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هم د. نکشاورزی و صنعت دارزشکی، پکاربردهای بسیار متنوعی در علوم  CRISPR/Cas9 های ویرایش ژنوم به ویژه تکنولوژی
های ویروسی ماریها در دنیا از این تکنولوژی به صورت آزمایشگاهی در درمان بیتشرک مراکز تحقیقاتی و ری از اکنون در بسیا

 تشخیص را ژنوم زا ایویژه هایتوالی که تکنیک این با کار آسانی و پیدایش. شودو سرطان و حتی اصلاح گیاهان استفاده می
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 و نیاز مورد سیارب اختصاصی هدفمند تغییرات به دستیابی ،است بیولوژیک تحقیقات در بنیادی ابزار زنده هایارگانیسم و هاسلول

یک پروتئین  یبی ازترک سیستماین  است. شده رایج بسیار راهنما RNA با نوکلئازها توسعه و پیدایش با ژنوم ویرایش. باشدمی مهم
پیدا  نوم راژاست که مانند یک کاراگاه عمل کرده و یک مکان خاص در  (gRNA) با یک مولکول راهنما Cas9 قیچی مانند به نام
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 مقدمه

های بسیار متنوع های اخیر پیدایش تکنولوژیدر سال
ویرایش ژنوم برای محققین توانایی ارائه سریع و مقرون به 

وسیعی از  دامنهصرفه تغییر و تبدیلات ویژه توالی را برای 
ها مهیا کرده است. با استفاده از ها و ارگانیسمانواع سلول

-در جایگاه DNAای که باعث برش طراحی نوکلئازهای ویژه

توان می ،بانهای ترمیمی میزشوند و سیستمهای خاصی می
پیدایش و آسانی کار  .(1) دهای میزبان را دستکاری نموژن

ای از ژنوم را های ویژهها که توالیبا بعضی از این تکنیک
ها بوجود آورد و دهند، انقلابی در ویرایش ژنتشخیص می

باعث پیشرفت غیر منتظره علمی و کشفیات زیادی در ژن 
، کشف داروها، 1هاازی( بیماریسازی )مدل سدرمانی، نمونه

، علوم اعصاب و علوم کشاورزی 2زیست شناسی سنتتیک
، توانایی هاویرایش ژنهای گردید. نتایج حاصل از تکنیک

می باشد  DSBsو یا  3ایدو رشته DNAالقاء هدفمند برش 

                                                                                                                       
1Disease modeling  
2Synthetic biology  
3 Double-strand breaks 
4Homology-dependent recombination  

 DNAباعث آسیب شدیدی در  DNA. برش دو رشته (1)
هر دو رشته  بهچون آسیب دلیل  ، بههاژنومیک همه ارگانیسم

و این آسیب باید ترمیم شود تا تمامیت  شود، میDNAاز 
  (.2) اطلاعات ژنومیک موجود و یا رده سلولی حفظ شود

ای های دو رشتهنشان داده که برش DNAمطالعات ترمیم 
DNA یا  4از طریق نوترکیبی وابسته به تشابهHDR  و یا توسط

 6که اتصال انتهاهای غیر مشابه 5ابهروش غیر وابسته به تش
(NHEJ نامیده )القاء برش دو رشته شودمی، انجام شودمی .

DNA ،در جایگاه مورد نظر توسط نوکلئازهای مهندسی شده 
در مسیر . (2) شودمی DNAرمیم باعث القاء مسیرهای ت

های کوچک می تواند indelsاتصال انتهاهای غیر مشابه، 
ژن یا بهم ریختن چارچوب خوانش  7باعث از بین رفتن

( یا با HDRها شود و در مسیر نوترکیبی وابسته به تشابه )ژن

5Homology-independent manner 
6 Non homologous end joining  
7Knockout  
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یا الیگوداکسی نوکلئوتیدهای 1استفاده از یک الگوی دهنده
ها ژن knockin( باعث جایگزینی و یا ssODNای )تک رشته

از سیکل سلولی در  S/G2این روش در مراحل  شود.می
زمانی که کروماتیدهای خواهری در دسترس می باشند، انجام 

 .(3)شود می

سازی باعث فعال DNAهای شکست و برش بنابراین،
نتیجه آن تسهیل در  که شدهدر سلول  DNAمسیرهای ترمیم 

. این مراحل استهای ویژه ژنوم ارائه تغییرات در جایگاه
 2درنهشها از طریق اغلب برای حذف و غیر فعال کردن ژن

بازهای آلی که در حین عمل اتصال انتهاهای  3یا حذف و
اتفاق می افتد، استفاده می شوند. در  NHEJبه و یا غیر مشا

حالت دوم، در حضور الگوی دهنده با تشابه به جایگاه هدف 
و یا تصحیح باز از طریق ترمیم مستقیم  4کروموزوم، انضمام

توانایی تغییرات ژنتیکی  .(3, 2) گرددانجام می HDRمشابه یا 
های زنده ابزار بنیادی تحقیقات ها و ارگانیسمدر سلول

، اما دستیابی به تغییرات هدفمند اختصاصی استبیولوژیک 
. ویرایش ژنوم با پیدایش و استبسیار مورد نیاز و مهم 

 .(4) بسیار رایج شده است راهنماRNA5توسعه نوکلئازها با 

 کاربردهای ویرایش ژنوم

های مختلف ویرایش ژنوم کاربردهای مختلفی در حوزه
 دارد، که در زیر به تعدادی از آنها می پردازیم.

