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 چکیده

تحقیقات میکروبیولوژی، یک ابزار جدید ویرایش ژنوم از خصوصیات زیستی باکتری ها حاصل شد که با سادگی با گسترش حوزه 

 CRISPRهای قبلی به ویرایش دقیق ژنوم میپردازد. این تکنیک جدید، که به اختصار  و تطبیق پذیری بیشتر نسبت به روش

های خاص نظیر سرطان  پزشکی بخصوص در رابطه با بیماریشود منجر به گسترش سریع تحقیقات در حوزه زیست  نامیده می

در ویرایش  CRISPRها شده است. در این مقاله به نحوه عملکرد روش  و مدلینگ آن با استفاده از ویرایش هدفمند ژن

 نیموثر و کارامد خواهد بود که اجزا ا یها زمان یماریدر درمان ب یتکنولوژ نیستفاده از ادر کل  هدفمند ژنوم پرداخته میشود. 

 گرینابجا در ژنوم سلولها را کاهش و از طرف د یبرشها جادیطرف امکان ا کیشده و از  نهیروز به روز به CRISPR ستمیس

 دهد. شیمختلف انتقال ژن افزا یها روش ادههدفمند ژنوم را در زمان انتقال آن به سلول با استف راتییتغ یبازده

 کریسپر، ژنوم، توالی یابی لیدی :واژگان ک

 

 مقدمه

به طور کلی، ما در ژنتیک به دنبال این هستیم که یک ژن یا ژنهای کنترل کننده صفات در کجای ژنوم قرار گرفته و هر یک 

چه چه صفت و یا صفاتی را کنترل میکنند و جهشهای موجود در این ژنها و یا در مناطقی که در تنظیم بیان آن نقش دارند، 

تاثیری بر فنوتیپ خواهند داشت. خوشبختانه با پیشرفتهای اخیری که در مطالعات پویش کل ژنوم و با بکارگیری نشانگرهای 

( و توالی یابی ژنوم ایجاد شده است، بسیاری از مناطق مرتبط با صفات به ویژه در رابطه با SNPگسترده شده در کل ژنوم )

این نشانگرها و صفات مورد نظر با فرض اینکه این شناساگرها و جایگاه های کنترل کننده  بحث بیماریها به واسطه ارتباط بین

 ( قرار دارند؛ شناسایی شده اند. LDاین صفات در عدم تعادل لینکاژی )

 در این زمینه، چنانچه توالی های ژنوم بسیاری از موجودات هم شناسایی شود که هم اکنون با سرعت چشمگیری در حال انجام

است، با این حال درک عملکرد ژنهای موجود در آن، نیاز به ویرایش این توالیها با استفاده از حذف و یا تغییر واریانتهای سببی 

این ژنها، و سپس بررسی عملکرد فنوتیپهای حاصل از آن را دارد. حال با این همه پیشرفت در این زمینه در جهت شناسایی 

این مطالعات چیست و به عبارتی آنسوی مطالعات پویش کل ژنوم چه میگذرد و زندگی بعد از واریانتهای سببی، مرحله بعدی 

( Associationمطالعات پویش کل ژنوم چگونه خواهد بود، و چگونه و با چه استراتژیهایی میتوان مسیر تاریکی از سمت ارتباط )

 [1]پ و نهایتا درمان بیماریها را روشن کرد؟ ( هر ژن و نقش آن بر فنوتیPrecise Functionبه سمت عملکرد دقیق )

ژنوم(،  1000) استفاده از دادههای پروژه  Fine–mappingبه طور کلی، استراتژیهای بعد از مطالعات پویش ژنوم شامل 

 Whole، توالییابی ژنهای کد کننده پروتئینها )GWASجهت تفسیر یافتههای حاصل از  eQTLاستفاده از دادههای 

Exome Sequencing آزمایشهای مربوط به بررسی عملکرد تحت شرایط )In Vitro  و استفاده از مطالعاتIn Vivo  و با

و ZFNs  ،TALENsاستفاده از مدل حیوانات تراریخت و با کمک مدلهای ایزوژنیک و با استفاده از تکنیکهای 



 

CRISPR/CAS9  مراحل پس از مطالعات  2و  1است )در شکلGWASمل و با جزئیات تمامی مراحل نشان ، به طور کا

 داده شده است(. 

به گونه ای است که میتوانند تغییراتی در حد یک آلل  CRISPR/CAS9و به ویژه  TALENsقدرت عمل تکنیکهای 

خون، مرتبط با  8)وارونگی ژن فاکتور  Kbp  140)جایگزینی آلل جهش یافته با نوع وحشی( و یا حذف و وارونگی در حد

( در ژنوم ایجاد کنند. که Zebra fish)در  Mbp 5در سلولهای بنیادی جنینی انسان( و تا بعضا Aهموفیلی نوع  بیماری 

طبیعتا با توجه به اینکه ایجاد و یا حذف جهش تک یا چند نوکلوئتیدی جهت غیر فعال کردن ژنهای کد کننده پروتئین، بررسی 

جفت باز از یکدیگر قرار داشته و  1000وجود که معمولا در فاصله کمتر از عملکرد ژنهای کلاستر )مجموعه ای از ژنهای یک م

 های مشابه کد شده، و در مجموع یک عملکرد کلی را باعث میشوند( و همچنین توالی برای ساخت پلی پپتیدها و یا پروتئین

ت ژنوم به طور هدفمند تغییرات مورد های تنظیمی ژنها کافی نیست، و با توجه به اینکه میتوان به طور همزمان در چندین قسم

نظر را اعمال کرد؛ ایجاد وارونگی و یا حذف توالیها با اندازه طولانیتر جهت بررسی عملکرد ژنها بیشتر حائز اهمیت 

ها  . در این مقاله به بررسی ساز و کار سیستم کریسپر و نقش آن در درمان بیماری[2،3،4،5،6،7،8،9،10،11،12،13،14]است

 پرداخته خواهد شد. 

 

 : استراتژیهای بعد از مطالعات پویش ژنوم و کاربردهای کلینیکی و بیولوژیکی حاصل از آن1شکل  



 

 

تا شناسایی عملکرد دقیق ژنها با استفاده از مدلهای ایزوژنیک  Fine Mapping: مراحل بعد از مطالعات پویش ژنوم، از 2شکل 

 CRISPR/ CAS9و  ZFNs ،TALENsو به کمک تکنیکهای 

 

 

 9CRISPR/Casتاریخچه ی سیستم 

ویروس در  DNAمیکروب ها استراتژی های زیادی برای فرار از آلودگیهای ناشی از ویروسها و فاژها کسب کردهاند تا از درج 

ای ژنوم خود جلوگیری کنند. در طی ده سال گذشته یک سیستم ایمنی جدید در باکتریها کشف شد، یک تکنیک جدید بر

خارجی به داخل ژنوم شود و هم  DNAجلوگیری از عفونت. این سیستم ایمنی به باکتری اجازه میدهد که هم مانع از درج 

DNA  شناسایی شد. محققان بر روی آنزیم  1987خارجی را برای تخریب مورد هدف قرار دهد. این سیستم اولین بار در سال

iap   در پایین دست ژن  3'تحقیق میکردند که در ناحیه یiap  32نوکلئوتیدی با فواصل  29مجموعهای از توالیهای تکراری 

 نوکلئوتیدی را مشاهده کردند.

