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 انپیشگفتار مترجم

شود کهه در  شناسی نوین محسوب میهای علوم زیستبیوتکنولوژی و مهندسی ژنوم از شاخه

فته است. مهندسهی ژنهوم بواسهطه    های چشمگیری در آن صورت پذیردو دهه اخیر پیشرفت

کاربردهای مختلفی که در علوم پایه، کشاورزی، پزشکی و داروسهازی داشهته اسهت از توجهه     

ای برخوردار است. وجود چنین کاربرد گسترده و نیاز به کسب آگاهی بیشتر، ما را بر آن ویژه

نوشهته   eGoneG gnitioEداشت تا به سبکیَ شیوا ترجمه کتاب پهیش رو تحهت عنهوان    

 به چاپ رسیده است را بر عهده بگیریم.  2311کورساد تورکسن که در سال 

ههای  توان ابراز نمود کتاب حاضر نخستین ترجمه از معرفهی و کهاربرد روش  به جرات می

تواند مورد استفاده دانشهجویان  باشد که مینوین مهندسی ژنومی در کشور عزیزمان ایران می

زیستی، کشاورزی، پزشکی و داروسازی قهرار گیهرد. علیهرغم    علومهای مختلف و اساتید رشته

دقت و تلاش همه جانبه در ترجمه این کتهاب، بها ایهن وجهود ههیی اثهری عهاری از اشهتباه         

ههای آموزشهی و پژوهشهی    باشد، لذا از همه دانشجویان، اساتید و پژوهشهگران در حهوزه  نمی

های راد، ما را در ارائه هرچه بهتر نگارششود در صورت مشاهده هرگونه کاستی و ایتقاضا می

 آتی یاری نمایند.

 

 با تشکر

 گروه مترجمان

 

 

 

 



 

 فصل اول

 
 

 

 

 دهای نوکلئاز هدفمنویرایش ژنومی با آنزیم
 

 

 

 خلاصه

هها زمهان و   نیازمنهد سهال   بود که ییهایکبه تکن یمتک یکژنوم یمهندس یر،اخ یهادهه در

 فقهط و ی بهود  انتخهاب  یهانشانگر مانند DNA یچیدهبزرگ و پ هایسازوارهساخت  همچنین

 یفعله  یهایورافن ییحال، سهولت و کارا ینبا ا گرفت.مورد استفاده قرار می گونه چند یبرا

ی ، از جملهه تکنولهوژ  ههای نوکلئهاز هدفمنهد   آنزیمسابقه است. با ظهور یژنوم ب یرایشو یبرا

 ویهرایش قابهل   یها اکنون به راحته همه گونه یها، ژنوم(CRISPR-Cas9) 9کریسپر کاس 

 ازرا فراهم کرده است کهه نهه تنهها بهه درک مها       یشماریب یهافرصت یشرفتپ ینهستند. ا

ههای  جههش شناسهایی  باعه   بلکهه  کنهد،  یکمک مه  یماریب یهایزمو مکان یژن عملکردهای

 یهن . اگرددما  یستزیطمحید سبب اصلاح و دام، و شا کشاورزی ، اصلاح محصولاتزابیماری

 ینهده آ کاربردههای آن در زمهان حهال و   و  یژنوم یرایشو یورافن یهایشرفتفصل در مورد پ

 .کندیبح  م



 
 
 

 
 

41     یژنوم شیرایو 

 مقدمه

 طهی است.  یافتهبهبود  یریگچند سال گذشته به طرز چشم یط مژنو یدستکار یهایورفنا

ی ژنهوم  جایگاههای در  DNA ییهرات اصهلاح ت   یها  شناساییمحققان به منظور  ،دهه ینچند

 نهادر  یعهی و رخهداد طب  یهک  بودند، کهه  یمتک 1(HR) یبنوترک های همسانتوالیبر  ،خاص

ژن و  در شناسهایی عملکهرد  را  یارزشهمند  یکهرد رو یهب نوترک هایگچه همولوراگباشد. می