 های مهندسی شدههای سلولی و ارگانیسمالف: رده

قبل از ظهور نوکلئازهای مهندسی شده، دستکاری ژنتیکی 
بر مانهای سلولی پستانداران کاری سخت، پرهزینه و زرده

بود. بنابراین، با ظهور تکنولوژی های مقرون به صرفه و 
های سلولی حامل هر تغییر ژنتیکی مناسب برای کاربر، رده

-می توانند به آسانی و در عرض چند هفته تولید شوند.می

از بعضی نتایج عادی که به علت این نوع  یهایمثال توان به
از بین بردن ( 1: رد اند، اشاره ک نوکلئازها ظهور پیدا کرده

تصحیح ژنی و ( 4وارونگی ژنی، ( 3حذف ژنی، ( 2ژن، 
های سلولی جابجایی کروموزومی. به علاوه رده( 5حتی 

مهندسی شده، نوکلئازهای هدفمند باعث تسریع در ایجاد 
های از نظر ژنتیکی تغییر یافته مثل اسب آبی، موش، ارگانیسم

 مثل گاو و گوسفند، میمون، چارپایان اهلی (رتخرموش )

                                                                                                                       
1Donor template  
2 Insertion  
3 Deletion  
4 Integration  

تسریع در مدل سازی  تواناییشود که باهم می تراریخته
های درمانی جدید را های انسانی و کشف روشبیماری

دارند. همچنین نوکلئازهای هدفمند، ابزاری قوی برای 
 .(5)آورند گیاهان مهندسی شده بوجود می

و مهندسی در مقیاس  شناسی مصنوعی )سنتتیک(زیستب: 
 ژنوم

 تلفخهای منوکلئازهای هدفمند به آسانی باعث ایجاد سویه
مثل مسیرهای  شناسی مصنوعیزیستباکتری و مخمر برای 

های شوند. برای مثال سویهمتابولیک مهندسی شده، می
، با وجود سرکشی و مقاومت در Actinomycetalesباکتری 

 یکی از مهمترین منابع صنعتیهای ژنتیک، ابر دستکاریبر
-ا می. از این نوکلئازهاستهای ثانویه مناسب برای متابولیت

 هااکتینومیستتوان برای غیر فعال کردن چندین ژن در 
تولید  ای از باکتری با قابلیت تواناییاستفاده نمود تا سویه

وکلئازها ن . همچنین اینایجاد شوند موردنظر متابولیت
 مهندسی مسیرهای متابولیک پیچیده را در مخمر با کارایی

زایی ها در جهشتوان از آنکنند. به علاوه میبالا تسهیل می
ری جهش های گکروموزوم مخمر برای غربال DNAتصادفی 

  (.6) مورد نظر استفاده کرد

 ج: ویرایش درمانی ژنوم

های ی بیماریویرایش ژنوم پتانسیل بالای برای درمان برخ
ها در این رابطه، از هم ترین مثالژنتیکی دارد. یکی از موفق

که  است HIVویروس  65CCRهای همراهگسیختگی گیرنده
-و هم سلول 4CD+دارای رسپتور  Tهای از آن هم در سلول

 HIVساز مهندسی شده برای مقاومت به ای خونهای پایه
ستفاده از ناقل شود. همچنین دانشمندان با ااستفاده می

کد کننده یک جفت ( AAV) آدنو به وابسته ویروسی
خونی همراه با الگوی  9نوکلئازها که برای نقص ژنی فاکتور 

صحیح آن ژن طراحی کرده بودند، توانستند با تصحیح موثر 
آن ژن در کبد موش، باعث افزایش تولید آن فاکتور هم در 

های بالغ مدل موشها و هم در نوزادان تازه متولد شده آن
واجد بیماری هموفیلی شوند. اخیرا در ویرایش ژنتیکی در 

موفق به بازگرداندن بیان ژن دیستروفین و  In vivoحالت 
رهایی از عملکرد ماهیچه در موش مدل مبتلا به ضعف 

 .(7)ند د، ش7ای دوشنماهیچه

5RNA-guided endonucleases  
6Coreceptor 
7Duchenne muscular dystrophy  
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 ها با استفاده از نوکلئازهای ویژه جایگاهویرایش ژن

ها، جایگزینی و یا اضافه از نظر تاریخی، غیر فعال کردن ژن
و یا  همساختها با استفاده از نوترکیبی کردن هدفمند ژن

1HR شود، ولی راندمان پایین نوترکیبی در سلولانجام می-

اتیکی های مدل، بطور درامهای پستانداران و ارگانیسم
های کند. در ترمیم برشاستفاده از این روش را محدود می

با استفاده از اتصال انتهاهای غیر مشابه یا  DNA ایدو رشته
NHEJهای کوچک در درنهشها و یا توان حذف، می
ای را انجام داد که نتیجه آن از بین بردن های ویژهجایگاه

 اندن آن ژنریختن قالب خوهم عملکرد یک ژن از طریق به 
های بزرگ کروموزومی توان وارونگی. با این روش میاست

ها در انواعی ها را انجام داد. برای مثال این روشو جابجایی
و  ESیا  2ای جنینیهای پایههای اجدادی مثل سلولاز سلول

 .(8)استفاده شده است  iPSیا 3های پرتوان القاء شدهسلول

 ،هاترین شکل ویرایش ژناز هم گسیختگی ژن: ساده -الف
های ترمیم در یکی از سیستم 4پذیراستفاده از طبیعت اشتباه

فرآیندی . ترمیم اتصال انتهاهای غیر مشابه استسلول 
، به هاتواند باعث از بین رفتن ژنمی است کهمستعد اشتباه 

 .(8)شود، (indels)های کوچک ها و حذفدرنهش دلیل

های ویروسی پلاسمیدی یا ناقل DNAژن:  درنهش -ب
-یژن به ژنوم استفاده م وارد کردنداخل شونده اغلب برای 