پس از آن عناصر تکرار شوندهی مشابهی در سایر باکتریها و آرکیباکترها یافت شد. بر اساس تحقیقات، این توالیهای تکراری 

 درصد آرکیباکتریها وجود داشته است.  90درصد باکتریها و  40منظم در بیش از 



 

توسعه  1CRISPRوشهای نام گرفتند و اختصار این تکرارهای کوتاه، تناوبهای کوتاه پالیندروم فاصلهدار منظم خ 2002در سال 

 2005دربسیاری از گونه های باکتریایی شناسایی شد اما اهمیت بیولوژیکی آن تا سال  CRISPR[.اگرچه 15داده شد ]

شامل مشتقات کروموزمی است که  CRISPRناشناخته باقی ماند. در آن زمان سه گروه تحقیقاتی مستقل گزارش دادند که 

 [.17, 16ی و پلاسمیدی دارند ]ماهیت فاژ

نوعی مکانیسم دفاعی باکتریایی است که  CRISPRپس از تجزیه و تحلیلهای بیشتر، تایید شد که سیستم  2007در سال 

 .Sنشان دادند که باکتر 2007در سال  2[. بارانگو و همکاران 18باکتری را در مقابل پلاسمید و فاژ محافظت میکند ]

Thermophilus  [. سپس19ستفاده از این سیستم قابلیت از بین بردن ژنوم باکتریوفاژها را دارد ]با اtyp II   از این سیستم

دارد. این  Cas9پروتئین 5نوکلئوتید و نیز  23-20راهنما به طول  4RNAطراحی شد که نیاز به یک 3توسط گروه چارپنتیر 

[. بعد از آن گزارش، 15ترویج شده است ] 7و گروه باست  6نگ تکنولوژی عمدتا توسط دو گروه تحقیقاتی در دنیا: گروه ژا

به داخل سیتوپلاسم زیگوت های موش اقدام به غیرفعال کردن هدفمند  gRNAو  Cas9محققان توانستند با تزریق پروتئین 

دی مبنی بر تزریق  چند ژن و یا وارد کردن همزمان چند ژن به داخل ژنوم میزبان نمایند. پس از این مطالعات، گزارشات زیا

به درون زیگوت به عنوان یکی از روش های کارآمد به منظور تولید حیوانات   8sgRNAو  Cas9مربوط به  mRNAهمزمان 

 مدل در موش، گوسفند، میمون و خوک منتشر شده است.

روشن شد. خارجی چند سال بعد با کشف موتیف های محافظت کنندهی داخل ژنوم  DNAخاص بودن این سیستم برای 

هستند و به  Casنامیده میشوند. این موتیفها تارگتهای ترمیمی برای اندونوکلئازهای  9PAMموتیفهای حفاظت کنندهای که 

 Casخودی را از غیرخودی تشخیص دهند. در طی سالهای بعدی و مطالعات گستردهتر ژن  DNAسیستم اجازه میدهند که 

به  CRISPRو جزیئات بیشتر دیگری مورد بررسی قرار گرفت و سیستم  Cas ،10 crRNA  ،11tracrRANA، پروتیئن 

هنوز به وضوح مشخص نشدهاند اما عملکرد و  CRISPR[. گرچه مکانیسمهای مولکولی 22, 21, 20سرعت منتشر شد ]

 فرآیندهای اساسی آنها تا حدودی روشن شدهاند.

 ІІ. در نوعІІІو نوع ІІ، نوع Іسه دسته تقسیم شدند: نوع به CISPR، سیستم Casبر اساس نقش پروتیئنهای  2010در سال 

نیازمند  ІІІو  Іبرای شناسایی و تفکیک سایتهای هدف مورد نیاز است در حالی که سیستمهای نوع  Casتنها یک پروتیئن 

ر واقع جزء میباشد که د ІІ  ،Cas9[. پروتئین منحصر به فرد سیستم نوع 24, 23هستند ] Casمجموعهای از پروتیئن های 

نسبت به دو نوع  ІІنوع CRISPR[. با توجه به عملکرد ، مکانیسم و سادگی 25را تشکیل میدهد] CRISPRاصلی سیستم 

این موضوع توجه محققان را جلب کرد که با توجه به  2012دیگر، محققان شروع به بررسی آن در ویرایش ژنوم کردند. در سال 

می تواند به عنوان  Sterptococus Pyogensو  Streptococus Thermophilusدر  Cas9-crRNAاینکه کمپلکس 

راهنما به  RNAنیز با طراحی توالی های دقیق  in vitroراهنما هدایت شود در محیطهای   RNAیک اندو نوکلئاز توسط 

به طور خلاصه  [.78مورد هدف قرار داد] DNAمیتوان مکانهای ژنی خاص را در  Cas9عنوان یک هدایتگر و به کمک پروتئین 
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را تسهیل میبخشد، به همین دلیل  tracrRNAو  crRNAمولکول راهنما شامل یک مولکول تک رشتهای است که ادغام بین 

میگویند. علاوه بر این مواد ژنتیکی جدید را میتوان در محل برش از طریق ایجاد یک الگو درج کرد که   12sgRNAبه آن

 باشد. 13HDRسادگی یک جهش تک نوکلئوتیدی یا درج چندین هزار نوکلوتید جدید از طریق  میتواند به

میتواند یک ابزار  Cas9-crRNAاین یافته ها همراه با مطالعات قبلی منجر به پیشنهاد این نظریه شد که مجموعه ی کامل از 

 باشد. DNAویرایش قوی ژنوم در هر دو رشتهی 

 Homologousاین است که میتوان از فرایند عمومی بسیار محافظت شده نوترکیبی همولوگ )در این زمینه استدلال بر 

Recombination( استفاده کرد. به طور کلی ، سلولها از فرایند نوترکیبی همولوگ )HR جهت ایجاد نوترکیبی در جایگاه )

 DNA( جهت ترمیم Non Homologous End Joiningخاصی از ژنوم به ویژه همراه با فرایند اتصال انتهای غیر همولوگ )

توالی مشابه توالی شکسته شده  HR( استفاده میکنند، که در حالت Double-Strand Breakدارای دو رشته شکسته شده )

از توالی کرموزوم همتای غیر آسیب دیده کپی، و با استفاده از نوترکیبی همولوگ در محل کرموزوم شکسته شده متصل میشود 

 (.3دقیقا در محل شکسته شده به یکدیگر متصل میشوند )شکل  DNA، دو رشته NHEJفرایند ولی در 

 

  DNAدر ترمیم  NHEJو  HR: مکانسیم دو فرایند 3شکل 

لذا در مطالعات مربوط به انتقال ژن از همین فرایندهای طبیعی سلولها جهت اتصال ژنهای خارجی )با در نظر گرفتن توالی های 

وم میزبان( به ژنوم و همچنین ایجاد تغییرات در ژنوم میزبان استفاده میشود، که لازمه آن بالا بودن میزان این دو همولوگ با ژن

 ( در سلولهای موجود مورد استفاده است.DSB) DNA( به همراه ایجاد شکست دو رشتهای NHEJو  HRفرایند )

جهت ایجاد تغییرات در ژنوم )به طوری که بر عملکرد سایر ژنها بنابراین، اولین مرحله ی توسعه تکنولوژی نوترکیبی همولوگ 