تهوالی ژنهومی   هدفمند  اندک در شناسایی یفراوانپدید آورده است، ولی  یماریب یهایزممکان

اسهتفاده   ،DNA یچیهده بهزرگ و پ  ههای سهازواره بهه   یازن یجهها و در نتیسماز ارگان یاریبس

 .ژن محدود کرده است یرایشو یاستراتژ یکبه عنوان را گسترده آن 

نشههان داد  یوکهاریوتی  یهها در سههلول یهب نوترک ههای سههاندر مهورد هم  یهه اول مطالعهات 

، قابلیهت  2(DSBs) انهد ایهرشهت دو DNAحاصل از قطعات ، که ایرشتهدو DNA هایپایانه

محققهان  ای باع  شهد تها   رشتهدو DNA هایپایانه یژگیو(. 1یار بالایی دارند )بسنوترکیبی 

 جایگههاه یهک ( در DSBs)ای هرشهت دو DNAیهک  لبانههه قهرار دادن داوط  یها آ ی کننهد بررسه 

ههای  جایگهاه  یها  همان جایگاهدر  یبنوترک هایسانهمیش ژنوم باع  افزا یکدر  اختصاصی

دو  یاسهتراتژ محققهین از  گهروه از   ینچنهد یهر. بهرای ایهن منظهور     خ یها شود یآن م یکنزد

 3اه برشهی مگانوکلئهاز  جایگه  ند به این صورت که در مرحلهه اول، یهک  استفاده کرد یامرحله

ای هرشتدو DNA مرحله بعد یک و درج گردید اندک فراوانی با یبنوترک هایسانتوسط هم

(DSBs) درجکهه   یافتنهد هها در آنگهردد.  بیان یهک مگانوکلئهاز همجهنس درج مهی     بوسیله 

برابر میزان  ینچند یشافزاسبب خاص،  جایگاه( در هر DSBs)ای هرشتدو DNAداوطلبانه 

 یادو مرحلهه  یوجهود، اسهتراتژ   ینبا ا(. 1، 2شود )و جایگزینی ژن می یبنوترک هاینساهم

ز را نداشهت و بهه طهور    انوکلئ مجدد ریزیمطالعات استفاده شده بود، امکان برنامه ینکه در ا

   کرد.میمحدود  یژنوم یرایشو یبرا ی رااستراتژ یناستفاده از ا یقابل توجه

                                                      
1-Homologous Recombination (HR) 

2- DNA Double-Strand Breaks (DSBs) 
 DNDجفت بازی  13تا  12های (: گروهی از اندوریبونوکلئاز هستند که به توالیMeganucleasesمگانوکلئازها ) -3

 زنندها را برش میای متصل شده و آنرشتهدو



 
 
 
 
 

    41  نوکلئاز هدفمند یهامیبا آنز یژنوم شیرایو

بهه  ( DSBs)ای هرشهت دو DNA درج قطعهات  جههت تر یرذپه انعطاف یک روش به دنبال

بهه   یمصهنوع  اندونوکلئازی هایآنزیم از یدکلاس جد یکدرون ژنوم، گروه کارول، استفاده از 

(. این نوکلئازها 9، 3ی قرار دادند )بررسمورد  را 1(ZFNs) های نوکلئاز انگشت رویآنزیم نام

ههای انگشهت روی   شهوند. پهروتئین  یههای یوکهاریوتی متصهل مه    DNAبه صورت دایمر بهه  

(ZFPs)2 ههای غیراختصاصهی  آنزیم سبب هدایت فعالیت کاتالیزوری Fok1  درون ژنهوم   بهه

را  DNAشهده   یهف تعر یشاز پ یهایها که توالکلئازمگانو (. برخلاف11، 11، 13شوند )می

ههای  تئینپهرو  ت ییرتوانند با یمZFNs) های نوکلئاز انگشت روی )آنزیمدهند، یم یصتشخ

هههدف قههرار دادن هههر مکههان مههورد نظههر درون ژنههوم، مجههددا   یبههرا (ZFPs)انگشههت روی 

