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 1396 پاییز، 3، شماره 10دوره 
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 چکیده

ورزي ژنوم جانداران آمیزي براي اصلاح و دستطور موفقیتامروز معرفی و بهابزارهاي ویرایش ژنومی بسیاري تا به

یک ابزار قوي در تحقیقات بیولوژیکی است. تاكنون  هااند. ویرایش ژنتیکی با استفاده از آنزیمكار گرفته شدهمختلف به

  SSRs: Genome editing mediated by Site- Specific)اند،دو نسل از ابزارهاي ویرایش ژنومی آنزیمی معرفی شده

recombinases) و ریکامبینازهاي اختصاصی محل (SSNs: Genome editing mediated by Site- Specific 

Nucleases)،  ورزي ژن در نوكلئازهاي اختصاصی محل. نیاز وجود یک روش ویرایش ژنوم كاربردي براي دست

، ایی، بهبود كیفیت و كمیت محصولاتهاي اجرجویی در وقت و هزینهموجودات یوكاریوتی و پروكاریوتی، صرفه

ها و روابط بین ژنی، همگی موجب پیشرفت هاي ثانویه، فهم عملکرد ژنارو یا متابولیتكاربردهاي درمانی، تولید د

با  ZFNو  TALENهاي نامكننده بهدو نوع نوكلئاز ویرایش ،ي اخیراست. طی دهه شدهسریع ابزارهاي ویرایش ژنوم 

کنیک جدید دیگري به نام موفقیت براي ویرایش و اصلاح گیاهان مورد استفاده قرار گرفته است. اخیرا یک ت

CRISPR/cas9 شود. ها استفاده میطور چشمگیري براي ویرایش ژنومی در سطح وسیعی از گونهكشف شده و به

ریزي، انقلاب عظیمی در تحقیقات بیولوژیکی هاي قابل برنامهRNAو  CRISPR/cas9امروزه با استفاده از سیستم 

اندونوكلئازهاي مهندسی شده ی و بحث در مورد ویرایش ژنوم بر پایه وجود آمده است. در این مقاله به معرفبه

 پرداخته شده است.

   CRISPR/cas9گیري ژنی،هدف اندونوكلئاز، ویرایش ژنوم،: كلمات كلیدي

 

 مقدمه

شامل چندین تکنیک جدید براي  ،ویرایش ژن یا ژنوم

ورزي منظور اصلاح و دستبه ،كمک به پژوهشگران

هاي نوآوري تحقیقات زیستی وانجام  توالی ژنوم و

هایی كه ما را قادر به تنظیم . تکنیک[1]است  صنعتی

الگوي بیان ژن در ناحیه از پیش تعیین شده، ایجاد 

ل انجام ژنومیک كاربردي هر بینش جدید براي تسهی

یت انسانی در حال افزایش تهیه غذاي جمع ،موجود

. [2]جهان و بهبود تولیدات كشاورزي كرده است 

مهندسی ژنتیک یک فرصت عالی براي اصلاح 
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كند. معرفی محصولات و پایداري كشاورزي فراهم می

یک  ،هاي كشاورزينههاي متنوع ژنتیکی در گوواریته

, 1]انداز و كلید اصلی در آینده كشاورزي است چشم

تهییج چشمگیري را  ،ظهور ویرایش ژنوم. [3

 ارمغان آورده است. خصوص در زمینه كشاورزي بهبه

اصلاح محصولات كشاورزي با ویرایش ژنی، محدوده 

ي تغییر فقط تعداد كمی وسیلهانتخابی وسیعی را به

هاي ها نوكلئوتید ژنوم سلولاز بین بیلیون ،نوكلئوتید

ژن جدید در ناحیه زنده یا تغییر كل آلل با ادغام 

هاي دلیل بهبود روشكند. بهفراهم می ،مدنظر ژنوم

هاي پرورش محصولات رایج كشاورزي و روش

یابد. اهمیت میاستاندارد مهندسی ژنتیک، ویرایش ژن 

تواند یک ابزار قوي است كه می ،یکبنابراین این تکن

كار گرفته شود. پیرامون تامین نیاز غذاي جهانی به

براي اصلاح ارزش مواد غذایی، تولید  ،اینعلاوه بر

محصولات مقاوم به آفات و شرایط اقلیمی سخت 

. مهندسی ژنتیک براي [5, 4, 2]بسیار موثر است 

تر از دستکاري ژنتیکی گیاهان با وارد عموم قابل قبول

ها است. در خارجی در ژنوم آن DNAكردن یک 

صورت طبیعی و بدون نیاز به یند بهآكه این فرحالی

پذیرد. طور مصنوعی انجام میمهندسی ژنتیک به

عنوان یک زیرویروسی به RNAها و عوامل ویروس

صورت هم به ،هاي ژنتیکیوكتور براي تغییر توالی

 .[6]شوند صورت مصنوعی استفاده میطبیعی و هم به

ژنتیک معکوس براي بررسی عملکرد ژن و 

، شامل خاموشی درجا و DNAنویسی توالی حاشیه

غیرفعال كردن ژن با استفاده از اصلاح ترنسپوزون، 

گر مداخله RNA ریکامبینازهاي مخصوص توالی و

ترین شکل ساده ،گیري ژنیاست. با این حال، هدف

ورزي ژنی براي در بین چندین نوع تکنیک دست

وجوي عملکرد ژن در محیط درون شیشه است جست

سطح  ،ورزي ژنی با استفاده از ترنسپوزون. دست[7]

ي ادغام تصادفی در بیان ژن القا شده را در نتیجه

كه دهد، در حالیموقعیت ژن تحت تاثیر قرار می

RNA تاثیرات فوري كاهشی خواهد  ،گرمداخله

بینی ا تاثیرات خاموشی ژنی غیرقابل پیشداشت، ام

براي مهندسی ژنتیک  SSNsدارد. انواع متنوعی از 

كه جزئیات هر سیستم متفاوت شوند. با ایناستفاده می

مشابه  ،SSNsند كلی هر سه سیستم آیاما فر ،است

 . [1]است 

ریکامبینازهاي مخصوص ویرایش ژنوم با استفاده از 

  SSRsر یابی یا به اختصاتوالی

براي اولین بار در  ،در محل اختصاصینوتركیبی 

مثال اصلی سیستمی بود كه  و ها معرفی شدباكتري

محل خاصی در مهاجرت از  موجب قطع ژنوم و

 بعد بود. كلاياشرشیا، به ژنوم میزبان باكتریوفاژ لاندا

هزاران سیستم نوتركیبی خاص محل در بخش  ،از آن

ها و چنین بعضی از آركئیها و هماي از باكتريعمده

خصوص در مخمرها( یوكاریوتهاي میکروبیال )به

دو توالی  ،شناسایی شدند. در نوتركیبی خاص محل

اي بر روي تک هاي جداگانهدر مکان DNAكوتاه 

نیاز  ،جدا از هم DNAهايیا مولکول DNAمولکول 

در محل خاصی باند فسفودي  DNAهاي رشته .است

هم متصل شده و انتهاهاي شکسته به شکنندرا می استر

گیرد. شناسایی توالی و كاتالیز و نوتركیبی انجام می

توسط آنزیم مخصوصی انجام  ،شیمیایی واكنش

 SSR: Site Specificشود كه به اصطلاح می

Recombinator بدون نیاز به  ،شود. فرآیندنامیده می

 ATPهیچ سنتز با تخریب و یا كوفاكتور خاص و 

ابزار مفیدي براي ها  SSR(.1)شکل [8]شود م میانجا
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ها و فعال یا غیرفعال كردن بیان ژن ورزي ژنومدست