نیز تاثیر منفی نداشته باشد و از طرفی عملکرد یک ژن و میزان واریانسی که واریانتهای آن ژن بر میزان عملکرد یک صفت 

ن زمینه در سالهای اخیر ( در ژنوم در مکانی خاص است. در ایDSBمیگذارند را بتوان بررسی نمود( ایجاد شکست دو رشتهای )
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معرفی شده اند که میتوانند در هر قسمتی از  CRISPR/CAS9و بخصوص  ZFNs ،TALENsتکنیکهای مختلفی نظیر 

ژنوم به طور کاملا هدفمند شکست دو رشتهای را ایجاد و تغییرات مورد نظر را بسته به هدف محقق اعمال کرد و به ویژه در 

عات در این زمینه بقدری پیشرفت کردهاند که مقالات منتشر شده از آن، مجلات معتبر مطال CRISPR/CAS9مورد تکنیک 

Nature ،Cell  وScience  را به خود اختصاص داده است و به ویژه که در سالهای اخیر رشد چشمگیری داشته است و از

هدفمند شد و با موفقیت در  به عنوان یک تکنولوژی جدید در مهندسی ژنوم، CRISPR/Cas9به بعد سیستم  2013سال 

ها مورد استفاده قرار گرفت. علاوه بر این در طی چند سال اخیر این روش به طور مداوم به منظور دستیابی به  بسیاری از گونه

از یک سری توالیهای ناشناخته به یک ابزار  CRISPRسال گذشته  30نتایج بهتر و بهینهتر اصلاح شده است و در طول 

 [. 26ی امیدوار کننده در سطح جهانی تکامل یافته است]ویرایش ژنوم

 

 CRISPRی  (: تاریخچه4شکل)

 

 در باکتری: CRISPRسیستم  ІІبیولوژی نوع

و  tracrRNAرونویسی میشود. سپس با همکاری  pre-crRNAو  tracrRNA ،Cas9به  CRISPRمکان ژنی         

RNaseІІІ  ،pre-crRNA  تکامل یافته و دابلکسtracrRNA:crRNA  شکل می گیرد که در نهایتCas9  را جهت

ایجاد شده میتواند در مسیر نوترکیبی همولوگ  DSBدر محل مورد نظر هدایت میکنند و  DSBایجاد شکست دو رشته ای یا 

 شده و ترمیم میگردد. HDRیا  14NHEJیا اتصال انتهای نواحی غیر همولوگ 

 

 یش ژنوم:جهت ویرا CRISPR/Cas9سیستم  ІІنوع

                                                 
14

non_homologous end joining  



 

و آرایه های تکرار شونده ی ساختار ژنی  Cas، ژن  tracrRNAشامل ژن  CRISPR/Cas9ناحیهی ژنی سیستم         

CRISPR  است که هر کدام به ترتیب بهtracrRNA پروتئین ،Cas   وpre-crRNA  ( با 5رونویسی میشوند )شکل

متصل شود و در نهایت سبب هدایت  tracrRNAو  crRNAمیتواند به  RNaseІІІ ،pre-crRNAو  tracrRNAهمکاری 

Cas9 [کمپلکس 27به مکان مورد نظر شود .]Cas9:RNA  به صورت تصادفی توالیDNA  را بررسی میکند و به سرعت از

یک موتیف کوتاه در مجاورت توالی هدف میباشد  PAMمتصل میشود.  PAMمیگذرد و تنها به توالی  PAMمکانهای غیر 

را  DNAبرای اعمال اثر بر روی  Cas9:RNA( که کمپلکس NAGو گاهی موتیف  spCas9برای  NGG)معمولا موتیف 

 [. 28مورد بررسی قرار میدهد]

 HNHر دومین نیز قرار گرفته است د PAMمطابقت دارد و در کنار توالی  tracrRNA:crRNAنقطه ای از ژنوم که با 

 DNAرشتهی دیگر  RUVC-likeباند شده است شکافی ایجاد میشود و دومین crRNA، در رشتهای که به  Cas9نوکلئاز 

 [. 22ایجاد میشود] DNAدر محل مورد نظر    15DSBsرا برش میدهد و فرم

 

 در باکتری CRISPRسیستم  ІІ: بیولوژی نوع5شکل 
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Double Strand Breaks  



 

 

و دیگری   NHEJایجاد میشود دو مکانیسم ترمیمی میتوانند فعال گردند یکی  DSBدر سایت هدف  DNAزمانی که در 

HDR وقتی الگویی در محیط حضور نداشته باشد .NHEJ  با محل شکاف پیوند برقرار میکند و میتواند سبب الحاق یا حذف
16indel( شود. حال اگر )Indel سبب ایجاد کدونهای توقف  سبب تغییر در چارچوب خوانش توالی نوکلئوتیدی شود میتواند

[ اما در صورتی که در محیط الگوی دهنده 30[ یا سبب تغییر در عملکرد پروتئین حاصل از ترجمه گردد]29زودرس شود]

(donor حضور داشته باشد مسیر )HDR [31فعال میشود که میتواند سبب حذف یا اضافه یا جهش در ژنوم گردد.] 

به عنوان یک ابزار قابل برنامه ریزی قوی در حال توسعه است که به  CRISPRیستم س ІІبه عنوان یک نتیجه ی کلی نوع

[. گروهی 26استفاده کردند] DSBsبرای ایجاد  Cas9شناخته میشود. در ابتدا محققان از سیستم  CRISPR/Cas9عنوان 

ان مربوط به پستانداران کلون مصنوعی کردند و آن را در یک سیستم بی Cas9دیگر از محققان شروع به ساخت پروتئینهای 

کردند. با استفاده از یک سیستم  tracrRNA:crRNAکایمریک را جایگزین دابلکس  sgRNAکردند علاوه بر این یک 

، جهشهای مورد نظر را در سلولهای انسانی نیز میتوان سازماندهی کرد.که میزان تاثیر آنها در  CRISPR/Cas9سفارشی 

 CRISPR/Cas9[ دو نوع متفاوت سیستم   32صد میباشد. در همین حال گانگ و همکارانش]در 38تا  2سایت هدف بین 

راهنمای  RNAمیتوانند برشهای دقیق را در مکانهای خاص تحت هدایت  Casرا طراحی کردند. به طوری که نوکلئازهای 

 [.32( ]6کوتاه در انسان و موش ایجاد کنند )شکل 
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insertion or deletion  



 

را برش میدهد و دومین  sgRNAرشتهی متصل به  Cas9نوکلئاز  HNHدومین  sgRNA( با هدایت CRISPR/Cas9: A(: ویرایش ژنوم با 6شکل)

like-RuvC  رشته ی دیگرDNA  را برش میدهد، و باعث ایجادDSB  درDNA  .میگرددsgRNA:  179B) nCas  برای جلوگیری از خارج شدن

میشود که توانایی برش در  Cas9سبب ایجاد نوکلئاز  RuvC-likeو  HNHسیستم از مسیر هدف مورد استفاده قرار می گیرند.)جهش در دومینهای 

با دومین  dCas9میگیرند.): که برای بهبود قابلیت ویرایش ژنوم مورد استفاده قرار sgRNA-guided fCas9( دایمر Cرا دارد.(  DNAیک رشته از 