 جایگاه اختصاصی ژن جایگزینید نتوانیها مZFNاستفاده از مهمتر اینکه  شوند. یزیربرنامه

 یهل حهال، بهه دل   ینبا ا(. 11، 9ند )بهبود بخش برابر ینچند را یبنوترک هایگهمولو بوسیله

ها توسط جامعه ZFN بکارگیری از گسترده یرشپذاز  مانع در طبیعت موجود هاییچیدگیپ

بکار  ومیژن یرایشو یها به عنوان ابزارهاZFN ینکهدهه پس از ا (. یک11شده است ) یعلم

ههها، ZFNهماننههد یافتنههد. توسههعه  نوکلئازهههای هدفمنههداز  یگههری، کههلاس دگرفتههه شههدند

 یهها ینپروتئ امتزاجحاصل از که  3(TALENs) یای شبه فعال موثر در رونویسکلئازهواندون

باشد، در ویرایش ژنهومی بکهار گرفتهه    می Fok1 یزوریکاتال ینو دام DNA هب شوندهمتصل

را بهه طهور    DNAکنند و یعمل م ایمرهاها به عنوان دیمآنز ینا (. همچنین10، 13شدند )

درون  بهه صهورت هدفمنهد   وانند تیرا فعال کنند و م یژنوم یرایششکند تا بتوانند ویموثر م

قابهل  و  ی، سهادگ هها تکرار ینبه  یتهوال همسهانی   یهل دل (. همچنهین بهه  19گیرند )ژنوم قرار 

   سازد.یم یرها را امکان پذاندونوکلئاز ینا مجدد یزیربرنامه ،TALE هایبودن کد ینیبیشپ

CRISPR-) 9نشهان دادنهد سیسهتم کریسهپر کهاس       2312 سهال  در و همکاران ینکژ

9Cas)4 )در بهاکتری  9کریسهپر یهار    -های تکراری کوتهاه  های منظم بین پالیندرومخوشه ،)

                                                      
1- Zinc-Finger Nucleases (ZFNs) 
2- Zinc-Finger Proteins (ZFPs) 
3- Transcription Dctivator-Like Effector endonucleases (TALENs)  
4- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR) - CRISPR-

associated 9 (Cas9) 
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تواند جرقهه انقهلاب   می ،است شده سازگار یژنوم یمهندس یبراکه  1استرپتوکوکوس پایوژنز

 یژنهوم  یرایشوجهت انجام  CRISPR-Cas9 یستمسعظیمی در ویرایش ژنومی پدید آورد. 

 یهک و  2(sgRNA) "راهنمها  RNA"ای بهه نهام   رشتهتککوچک  RNAمولکول  یک دارای

بها  ای رشهته تهک کوچک  RNA(. 23باشد )می Cas9 ی به ناماختصاصغیر آنزیم اندونوکلئاز

Cas9  و اتصال بازهای  دهدیم یلتشکیک کمپلکسRNA  بهه تهوالی ژنهوم ههدف      راهنمها

هها  ZFNبا  یسهر مقامکانیسم سیستم کریسپر د پذیرد.یک انجام میکرو واتسون  مدل طبق

تنهها بها یهک ت ییهر      ،هسهتند ها یممجدد کامل آنز یزیربه برنامه یازمندکه ن ،هاTALENو 

به ههر نهوع تهوالی ههدف      Cas9ریزی مجدد شود تا با برنامهباع  می راهنما RNAساده در 

بهالا و   یی، کهارآ CRISPR-Cas9 یزی مجدد سیستمربرنامه یسادگ(. 22، 23متصل گردد )

 یهن ا یاکرده است. آ تبدیل ومیژن یرایشرا به خط مقدم و یتکنولوژ ینآن، ا گانهچند یتابلق