 در موجودات مختلف هستند. ریکامبینازهاي

با سرعت بخشیدن به ایجاد شکاف  ،مخصوص توالی

موجب بازآرایی  ،DNAهاي و اتصال مجدد رشته

 [9]شوند هاي كوتاه مخصوص میها در توالیتوالی

 (.2)شکل

وارد دهه سوم  ،براي مهندسی ژنتیک SSRsاستفاده از 

ریکامبینازهاي كشف اولیه آن مربوط به  .شودمی

طور سیستم هترولوگوس است. در ژنوم گیاهان به

ی از تعیین تعداد هاي ناشموثري براي حل پیچیدگی

و ادغام موثر  DNA، حذف ناخواسته كپی ژن خارجی

DNA استفاده اي از ژنوم در محل شناخته شده

هاي ریکامبیناز بهترین سیستم. [8, 5]شود می

ها و متعلق به باكتري ،یابیمخصوص توالی

ها به دو گروه عمده مخمرهاست. بیشتر این سیستم

استفاده  كه شوند، كه براساس ریکامبینازيتقسیم می

ریکامبینازهاي تیروزین و ریکامبینازهاي  ،شودمی

دلیل رزیدو گذاري بهشوند. علت نامسرین نامیده می

حمله  DNAمینواسید نوكلئوفیلیکی است كه به رشته آ

كرده و از طریق تیروزین یا سرین در طول تعویض به 

باشند هم مرتبط نمیشود. دو خانواده بهآن متصل می

و ساختار پروتئینی و مکانیسم واكنش متفاوتی دارند 

[9]. 

[10]پیش ماده و محصول نهایی حاصل از عمل ریکامبیناز  -1شکل  

 

[10]نتایج حاصل از نوترکیبی -2شکل  
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 مکانیسم عمل ریکامبینازها

ابتدا باید توسط  ،براي نوتركیب شدن DNAدو سایت 

هاي اتصال پروتئین ریکامبیناز شناسایی شوند. سایت

پروتئینی تشکیل سیناپس داده و مقابل رشته تعویض 

گیرند كه شامل حذف و اتصال مجدد شونده قرار می

تعویض، ریکامبیناز است. در طی  DNAهاي رشته

 ،طور موقت از هیدروكسیل رزیدو تیروزین یا سرینبه

كوالانس متصل  DNAبه فسفات ستون صورت به

ها از محل نقاط مقطوع شکسته شود. رشتهمی

ها را هربار یک رشته ،شوند. ریکامبیناز تیروزینمی

ولی ریکامبیناز سرین  ،جفت باز تعویض كرده

كه در دو  DNAرشته  گري شکست هر چهارواسطه

دهد سایت داراي نوتركیبی هستند را انجام می

عموما توالی مشابهی  ،هاي نوتركیبی(. محل3)شکل

داشته و داراي یک انتهاي چپ و یک انتهاي راست 

هر انتهاي چپ به انتهاي راست دست توالی  .باشندمی

شود، كه موجب ایجاد بازسازي شریکش متصل می

ر محصولات حاصل از نوتركیبی هاي مشابه دتوالی

شوند. این قطبیت معمولا توسط میزان مشابهت می

بین ابتدا و انتهاي رشته تعویض شده  ،پوشانتوالی هم

 .[9, 8]شود گیري میاندازه

 

 

شود و عمل ریکامبیناز تیروزین که در محل نوترکیبی می DNAعمل ریکامبیناز سرین که موجب شکست هر چهار رشته  مکانیسم -3شکل 

  .[9]شکند در محل نوترکیبی را می DNAدو رشته از چهار رشته 

 

بسیاري مثل  هاي وابسته به ریکامبینازهايسیستم

Cre/loxP, Flp/FRT  براي انجام بازآراییDNA 

اي براي طور گستردهریکامبینازها بهاند. شناسایی شده

ا، مخمرها و هگیاهان، باكتري DNAورزي دست

 knock)یا   (knockout)پستانداران از طریق ایجاد 

in)یکی از مزایاي [10]گیرند مورد استفاده قرار می .

ریکامبینازها نبود مکانیسم ترمیمی بین سلولی و 

همچنین  توانایی اجرایی با عدم نیاز به شکستگی در 

 DNAرشته دوتایی است. علاوه براین، ریکامبینازها 

كه شناسایی كنند، طوريدهنده را با ژنوم ادغام می

ي شیمر، هاها ساده است. ضعف این آنزیمفعالیت آن

و سمیت با  (off-target)سطح بالاي اثرات غیرهدف 

 .[1]هاست بیان بالاي آن

ه از اندونوكلئازهاي مخصوص ویرایش ژنوم با استفاد

 (SSNs)یابی یا به اختصار توالی

ها وابسته به SSNویرایش با استفاده از 

دونوكلئازهایی با توانایی ایجاد شکست در محلهاي ان
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ها داراي یک SSNهستند.  DNAخاصی از توالی 

هستند كه  RNAیا  DNAدمین متصل شونده به توالی 

چسبد. شکافت توالی هدف با به توالی هدف می

SSNبا مکانیسم ترمیمی درون سلولی دنبال  ،ها

 شود، كه درنهایت منجر به تصحیح ژن در محلمی

براي  SSNsد. انواع متنوعی از شوموردنظر می

كه جزئیات هر شود. با اینمهندسی ژنتیک استفاده می

یند كلی هر سه سیستم آاما فر ،سیستم متفاوت است

SSNs  در تمام حالات، هدف توالی [1]مشابه است .