ر دتواند کنترل شود، این روش، جایگاه ورود نمیشوند. در 
-هتوانند در جایگانتیجه ژن خارجی و نواحی تنظیمی آن می

های باعث غیر فعال شدن ژن وشده های ناخواسته وارد 
د. نها شوانکوژن –وری و یا فعال شدن پروتو ضر

 (HR) همساختنوکلئازهای مهندسی شده راندمان نوترکیبی 
دهند، در نتیجه های اختصاصی افزایش میرا در جایگاه

های درمانی در ژنوم و در مکانی اجازه دخول هدفمند ژن
 .(8)دهندایمن را به ما می

ای های نقطهای: جهشهای نقطهتصحیح ژن و جهش -ج
تواند باعث تصحیح و یا ارائه انواع نوکلئوتیدهای منفرد می

ریزی زمان نوکلئازهای قابل برنامهدر ژنوم از طریق ارائه هم
-های هدفمند یا الیگوداکسی نوکلئوتیدهای تک رشتهو ناقل

-که آماده های هدفمند6ناقلشود. بر خلاف ( ssODNs)5ای

، طراحی و سنتز استبر ها طاقت فرسا و زمانسازی آن

                                                                                                                       
1 Homologous Recombination 
2Embryonic stem cell 
3 Induced pluripotent stem cell  
4Error-prone nature  

ssODNs  فقط چند روز زمان احتیاج دارد. این روش دقیق و
-های بیماری در حیوانات و سلولکارآمد باعث ایجاد مدل

 .(8)شود های انسانی می

ای ای متقارن دو رشتههوآرایی کروموزومی: ترمیم برشن -د
 ریزی منجر بهایجاد شده بوسیله نوکلئازهای قابل برنامه

 DNAهای کروموزومی و یا تغییرات ساختاری در نوآرایی
زی های چند مگاباها و واژگونیها، دوتا شدنشود. حذفمی

ا هاز قطعات کروموزوم بوسیله این نوع نوکلئازها در سلول
های دو پذیر است. اگر برشو یا موجودات کامل انجام 

باعث  ،ای روی دو کروموزوم مختلف انجام شودرشته
شود که علت تعدادی از های کروموزوی میجابجایی

 .(8)است ها های مربوط به سرطانجهش

 مهندسی هدفمند ژنوم

گاه )تغییر و تبدیلات ژنوم در جای 7مهندسی هدفمند ژنوم
های دقیق و از پیش تعیین شده( به طور وسیع در تحقیقات 
مهندسی پزشکی، پزشکی و زیست فناوری کاربرد دارد. 

های اختصاصی و یا عناصر برای مثال برای تعیین عملکرد ژن
-(، محققین آنmiRNAهای کوچک )RNAغیر کدکننده مثل 

ی ها را به طور انتخابی غیر فعال کرده و نتایج و پیامدها
ها یا ارگانیسم ها ارزیابی فنوتیپیک حاصل از آن را در سلول

-( نیز میsiRNAsهای مداخله گر کوچک )RNAکنند. از می

توان برای مطالعه عملکرد ژن ها استفاده کرد، ولی کاهش 
. استها بوسیله آنها اغلب ناقص و غیر اختصاصی بیان ژن

وشی که ر( HR) همساختهای وابسته به نوترکیبی روش
ها را غیر فعال کنند، راندمان توانند ژنمتداولی است، که می

های پیشرفته دارند ( در ارگانیسم106 –107در  1کمی )رنج 
شود ها محسوب میکه این به عنوان مانعی در استفاده از این

(9) 

سه ابزار برجسته و غالب برای ویرایش ژنوم پدیدار  تاکنون
ای های دورشتهریزی برشنوکلئازهای قابل برنامه. شده است
کنند که باعث افزایش های اختصاصی ایجاد میدر جایگاه
زایی هدفمند و در نهایت منجر به جهش همساختنوترکیبی 

 ZFNsا ی8شود. تا چند سال پیش نوکلئازهای انگشت رویمی
تنها انتخاب در دسترس محققینی که مایل به مهندسی 

زمانی که  2011هدفمند ژنوم بودند، بود. در انتهای سال 

5 Single – strand oligodeoxynucleotides 
6 Vector 
7Targeted genome engineering  
8Zinc finger nuclease  
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این تکنولوژی را به عنوان روش سال  Nature methodsمجله 
ها همراه با نوکلئاز موثر شبیه فعال کننده  ZFNsانتخاب کرد، 

یش ژنوم به عنوان ابزارهای ویرا TALENیا 1رونویسی
چندین گروه به طور مستقل یک  2013. در سال (10)بودند

کلاس جدید از نوکلئازهای ویرایش کننده ژنوم به نام 
گزارش  راهنما یهاRNAی کننده با لئازهای مهندسنوک

کردند. این سه نوکلئاز مکانیسم عملکرد مشابهی دارند که به 
کروموزومی  DNAبرش  -1صورت کلی عبارت است از: 

های ترمیم درونی فعال کردن سیستم -2و  ویژه یدر جایگاه
این سه  .(11) استکه نتیجه آن تغییر و تبدیل هدفمند ژنوم 

 SSDیا ویژه -ها به عنوان نوکلئازهای جایگاهنوکلئاز که از آن
های ای در جایگاههای دو رشتهبرش، شودنام برده می

های که در نتیجه مکانسیم کنندایجاد میاختصاصی ژنوم 
در . ها خواهد شدژنوم باعث ترمیم این شکست ترمیمی

-میجدول و شکل زیر عملکرد سه نوکلئاز را با هم مقایسه 

منابع برخط  2 جدول در. (12) (1جدول و  1شود )شکل 
   .ریزی لیست شده استبرای طراحی نوکلئازها قابل برنامه