   ؟رود توان فراتریم یآورفن

 2کهلاس   یهد جد یبنهد طبقهه  یسهتم س یهک  یرا صورت گرفته اسهت اخ ای کهمطالعهدر 

برخهی  داشهتن  به دلیل  Francisella novicida U112 شد. در سیستم ییشناسا کریسپر

سیسهتم   یهک تواند به عنهوان  یاست و م یزمتما CRISPR-Cas9 یستماز س یکم ،هایژگیو

 (. 27یرد )مورد استفاده قرار گ یژنوم یرایشو

 ههای کاربرد یفتوصه  های هدفمند نوکلئاز وآنزیممختلف  هایبندیطبقه به فصل ینادر 

 پردازد.می یژنوم یرایشها به عنوان ابزار وآن

 (ZFNs) شت رویهای نوکلئاز انگآنزیم

ZFNانههواع فاکتورهههای  از ترکیههبهسههتند کههه  شههیمری یمصههنوع زهایههها انههدونوکلئا

( و ZFPs)ی انگشهت رو  یهها ینپروتئ شامل: DNAمتصل شونده به  3(TFTبرداری )نسخه

 معمول یونوکلئازهادانسایر با  یسهدر مقا(. 1اند )شکل حاصل شده Fok1 یزوریکاتال یندام

 یهک  Fok1، زنندیم برشها اتصال آن هاییتبه سا یکنزد یادر داخل را  DNAکه  IIنوع 

                                                      
1- Streptococcus pyogenes  
2- single guide RNA (sgRNA)  
3 -Transcription Factors (TFs) 
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آن جهدا   بهه سهایت برشهی    از محل اتصهال دقیقا را  DNAاست که  IIS نوع ازئونوکلدنوع ان

دامههین دارای خاصههیت و  DNA متصههل شههونده بههه یندامهه ،Fok1(. در 11، 11) کنههدیمهه

اجهازه   که این ویژگهی  ،(21، 21، 11) ودنماز هم جدا  یزیکیبه صورت ف تواننوکلئازی را می

 هها ZFPماننهد   DNA متصل شونده به یهایندام سایربا را  Fok1 یزوریکاتال یندام تلفیق

)دو  1یازمنهد دایمریزاسهیون  ن یزوریکاتهال  یهت اعمهال فعال  یبرا Fok1دهد. می هاTALE یا

و مریزاسهیون  دای یبهرا  Fok1 یزوریکاتهال (. تنهها دو زیرواحهد   0باشهد ) بخشی شهدن( مهی  

  DNAمتصهل شهونده بهه    هاییندام یلهبوسکافی نیست.  DNA یتصادف برشاز  یریجلوگ

در ژنهوم  جایگهاه  بهه ههر    Fok1واحد  یر، دو زsaTهای یا پروتئین هاTALE ها،ZFPمانند 

 (. جهههت0گردنههد )یمجههاور مهه جایگههاه اتصههالدو سههبب شناسههایی کههه شههوند، متصههل مههی

لازم اسهت  اتصهال   جایگهاه دو  ینفاصهله مناسهب به   یزوری، کاتال یواحدها یرز ایمریزاسیوند

. شهوند شناسایی می ZFP هایینهدف توسط دام توالی، هاZFNدر (. 23، 19، 0( )1)شکل 

ZFPشونده به متصل هاییندام ها DNA    بهرداری  نسهخه  فاکتورههای هستند کهه ابتهدا در

(TFT) (. 29، 20) شههدند ییشناسهها یوکههاریوتیZFPپشههت سههرهم هههایایهههآرشههامل  ههها 

 یندام یلتشک جهت 3(II) یرو حلقه دارای یک یوناست که هر  His2-Cys22 هایانگشت

 یی آلفها مارپای رشتهدو DNA بزرگ یارشدرون به  هاZFPباشد. می DNA متصل شونده به

 شناسهایی را ههدف   DNAژنهوم   یاز تهوال  جفهت بهاز   7 یبها و هر انگشت تقر شوندیمتصل م

، و باشهد مهی  یکاف DNAاتصال به ژنوم جهت  یشترب یاسه انگشت (. تعداد 71، 73کند )یم