 ادغام میشود( Foklنوکلئازی 

 

مورد استفاده قرار گرفت. و با  S.pyogensاستخراج شده از باکتری  CRISPR/Cas9 ،Cas9با تکامل تدریجی سیستم 

[. حتی 34, 33موفقیت در باکتری ها، قارچ ها، ویروس ها، انگل ها، گیاهان، حیوانات و رده های سلولهای انسانی آزمایش شد]

[. استفاده از این سیستم در انسان میتواند روشهای قبلی 35نیز به خوبی انجام شد] sgRNAویرایش با استفاده از چندین 

طیف وسیعی از اقدامات  CRISPRمانند استفاده از حیوانات مدل، کنترلهای اپیژنتیکی و غیره را لغو کند. با این وجود اگرچه 

 حقیقاتی آن هنوز کامل نگردیده است و مواردی هستند که باید به طور دقیق مورد توجه قرار گیرند.را دارد اما جنبه های ت

 

 

 تاثیر گذارند: 9CRISPR/Casفاکتورهای کلیدی که بر روی سیستم 

خود را به عنوان یک ابزار قدرتمند و انعطاف پذیر برای ویرایش و تنظیم ژنوم  CRISPRاز زمان شناسایی تا کنون، سیستم 

نشان داده است. اما با بررسی های بیشتر مشخص شد این سیستم به آن آسانی که تصور می شد نیست. مطالعات انجام شده و 

، انتخاب مکان هدف، Cas9ل فعالیت تجربیات به دست آمده نشان می دهند که هر کدام از عوامل وابسته به این سیستم مث

، تاثیر زیادی بر روی این تکنیک میگذارند. البته HDR، روشهای انتقال، اثرات مناطق غیر هدف و میزان بروز sgRNAطراحی 

ز با شناسایی این مشکلات بالقوه، می توانیم از این تکنیک بهتر بهرمند شویم. همچنین میتوانیم روی بهبود و کارآیی آن تمرک

 [. 36کنیم]

sgRNAs   .برای اهداف مختلف به صورت دستی یا با استفاده از نرم افزار مناسب طراحی میشوندsgRNAs  را میتوان با

Cas9  در یک وکتور کلون کرد. سپس وکتور کامل شده به داخل سلولهای هدف منتقل کرد. در نهایتDNA  هدف در محل

، sgRNA، انتخاب مکانهای هدف، طراحی Cas9ین فرآیند اثرات حاصل از فعالیت مورد نظر می تواند شکسته شود. در طول ا

 را تحت تاثیر قرار دهند. CRISPR/Cas9میتوانند تاثیرات و عملکرد سیستم  HDRروشهای انتقال، اثرات هدف و میزان بروز 

 9Casفعالیت :

وتیدی را بر اساس مکمل بودن با دو جزء، یعنی پروتئین به عنوان یک ابزار ویرایش ژنوم، این سیستم مشخصه های نوکلئ       

Cas9  وsgRNA  تقسیم میکند. با اتصالsgRNA  بهDNA  هدف، پروتئینCas9  تحت یک بازآرایی فضایی در ساختار

درجه چرخش میکند و باعث فعال شدن خاصیت برش دهندگی  100در حدود  Cas9خود قرار میگیرد. لوب کاتالیتیکی نوکلئاز 

نوکلئوتید  20میتواند تشخیص دهد که به  sgRNAمکانهای ژنومی را تحت هدایت  Cas9[. به طور کلی 37وکلئاز میشود]ن

 tracrRNA+ نوکلئوتید بخش انتهایی 85همراه با  sgRNAتوالی هدف متصل شده باشند. با این حال محققان دریافتند که 

[. آنها همچنین مشاهده 68میشود] in vivoتحت شرایط  indelsو سبب تحریک سطح بالاتری از  Cas9سبب افزایش فعالیت 

را  Cas9به طور قابل ملاحظهای فعالیت  PAMکردند که عدم پیوستگی و فاصله ی دو باز غیر منطبق در ناحیهی ابتدایی 

ناحیهی ایجاد فضاهای درونی  3باق بازی و بیشتر ناحیه ی عدم انط 5[. تحقیقات بعدی نشان داد که بیشتر از 37کاهش میدهد]

راهنما نیز باعث کاهش فعالیت  RNAدر ناحیهی مورد نظر میشود. همچنین کوتاه بودن توالی  Cas9سبب لغو فعالیت نوکلئاز 
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paired Cas9 nikases  



 

Cas9 [بنابراین برای بهینه تر کردن فعالیت 38می شود .]Cas9  طراحی مناسبsgRNA  و انتخاب صحیح مکان هدف به

می تواند سبب افزایش توانایی  sgRNA:Cas9شدت مورد نیاز است. در تئوری استفاده از مقادیری بیشتری از کمپلکس 

قدرت ویرایشی شود. با این حال در عمل میزان زیاد این کمپلکس ممکن است سبب افزایش اثرات اجتناب ناپذیر غیر هدف بر 

، حداکثر فرکانس جهش بر روی سایت Cas9نسبت به  sgRNAبر مولکول برا 6[. افزایش بیش از 39روی توالی ژنوم گردد]

[. 40نوترکیب به داخل کشت سلولهای انسانی انتقال یافته است] Cas9هدف را نشان داده است. به خصوص زمانی که پروتئین 

 در نظر گرفت. را  Cas9و  sgRNAباید غلظت  Cas9بنابراین برای بهبود نرخ جهش هدفمند و همچنین فعالیت مفید 

نیز تحت تاثیر قرار میگیرد. در ویرایش ژنهای یوکاریوت،  sgRNAتوسط عوامل دیگری به غیر از  Cas9فعالیت پروتئین 

9Cas  18همیشه باNLS   جهت انتقال به داخل هسته، ارتباط برقرار میکند. محققان نشان دادند که اضافه کردن یک لینکر

 را افزایش دهد. DNAمیتواند فرایند تجزیه شدن  NLSو  Cas9اسیدآمینه بین  32حاوی 

مختلف نیر  Cas9در طی مدتی که این سیستم به عنوان یک سیستم ویرایشی مورد استفاده قرار گرفته است چندین پروتئین 

معمول،  SpCas9. در مقایسه با 21SaCas 9[ و42] 199NmCas ،209Cas1St ]41[مورد بررسی قرار گرفتهاند. از قبیل: 

متفاوت و فعالیت های متفاوت می باشند. در رده های سلولی  PAMدارای توالیهای تشخیصی  Casبیشتر ارتولوگهای پروتئین 

[. در 43اثربخشی بیشتری دارد] SaCas9فعالیت بالاتری را نشان میدهد و  St1Cas9انسانی اگر از پلاسمید استفاده شود 

نشان  SpCas9نرخ جهش پایین تر از حد متوسطی را نسبت به  St1Cas9یویروسها، حالی که در صورت استفاده از لنت

که متناسب با هدف باشد باید با دقت هرچه تمامتر صورت  Cas9[. بنابراین انتخاب یک ارتولوگ مناسب پروتئین 44میدهد]

 گیرد.