 راهنما RNAنوکلئازهای مهندسی شده با 

اصم از اسیدهای نوکلئیک متخ ،باکترهایها و آراکئباکتری
کانجوگیتیو را با یا  باکتریوفاژها و پلاسمیدهای همجوشی

کنند. سیستم های برش یک سیستم ایمنی از خود دفع می
DNA  با هدایت و راهنماییRNA ا در هباعث محافظت آن

و به عنوان یک  شدههای آلوده کننده متخاصم DNAمقابل 
د. این سیستم ایمنی به نام نکنسیستم ایمنی سازشی عمل می

یا  2ایخوشه تکرارهای پالیندرومیک کوتاه پخش شده منظم
CRISPR در ژنوم بعضی از باکتری ها و آراکئاها یافت می-

ها(. کتریدرصد از یوبا 48درصد از آراکئا و  78شود )در 
عدد و در  1-18در ژنوم  CRISPRهای مختلف تعداد کاست

های که اندازه واحد استعدد  60تعداد به طور متوسط 
جفت باز و تعداد و  23-37تکراری آن به طور متوسط بین 

 (13)باشد جفت باز می 17-84های فاصله انداز اندازه توالی

 

 

 

 
 ریزیچگونگی عملکرد سه نوع نوکلئاز قابل برنامه -1شکل 

 

 

                                                                                                                       
1Transcription activator – like effector nuclease  2Clustered regularly interspaced short palindromic repeats  
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 (12)مقایسه عملکرد نوع ابزار رایج در ویرایش ژن ها  -1جدول 

 سیستم نوکلئاز سنتتیک خصوصیات اصلی مزایا هامحدودیت

فرایندهای  ،(مدولاریکانی )غیر یرغ-
 مهندسی سخت و پرکار

دشوار بودن پیش بینی اثرات  -
 سایتوتوکسیک این نوکلئاز

برخی از نوکئوتیدهای سه تایی -
 انگشت روی متناسب خود را ندارند.

برای هدف گیری  ZFNیک جفت -
 مورد نیاز است. DNAتوالی اختصاصی 

 اختصاصیت بالا -
 ایمنی کم -
های رایج در کارآزماییبهطور-

 شودبالینی استفاده می

متصل به  FokI اندونوکلئازهای -
هدف  DNAهای روی که با انگشت

 دهد.کنش میبرهم
موتیف انگشت روی برای اعمال  6-4-

 اختصاصیت لازم است.
هر موتیف انگشت روی سه جفت باز  -

DNA دهد.را تشخیص می 
 ایبرش تک رشته -

 (ZFN)روی  نوکلئازهای انگشت

باید یک  TALENجایگاه هدف  5باز -
 تیمین باشد

 اثرات خارج از هدف -
به طور منفی از طریق  TALENاتصال -

تحت تاثیر قرار می  DNAمتیلاسیون 
 گیرد

گیری برای هدف  ZFNیک جفت -
 موردنیاز است DNAتوالی اختصاصی 

 

آرایش یکانی )مدولار(، طراحی  –
 تر آرایش سرراست

متعدد  TALEهای ادغام دمین -
اختصاصیت اتصال را تحت تاثیر 

 دهدقرار نمی
گیری مشابه با اختصاصیت هدف -

 اثرات سایتوتوکسیک کمتر

های متصل به دمین FokIاندونوکلئازهای -
TALE  که باDNA  هدف واکنش می

 دهد
را  DNAیک جفت باز  TALEهر دمین -

 دهدتشخیص می
 برش تک رشته ای -

نوکلئازهای افکتور شبه فعال 
 کننده رونویسی

(TALEN) 
 

 
مجاور   PAMنیازمند یک توالی -

 جایگاه هدف
 
 اثرات خارج از هدف بیشتر -
 
توانایی اتصال با دسترسی کروماتین  -

 گیرد تحت تاثیر قرار می

 
 

آسان بودن تولید به کمک  -
 های مولوکولی کلونینگتکنیک

 
 ترگیری بالاکارایی هدف -
 
گیری چندگانه توانایی هدف -

 های متعددبرای هف قرار دادن ژن

برگرفته از  Cas9آندونوکلئاز  -
 sgRNAاسترپتوکوکوس پیوژنز که توسط 

 شودهدایت می DNAبه 
 
اختصاصیت جایگاه که منشا آن توالی  -

است که از  sgRNAجفت بازی   20
طریق تشکیل جفت باز واتسون کریک به 

DNA شودل میهدف متص 
 ایبرش دو رشته -

تکرارهای کوتاه پالیندرومی منظم 
 ایخوشه

(CRISPR) 

 

 

 ریزیمنابع برخط برای طراحی نوکلئازها قابل برنامه -2جدول 

 اسم سایت وابستگی

Massachusetts Institute of 

Technology 
http://crispr.mit.edu/ CRISPR design 

DKFZ German Cancer Research 

Center 
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ E-CRISP 

The Broad Institute of Harvard and 

MIT 
http://www.broadinstitute.org/mpg/crispr_design/ CRISPE design tool 

Harvard Medical School http://www.rgenome.net Cas-OFFinder 
University of Virginia http://www.adlilab.org/CROP-IT/homepage.html CROP-IT 
Harvard University  http://chopchop.cbu.uib.no CHOPCHOP 

 http://  

http://www.rgenome.net/
http://www.adlilab.org/CROP-IT/homepage.html
http://chopchop.cbu.uib.no/
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عملکرد این سیستم بدین صورت است که به عنوان یک 
ماشین ایمنی مولکولی، اسید نوکلئیک متخاصم را به شکل 

کنند. این قطعات کوچک در قطعات کوچک حفظ می
شوند و باعث تخریب اسید حملات بعدی استفاده می