ZFN    شناسهایی  یبهرا  یها با سه تا شش انگشهت بهه طهور کله DNA شکسهته   ایرشهته دو

(DSBsمورد استفاده قرار م )تشکیل شده اسهت کهه   از سه تا شش انگشت یههر آرایرند. گی 

 10 بهین  هاZFNو هر جفت از ، کندسایی میشنارا  یژنوم DNAجفت باز از توالی  10تا  9

 منحصر به فردی یتخاصآرایش قرارگیری،  یبترتنوع  ینا گیرند.ید را دربرمینوکلئوت 71تا 

بار در ژنوم  یککمتر از  جفت بازی 10 یتوال ،که ینآورد، به خصوص با توجه به ایم پدیدرا 

                                                      
1- Dimerization  
2- Cys2-His2 Fingers  
3- Zinc (II) Ion  
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 1'یبه انتها 7' یاز انتها هاانگشت زهای پشت سرهم تکراری ایه. آراشودینی میبیشانسان پ

جهههت انجههام دایمریزاسههیون زیرواحههدهای  .(73( )1شههوند )شههکل یمتصههل مهه DNAبههه 

 یهد با ،انهد شده ییها شناساZFNکه توسط جفت  DNA ی مقابلهای، توالFok1 یزوریکاتال

 صهلی در موانهع ا از  (. یکی71، 72، 9جدا شوند ) جفت بازی 1تا  1بوسیله یک فاصله دهنده 

 DNA تاثیرات محیط بربه  هایت آنحساس یژنوم یرایشو به عنوان ابزارها ZFNاستفاده از 

 (. 71، 71باشد )می ، جهت اتصالهدف

 جههت  2یبهی ترکانتخهاب   یهها و روش 1ههای کوچهک(  ها )بخشماژول مونتاژ یهاروش

براسهاس   هها، مهاژول  مونتهاژ  یهها روش. انهد شهده  یطراح ،خاص یهاZFP ی نمودنمهندس

چنهد   یها بها اتصهال سهه    . است  DNAجفت بازی 7ی هاهر انگشت با بخش کارکرد مستقل

صهورت  ب DNA بهه  متصهل شهونده   یندام یک، پپتیدیپل یکبه  یمصنوع یا یعیانگشت طب

 ییکهارا هها بهه دلیهل    (. اما با توجه بهه سهادگی ایهن روش   11، 73) شودیم یجادااختصاصی 

 یبرا(. 11، 12شوند )نوان یک فاکتور مستقل محسوب نمیع بالا به یتسمو  هاZFNیفضع

 یکه به خهوب  ی رویهاجفت انگشتباید  اینکه به عنوان یک فاکتور مستقل محسوب گردند،

یرنهد  مورد اسهتفاده قهرار گ  ها ماژول مونتاژ یهاروش یکنند مشخص شده و برایبا هم کار م

سهبب  توانهد  یمه  روی، انگشهتان  ینبلند ب یاه کوتاتوالی مانند قرار دادن ییراتی ت (. 10، 11)

 (.19بازهها گهردد )   یها جفهت   DNA B فهرم  یبراها به اصلاح ماژول مونتاژ یهاروشتبدیل 

 جههت  باشهد، مهی بزرگ  یهاکتابخانه ی ازتصادفجستجوی شامل  یبیانتخاب ترک یهاروش

اگرچهه  DNA (13 ،11 .) تهوالی  بهه  بالا اتصال و تخصصی بودن قابلیت با هاییZFPانتخاب 

 امها نیازمنهد  ، کنهد مشخص می کم یتبالا و سم یهافعالیت را با هاییZFNها یاستراتژ ینا

 (. 11، 17باشد )می یتخصص یاربس یهایشگاهآزما

مورد اسهتفاده قهرار    ZFN یهاو انتخاب جفت یکمک به طراح جهت وب سایت ینچند

 گیرند از قبیل:  می

 یتمالگور یتسا ZFNهدف های : 

