاده  .)1( شود يم مدت يطولان در داريپا ژن

 لمتي DNA بدوني نيجني ادبني هاي سلولاز مدل 
 ترنسفراز لمتي  DNAكهي نشان داد ا مطالعه، 1ترانسفراز

ج يي خارها بخش دري سراسري راتيتأث dcas9با  شدهبيترك
 مانده يباق راتيتأثكه از روي  گذارد يمي هدف  محدودهاز 

و نحوه انتقال آن  sgRNA به وابسته ريغ ونيلاساز متي
 كلي شيافزا وجود بالازم به ذكر است  .دشو يممشخص 

  dCas9ترانسفراز عيمافراواني  به كه DNA ونيلاسيمت در
 ژن انيب بر محدود ريتأثبا  شدمي داده نسبت يا هسته آزاد

  .)75(همراه بود 
 فايا را يمهم نقش ايپو كيژنتياپ ميتنظ در ها نيپروتئ

 dCas9 از استفادهي با قاتيتحق يها گروه از يتعداد. كنند يم
 يها دامنهپلتفرمي براي جذب  عنوان به پذير هدايت
دمتيلاسيون در  يابيدست، TET يها نيپروتئ يزوريكاتال
 كمپلكس .را مورد هدف قرار دادند DNA هاي خاص محل

 در  DNAناهمسانگردي به منجر dCas9-TET1 يهمجوش
 شيافزا و  CpGموضعي يدهاينوكلئوتي د ٪90 حداكثر

 . شد هدف يها بخش در  mRNAبيان در توجه قابل

                                                      
1 DNA methyltransferase-deficient 

 اندونوكلئاز انيم ونديپ جاديا با توانند مي زين Cas هاي آنزيم
 صورت به ييايميش اي نور القاكننده يپروموتورها با

 ريزي برنامه تيقابل شيافزا اي كاهش سميتباعث  ،يانتخاب
 كينزد ندهيآ در رسدبه نظر مي. )77, 76( شوند

 ضد هاي پروتئينسازي به منظور فعال يهاي استراتژي
CRISPR اندونوكلئاز يعملكردها بتواند د تاتدوين شو 

 كنترل يبرا اه استراتژيساير . كند غيرفعال را »خاموش«
 ها sgRNA ساختار در يراتييتغ بر CRISPR-Cas تيفعال
 كاملاً و يشرطيا به صورت  ها gRNA. )78( كنند مي هيتك

 غيرفعال RNA ناليترم هاي سوئيچ توسط كه هستند فعال
 ماشه كي توسط كه هستند رفعاليغ كاملاً اي و شوند مي

RNA »تيفعالي استراتژ نيا .)79( شوند مي» روشن 
CRISPR-Cas در را بدن داخل در ريزي برنامه قابل 

محققان  .خواهد داد نشان يانسان هاي سلول و ها باكتري
هاي  ژن بيان مشخص طور به ابزارهايي چنين نشان دادند كه

 بيان هرچند، حال اين با .كنند يم دستكاري را مورد نظر
 در است ممكن ژنتيكاپي تركيب يها كمپلكس حد از بيش
، ژنگان سراسري ژنتيكياپي اثر اما باشد، پايين سطح
 ذكر  dCas9–DNMT3Aتركيب كمپلكس براي كه طور همان
 منظور، همين به .است نشده مشخص هنوز، است شده
  Fkbp/Frbبر مبتني القايي جذب مانند جديد يكردهايرو

 ممكن  Cas9 (FIRE–Cas9)توسط وراژنگان ويرايش براي
 دقت ژني، درون كروماتين هاي كننده تنظيم جذب با است

 شناسايي .)80( كند ايجاد ژنتيكياپي ويرايش در را بالاتري
 در اصلي هدف ژن بيان و ژنتيكياپي علائم بين ارتباط
 را ما كه ابزارهايي تاكنون، .است كروماتين شناسي زيست
 ي مرحلهو  هستند موجود كنند يم وراژنگان تغيير به قادر