ها شامل . این لکوسشودمیهای متخاصم نوکلئیک
باشند می2ای فاصله اندازو توالی ه1تکرارهای پست سر هم

های مشابه و توالی(. واحدهای تکراری شامل توالی2)شکل 
 مشتق از های متفاوتهای فاصله انداز دارای توالی

DNAهای . عملکرد لوکوساست های خارجیCRISPR  با
به عنوان سیستم ایمنی CRISPR3(Cas )های همراه با پروتئین

 .(14) باشدم میهای خارجی متخاصDNAسازشی بر علیه 

 

 CRISPRیپیک یک لوکوس ساختار ت -2شکل 

 

 6شود )پیشتر به این سیستم به دو کلاس اصلی تقسیم می
پروتئین که اساس آن  شد(نوع و چند زیر نوع تقسیم می

 Casخانواده پروتئین  40باشد. تاکنون بیش از می Casهای 
مختلف گزارش شده است که نقش مهمی در پیدایش و 

 DNAنداز و برش های فاصله ا، دخول توالیcrRNAتکوین 
فقط به  CRISPRسیستم  IIکنند. در تیپ متخاصم بازی می
 .(15)احتیاج است  Cas9به نام  Casیک نوع پروتئین 

 4متخاصم )که به نام پروتواسپیسر DNA ،در این سیستم
شود( وارد نواحی فاصله انداز در لوکوس نامگذاری می

CRISPR ( و سپس به صورت یک نوع 3)شکل  شودمی
RNA  بلند به نامpre-crRNA  که شامل چندین واحد تکراری

 RNAمتعاقبا، این گردد. ترجمه می و فاصله انداز است،
که واجد توالی  crRNA( به یک pre-crRNA) ساز بلندپیش

باشد به همراه خارجی می DNAمکمل یک فاصله انداز 
که  tracrRNAو یا  trans-crRNAدیگری به نام  RNAمولکول 

 شود،رونویسی می CRISPRاز ناحیه دیگری از لوکوس 
-crRNAنتیجه آن یک هترودوپلکس پردازش خواهد شد. 

tracrRNA نوان یک مولکول راهنما به باشد که به عمیDNA 
 DNAمکمل توالی  crRNAخارجی هدف عمل خواهد کرد )

 Casهای باشد( و در ادامه با همراهی پروتیئنخارجی می
ای از ای در جایگاه ویژهدورشته DNAباعث القاء برش در 

                                                                                                                       
1Tandem repeat  
2 Spacers  
3CRISPR – associated (Cas) proteins  

DNA در این سیستم (16) خواهد شد .crRNA قابل برنامه-

باشد که می ثابت و بدون هیچ تغییری می tracrRNAریزی و 
را بدهند که  sgRNAتوانند به هم متصل شده و تشکیل 

را به جایگاه مورد نظر هدایت و راهنمایی  Cas9پروتئین 
های با پروتئین CRISPRدر لوکوس  Casهای کند. ژنمی

 .(17-15)کنند میتولید زی و نوکلئازی فعالیت هلیکا

کنیم، ها استفاده میوقتی که ما از این سیستم در ویرایش ژن
 RNA( 1احتیاج به دو جزء )یا ترکیب( داریم که عبارتند از: 

که تقلید کننده عمل مجموعه  gRNAیا  5مریکراهنما کای
crRNA – tracrRNA  پروتئین 2می باشد و )Cas  با فعالیت

نوکلئازی.در این سیستم اگرچه ویژگی شناسایی هدف 
نیز  Casباشد، ولی پروتئین وابسته می gRNAعمدتا به توالی 

احتیاج به شناسایی چند باز ویژه دارد که از آن به نام موتیف 
 PAMشود. توالی یاد می PAMیا  6ک فاصله انداز اولیهنزدی

باشد. برای های مختلف باکتریایی متفاوت میدر میان گونه
در باکتری استرپتوکوکوس پایوژنز  Cas9مثال پروتئین 

(spCas9 احتیاج به توالی )5'-NGG-3'  دارد. همچنین این
ه ( بstCas9پروتئین در باکتری استرپتوکوکوس ترموفیلوس )

می باشد(، و در  Tو یا  Aباز  W) 'NNAGAAW-3-'5توالی 
نیاز  'NNNNGATT-3-'5باکتری نایسریا مننژیتیدیس به توالی 

در  PAMتوالی ( 3)جدول  زیر . در جدول(17, 8) دارد

4Protospacers  
5Chimeric guide RNA  
6Protospacer adjacent motif  
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های تعدادی از باکتری ها آمده است که در ویرایش سلول
 .(18) روندیوکاریوتی به کار می

 

 CRISPRمحل قرار گیری پروتواسپیسر در لوکوس  -3شکل 

 

 در تعدادی از باکتری های بررسی شده PAM توالی -3جدول 

 منشا Cas PAMپروتئین 

SpCas9 NGG استرپتوکوکوس پیوژنز 

VRQR-SpCas9 NGA  مهندسی شده ازSpCas9 

VRER-spCas9 NGCG  مهندسی شده ازSpCas9 

SthCas9-CRISPR1 N2AGAAW (W=A or T ( استرپتوکوکوس ترموفیلوس 

Sth-Cas9-CRISPR3 NGGNG استرپتوکوکوس ترموفیلوس 

NmCas9 N4GMTT (M=A or C) یا مننژیتیدیسنایسر 

SaCas9 N2GRRT (R= A or  G  ) استافیلوکوکوس اورئوس 

KKH-SaCas9 N2NRRT (R= A or G)  مهندسی شده ازSaCas9 

BlatCas9 N4CND (D= A G or T) برویباسیلوس لاترسپوروس 

AsCpf TTTN   اسیدامینوکوکوس استرپتوکوکBV3L6  

LbCpf1 TTTN   لاکنوسپیراسئا باکتریومND206 

N= A, T, C or G  

 