                                                      
1- Modular Assembly Methods  
2- Combinatorial Selection Methods  
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(http://mccb.umassmed.edu/ZFPmodularsearch.html)   

    :ابزار انگشت روی 

(http://www.scripps.edu/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php)    
 ZiFit  :(http://zifi t.partners.org/ZiFiT) 

   :سایت انگشت روی(http://ccg.vital-it.ch/tagger/targetsearch.html)   

 
 یژنوم ویرایشجهت  های نوکلئاز هدفمندطرح کلی آنزیم -1شکل 

 یرو نیچههار پهروتئ   یهر کدام حاو، (ZFN)طرح کلی آنزیم نوکلئاز انگشت روی  الف(

(ZF) کنهد. جایگهاه ههدف    شناسایی مهی را  یدنوکلئوت 12طول  با هدف یتوال یک کهZFN 

سهازی  اند بهرای فعهال  نوکلئوتید از هم فاصله گرفته 3تا  1حاوی دو انگشت روی که بوسیله 

 N-terminalشهوند. ناحیهه   متصل می DNDها وارونه به توالی FokI ZFN.دایمریزاسیون 

ههر  ، TALENطرح کلی یک جفت ب( کند. را شناسایی می 7'تایی سه ، توالیZFپروتئین 

را  یدینوکلئوت 23هدف  یتوال یککه باشد می TALE تکرار 23 دارای یهآرا یکشامل  یک

 یهک کهه توسهط    باشهد می جایگاه اتصالدو  دارای TALENهدف  جایگاه کند.یم شناسایی

-Cدر ناحیههه  TALENضههاعف یههدی جهههت قههرار دادن تههوالی منوکلئوت 23تهها  12بخههش 

terminal  و دایمریزاسیونFokI برخلاف . اندجدا شدهZFN    بهه   1'بهه   7'هها کهه از جههت

http://mccb.umassmed.edu/ZFPmodularsearch.html
http://www.scripps.edu/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php
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DNA شوند، متصل میTALEN شناسایی در ناحیهه  تکرار بیشترین با 7'به  1'ها در جهت 

N-terminal  هایتکرار . اختصاصیت1'و در انتهای TALE  بوسیله تکرارهای دوتایی مت یر

چههار  شهود.  حاصهل مهی   TALEآمینواسهید تکرارههای    71از تعهداد   17و  12موقعیت  در

 یرنهد گیمعمولا مورد استفاده قهرار مه   NGو  NI ،HD ،NNتکرارهای دوتایی مت یر مانند : 

کننهد.  را شناسایی مهی  (T) یمیدین( و تG) ین(، گوانC) یتوزین(، سA) ینآدن به ترتیب که

ههای پهروتئین   نیازمند توالی  DNA هت شناسایی توالی هدفج ،TALE هایعلاوه بر تکرار

دو تکرار شناسایی کوچهک و یهک تیمیهدین در     N-terminal باشد. در ناحیهدیگری نیز می

جههت ویهرایش ژنهومی     CRISPR-Cas9طرح کلی سیستم  ج(اند. موقعیت صفر واقع شده

 عالیهت نوکلئهازی  ف و RuvC یانهدونوکلئاز اسهت کهه حهاو     یک Cas9هدف.   DNAبهمراه

HNH باشدیم .RNA مولکول  یک( رنگ راهنما )قرمزRNA اسهتفاده   که با است یمصنوع

 شهده اسهت.   یلتشهک  لینکهر  کوچهک  RNA بوسیله یک tracrRNAبا  crRNA یبترکاز 

در تعامهل   protospacerبهه نهام     DNAبا توالی هدف Cas9- RNAکمپلکس اندونوکلئاز 

دسهت تهوالی   که دقیقها در پهایین   PDPهدف به نام   DNAازاست. در ابتدا توالی کوچکی 

protospacer یهت در فعال ییهرات ت کند. واقع شده است را شناسایی می RavC   یها نوکلئهاز 

HNH  تواند میSpCas9  ههدف را  یرغ یهت توانهد فعال یم کند که یلتبد نوکلئازی یکرا به

  DNAش ژنومی بهمراهجهت ویرای CRISPR-FnCpf1طرح کلی سیستم  د(. کاهش دهد

باشد. بهرخلاف  می RuvC-likeیک آنزیم نوکلئاز دارای دو دامین نوکلئازی  FnCpf1هدف. 