شکستن رشته دوتایی در محل ژن  و DNAخاصی از 

هدف است. ترمیم رشته دوتایی شکسته شده به دو 

 پذیر است: روش امکان

-Non) همولوگ  غیر انتهاهاي اتصال ترمیمی مسیر

Homologous End-Joining (NHEJ))  ،ترمیمی  مسیر

. (Homology-Directed Repair (HDR))همولوگ 

واند بسیار تمی SSNsنتیجه ویرایش ژنومی توسط 

متفاوت باشد كه نتیجه تغییرات ژنومی وابسته به مسیر 

(.4شکل) [1]اصلاح و تعمیرهایی است كه گفته شد 

 
ممکن است در غیاب رشته  ،SSNsتوسط  بعداز شکسته شدن رشته دوتایی. SSNsنتایج محتمل حاصل از ویرایش ژنوم با استفاده از  -4شکل 

د و با ترمیم انتهای غیر هومولوگ، ادغام ژن صورت پذیر ،دهنده DNAیا در صورت حضور  ،دهنده نتیجه به خاموش کردن ژن منتهی شود

 .[11]نظر باشد د است ایجاد جهش و یا ادغام ژن مور ممکن ،بازسازی انجام گیرد. نتیجه ترمیم شکست رشته دوتایی با مسیر هومولوگ

 

 HDRترین فرم در جانداران دیپلوئید مثل انسان، رایج

دهنده و  DNAاست كه توالی مشابه طویلی بین 

)الیگو  گیرنده وجود دارد. در حضور الگوي دهنده

در طول  DSB ،اي مناسب(نوكلئوتید تک رشته

یک  شوند.سیکل سلولی ترمیم می G2و Sفازهاي 

ي هادر سلول DSBبراي ترمیم مسیر پیش فرض

باشد زیرا غیروابسته به سیکل می ،NHEJپستاندران 

 پذیر است: سلولی و طی دو حالت امکان

هاي مسیر كلاسیک: كه شامل اتصال پروتیئن -1

كننده هاي مرمتو سایر پرتئینKu70-Ku80 هترودایمر
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DNA  در محلDSB  و سپس اتصال دو انتهايDNA 

 است.

هاي ابجاییمسیر متناوب: كه عامل بسیاري از ج -2

جایی انکوژنی و مستلزم جابه DSBالقا شده توسط 

هاي ها و نوآراییجاییعامل جابه ،است. این مسیر

تعداد زیادي از  كهزمانیمخصوصا  ،كرموزومی است

off-taget DSB .ها صورت بگیرد 

یکی از مشکلات باقی مانده در ویرایش ژنومی تعمیر 

ها و SSNدادن چگونگی با هم انتقال  ،HDRشده با 

بازسازي رشته الگو است. كارایی آن بستگی به توالی، 

 (.5شکل) [12]محل مورد نظر و ناحیه هدف دارد 

 

برای تولید شکستگی دو رشته در دو نقطه از یک کروموزوم  SSNsکه از . هنگامیNHEJشکستگی دو رشته در دو نقطه و ترمیم  -5شکل 

پیش برود، وقتی شکستگی دو رشته در دو  ز رشته هدفیلی اطو بخشممکن است تعمیر شکستگی به سمت حذف یا ادغام  شود،استفاده می

 .[10]جایی آن قطعه می شود موجب جابه NHEJشود، نقطه روی دو کروموزوم متفاوت ایجاد می

Off-target activity  نتیجه غیر هدف( یکی دیگر از(

كه آنالیز هاي اجرایی در این روش است. با ایننگرانی

كمی را نشان   off-targetهايكل ژنوم گیاه مکان

توانند با می off-targetهاي و این جهش دهدمی

back-crossing  [12]حذف شوند. 

چهار خانواده نوكلئاز مهندسی شده براي ویرایش 

ژنوم موجود است: مگانوكلئاز مهندسی شده 

(MegaN) ، نوكلئاز انگشت روي(ZFNs) نوكلئاز ،

و خوشه  ،(TALENs)فعال كننده بیان رونویسی 

م پخش شده بین تکرارهاي كوتاه پالیندرومیک منظ

 Cas9به پروتئین  فواصل منظم وابسته

(CRISPR/Cas9)ها این فرصت را فراهم . این سیستم

كنند كه بتوانیم بصورت ارزان و موثرتري اصلاح می

 ژنوم كنیم.

 مهندسی ژنوم با استفاده از مگانوكلئازها 

مگانوكلئازها نوكلئازهایی طبیعی هستند كه در 

اي از ها متعلق به خانوادهكشف شدند. آن 1980اواخر

)از  DNAیعی از هاي وسنوكلئازها هستند كه توالی

طور خاصی جفت باز( را شناسایی كرده و به 40تا  12
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ها در مقایسه با دهند. علاوه براین، آنبرش می

سمیت سلولی كمتري  ،ZFNsهاي دیگر مانند روش

را آن ،هاي وسیع شناخته شده مگانوكلئازدارند. سایت

 تبدیل به یک ابزار مناسب براي مهندسی ژنتیک كرده

تعداد وقوع طبیعی مگانوكلئازها محدود بوده اما  است.

طور مناسب و موثري كل ژنوم را پوشش و به

این است  هااز دیگر معایب مگانوكلئاز. [13] دهندنمی

هاي هاي مشخصی براي تمام توالیكه ساخت آنزیم

بر هزینه  SSNsهاياحتمالی در مقایسه با سایر سیستم

گیر است. هر هدف جدید مهندسی ژنوم، و وقت

نیازمند یک مرحله اولیه مهندسی پروتئین براي هر 

ازها  مگانوكلئاز سفارشی است. بنابراین، مگانوكلئ

 از لحاظ فنی به چالش كشیده شدند براي انجام كار

 (.6)شکل

ي اخیر دو نوع نوكلئاز ویرایش كننده ژنوم طی دهه

با موفقیت براي ویرایش و  ZFNو  TALENهاي نامبه

اصلاح گیاهان مورد استفاده قرار گرفته است. اخیرا 

 CRISPR/cas9یک تکنیک جدید دیگري به نام 

ر چشمگیري براي ویرایش ژنومی طوكشف شده و به

 شود.ها استفاده میدر سطح وسیعی از گونه

 
ایدو رشته DNAشمای کلی طرز عمل مگانوکلئاز بر روی  -6 شکل            

سیستم ویرایش ژنوم وابسته به نوكلئاز انگشت روي 

 ZFNیا 

 Zinc (ZFN)اولین نسل ابزارهاي ویرایش ژنومی

Finger Nuclease .این تکنیک داراي دو جزء  بود

و  (ZFP)هاي تکرار شونده انگشت روي پروتئین

 30از ZFP  باشد. هرمی DNAدمین متصل شونده به 

آمینواسید و یک موتیف آلفا هلیکس كه توسط یک 

تشکیل   tپیوند روي به دو صفحه بتا متصل شده است

هاي تکرار شونده پشت سرهم به شده و پروتئین

لئوتیدي قسمت ژن هدف متصل نوك 9-18توالی 

براي ایجاد  FOKI. دایمر اندونوكلئاز [14, 1]شوند می

DSB  درDNA  .است ZFNو TALEN  هر دو براي

 FOKIكلئاز رایج و معمولی از نو DSBشکستن 

به نزدیکی  ZFNدو واحد مونومري  .كننداستفاده می

ها را از هم شوند و رشتهناحیه ژن هدف متصل می

در  DSBي مناسبی براي ایجاد جدا كرده تا فاصله

صورت تشکیل . چون در غیر اینژنوم ایجاد شود

.[15] شودمیغیر ممکن  FOKIدایمر اندونوكلئاز 
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، که ZFNsنیازمند یک جفت  ،. القای شکستگی در رشته دوتاییهدف DNAبه قطعه  لصصویر دایمر نوکلئاز انگشت روی متت  -7 شکل