 :sgRNAانتخاب مکان هدف و طراحی 

اولین نگرانی محسوب میشود. از  sgRNAطراحی  CRISPR/Cas9یستم در میان تمامی مشکلات و سختی های س       

می تواند برای ویرایش ژنوم یا غیرفعالسازی  Cas9:sgRNAآنجایی که این سیستم بسیار قابل برنام هریزی است، کمپلکس 

این برنامه ها تماما نیاز به کار گرفته شود. این کمپلکس همچنین میتواند برای تنظیم ژن نیز استفاده شود.  Cas9کاتالیتیکی 

یک  sgRNAدارند. اما از آنجایی که این طراحی بررسی بسیاری از معیارهاست، طراحی هوشمندانه ی  sgRNAبه طراحی 

و توالی  PAMرا در حضور  DNAمیتواند دو رشته ی  Cas9:sgRNAچالش عمده است. قبلا تصور بر این بود که کمپلکس 

در محیط آزمایش کمترین میزان عمل  sgRNAsبسیاری از آزمایشها نشان داده اند که بعضی از هدف مجاور آن برش دهد. اما 

باید ابتدا غربالگری  sgRNAs[. جهت آزمایش های ویرایش ژنوم، مجموعهای از 45-43را دارند یا حتی غیر فعال میشوند]

 ی ارزشمند است.با حداکثر کارایی یک توانمند sgRNAشوند. بنابراین معیارهای طراحی یک 

برای مهندسی ژنوم، طیفی از ویژگیها در داخل  CRISPR/Cas9با جمع آوری داده های تجربی در مورد استفاده از سیستم 

 شناسایی شدند. sgRNAو اطراف توالی هدف برای افزایش کارایی 

( افزوده می شود به عنوان مثال: Gیک باز گوانین ) sgRNA 5'جهت ویرایش ژنوم توسط این سیستم، در انتهای 

GX19NGG که به شدت برای بیان از یک پروموتور .U6 [علاوه بر این ترجیح داده می شود که در اولین 43مورد نیاز است .]

( C[. در حالی که وجود نوکلئوتید سیتوزین )43کمک کند] Cas9قرار گیرد تا به فعالیت  PAMیا دومین ناحیه ی نزدیک به 

سبب کاهش بیان  sgRNA( در توالی Uیت های مشابه بسیار نامطلوب است. و سوم اینکه وجود چندین یوراسیل )در موقع
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signal location nuclear  
19

Neisseria meningitidis Cas9  
20

Cas9 S.thermophilus  
21

Cas9 Staphylococcus aureus  



 

sgRNA ( میگردد. حضور تیمیدینT در چهار موقعیت نوکلئوتیدی مجاور )PAM [باز آدنین )46نامطلوب است .]A بهتر )

قرار گیرد. در کل ناحیه ی غنی از گوانین و  PAMاحیه ی قرار گیرد و باز گوانین بهتر است دور از ن sgRNAاست در وسط 

 [.47میگردد] sgRNAسبب پایداری و اثر بخشی بیشتر  sgRNAحضور کمتر آدنین در 

تاثیر مستقیم دارند نیز شناسایی شده اند. برای مثال: اولویت بندی در  SpCas9در   PAMعلاوه بر این ویژگیهای جدید  

وجود دارد. در جایی که نوکلئوتید سیتوزین حضور دارد موفقیت بیشتری نسبت به نوکلئوتید تیمین  NGGنوکلئوتید مستقر در 

در سلول های  DSBsبرای تولید  SpCas9برای استفاده از  PAMدر  CGGH[. گستره ای از توالی 44دیده میشود]

در مقایسه با توالیهای مورد نیاز برای  [.44پایین ترین فعالیت را نشان میدهد] TGGGپستانداران مناسب است. و برعکس 

توالیهای مورد نیاز اساسا   22CRISPRi/aدر سیستم  9dCas، جهت ویرایش ژنوم با /9CasCRISPRفعالیت سیستم 

نوکلئوتید بالاترین اثربخشی را دارند و  19با  sgRNAsانجام میشوند  CRISPRi/aمتفاوت هستند. در آزمایشهایی که با 

[. 46نوکلئوتیدی عمل میکنند ] 20با فواصل  sgRNAsنوکلئوتیدی و  18تا  17کوتاه شده با فواصل  sgRNAsبهتر از 

 [. 46ترجیح داده میشوند ] sgRNAهمچنین پورینها در اکثر موقعیتهای 

ه است. بیشتر با قابلیت بالا شد sgRNAدر نظر گرفتن معیارهای زیاد و تعداد روز افزون ابزارهای محاسباتی، سبب طراحی 

در باکتری های دیگر پشتیبانی میکنند. نرم  Cas9یا تعداد دیگری از سیستمهای  SpCas9این ابزارهای طراحی از سیستم 

 و امکان مقایسه ی بین آنها در جدول زیر آورده شده است : sgRNAافزارهای طراحی 

 

 

 

 

ابزار) افزار نرم سیستم نوع (  

CRISPR/ 

Cas 

 توالی

 ورودی

برای انیپشتیب  Cas9 

nickase 

 بین از مقایسه

 های توالی

 چندگانه

 از خارج آنالیز

 هدف

 پشتیبانی امتیازدهی

ها گونه  

گروهی حالت افزار نرم نوع   منبع 

ZiFiT نوع فقط توالی فقط 2   .N.A خیر خیر خیر بله 

 ناموجود
 [47] وب خیر

OptimizedCRISPR 

Design 

نوع فقط توالی فقط 2   از خارج بله خیر بله 

 هدف

 امتیاز

 دهی

  وب بله 15

CRISPR Direct نوع فقط شناساگر/توالی 2   از خارج بله خیر خیر 

 هدف

 امتیاز

 دهی

 [48] وب خیر 18

Cas9 

OnlineDesigner 

نوع فقط توالی فقط 2    وب خیر 20 خیر بله خیر بله 
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inhibition/activation  



 

CHOPCHOP 2 نوع 

 متفاوت

شناساگر/توالی  از خارج بله خیر خیر 

 هدف

 امتیاز

 دهی

 [49] وب خیر 19

E-CRISP 2 نوع 

 متفاوت

شناساگر/توالی  از خارج بله خیر بله 

 هدف

 امتیاز

 دهی

 [50] وب خیر 21

sgRNAcas9 نوع فقط توالی فقط 2    از خارج بله خیر بله 

 هدف

 امتیاز

 دهی

N.A. 

 ناموجود

محلی/  وب بله  [51] 

sgRNA Designer نوع فقط شناساگر/توالی 2   نمره خیر خیر خیر 

نوع-فعال  

2 

N .A. 

 ناموجود

 [52] محلی بله

CRISPRseek 2 نوع 

 متفاوت

توالی فقط  از خارج بله بله بله 

 هدف

 امتیاز

 دهی

N.A. 

 ناموجود

 Bioc* [53] بله

CRISPR 

MultiTargeter 

 انواع

 مختلف

شناساگر/توالی  نمره خیر بله بله 

-فعال

 2نوع

  وب بله 12

 

 راهنما RNA(:ابزارهای طراحی 7شکل)

 روشهای انتقال:

در حال تغییر بخش مهندسی ژنوم است و همچنین انتظار می رود که سبب تحول در درمان  CRISPR/Cas9فناوری          

سازی بیماری های ژنتیکی شود.دستیابی به این هدف مستلزم بهبود توانایی و تخصص است، که یکی از مهمترین آنها بهینه 

 روشهای انتقال میباشد.