SpCas9  که نیازمند دو مولکولRNA باشد، کوچک می FnCpf1    جههت فعالیهت نیازمنهد

نیز برای فعالیهت   FnCpf1نوکلئاز  SpCas9باشد. همانند می crRNAیک مولکول کوچک 

تهوالی   1'بلافاصهله در موقعیهت    PDPباشد. در هر صورت، توالی می PDPلی نیازمند توا

protospacer  واقع شده است وCpf1   تهوالیDNA    7'ههدف را در انتههای protospacer 

 Bluntکه توالی هدف را بصورت انتهای صاف ) SpCas9زند. علاوه بر این برخلاف برش می

Endsزند، ( برش میFnCpf1 نوکلئوتید آویهزان   1تا  1بصورت   1'در ناحیه  توالی هدف را

 .  نمایدتولید می
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 (TALENs) ای شبه فعال موثر در رونویسیکلئازهواندون

اتصهال دهنهده   ین هستند کهه از دامه   یمصنوع یها اندونوکلئازهاTALENها، ZFN همانند

TALE   بهه   شهونده  متصهل  یبه عنهوان واحهدهاDNA انهدونوکلئاز   از وFok1    بهه عنهوان

یهک  بهه عنهوان    Fok1همانطور که قبلا ذکر شد، . کنندیاستفاده م یزوریکاتال یرواحدهایز

در ههر جایگهاه در کنهار یکهدیگر قهرار       TALE-Fok1واحد یردو ز یدکند و بایعمل م دایمر

متصهل   TALE ههای یندامه  اسهطه بو ایندفر ینا .صورت پذیرد DNA گیرند تا فرایند برش

که توسهط   DNAمعکوس مجاور و  توالیدو ها د، این دامینپذیرصورت می DNAشونده به 

طراحهی   Fok1اندونوکلئاز را برای دایمریزاسیون  اندبازی جدا شدهجفت 23تا  12های توالی

 (.19کند )می

 TALENبرادارینسخه هایفاکتور ،ها (TFT)   یهاهی گ یهها یهستند که توسهط بهاکتر 

 ههای فاکتور یهن ا. شهوند یترشهح مه  یزبهان  مبهه  حمله  زماندر  Xanthomonas یگرم منف

به میزبان متصل شهده   باکتریاییو انتشار  یر، تکثزاییپشتیبانی از بیماری یبرا براداری،نسخه

 یهک  حاوی N-terminal یندام یک :شامل هاTALEN .کندرا تنظیم می یزبانژن م یانو ب

مسهئول   2یتکرارهها  ههای تهوالی  یحهاو  یمرکهز  ناحیه ، یکIII1نوع  انسلوکیشنتر یگنالس

 یحهاو  C-terminal یندامه  گیاهی و یک DNA توالی به ای متصل شوندههTALEاتصال 

 (. ترکیب12باشد )می 4بردارینسخه یسازفعال یندام و 3یاهستهتعیین محل  یهایگنالس

، TALEدامهین   N-terminalناحیهه  از  C بها بخهش ت ییریافتهه پایانهه     Fok1 انهدونوکلئاز 

 (.  19) ها را فراهم کرده استTALEN دیتول چارچوب

ههدف را   DNA جفهت بهازی   7 یبها تهوالی  کهه در آن ههر انگشهت تقر    هها ZFP برخلاف

 یهک  فقط شده است، یلتشک یداسینوآم 71تا  77که از  TALE، هر تکرار کندشناسایی می

 اریبسه  از نظر تهوالی  TALE یتکرارها(. 11، 17کند )جفت باز از ژنوم هدف را شناسایی می