 عناصر بهتر توصيف براي اين ابزارها از استفاده بعدي
 محققان ،منظور همين به. هاست سلول حالات و تنظيمي
 براي  Cas9بر مبتني ژنگان ويرايش يابزارها از تاكنون
 با سريسرا گري غربال مانند جالب دافاه از تعدادي
 ستالدي يها كننده تيتقو عملكرد توصيف براي بالا بازدهي

 ،82( سويه مشخصات از هدفمند مجدد نويسي برنامه ،)81(
 معكوس و القايي پرتوان بنيادي هاي سلول توليد ،)83

  .)84(اند  استفاده كرده HIV كمون ي دوره
  هاي انتقال ژن به درون سلول  روش
م براي ويرايش تر بيان شد، اولين قد طور كه پيش همان

يا مشتقات  Casشامل  CRISPRي اجزاي  ژنگان تهيه
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Cas،gRNA  صورت لزوم  در وDNAاين . تاضافه اس هاي
  دهنده به درون سلول منتقل خواهند شد و انتقالاجزا سپس 

هاي  ي وكتور به دو دسته ها به درون سلول غالباًهاي آن
انتقال . شوند هاي غير ويروسي تقسيم مي ويروسي و وكتور

و يا استفاده  1الكتروپوريشنغير ويروسي شامل ريز تزريق، 
ده دهنبسته به سيستم انتقال .)85(از مواد شيميايي است 

تواند اشكال متنوعي از  اجزاي ويرايش ژنگان مي
DBA،RNA   و ياRNP كيت و ابزار گوناگون براي . باشد

با اين حال، . شده است ايجادهاي انتقال  هر يك از روش
سلولي در اكثر اوقات به سيستم درماني درون جهت ژن

به عنوان وكتور  ها AAVانتقال ويروسي متكي هستيم و 
با اين حال براي يك انتقال مؤثر، . اند ويروسي پيشنهاد شده

محدوديت وجود ) kb 4.5(ي ژن بارگذاري شده  در اندازه
شده شناخته Cas يها دارد؛ به اين دليل كه بيشتر پروتئين

تا امينو اسيد دارد  SpCas9 1368مثال،  براي .سنگين هستند
در يك ذره  DNAي  كد كننده  gRNA بندي آن با و بسته

AAV اين چالش از دو طريق مورد . بسيار مشكل است
در روش اول، جستجو براي . بررسي قرار گرفته شده است

ها كه  ها و باكتري در آركي Casتر  هاي سبك رتولوگوا
 NmCas9 (1082 aa)، SaCas9 )1053 aa(، CjCas9 (984شامل

aa)  وScCas9  هستند، در چندين سروتيپ بارگذاري شده و
 Cas14 .)87, 86, 43(شوند به درون سلول حمل مي

 ؛سبك مورد استفاده قرار گيرد Cas تواند به عنوان يك مي
را حفظ كند  dsDNAي  تواند فعاليت شكافندهچراكه مي

 N-Cas9 (2–573 سنگين به SpCas9در روش ديگر،  .)88(

aa)  وC-Cas9 (574–1368 aa)  تقسيم شده و هريك به طور
-بازسازي Cas9شود و  بارگذاري مي AAVجداگانه در يك 

. شود هاي بدن منتقل مي شده با موفقيت به داخل سلول
 dsDNAي  دهنده ابزار ويرايش ژنگان نه تنها شامل برش

هاي ژن مبتني  كننده است، بلكه ويرايشگرهاي باز و تنظيم
. شوند استفاده مي CRISPRaو  CRISPRiنيز براي  dCasبر 

ي  حالت دوم به آن معناست كه افزايش بيشتر در اندازه
شده با امهاي ادغمدل هگرچ .ناپذير است مل ژن اجتنابكا

مورد  AAVدر سيستم وكتور ويروسي  Casهاي  كننده تنظيم
هاي فني فاز جديدي  پيشرفتآزمايش قرار نگرفته اند؛ اما 

دهند كه در آن ابزارهاي ويرايش ژنگان با  را ارائه مي

                                                      
1 Electroporation 

 هاي وكتور ويروسي و بدون نگراني از استفاده از سيستم
  .شود اندازه منتقل مي

  هاي ايمني پاسخ
به طور كلي، ابزارهاي كريسپر با تركيب زيست 

هاي بدن  ها در سلول شده از پروكاريوتهاي مشتق مولكول
اين مسئله اين نگراني را ايجاد . كنند ها عمل مي يوكاريوت