را در خود جای میدهند و آن را به محل هدف، با استفاده از  Cas9و  sgRNAمعرفی پلاسمیدهایی که به طور همزمان 

روشهای الکتروپوریشین، نوکلئوفکشن و یا لیپوفکتامین منتقل میکنند، یک روش سریع و رایج است که میتواند به طیف وسیعی 

 ن میکنند.را بیا sgRNA:SpCas9از لاین های سلولی اعمال شود. پلازمیدهای به کار برده شده معمولا کایمر 

[. با تمام این 41زمانی که هدف مورد نظر بزرگ باشد از چندین پلازمید برای هدف گذاری در سایتهای مختلف استفاده میشود]

پلاسمید نیز میتواند هم در  DNA[. 44احوال بخشی از پلاسمید یا تمام آن به صورت تصادفی به ژنوم میزبان متصل میشود]

دف الحاق گردد و در تشخیص مشکل ایجاد کند. علاوه بر این پاسخ های ایمنی میزبان که به بخش هدف و هم در بخش غیر ه



 

باکتری بستگی دارد میتواند توسط این توالی باکتریایی درج شده ایجاد شود و پروسهی  DNAغیر متیله در  CpGsشناخت 

اولیه ناکافی هستند و ممکن است منجر به سمیت [. بنابراین این روشهای ترنسفکشن در سلولهای 44ویرایش ژنوم را قطع کند]

پلاسمید میتواند تا چندین روز در سلول حفظ شود که ممکن است اثرات خارج از هدف را تشدید  DNAشوند. پس از انتقال، 

و  in vitroدر محیط  mRNA[. بنابراین استفاده از روشهای دیگر مثل: استفاده از پروتئینهای نوترکیب، رونویسی 54دهد]

وکتورهای ویروسی نیز مورد برسی قرار گرفته اند. برای کنار آمدن با این چالش ها  در استفاده از پلاسمید میتوان از پروتئینهای 

کمپلکس میشوند در درون لاین های سلولهای انسانی با استفاده از روشهای الکتروپوریشن با  sgRNAکه با  Cas9نوترکیب 

به منظور ایجاد حیوانات اصلاح شده به موش،  Cas9پروتئین  mRNA[. همچنین رونویسی 44میکرواینجکشن بهره برد]

خوک، میمون و ماهیهای خطدار منتقل شده. با این حال این روشها ممکن است برای سلولها تنش زا باشند.روشهای جایگزین 

 Cas9ی که با پپتید پروتئینهای نوترکیب مانند استفاده از سلولهای sgRNAو  Cas9عبارتاند از ترکیب شیمیایی پروتئین 

[. و یا انتقال جداگانه ی اجزاء و سرهم 56با لیپیدهای کاتیوتیک )دارای کاتیونهای فعال(] Cas9[. یا انتقال 55ترکیب میشوند]

 شدن آنها در محیط سلول.

ترجمه شود. شروع  Cas9روتئین پس از انتقال به سلول ابتدا باید به پ mRNAاستفاده میکنیم، این  mRNAزمانی که از 

ترجمه معمولا بلافاصله پس از ترنسفکشن صورت میگیرد. اما از آنجایی که فرایند ترجمه در دو مکان متفاوت سلولی صورت 

را کد میکند به جنین های تک سلولی اغلب باعث کایمریسم میگردد. استفاده از  Cas9که پروتئین  mRNAمیگیرد انتقال 

بسیار ساده تر از  Cas9میتواند این محدودیت ها را از بین ببرد. علاوه بر این شناسایی خود پروتئین  Cas9خود پروتئین 

mRNA  آن در سلول میباشد. اگرچه این روشهای انتقال می تواند مناطق غیر هدف ناشی از استفاده از پلاسمید را کاهش

 [.57اند]دهد اما اثربخشی کامل آنها هنوز به طور کامل ثابت نشده

در مقابل روش های میکرواینجکشن، انتقال شیمیایی و الکتروپوریشن، انتقال ژن از طریق وکتورهای ویروسی یک فرآیند وابسته 

منتقل شده برای اثربخشی بیش تر و سمیت کمتر سلولی  DNAبه گیرنده های فعال است که اجازه می دهد مقدار زیادی از 

و هم  in vitroرهای ویروسی می توانند به راحتی به تعداد زیادی از انواع سلول ها هم در حالت کنترل شود. علاوه بر این وکتو

 استفاده میشوند.  CRISPRوارد شوند. بنابراین وکتورهای ویروسی به طور گسترده تری برای سیستم  in vivoدرحالت 

مورد  sgRNAو  Cas9[ برای انتقال پروتئین 27]  25rAAVs[ و58]  IDLVs ،24ADVs ]57[23تا به امروز وکتورهای:

این وکتور به عنوان یک ابزار قدرتمند برای انتقال  kb 10) در حدود ) IDLVsاستفاده قرار گرفتهاند.با توجه به ظرفیت بالای 

 استفاده شده است. CRISPRبا سیستم 

یادی از ژن های انسان و موش مورد استفاده در مقیاس بزرگ در تعداد ز sgRNAاین وکتورها برای ساخت آرایه های بلند 

 IDLVsکه با  Cas9[. اگرچه بیان گذرای 57[. و اثرات غیر هدف با فرکانس بسیار پایینی را نشان دادند]59قرار گرفته اند]

قال از ممکن است بعد از انت Cas9انتقال داده شده است یک برتری در سلول هایی است که به سرعت تقسیم میشوند. اما بیان 

 ، در سلول هایی که تقسیم نمی شوند یا سرعت تقسیم پایین دارند ادامه یابد که اثرات غیر هدف را بالا میبرد.IDLVsطریق 

AdVs  هم برای انتقال اجزاءCRISPR/Cas9  مورد استفاده قرار میگیرد. اما خصوصیت ویژه ی این وکتور در این است که

[. این پوشش پروتئینی ساختار 58خود دارد] 5'وتئین انتهایی با پیوند کوالانت در سمت این وکتور، یک پر DNAفرم دو خطی 

DNA  را مستعد میکند که تعامل بینDNA  اگزوژن و ناحیه ی غیر هدف کاهش یابد و یکپارچگی کروموزمی افزایش، بی

 [.58نظمی کاهش و ناحیه ی هدف دقیق تر شناسایی شود]

                                                 
23

defective lentiviral vectors-integrase  
24

adenoviral vectors  
25

recombinant adenoassociated viral vectors  



 

پاتوژن نبودن، ایمن زایی کم، خصوصیات غیر انتشاری و ویژگیهای سروتیپی جهت استفاده در  به دلیل rAAVsو در نهایت  

 kb  5/4ظرفیت حدودی rAAVs[. از آنجایی که 27برای اصلاح ژنی در حیوانات گسترش یافته است] CRISPRسیستم 

و  kb 2/4با سایز تقریبی  SpCas9برای انتقال  rAAVدارد. استفادهی تنها از یک وکتور  CRISPRبرای اجزاء سیستم 

sgRNA [که معمولا برای مواجحه با این چالش از دو 59کایمریک و عوامل کنترل، هنوز هم یک چالش قابل توجه است .]

rAAV  .[. اخیرا یک 60با این حال در هر دو روش کاهش فعالیت مشاهده میشود] [56] به طور همزمان استفاده میشودCas 