و دمین شکافنده اندونوکلئاز  N-terminalها نشان داده شده( در انتهای تا از آن 4در این شکل ) پروتئین انگشت روی 6الی  3هریک شامل 

در موجب شکست   FOKIشناسایی شده، و آنزیم  ZFNنوکلئوتید توسط دایمر  18-36باشد. حدود می C-terminalنتهای در ا FOKIمحدودگر 

 .[10]شوند دیگر جدا مینوکلئوتیدی جداگر از یک 5-7والی توسط ت ZFNشود. دو توالی شناسایی در توالی هدف می DNAدو رشته 

ایجاد جهش در ژن  ZFN اولین موفقیت استفاده از

در حدود یک دهه پیش بود و  [4] زردي دروزوفیلا

د نداران مورها و جاتاكنون در مورد بسیاري از سلول

 طور مثال در زیگوت ماهیاستفاده قرار گرفته است. به

، در زیگوت خانواده 2008طور مستقیم در سال زبرا به

 .[17, 16, 5] 2010ها در سال موش

تلال ها: ایجاد اخبراي درمان بیماري ZFNستفاده از ا

( براي 34CD+نسان )ژن سلولدر ا 5CCRدر بیان ژن 

و نهایتا موجب حفاظت از   HIVمقاومت به ویروس 

 .[6] شودمی  HIVان هاي ایمنی بدن و درمسلول

سیستم ویرایش ژنومی وابسته به اندونوكلئاز فعال 

 TALEN كننده رونویسی یا به اختصار

TALEN از  سرعت بعدبهZFN  ظهور كرد. در این

هاي شیمر استفاده از پروتئینZFN  روش نیز همانند

 DSBموجب  FOKI. دایمر اندونوكلئاز [7] شودمی

ترتیب فاكتورهاي شبه فعال شود. اجزاي آن بهمی

هستند.  DNAي ترجمه و دمین متصل شونده به كننده

هایی ي ترجمه، پروتئینفاكتورهاي شبه فعال كننده

انواده هاي خطور طبیعی از باكتريهستند كه به

هایی در ژنوم شوند و به توالیزانتاموناس ترشح می

یابند. دمین متصل شونده به گیاهان میزبان اتصال می

DNA  نیز از تکرارهاي متنوعی تشکیل شده كه هر

آمینواسید طول دارند. هر تکرار  33-35كدام حدود 

هدف شناسایی  DNAیک تک نوكلئوتید را در توالی 

نوكلئوتیدي توسط دو كه اختصاصیت  كندمی

 ]2 [شودتایید می 12-13هاي آمینواسید در موقعیت

 .(8)شکل
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افکتورهای شبه فعال کننده رونویسی در انتهای دارای  TALENهر توالی  .هدف DNAجفت شده با توالی  TALENتصویر نوکلئاز  -8شکل

N-terminal (TALEs)  و دومین شکافنده اندونوکلئازFOKI ی در انتهاC-terminal  است. هر TALEsتکرار متغیر دو رزیدویی  15-20شامل

(RVDs)  و هرRVDs  یک جفت نوکلئوتید از توالیDNA های کند. جفتهدف را شناسایی میTALEN  جفت باز را روی  30-40حدوداDNA 

با فونت در تصویر شوند )هم جدا می ازDNA جفت باز از جداگر 12-21توسط  TALENو دو جفت از توالی هدف  کنندهدف شناسایی می

 .[10] اند(کوچک مشخص شده

براي  The golden gate cloning systemروش 

 TALENاي از انواع پلاسمیدهاي آوري كتابخانهجمع

توسط  2013پروتئین انسانی در سال  18،740براي 

 كیم و همکارانش انجام شد.

TALEN پذیري و كارایی بیشتري نسبت به انعطاف

ZFN ولی عیب آن مشکل بودن شناسایی  ،دارد

بار بلندتر بودن تکرارهاي آن  3-4نوكلئوتیدها و 

 و TALENتکرارهاي  است. شباهت ZFNبه  تنسب

ها در آوري و نگهداري آنپیچیده و دشوار بودن جمع

هاي میزبان از ها در سلولیک پلاسمید و كدگذاري آن

این تکرارهاي ر معایب این تکنیک است. علاوه بردیگ

ها بندي آنها چالش بزرگی براي بستهپشت سرهم آن

 در وكتورهاي آدنو وایرال و رترو وایرال است.

 NTF3هاي در ویرایش ژن TALENاولین استفاده از 

لوكوس در  5هاي سلولی و شناسایی در لاین CCR5و

بود. در  2011هاي پایه جنینی انسان در سال سلول

كاهش یافته و   Off-targetهايمیزان جهش ،این روش

 یابد. ئازها كاهش میسیتوتوكسیتی مرتبط با نوكل

CRISPR/cas9  یک ابزار پیشرفته و سریع براي

 ویرایش ژنوم

براي   CRISPR/cas9ناماخیرا یک ابزار جدید به

صورت سریع و موثر كشف شده است. ویرایش ژن به

  FokI،CRISPR/cas9سواي اندونوكلئازهاي برشی 

طور خاص یک اندونوكلئاز باكتریایی است كه به

 ،DNAشونده به هاي متصلصال به پروتئینجاي اتبه

 bp20ي RNAبراي رسیدن به هدف، به توالی 

رساند. هدف می DNAرا به سمت چسبد، كه آنمی

تحقیقات بیولوژیکی امروزه به سمت ایجاد انقلاب در 

مهندسی ژنتیک حیوانات و گیاهان با استفاده از 

 ریزيبا قابلیت برنامه RNAو   CRISPR/cas9سیستم

در باكتري  1987بار در سال اولین  CRISPRاست.

E.coli  كشف شد كه  1987شناسایی شد. در سال
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 32نوكلئوتید در بین هر  29ها حاوي ژنوم باكتري

سال بعد  10در طی  نوكلئوتید غیرتکراري است.