ها و  كند كه مواد خارجي باعث سميت سلول مي
اما در حقيقت، محققان از . هاي ايمني بدن شوند واكنش

 ٪79هاي خوني دريافتند كه  هاي نمونه تجزيه و تحليل
 ٪65و  SaCas9بادي عليه  افراد مورد آزمايش داراي آنتي

دو ارتولوگ  .)89(بودند  SpCas9بادي عليه  داراي آنتي
SaCas9  وSpCas9 كه در  3و اس پيوژنر 2اس اورئوس از
هاي انساني شيوع دارند و مستعد تماس با سيستم  محيط

هستند كه  Casهايي از  ايمني بدن انسان هستند، ارتولوگ
. اند ي گسترده قرارگرفته به منظور ژن درماني مورد مطالعه

انسان سبب بروز پاسخ  در gRNAفسفات انتهايي - ’5گروه 
هيدروكسيل به - ’5اصلاح آن به گروه  .)90(شود  ايمني مي

هاي نامطلوب  عنوان راهي براي جلوگيري از پاسخ
  .بيولوژيكي پيشنهاد شده است

  گيري نتيجه
زيرا  ؛متحول شده است ژنگانكريسپر در زمينه ويرايش 
كارايي نداشته باشد، به  ژنگان اگر بيش از ابزار ويرايش
استفاده از آن بسيار به علاوه، . همان اندازه قدرتمند است

 حضور چندين دستاورد مهم .است ترپذير انعطافو  تر ساده
 ويرايشبه فناوري  CISPR هاي سيستمراه را براي تبديل 

 هاي توالي ها اين است كهكند كه از جمله آن ميباز  ژنگان
بسيار شبيه به  PAMاكتسابي حدفاصل در مناطقي به 

يكديگر هستند و اين توالي براي عملكرد كريسپر بسيار 
ولي كاربرد دارد،  دركل چرخه سلولي NHEJ .حياتي است

 دقيقدقت كافي براي كارهاي  به علت عملكرد تصادفي آن
و  S هاي سلوليچرخه به مربوط HDR كه درحالي ؛را ندارد

G2 باز كه  ويرايشگرهاي، ها محدوديتبه علت اين . است
بدون شكستن  توانندو مي هستند ABEو  CBE شامل
DNA ،C  را بهT  وA  را بهG ،بيشتر مورد توجه  تغيير دهند

 سپر داراي اثرات خارج از هدف است كهكري .قرار گرفتند
                                                      
2 S. aureus 
3 S. pyogenes 
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محققان با شناسايي يك جهش براي غلبه بر اين مشكل، 
را به طور قابل توجهي   spCasويژگيخاص كه  اي نقطه

 هاي ويژگيبا  Cas9سبب ايجاد انواع  ،داد ميافزايش 
هاي كاهش اثرات  يكي ديگر از راه. شدند به فردمنحصر 

مورد  .است CAS9-sgRNAتغيير به روش  خارج از هدف
 sgRNAتا  2هدف قرار دادن پي در پي يك جايگاه فعال با 

سازي كاتاليستي  غيرفعاليا  nCas9 ازجداگانه با استفاده 
Cas9  ادغام شده باDNA  اساساً باعث از هم گسيختگي نيز

 WTCas9 هدفكاهش فعاليت خارج از  و Fok1 حوزه
 Cas9پروتئين  مهندسي هاي روش ها اينعلاوه بر . شود مي
روي  گذاري هدفبه منظور افزايش ويژگي  هايي تلاشبا 
 كارهايي به منظورراه چنين هم. انجام شد sgRNAست بدار

بزرگ و  هاي ژني موجود در انتقال ها محدوديتغلبه بر 
كننده پاسخ در آخر عوامل ايجاد يز بيان شد وسنگين ن

نيز  آنبر غلبه  هاي راهايمني در طي استفاده از اين ابزار و 
  .دبررسي شبه طور مختصر 
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