 شناسایی شده است که میتواند این مشکل را حل کند. S.aureusتری کوچکتر، از باک

 اثرات غیر هدف:

یک رویکرد ساده اما بسیار کارآمد برای ویرایش ژنوم در  CRISPR/Cas9بسیاری از مطالعات نشان دادند که سیستم        

نوکلئوتید اول  20از طریق  Cas9نوکلئاز . in vivoو هم در محیط  in vitroانواع سلولها و ارگانیسم هاست، هم در محیط 

sgRNA  به سمت توالی هدف بر رویDNA  که در مجاورت توالیPAM  قرار گرفته اند هدایت میشود. با اعمال اثرCas9 

ایجاد می شوند و سبب سیگنال دهی مراحل بعدی میگردد. با این وجود تعدادی از مطالعات نشان داده  DSBsدر توالی هدف 

[. این اثرات غیر هدف ممکن است 61این سیستم می تواند مقادیر قابل توجهی از جهش های غیر هدف را ایجاد کند]اند که 

پلاسمید که برای باکتری و قارچ ها مفید می باشند ایفا  DNAنقش مهمی در از بین بردن اسیدهای نوکلئیک ویروسی و یا 

نهای ژنتیکی واکنشهای غیر هدف جهش های نامطلوبی در مکان های [. با این حال در مطالعات بیولوژیکی و درما62کند]

میتواند تنها از  Cas9تصادفی ایجاد می کند و اثرات غیر پیش بینی به دنبال خود خواهد آورد. مطالعات نشان داده اند فعالیت 

ر این عدم انطباق در بر روی توالی هدف مهار شود به ویژه اگ sgRNAطریق یک عدم انطباق بازی در منطقه ی مکمل 

 [44] باشد. PAMنوکلئوتیدهای مرکزی 

ناحیه ی هدف بهتر تحمل  5'بر اساس توالی های کامل ژنومی، مطالعات متعدد نشان داده اند که عدم انطباق در انتهای 

عدم انطباق نوکلئوتیدی عمل برش در  5[. علاوه بر این مطالعات در سلولهای انسانی نشان داده اند که تا حدود 64میشود]

ناحیهی هدف را غیر فعال نخواهد کرد. پس نتیجه اینکه مکانهای غیر هدف در فرکانس های بالاتری از عدم انطباق نوکلئوتیدی 

بنابراین برای استفاده ی بهتر از این سیستم مهم است که ارزیابی اثرات خارج نسبت به سایت هدف مورد نظر جهش یافته اند. 

از هدف با فرکانس بالا در نظر گرفته شود. تعدادی از روشهای تجربی و محاسباتی که نواحی غیر هدف را پیش بینی می کنند 

[. در ابتدا تمرکز اصلی تنها بر روی 65شناسایی شده اند] in vivoدر محیطهای  Cas9بر اساس اصلاحات انجام شده بر روی 

بود. و کمتر به نفاط ضعف توجه شد. تا اینکه نواحی غیر هدف از طریق الگوریتم های مورد استفاده  Cas9نقاط قوت نوکلئاز 

توسط  PAMناحیهی  NAGشناسایی شدند.هنگامی توالی  PAMناحیهی  NGGدر توالی های اساسی در مجاورت 

SpCas9 که بسیاری از جهش های غیر هدف هنوز مورد شناسایی قرار نگرفته بودند.  شناسایی شد 

با پیشرفت تحقیقات، چندین رویکرد جدید که می توانند اتصالات غیر هدف به شیوه ای بی نظیر نشان دهند توسعه یافته است. 

 [ 64، غنیسازی استرپتاویدین]IDLV capture،(70) Digenome-seq[68از قبیل: ]

برای ژنوم ویروسی مورد استفاده قرار میگیرد، جهت IDLV captureام از این روش ها دارای معایب و مزایایی هستند. هر کد

[. 68. همچنین این متود تنها مناطق غیر هدف با فرکانس بیشتر از یک درصد را شناسایی میکند]DNAدر  DSBتشخیص 

درصد دارد را تشخیص دهد اما نمی تواند  1/0انسهای کم تر از می تواند نواحی غیر هدفی که فرک Digenome-seqاگرچه 

 فاکتورهای سلولی که ممکن است بر نواحی غیر هدف تاثیر بگذارند را تشخیص دهد.

است.در طی دوسال گذشته تلاش های زیادی برای  CRISPR/Cas9در حال حاضر دنیا در حال درک مشخصه های سیستم 

ه است. اثرات غیر هدف و مشخصه های این سیستم با استفاده از استراتژی های ذکر شده کاهش اثرات غیر هدف صورت گرفت

 در زیر بهبود یافته است:



 

، به طوری که موثرترین رویکرد دیده شود. تجربه نشان داده sgRNAالف( انتخاب مکان های هدف مناسب و طراحی دقیق 

درصد اثرات خارج از هدف کمتری دارد. در صورتی که محتوای  35 تقریبا GCاست که توالی مکان هدف با محتوای نسبتا کم 

[. علاوه 67پایدار شود و قدرت تحمل غیر انطباق نوکلئوتیدی افزایش یابد] DNAو  RNAباعث میشود که هیبرید  GCبالای 

در  DNAدارای حداقل سه ناحیه ی عدم انطباق نوکلئوتیدی هستند که از شکل برآمدگی  PAMبر این توالی هدف و توالی 

 جلوگیری میکند. PAMنوکلئوتید مجاور  7تا  5و  5'و  3'انتهاهای 

 Cas9جهش ایجاد شود،  RuvC-likeیا  HNH: اگر در هر کدام از دومین های paired Cas9 nickaseب( استفاده از 

تشکیل  sgRNAو  Cas9 nickaseرا دارد. با استفاده از   DNAلیت ایجاد برش در یک رشته ی حاصل می شود که قاب

 (2[. )شکل 69را دارا میباشند] DSBبرشهای تک رشته ای را می توان هدایت کرد که در نهایت قابلیت تشکیل 

 18تا  17کوتاه به طول  sgRNAsه از کوتاه شده استفاده شود: آزمایش های فراوان نشان داده اند که استفاد sgRNAsد( از 

کمک کند.  sgRNAبرابر کاهش دهد و به اثر بخشی بیشتر  5000نوکلئوتید می تواند بروز نواحی غیر هدف را تا بیشتر از 

 [.70میتواند سبب کاهش جهش در نواحی غیر هدف شود] Cas9 nichaseکوتاه شده با  sgRNAهمچنین ترکیب 

 Case9( همانند 8-1الحاق میشود( ) Foklبه دومین نوکلئازی  dCas9) :sgRNA-guided fCas9ج( استفاده از دایمر

nickase دایمر ،dCase9  وFokl  میتوانندendogenous  را به وسیله ی تشکیل دادن یک اندونوکلئازFokl  عملکردی

در ردههای سلول انسانی دارد و  Cas9نشان داده است که عملکرد بهتری برای نواحی هدف نسبت به  fCas9ویرایش کنند. 