هاي مختلف و عناصر تکراري دیگري در باكتري

موجیکا و  2000ها گزارش شد. در سال آركئی

هاي تکراري بین ژنی را در این توالی [18] مکارانشه

بندي كردند كه در بیش از یک خانواده خاص دسته

ها وجود دارد. آركئی درصد 90ها وباكتري درصد 40

براي اولین  [19]جیسون و همکارانش  2002در سال 

هاي تکراري براي شرح توالیCRISPR  بار از عبارت

ها ها استفاده كردند. اهمیت این توالیدر ژنوم باكتري

ی ژنوم وقتی مشخص شد كه محققین به شباهت توال

پی  CRISPRهاي هاي بین لوكوسفاژها با توالی

مشخص شد كه لوكوس  2002. در سال [20] بردند

CRISPR ها قادر به آلوده شود و ویروسترجمه می

. [21] نیستند CRISPRهاي داراي توالی كردن آركئی

ها موجب شناسایی سیستم تمام این یافته ،ادامه در

CRISPR عنوان یک حافظه ایمنی و مکانیسم دفاعی به

دگی باكتریوفاژي شد. مطالعات نشان دادند در برابر آلو

داراي اختصاصیت براي ژن CRISPR Spacer كه 

 CRISPRهاي مرتبط با هدف هستند و آنزیم

ي اكتساب  كه كنترل كننده باشندمی  Casهايآنزیم

Spacer ها و  كنترل آلودگی فاژي هستند. در سال

سه جزء كلیدي كه در این سیستم نقش دارند  2011

 : [22] اسایی شدشن

1- CRISPR RNA (CrRNA) 

2- Trans-activating RNA (tracrRNA) 

 Cas آنزیم -3

است.   Cas9،PAMویژگی حیاتی و ضروري دیگر 

PAM   از  3سه نوكلئوتید در نزدیکی انتهايDNA 

كه اختصاصیت را در جستجوي ژن هدف  است هدف

یی دهد كه شناساكند. مطالعات اخیر نشان میتعیین می

PAM اندازي انتقال بینشامل راه  Cas9 كه هدفش

. شروع باشدمیاتصال است و كانفورماسیون شکاف 

 PAMدر ناحیه  RNA-DNAتشکیل هترودوپلکس 

به tracrRNA/ CrRNA. اتصال [23] گیردانجام می

از حمله و شروع فعالیت نوكلئازي  بعد PAMنزدیکی 

Cas9 هاي از میان دمینRuv  وHNH گیرد. انجام می

خاص است.  Cas9براي هر ارتولوگ  PAMتوالی 

 (Sp Cas9)استرپتوكوكوس پیوژنز  Cas9براي مثال 

را در  NGG-5و  NAG-5هاي داراي تواند توالیمی

PAM .مورد هدف قرار دهد Cas9  نایسریا

راي اهاي دPAMتواند می (NM Cas9)مننژیتیدیس 

را هدف قرار دهد. اخیرا  NNNNGATT-5توالی 

 Pluri potentهاي پایه ي سلولبرا NM Cas9سیستم 

. هر هیبرید [24] انسانی مورد استفاده قرار گرفته است

CrRNA  به همراهtracrRNA  است و هر دو باهم یک

RNA  راهنماي شیمر با ساختار سنجاق سر را تشکیل

عنوان داربستی براي به tracrRNA(. 9دهند )شکلمی

كند. به محل شکاف عمل میCas  ئازاتصال نوكل

هدف توسط دو  DNAبا  Casاختصاصیت اتصال 

هدف را براساس مکمل  DNAكه  SgRNAتوالی 

دهد و حضور یک بودن جفت بازها تشخیص می

كه  NGGبا توالی  PAMپروتوراسپیسر مجاور موتیف 

تعیین  ،بلافاصله در پایین دست ناحیه هدف قرار دارد

 Casشدیدا محافظت شده  شه ژنیِشود. چندین خومی

اند. خانواده در مجاورت عناصر تکراري یافت شده

 HNHو  RuvCتوسط دو دمین  Cas9پروتئینی 

 شوند.شناسایی می
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)به  tracrRNAنوکلئوتید قرمز رنگ( و داربست  20) crRNAسنتز شده نتیجه اتصال  RNAراهنما، یک مولکول  RNAتصویر یک  -9شکل 

هدف  DNAمناسب و مورد نیاز هستند. توالی  Cas9گیری توالی مخصوص در ژنوم برای اندونوکلئاز ها برای هدفsgRNAباشد. می رنگ آبی(

ها محل ایجاد شکستگی به رنگ آبی(. فلش PAM, NGG نوکلئوتید به رنگ مشکی( و در بالادست عناصر کمکی ) 20که شامل پروتواسپیسر )

 .[24]دهند نشان می Cas9از ایجاد شده توسط اندونوکلئ

 
، دارای sgRNA. یک sgRNA-guideگیری توسط همراه هدفهدف به DNAتصویر نمایشی . CRISPR/Cas9نمای کلی از سیستم  -10شکل

ورد نظر راهنمایی کرده و پیچ و تاب حدود را برای متصل شدن به محل م Cas9، که اندونوکلئاز tracrRNAو دم  crRNA spacerنوکلئوتید  20

ژنومی  DNAتدا و انتهای رشته باشد. اب N20-NGG-50کند. محل هدف باید در چارچوب نوکلئوتید از محل مورد نظر بر روی ژنوم را باز می 20

 .[25] شوداز شکافته میحدود سه جفت ب PAMبرای ایجاد شکستگی رشته دوتایی در نزدیکی  Cas9از  HNHو دمین  RUVتوسط دومین 
 

نوع سیستم  11مطالعات اولیه نشان دادند كه حداقل 

CRISPR/Cas ها در وجود دارند و تمام این سیستم

  IIIو Iشوند. نوع تقسیم می  I,II, IIIسه گروه عمده 

هستند كه براي  Casحاوي انواع مختلف پروتئین 

 CrRNAاسیدهاي هدف با  تسهیل شناسایی نوكلئیک

فقط از  II. اما در نوع دهندتشکیل یک كمپلکس را می

 ،شوداستفاده می Cas9بنام نوكلئاز  Casیک پروتئین 

دلیل ساده بودن بیشتر مورد مطالعه قرار گرفته و كه به

تبدیل به یک ابزار ژنومی مناسب جهت ویرایش شده 

 .[27 و 26] است
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 Iنوع   CRISPR/Casسیستم 