شود. استفاده می spCas9 عموما در ویرایش ژنوم از نوکلئاز
را  PAMابتدا در ژنوم توالی  spCas9 – gRNAمجموعه 

را از هم باز  DNAکنند و متعاقب آن دو رشته جستجو می
می دهند  DNA – RNAکرده و سپس تشکیل جفت باز 

یعنی  Cas9 (. سپس دو دومین نوکلئازی پروتئین4)شکل 
مستقل از هم باعث برش در دو  RuvCو  HNHدومین های 

با پیوندهای واتسون و کریک می شوند که نتیجه  DNAرشته 
آن برش خطی دو رشته میان بازهای سوم و چهارم بالادست 

یک دومین منفرد  HNH. دومین (19) شودمی PAMتوالی 
. استشامل سه زیر دومین  RuvCمی باشد ولی دومین 

با  SpCas9بررسی های میکروسکوپی نشان داده که مجموعه 
gRNA  وDNA  هدف ساختار دو تکه ای )دولبی( دارد که

و لوب دیگر آن  بوده یک تکه از آن لوب تشخیص هدف
خاصیت نوکلئازی دارد. لوب نوکلئازی آن ترکیبی از دومین 

 Cو ناحیه انتهایی   RuvC، دومین نوکلئازی HNH نوکلئازی
 .(20)می باشد 
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 برش یجاد می کند DNAو نواحی که در  DNAبا  gRNAچگونگی جفت شدن  -4شکل 

 

 
 در آن seedو توالی ناحیه  DNAتوالی تشخیصی در  -5شکل 

 

جفت باز در  20یک ناحیه حدودا  DNAتوالی تشخیصی 
که است اما نشان داده شده  (،5)شکل  است crRNAناحیه 

تواند ویژگی آن کردن چند جفت باز میاضافه و یا حذف 
ز ا 5'و انتهای  crRNAاز ناحیه  3'را بهبود ببخشد. انتهای 

که  دارد 'GAAA-3-'5عموما چهار جفت باز  tracrRNAناحیه 
دهند را می stem loopبه هم متصل شده و تشکیل یک ساختار

شود. همچنین یک لوپ فرعی گفته می tetraloopکه به آن 
وجود دارد که نقش مهمی  tracerRNAاز  3'دیگری سمت 
 .(18)دارد  gRNAدر بیان بالای 

 اثر جایگاه غیر هدف

ها اثر خاموش سازی جایگاه غیر هدف در تعداد کمی از مثال
بررسی شده است. حداقل طول ناحیه جفت شونده در 

crRNA ،12 که به آن ناحیه  استباز  جفتseed شود گفته می
ها می تواند باعث اتصال به نواحی دیگر و در بعضی حالت

اند که ویرایش ژنوم از ژنوم شود. مطالعات اخیر نشان داده

                                                                                                                       
1Mismatches  

بیشتری نسبت به ابزارهای  off-targetاثر  CRISPRبر اساس 
 .(21)دارد  ZFNو  TALENدیگر ویرایش مثل 

و همکارانش نشان دادند  Jinekدر یک گزارش معتبر و قوی 
عدم اتصال صحیح  DNAکه در شرایط آزمایشگاه برای برش 

توانند هدف می DNAبا  gRNAنوکلئوتید از  5تا بیش از 
تحمل شود. پس این ملاحظه باید در ویرایش ژنوم با سیستم 

CRISPR-Cas9 گرفته شود. البته  در موجودات زنده در نظر
 های ساده زیادی برای کاهش این اثر ایجاد شده استروش

 off-targetتعدادی از مطالعات درباره اثرات بالقوه  .(18)
 5ʹدر انتهایی  1اند که عدم جفت شدن صحیحنشان داده

 8و یا  seedشوند )نه در ناحیه هتر تحمل میجایگاه هدف ب
(. بنابراین عدم جفت شدن PAMجفت بالا دست ناحیه  12تا 

 5ʹصحیح کوچکتر از سه جفت باز و یا خارج از انتهایی 
های انسانی و موش صحرایی در سلول off-targetباعث القاء 

که برای  Cas9جدول زیر انواع متفاوت آنزیم در . شوندمی
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با معایب و مزایای  ،اندمهندسی شده off-targetاثرات کاهش 
 .(22)( 4)جدول  نداشده هریک، فهرست

، آنزیم پروتئینی Cas9اندونوکلئاز عمومی و رایج بر علاوه 
Cpf1  که یک اندونوکلئاز باRNAلاس و از ک راهنماII  سیستم

CRISPR ها مثل سلولها در سلول، برای ویرایش ژناست-

با  یهایهای انسانی کاربرد دارد. این اندونوکلئاز تفاوت
احتیاج به فقط  Cpf1دارد که عبارتند از:  Cas9اندونوکلئاز 

( دارد یعنی این اندونوکلئاز احتیاج sgRNA) راهنما RNAیک 
آن غنی از باز  PAMخیصی ندارد و توالی تش tracrRNAبه 

( و همچنین برش ʹTTTN-3-ʹ5)مثل توالی  استآلی تایمیدین 
که بر  است staggeredدو رشته به صورت 1دور از مرکز

که به صورت انتهاهای  Cas9در  DNAخلاف برش دو رشته 
اند، های که محققین انجام دادهمی باشد. البته با بررسی 2کور

 32±4)در حدود  spCas9در  مشخص شده که نرخ موتاسیون
 LbCpf1درصد( بیشتر از نرخ موتاسیون در 