 [.71اثرات غیر هدف کمتری را نیز دارا می باشد]

اگرچه این استراتژی ها به طور خاص اثرات تشخیص ناحیه ی هدف را بهبود میبخشند. اما همچنان نقص هایی نیز دارند. از 

احی غیر هدف و کاهش کارایی در نواحی ، اجتناب کامل از نوsgRNA، نیاز به چندین Casقبیل: اندازه ی بزرگ پروتئین 

، بهینه سازی روشهای انتقال و یا کشف ویژگیهای جدید در پروتئین sgRNAهدف. پیشرفتهای بیشتر در زمینه ی طراحی 

 کند. CRISPRمی تواند در آینده کمک های چشمگیری به سیستم  Casهای 

 :HDRبروز 

می تواند به   Cas9برای مهندسی ژنوم این واقعیت است که   CRISPR/Cas9یکی از مزیتهای استفاده از سیستم          

در ژنوم در هرجایی که مورد هدف باشد. پس از برش اولیه،  DSBراحتی برنامه ریزی شود برای ایجاد یک شکست دو رشته ای 

ها دارای دو مسیر تعمیر  کروموزومی می شود. مهم است بدانیم که سلول DSBsمراحل بعدی در این فرآیند شامل تعمیر 

 هستند و اینکه چگونه کار می کنند، زیرا میتواند هنگام برنامه ریزی آزمایش مناسب باشد. HDRو  NHEJاصلی: 

در طول چرخه سلول فعال است و دارای ظرفیت بالاتری برای تعمیر است، زیرا نیازی به الگوی تعمیر   HDR ،NHEJبرخلاف

 DNAهمچنین تعمیرات بسیاری از انواع آسیب های  NHEJنیست.  DNAگ( یا سنتز گسترده )کروماتید خواهری یا همولو

 دارد. HDRرا در سریع ترین زمان ممکن انجام می دهد و سرعت عمل بالاتری نسبت به 

 ( تعمیر شود.DSB،  باعث می شود درج و حذف در طول شکست دو رشته )NHEJاما در بیشتر سلول های یوکاریوتی، مسیر 

مطلوب نیست. بنابراین ترجیح داده میشود که سلول مسیر  CRISPRکه این فرآیند جهت بررسی اثرات حاصل از سیستم 

HDR  را طی کند. تا اثرات حاصل ازCRISPR/Cas9  قابل پیگیری باشد. بهبود بروز جهش ثابت با استفاده از سیستم

CRISPR/Cas9 یک چالش است. لاین های سلولی که در اجزاء NHEJ  کمبود دارند سطوحHDR  را افزایش می دهند.این

از قبیل  NHEJنشان میدهد که این دو فرآیند تعمیری بسیار رقابتی هستند. از این رو سرکوب کردن مولکولهای کلیدی 

KU70 ،KU80  وDNA  [، میکرواینجکشن کردن 28به وسیله ی خاموش کردن ژن] 17لیگازssRNAs   ویا استفاده از

در فرآیند سیستم  HDR[ نشان داده است که فرکانس ترمیم توسط مسیر 72, 28لهای کوچک مهار کننده]مولکو



 

CRISPR/Cas9  افزایش می یابد. یکی از مهمترین دستاوردهای تحقیقاتی در زمینه ی استفاده از مهارکننده یScr7  است

[. علاوه بر 73برابر افزایش دهد] 19تا  HDRرا هدف قرار میدهد تا اثر بخشی ویرایش مجدد ژنوم را با  17لیگاز  DNAکه 

و  L755507[، دو مولکول کوچک 74مولکول کوچک] 4000این گروهی از محققان بر اساس تحقیقات بر روی مجموعهای از 

Brefeldin A  را شناسایی کردند که میتوانندHDR [ همچنین ثابت کردند 75دو و یا سه برابر افزایش دهد. محققان] را تا

را کاهش و فرکانس  NHEJ( می توانند KU-0060648و  NU744) DNA-PKcsکه دو مولکول مهارکننده ی کوچک از 

HDR  را افزایش دهند. علاوه بر این توالی های کوتاهhairspin RNA  جهت تاثیر بر رویKU70/80  وDNA  17لیگاز 

[. اما اگرچه سرکوب مولکولهای 28در هر دو سلول انسان و موش مورد استفاده قرار گرفته است] HDRبرای ترویج اثر بخشی 

تجزیه  Cas9را تحریک کند اما گاهی به دنبال این تحریک  HDRمیتواند  17لیگاز  DNAو  KU70/80مثل  NHEJاصلی 

ت سمی نیز داشته باشند. بنابراین استراتژی دوم با استفاده از تکنیکهای میشود، این مهار کننده ها هم چنین میتوانند اثرا

می تواند  NHEJدر موش به وسیله ی  Cas9هماهنگسازی چرخهی سلولی توسعه یافته است.  به طور کلی اثربخشی ویرایش 

[. اگرچه 75رصد است]د 20تا  5/0تنها  HDRبه وسیله ی  Cas9ذرصد برسد در حالی که اثربخشی ویرایش  60تا  20به 

هستند اما فاز چرخهی سلولی نیز در تنظیم نوع چرخه ی  DSBsسلولها دارای توانایی های متفاوتی در رابطه با ترمیم های 

 [.46می باشد] G2و  Sمحدود به  HDRهمیشه در کل چرخه ی سلول رخ می دهد در حالی که  NHEJترمیم موثر است. 

صورت گرفته است. اگرچه در حال حاضر مطالعات بسیار کمی در این زمینه منتشر  HDRی پیشرفت هایی در بهبود اثربخش 

شده است. اما از آنجایی که برای مدل های تولید انبوه و یا برای ژنهای بالقوه ی آینده، ویرایش دقیق ژنوم مهم است، از این رو 

 انجام میشود. HDRتلاشهای قابل ملاحظهای برای افزایش شیوع 
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، نیازمند توجهات بیشتری است که در CRISPRرشد فزاینده هر تکنولوژی جدید در یک زمینه تخصصی همچون سیستم 

تحقیقات به عمل آمده در سال های اخیر گام های موثری در ویرایش ژنوم و به کارگیری آن در درمان بیماری ها برداشته است. 

روز  CRISPRدر درمان بیماری ها زمانی موثر و کارامد خواهد بود که اجزا این سیستم  بدیهی است استفاده از این تکنولوژی

به روز بهینه شده و از یک طرف امکان ایجاد برشهای نابجا در ژنوم سلولها را کاهش و از طرف دیگر بازدهی تغییرات هدفمند 

ژن افزایش دهد. بنابراین توسعه روشهای انتقال ژن در این  ژنوم را در زمان انتقال آن به سلول با استفاده روشهای مختلف انتقال

 زمینه مستلزم تحقیقات بیشتر به منظور دستیابی بهتر و سریعتر از این تکنولوژی است. 
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Abstract 

With the expansion of the field of microbiological research, a new genome editing tool was 

developed from the biological properties of bacteria, which deals with precise genome editing 

with greater simplicity and adaptability than previous methods. This new technique, called 

CRISPR for short, has led to the rapid expansion of biomedical research, especially in relation 

to specific diseases such as cancer, and its modeling using targeted gene editing. This article 

discusses how the CRISPR method works in targeted genome editing. In general, the use of 

this technology in the treatment of diseases will be effective and efficient when the components 

of this CRISPR system are optimized day by day and on the one hand reduce the possibility of 

making abnormal cuts in the cell genome and on the other hand the efficiency of targeted 

genome changes over time. Increase its transfer to the cell using various methods of gene 

transfer. 

Keywords: Crisper, Genome, Sequencing 

 

 

 

 