 Cascadeو  Cas3هاي این سیستم شامل پروتئین
(CRISPR-associated complex for antiviral 

defense) باشد. مجموعهمی CRISPR ساز به پیش

CrRNA شود و طی پردازش بر روي تبدیل می

بالغ  كوتاه وCrRNA هاي تکراري تبدیل به یک توالی

اراي فعالیت مخصوص د Cascade 7. [28] شودمی

نوكلئوتید تکراري بالادست توالی  8 باشد.تکرار می

كوتاه داراي كل  CrRNAشکافد و جداكننده را می

كند. توالی واقع شده در كنار تکرارها را رها می

CrRNA  ارتباط خود را با مجموعهCascade  حفظ

 كند.كرده و مجموعه را به سمت هدف هدایت می

 8كنش بین اولین نوكلئوتید از ثر نیازمند میانایمنی مو

شناخته   Target seedعنواننوكلئوتید هدف )كه به

راهنما است. در انتهاي  CrRNAشود( و كل توالی می
وقوع جهش در شش  RNA:DNAدوپلکس  5`

سیستم  كلاياشرشیادر Target seed نوكلئوتید بجز 

كه به  دهد.را تحت تاثیر قرار نمی CRISPRایمنی 

اي نانوكانونیکال تشکیل شده توسط دلیل ساختار رشته

CrRNA  راهنما و رشتهDNA اش با جنسهم

است. این استقرار وضعیت نیازمند  Cascadeمجموعه 

چرخش خارجی هر یک نوكلئوتید از هیبرید 

CrRNA:ssDNA  است. همچنین، ششمین نوكلئوتید

ختار تواند بدون جفت شدن با این سامی Seedاز 

در نتیجه جهش در این موقعیت  .غیرمعمول باقی بماند

كند. دومین جز مهم براي اختلالی در ایمنی ایجاد نمی

حضور موتیف نوكلئوتیدي بلافاصله  ،ایمنی نوع اول

یا  PAMاز بالادست توالی هدف بنام  بعد

(protospacer-adjacent motif)  است. در سیستم

والی سه نوكلئوتیدي یک ت ،كلاياشرشیادر   I-Eنوع

AWG نام است كه بهCasA شود و جزئی شناخته می

رسد كه نظر می. به[29] باشدمی Cascadeاز مجموعه 

یک نوع مقاومت به خود ایمنی ایجاد  PAMوجود 

 DNAهاي كند و مانع از خود ایمنی در برابر توالیمی

هستند.  CrRNAز خود در جداكننده كه مکمل رم

توالی تکراري مانع از  5در انتهاي  PAMغیاب 

، جهش در Seedد. همانند توالی شوگیري میهدف

PAM  موجب گریز و در امان ماندن باكتریوفاژ از اثر

هر گاه هر دو  .[30] دشومی CRISPRسیستم ایمنی 

 Cas3 ،مقابل هم قرار گیرنددر  Seedو  PAMتوالی 

اي توسط مجموعه دو رشته DNAعنوان نوكلئاز به

Cascade  براي شکافت رشتهDNA  در محل

كار گرفته به 5به سمت   3گیري از انتهايهدف

 .[35-31] شودمی

 IIنوع   CRISPR/Casسیستم 

به حضور  بستگی CRISPRسیستم نوع دوم 

ترین نوع در بین تمام دارد و ساده Cas9اندونوكلئاز 

یند تولید آباشد. فرمی CRISPRهاي انواع سیستم

نیازي به اندوریبونوكلئاز  CrRNAساز پیش

مخصوصی نیست. در عوض توالی خاص نوع دوم 

CRISPR  یکtracrRNA كند كه داراي را كد می

. [26, 22] هاي تکراري استناحیه مکمل توالی

شود كه متصل میtracrRNA  بهCas9  نوكلئاز

tracrRNA هاي تکراري نیز به توالیCrRNA  متصل

 RNaseIIIاي توسط دو رشته RNAاست. این ساختار 

و  tracrRNAبارشده با  Cas9شکافته شده و یک 

CrRNA كند. تولید میCas9  تنها ژن مورد نیاز براي

. همانند نوع [23] است CRISPRبروز ایمنی نوع دوم 

نوكلئوتید از توالی  8اول، در نوع دوم نیز به شش الی 
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Seed    وPAM توالی  .[36, 22] نیاز استSeed    و

PAM  گیري هدف قرار دارند، كه هدف 3`در انتهاي

ول است و هر جهشی در این همانند سیستم نوع ا

ها از سیستم ایمنی ها موجب فرار ویروستوالی

مجموعه محض آلودگی، به [36, 22]شود می

ژنوم ویروسی  tracrRNA/crRNA/Cas9ریبونوكلئاز 

 Cas9كند. اتصال وجو میجست PAMرا براي توالی 

موجب باز شدن كلاف در بالادست توالی  PAMبه 

اش به توالی مکمل crRNAهدف شده و اتصال 

ایجاد  crRNAه ي اتصال فعالان. نتیجه[36] شودمی

 است Cas9 لوپ در رشته هدف و  شکافت آن توسط

 HNH . لنگرگاه آنزیم براي اتصال دو موتیف[37, 23]

ري هستند، وكه براي بروز ایمنی نیز ضر RuvCو 

 DNAاز  ها یک رشتهباشد. هر یک از این دمینمی

عنوان یک به tracrRNA [39, 38] شکنندهدف را می

عمل  Cas9هدف به  DNAكوفاكتور در شکافت 

 .]28 [كندمی

 IIIنوع   CRISPR/Casسیستم 

ضور تر از بقیه است كه با حدهسیستم نوع سوم پیچی

عبارتی یا به RAMPو   Cas10هاي كد كنندهژن

(repeat-associated mysterious protein)  با زیرواحد

Csm  و یاCmr  با نوعIII-A  یاIII-B  كه در مجموع

 شوندنامیده می Cas10-Cmrیا  Cas10-Csmباهم 

یند پردازش توسط آ. همانند سیستم نوع اول فر[27]

شود. انجام می Cas6نوكلئاز مخصوص تکرار اندوریبو

جزئی از مجموعه  Cas6 ،برخلاف سیستم نوع اول

Cas10 تضاد دیگر تولید  [41, 40]باشد نمیcrRNA 

است كه  Cas6آن توسط  3ایجاد شکاف در انتهاي  و

هاي شود. طی آن توالینامیده می crRNAبلوغ 

یک جمعیت ناهمگونی  ،حذف شده 3تکراري انتهاي 

هاي بالغ راهنما كه در شش نوكلئوتید crRNAاز 

شود. از جمله تولید می ،م هستندانتهایی متفاوت از ه

( CRISPR 1دو ویژگی خاص در سیستم نوع سوم 

( 2رونویسی از سرتاسر هدف براي بروز ایمنی 

هدف است. فقط  DNAو هم  RNAشکافت هم 

crRNA  راهنما مکمل رشته كدكنندهDNA –  نه خود

باشد كه موجب بروز ایمنی می- الگو DNAرشته 

، CRISPRیر انواع سیستم د. برخلاف ساشوموثري می

شناسایی نشده و وقوع جهشی در هدف  Seedتوالی 

نیز  PAM. توالی [42] كنداختلالی در ایمنی ایجاد نمی

وجود ندارد. شباهت  CRISPRدر این نوع سیستم 

از  )كه crRNAهاي بالادست و بسیار بالا بین توالی

موجب  ،رونویسی شده است( DNAتوالی تکراري 

نین حسن اجراي ممانعت از بروز خود ایمنی و همچ

كه این ویژگی هم مزیت و شود اهداف مورد نظر می

 .[12] شودهم معایب این سیستم محسوب می

منظور در سلول به  CRISPR/Casمراحل سیستم 

 ایجاد ایمنی

كه سلول : هنگامی(Adaptation)مرحله انطباق  -1

گیرد، ژنوم باكتریوفاژها قرار میباكتریایی مورد هجوم 

ویروس وارد سلول میزبان شده و قسمت كوچکی از 

جفت باز به نام  26-72ژنوم ویروس به طول تقریبی 

protospacer  در مکان ژنیCRISPR  مابین اولین

( و انتهاي ناحیه inverted repeatsتوالی تکراري )