(Lachnospiraceae bacterium Cpf1 و )AsCpf1 
(Acidaminococcus sp. Cpf1 که در حدود )درصد  19±6

 .(22) استاست، 

 

 .(22)مهندسی شده و کاربرد آنها در ویرایش ژن ها Cas9خلاصه ای از پروتئین های  -4جدول 

 معایب مزایا Cas9های واریانت

 

Cas9   استرپتوکوکوس پیوژنز نوع وحشی

(spCas9) 

اختصاصیت  ،RNAویرایش ژنی هدایت شونده با  

 بالا، مهندسی آسان

ترمیم  NHEJای که با مسیر شکست های دورشته

های حذف و اضافه شوند باعث ایجاد موتاسیونمی

 شوندمی

 

Cas9nickase(Cas9n) 
شود، باعث ایجاد نمی DNAای شکست دورشته 

 شود( میHDRتحریک ترمیم همولوگ )

 توانندمیDNAر های ایجاد شده دبرخی از شکاف

 ترمیم شوند NHEJبا مسیر 

 

Dual sgRNA-

Cas9nickases(Cas9dn) 

دوتایی، باعث ارتقا  sgRNAافزایش اختصاصیت، 

 شودنسبت به نیکاز منفرد می HDRمسیر 

یکاز دوتایی که ن sgRNA-Cas9های کمپلکس

را هدف قرار می دهند  DNAمخالف  هایرشته

 باید طراحی شود

 

 Cas9 (D10A)سیتیدین دامیناز متصل به 
شود، کارایی بیشتری ای ایجاد نمیشکست دورشته

 Tبه  Cدارد، تبدیل مستقیم  spCas9نسبت به 

به   Cبازی، تبدیل اختصاصی  5محدوده ویرایش 
T 

 

 

spCas9-Gem 

، به چرخه سلولیرا در هر مرحله Cas9حضور تنظیم 

های ر ردهد  Knock-inطور موثری باعث ایجاد 

 شودنی میسلولی و تصحیح ژ

در   NHEJهایحذف و اضافه کاهش فراوانی

 های هدفجایگاه

 

گویند می dCas9شود که به آن می Cas9باعث غیر فعال شدن فعالیت کاتالیتکی نوکلئاز  H840Aو  D10A هایدر موتیف جهش
(2014Ma Y. et al.,  به عبارتی .)9های نوکلئاز جهش در موتیفCas  یا 3نوکلئاز مرده"نوکلئاز به نام منجر به یک نوع دیگرDead 

Cas " شود که این نوع دیگر قادر به برش میDNA توان برای تنظیم رونویسی ژن مورد نظر نخواهد بود. بنابراین از آن می
توان مانع میهای باز قابل خواندن با این نوع نوکلئازها ها یا چارچوبگیری نواحی راه انداز ژناستفاده کرد. به عبارتی با هدف

 .(23) شد mRNAپلی مراز و در تیجه مانع رونویسی و طویل شدن  RNAاتصال آنزیم 

ی کروماتین هاسازی اثر متیله شدن و برخی حالتتوانند برای روشنژنتیک میاپی به یک تعدیل کننده dCas9همچنین اتصال 
ردی متنوعی، های کارکبا دومین dCas9های ترکیبی ، پروتئینTALEو  ZFهای مثل تکنولوژی .به کار رود در شرایط تعریف شده

 (24)( 6های متفاوت و متنوعی را نشان دهند )شکل توانند فعالیتمی

 

                                                                                                                       
1Distal  
2 Blunt end breaks  

3Dead  
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 CRISPR/Cas9 کاربردهای متفاوت تکنولوژی -6شکل 

 VP16 فعالسازیرونویسی

ZF/TALE/dCas9 

 KRAB مهاررونویسی

 GFP تصویربرداریژنومی

 DNA TET1دمتیلاسیون

 LSD1 دمتیلاسیونهیستون

 

همراه با  16VPتوان از دومین فعال کننده مشتق شده از ویروس هرپس سیمپلکس به نام ، می1در حالت فعال کردن رونویسی
9dCas 9، اگرچه خود پروتئین 2استفاده کرد. در موارد غیر فعال کردن رونویسیdCas تواند مانع رونویسی شود، ولی ترکیب می

قادر به تصویر  dCas9-GFPها شود. ترکیب تواند به طور موثری مانع بیان ژنمی KRABرپرسور مثل های )اتصال( آن با دومین
ها و معیارها با جدول زیر سه روش ویرایش ژنوم را در بعضی حالت. (19) استها در کشت سلولی از جایگاه ژن3برداری پویا
 .(25)( 5کند )جدول میهم مقایسه 

 

 مقایسه سیستماتیک سه روش ویرایش ژنوم -5جدول 

 ZFN TALEN CRISPR/Cas9 

 ساختار
مهندسی پروتئین برای هر جایگاه 

 جداگانه

مهندسی پروتئین برای هر جایگاه 

 جداگانه
 sgRNAنوکلئوتیدی  20 توالی

 گیریهدف
،  DNA-برهمکنش پروتئین 

 قابلیت پیش بینی کمتر

،  DNA-برهمکنش پروتئین 

 قابلیت پیش بینی کمتر

بسیار  ،DNA-RNAهای برهمکنش

 قابل پیش بینی

 انتقال
اطراف جایگاه هدف   ZFNدو 

 مورد نیاز است

اطراف جایگاه  TALENدو 

 هدف مورد نیاز است

با توالی هدف  sgRNA مکمل بودن

 Cas9با پروتئین 

 دسترس پذیری زیاد چالش برانگیز چالش برانگیز تسهیم

سهولت ساخت کتابخانه و انتقال برای 

 های وسیعغربالگری
 از نظر تکنیکی چالش برانگیز است

از نظر تکنیکی چالش برانگیز 

 است
 دسترس پذیری زیاد

 بسیار مقرون به صرفه برمقرون به صرفه اما زمان گیرقتمنابع فشرده وو کرد مالی و زمانیهزینه