 spacerبه عنوان توالی  CRISPRپیشبري مکان ژنی 

شود. دو نوع از غیرتکراري جدید درج می

تشکیل  Cas2و   Cas1هايبه نام Casهاي پروتئین

دهند كه توالی یک ساختار پروتئینی چهارتایی را می
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DNA protospacer  جفت  26-71)به طول تقریبی

 protospacerباز( ویروس را از ناحیه موتیف مجاور 

(PAMشناسایی كرده و طی یک واكنش آنزیم ) ی به

كند. در ( اضافه میleaderتوالی رهبر ) 3′انتهاي 

هاي پلیمرازي و آنزیم لیگاز مرحله بعدي توسط آنزیم

عمل ویرایش و سنتز رشته مکمل  ،موجود در باكتري

. بر اساس [43] شودهاي تکراري انجام میتوالی

هاي نوكلئازي مطالعات انجام گرفته علاوه بر پروتئین

Cas1  وCas2 نوع دیگري از پروتئین ،Cas  به نام

Cas4  شناسایی شده است كه با فعالیت اگزونوكلئازي

امکان  ،overhang-′3و با ایجاد  3′به  5′در جهت 

را فراهم  CRISPRبه مکان ژنی  protospacerادغام 

 .[44] كندمی

: crispr RNA (crRNA)مرحله سنتز و پردازش  -2

 CRISPR ،برداري از مکان ژنیبعد از انجام نسخه

پیوسته از  هماي بهتک رشته RNAیک توالی 

هاي تکراري )حاوي نواحی پالیندرومیک( و توالی

طوري شود. بهغیرتکراري ایجاد می spacerهاي توالی

-preحلقه یا -كه نواحی پالیندرومیک ساختار ساقه

crRNA  یاCRISPR RNA دهند. اولیه را تشکیل می

 (CRISPR RNAاولیه crRNAدر نهایت پردازش 

processingهاي ( توسط نوكلئازي پروتئینCas  انجام

 .كندمی ایجاد را بالغ هايcrRNAو  گرفته

(: توالی Interferenceمرحله تداخل یا اختلال ) -3

tracrRNA  كه داراي یک ناحیهT ( 20شکل 

به ناحیه توالی  ،نوكلئوتیدي( و سه ناحیه حلقه است

متصل شده و تشکیل یک دوپلکس  crRNAتکراري 

tracrRNA/crRNA  به نامRNA ( راهنماgRNA )

 Cas9و كمپلکس  gRNAسپس بین  .دهدمی

كمپلکس غیرفعال  .[39]شود همکنش انجام میبر

Cas9  دمین  -1دمین است كه شامل  6دارايRECI :

است و در اتصال  Cas9بزرگترین دمین پروتئین 

gRNA  .دمین  -2دخالت داردRECII فعالیت دمین :

RECII  .دمین برهمکنش -3نامشخص استPAM  :

و اتصال  PAMفعالیت این دمین در شناسایی توالی 

gRNA  .دمین  -4استBridge-helix غنی از :

و امکان  gRNAنوكلئوتیدهاي گوانوزین در نگهداري 

را در  RuvCو  HNHهاي ایجاد برش توسط دمین

هدف ایجاد   DNA و gRNAایجاد هیبریداسیون بین 

و  Cas9كند. در هنگام ایجاد كمپلکس بین پروتئین می

Grna، هاي كنفورماسیون دمینRECII ،HNH 

را  Cas9تغییر كرده و تولید كمپلکس فعال   RuvCو

نوكلئوتید در  RuvC 4-3و  HNHهاي كنند. دمینمی

-18دهند. در واقع را برش می PAMبالادست توالی 

 seed regionناحیه PAMجفت باز بالادست توالی  12

هدف  DNAو  gRNAشود كه بین توالی نامیده می

شود. اختصاصیت این ناحیه در هیبریداسیون ایجاد می

بسیار حائز  CRISPR/Cas9یی سیستم آمیزان كار

هاي با ایجاد برش Cas9اهمیت است. كمپلکس 

ژنومی باعث ایجاد  DNA( در DSBsاي )دورشته

 . [46, 45] شودویرایش ژنوم در توالی ژن هدف می
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گیری ژن و هدف  CrRNAب( مراحل بیوسنتز  ،الف( آلودگی ژنوم توسط فاژ .CRISPRهای نمای کلی ویرایش ژنوم توسط سیستم -11 شکل

شود و متصل میtracrRNA بهCas9  زکه نوکلئاRNAase III  tracrRNAتوسط  و  CrRNAج( مراحل بیوسنتز ،CRISPRIIIبا استفاده از 

tracrRNA های تکراری نیز به توالیCrRNA گیری ژنوم با استفاده از کمپلکس متصل است و هدفCRISPRII، د( مراحل تولید و تشکیل 

Cas3  وCascade گیری ناحیه مکمل با و هدفCrRNA  [11] 

 

مختلف براي شناسایی  Cas9كشف نوكلئازهاي 

PAMگیري میزان هدف ،هاي مختلفCas9  را افزایش

 هاي داده است. همچنین افزایش شناسایی سایت

PAM   موجب افزایش تنوع سیستم ویرایش ژنومی

CRISPR/Cas9 است. علاوه براین فهم ساختار  شده

ات مورد اصلاح و تغییر Cas9پروتئینی و عملکردي 

 الف(
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هاي نیاز را براي طراحی و مهندسی جدید سایت

PAM ي تک دلیل راحتی استفادهكند. بهپذیر میامکان

RNA  در سیستم ویرایش ژنومیCRISPR/Cas9 ،

Guid-RNA (gRNA) بسیاري براي ویرایش هاي

اسید  20 ها داراي حدودgRNAاند. ژنومی اتخاذ شده

براي هیبرید شدن  نوكلئیک در توالی راهنما هستند كه

  اند.به محل ژنومی خاصی طراحی شده

  تحولی عظیم در علوم ژنتیک CRISPR/Cas9سیستم 

سازگاري، اجتماع راحت، اختصاصیت بالا و كارایی 

 و ZFNرا بسیار ارزشمندتر از  CRISPR/Cas9بالا 

TALEN .كرده است CRISPR/Cas9  امروزه

ها و gRNAترین متد براي ویرایش ژنوم است. رایج

Cas9 پیدا قادر به بررسی كل ژنوم براي  ،هاپروتئین

مکمل  DNAكه با  كردن توالی مناسب خود هستند

كنند. ایجاد می DSB جفت شده و در یک محل خاص

ها بسیار Spacerكشف شد كه  2005در سال 

 Casهاي و پروتئینCRISPR اند و براي ضروري

نقش مهمی  ،هايمرتبط با سیستم ایمنی اكتسابی باكتر

، مشخص 2007تعیین شد. دو سال بعد یعنی در سال 

وسیله شد كه سیستم ایمنی اكتسابی باكتري به

CRISPR یابددر برابر حملات ویروسی ارتقا می. 

همچنین مشخص شد كه ایمنی اكتسابی براساس 

RNA  تولید شده توسطDNA ایجاد شکاف  هدف و

شود. هر یمهاجم ایجاد م DNAدر رشته دوتایی 

نوكلئوتیدي است و تکرارها در  29تکرار یک توالی 

نوكلئوتیدي پخش  32بین پنج توالی غیرتکراري 

نیز شناسایی  CRISPRهاي مرتبط با اند. ژنشده

ها عموما مجاور عناصر تکراري اند این ژنشده

(repeat elements) اند. در صورت حفاظت شدهو به

  CRISPRل لوكوسمشخص شد كه انتقا 2011سال 

 اشرشیاكلايبه  استرپتوكوكوس ترموفیلوساز   IIنوع 

در سویه  CRISPRتواند موجب اختلال سیستم می

 نشان داده شد كه 2012. در سال شودباكتري متفاوت 

cas9 استرپتوكوكوسسازي شده از خالص 

تواند در می پیوژنز استرپتوكوكوسیا  ترموفیلوس

براي شکافتن  CrRNAsعنوان هب in vitroشرایط 

DNA  شود. تولید شکستگی در رشته دوتایی در

مسیر را براي توسعه سیستم  ،ايشرایط درون شیشه

CRISPR/cas9 عنوان یک ابزار مهندسی ژنتیک به

هموار كرد. سرانجام  هنگامی كه كشف شد یک تک 

به   CrRNAموجب انتقال یک محتوي   ،RNAرشته  

در cas9 توسط DNAت شود و شکافتوالی هدف می

شود، سیستم شرایط آزمایشگاهی تسهیل می

CRISPR/cas9   از یک سیستم بیولوژیکی به یک ابزار

از اولین توضیحات در  مهندسی ژنتیک تبدیل شد. بعد

عنوان یک این تکنیک به ،CRISPR/cas9مورد سیستم 

پنج گروه از  .كار گرفته شدتکنولوژي ویرایش ژنوم به

دو جز سیستم عملکردي آن را  2013ال محققین در س

در انسان و موش و ماهی زبرا تعیین كردند. در همان 

ورزي شده هاي گیاهی دستزمان در مورد اولین گونه

از جمله  .تحت این تکنیک چندین گزارش داده شد

تامیانا و این گیاهان: آرابیدوپسیس تالیانا، نیکوتیانام بن

 باشد.می برنج

توان با استفاده از زي شده را میورگیاهان دست

هاي مختلفی غربالگري كرد. براي مثال گیاهان تکنیک

توان با را میCRISPR/cas9  ویرایش شده توسط

PCR  و هیبریداسیونSB  براساس ژن الحاق شده

هاي گزارشگر یا در صورت وجود ژن طراحی كرد.

ها، گیاهان ویرایش بیوتیکهاي مقاومت به آنتیژن
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توان از طریق مشاهده بیان فنوتیپی یا را میشده 

غربالگري  ،بیوتیکیهاي گزارشگر یا انتخاب آنتیژن

كرد. اضافه كردن دو ژن هدف، حذف، معکوس شدن 

توان با متدهایی یا جابجایی ژن در ناحیه هدف را می

 Restriction enzyme digestion analysisمثل

,SURVEYOR assay ,Sequencing analysis 
ارزیابی كرد. نوع غربالگري باید براساس نوع ویرایش 

انه ژن مورد نظر انتخاب شود. مهندسی ژنوم چندگ

و گوجه گزارش شده  تاكنون در آرابیدوپسیس، برنج

ایجاد  CRISPR/cas9است. اخیرا یک وكتور بر پایه 

  tool kitعنوان یک هب gRNAشده و نقشه وكتور مدل 

گانه در گیاهان تولید شده براي مهندسی ژنتیک چند

هاي كه این كیت در مورد پروتوپلاست ذرت، لاین

تراریخت ذرت و آرابیدوپسیس و اختصاصیت بالا 

مورد استفاده قرار گرفته است. توانایی ایجاد 

gRNAتوانند طور مشابه و باهم میهاي چندگانه به

هاي كروموزومی وسیع در مسیر براي تولید حذف

رفته شود. علاوه بر راحتی تولید كار گموثري به

sgRNA هاي هدف و توانایی انجام مهندسی ژنتیک

تواند در تمام می CRISPR/cas9موثرتر، سیستم 

هاي هاي گیاهی استفاده شود. در بعضی گونهبافت

توان را می  knockoutهاي هموزیگوتگیاهی، جهش

در یک نسل ایجاد كرد. همچنین، انتقال ژن هدف یا 

مورد نظر در ژنوم  DNAشی درجا( براي قطعه )خامو

 عنوان یک چالش باقی مانده است.گیاهان به
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Abstract 

Many genome editing tools introduces and successfully used to modify the genome of various organisms 

up to now. Genetic modification using enzymes is a powerful tool in biological research. So far, two 

generations of enzyme genomic editing tools have been introduced, (SSRs: Genome editing mediated by 

Site- Specific recombinases) and (SSNs: Genome editing mediated by Site- Specific Nucleases). The need 

for an application to modify the genome for the effective administration of a variety of genes in 

eukaryotic and prokaryotic organisms, saving time and expenses, improving quality and increasing the 

quantity of agricultural products, Therapeutic applications, drug production, or secondary metabolites, 

understanding the function of genes and inter-gene relationships, all of this has made rapid evolution and 

progress of the genome editing tools. During the last decade, two types of genome-editing nucleases, 

TALEN and ZFN have been successfully used for editing and modifying plants. Recently, another new 

technique called CRISPR / cas9 has been discovered and is widely used for genomic editing in a wide 

range of species. Today, using the CRISPR / cas9 system and the programmable RNA, a huge revolution 

has been created in biological research and genetic engineering. In this article, we have introduced and 

discussed the genome editing based on engineered endonuclease. 

Keywords: CRISPR/cas9, Endonuclease, Genome editing, Gene targeting 
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