 

برای تواند در ویرایش ژنوم گیاهان و همچنین این سیستم می
ها در آنها های مثل مقاومت به باکتریایجاد فنوتیپ نمونه،

. ، استفاده شودهاکشحشرهاز استفاده کمتر  به منظور
ناشی ای ژنتیکی هبرای درمان بیماری از آن توانهمچنین می

بیماری  ، برای نمونهDNAها در رشته های بعضی جهشاز 
. نموداستفاده  است، HTTهانتیگتون که حاصل جهش در ژن 

، نوکلئوتیدهای ناجور CRISPRاگر بتوان با استفاده از سیستم 

                                                                                                                       
1Transcriptional activation  
2Transcriptional repression  
3Dynamic imaging  

و غلط را با نوع صحیح آن جابجا کرد، این بیماری به آسانی 
 .(26)می تواند درمان شود 

کاربردهای وسیعی دارد، ولی در  CRISPRاگرچه تکنیک 
ها، مشکل استفاده از آن با دو مشکل روبرو هستیم. اولین آن

. به تازگی یک است off-targetعدم شناسایی جایگاه هدف یا 
اطلاعات تیم چینی سعی کردند که با استفاده از این سیستم 

یک جنین انسان را ویرایش  CCR5ژنتیکی ژنوم ژن کد کننده 
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کنند )باعث ایجاد موتاسیون در آن ژن شوند( تا باعث 
شوند. چون این ویروس ها برای  HIVمقاومت به ویروس 

 CCR5های سفید خونی احتیاج به رسپتور ورود به سلول
ورود  تواند سبب تغییر در نقطهدارند و موتاسیون در آن می

یا به عبارتی توانایی تهاجم ویروس از  شود و HIVویروس 
دست برود. ولی وقتی محققین سعی در انجام این کار 

بالایی در آزمایش شدند. این  off-targetداشتند، متوجه میزان 
تواند های ناخواسته میعدم مطابقت نوکلئوتیدها یا موتاسیون

 .(26)منجر به مشکلات زیادی شود 

مشکل دیگری که در استفاده از این سیستم مواجه هستیم، 
. این مشکل مربوط به استآن  (Ethics) اصول اخلاقی

، بلکه مربوط به اثرات نیست DNAویرایش توالی های 
بیشتر در باشد. امروزه های ژنتیکی میجانبی ویرایش

تیکی موجوداتی که باعث بهبود ویرایش ژن مجوزکشورها 
می شوند، دادههای بیولوژیکی آنها میکشاورزی و یا استفاده

شود. بنابراین حتی اگر اجازه ویرایش ژنتیکی موجودات 
ایش برای اهداف کشاورزی و یا بیولوژیکی داده شود، اما ویر

، به دلایل زیر بحثموضوعی موردژنوم انسان هنوز یک 
 : است

وز توسعه و بسط داده نشده است و روشاین تکنیک هن (1
به خصوص در مواردی که با ژنوم  ،های کامل و دقیق آن

 . است به طور دقیق ایجاد نشدهانسان سر و کار دارد، 

دومین مشکل مربوط به مشکلات تکنیکی نیست. چون  (2
باشد که ترین ابزار ویرایش ژنتیکی میاین تکنیک قوی

به است، بلکه  دهتوسعه داده شدر تاریخ تاکنون 
ویرایش هر نوع ژنومی در  دردانشمندان توانمندساختن 
 اب مرتبطاخلاقی  یملاحظات .گرددبازمیهر موجودی 

برای نمونه طراحی  ،استفاده ناصحیح آن در ژنوم انسان
سفارشی فرزندان توسط مشتریان و یا افزایش طول عمر 

  .(26) خورندکاربران به صورت نامعمول، به چشم می

های مدل مختلف برای های زایا در گونهویرایش سلول (3
های بیماری و یا مطالعه ساختار مولکولی ایجاد مدل

ای انجام شده است. یک مثال، های ویژهعملکرد ژن
های زایای ساز این تکنولوژی در سلولکاربرد مشکل

باشد. بنابراین می IQهای مرتبط با وط به ژنانسانی مرب
 ه است که امکانحلی رسیداقدرت این سیستم به مر

 .فراهم شده استبه واقعیت  ت بسیاریخیالاتبدیل 

در انگلستان دانشمندان مجوز استفاده  لازم به ذکر است که
از این تکنولوژی را برای ویرایش ژنوم جنین انسان بدست 

 .(25) اندآورده
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Abstract 
Genome editing technologies, especially CRISPR / Cas9, have a wide variety of 
applications in medicine, agriculture and industry. Nowadays, in many research centers 
and companies around the world, this technology is in use in the laboratories for the 
treatment of viral diseases, cancer and even plant breeding. The emergence and ease of 
working with this technique, which detects specific sequences of the genome, 
revolutionized gene editing and led to unexpected scientific advances and discoveries in 
gene therapy, disease modeling, and drugs were discovered, synthetic biology, 
neuroscience and agricultural sciences .Because the ability to make genetic changes in 
living cells and organisms is a fundamental tool in biological research, achieving specific 
targeted changes is very necessary and important. Genome editing has become very 
common with the emergence and development of nucleases with guide RNA. The system 
combines a scissor-like protein called Cas9 with a guide molecule (gRNA) that acts like 
a detective, locating a specific location in the genome and cutting it. 

Keywords: Biotechnology, Agriculture, gene engineering, gene therapy, disease 
modeling  

 