، چیهدمان شهده   مجهاور  ینهه آمید جفت اس یک در هر تکرار بویژه اینکه و به یکدیگرند یهشب

                                                      
1- Type III Translocation Signal  
2- Tandem Repeats  
3- Nuclear Localization Signals 
4- Transcriptional Activation Domain  
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 1" (RVDتکرارهای ت ییرپهذیر آزاد دوتهایی )  "به عنوان  هاینهآم یداس ینا(. 11، 11است )

، NIماننهد :   عبارت پر تکرار. چهار کنندمیرا مشخص  TALE یکد تکرار و دنشویم یدهنام

HD ،NN  وNG ینآدنه  بهه ترتیهب   که یرندگیمعمولا مورد استفاده قرار م (A سه ،)یتوزین 

(Cگههوان ،)ین (Gو ت )یمیههدین (T) (. همچنههین تکرارهههای 13، 13کننههد )را شناسههایی مههی

، 17، 19ت ییرپذیر دوتایی دیگری، با قابلیت تخصصی بودن  بیشتر نیز گزارش شهده اسهت )  

تواننهد  یمه  یگزین نیهز جها  یهها RVD یهن از ا یبرخ یحاو یهایه، آراوجود ینبا ا(. 11، 19

 (. 11، 19) کمتر داشته باشند یهایتفعال

ندارنهد،   یهت فعال یبهرا  یاضهاف  ینهی پروتئ یهها بهه بخهش   یهازی هها، کهه ن  ZFN برخلاف

TALEN ها علاوه بر تکرارTALE ، ههر   یدر انتهها  ینهی پروتئ یهها یاز تهوال  یبرخنیازمند

 یرایشابزار و یک ها به عنوانTALENتوسعه  یچارچوب برا یناگرچه چندباشند. می تکرار

 یکهی  شته باشند.دا یمشابه هایویژگیها رسد همه آنیبه نظر م ،استفاده شده استی ژنوم

لحاظ توالی بها  مشابه اما از  یساختار که از لحاظ مهم، حضور دو تکرار کوچک یهایژگیاز و

 DNA تهوالی  شهروع در موقعیهت   ،یهدین را تکرارها تیم ینا است. یزمتما TALE یتکرارها

 Tبها   یهد با TALENههدف   یتهوال  یگر، هربه عبارت دو  دهند یتشخیص م، TALEهدف 

 لازم اسهت،  به ژنوم هدف اتصال یبرا TALE تکرار 12تا  13 فقط اگرچه(. 11) شروع شود

بهرای   ای راگیری، اختصاصهیت و تمهایز ویهژه   هدفمعمولا  TALEتکرار  21تا  11 اما تعداد

TALEN در که طورهمانآورد. جهت انجام ویرایش ژنومی پدید می ZFNشهود،  یم یدهد ها

بهه   یهرد، گیقرار م یکیژنتیاپ شرایط یرتحت تأثنیز ها TALENتوسط  DNA یت برشفعال

غلبهه بهر    یبهرا  ییهها یاستراتژ(. 12سیتوزین در شرایط طبیعی ) 2از طریق متیلاسیون یژهو

 یهل مت یمیاییمههار شه   هها، ایهن اسهتراتژی   ، از جملهه عه یافتهه اسهت  توسه  هایتمحدود ینا

در  ینآسهپارژ سهبب حفه    کهه   یگزینجها ههای  TALEاستفاده از  یا DNA3 یترانسفرازها

 (. 17، 12شوند )توالی هدف می 17 جایگاهدر  حذف آنو  12 یگاهجا

                                                      
1- Repeat Variable Di-residue (RVD)  
2- Methylation  
3- DNA methyltransferases  
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 یص تهوالی تشهخ  یسهتم در سیشرفته بودن بیشتر نشان دهنده پ TALE هایکد یسادگ

DNA  هدف نسبت بهZFN .ههای  تکرار ینهگ از کلون ینچنهد انجهام  وجهود   یهن بها ا  هاسهت

TALE یهن ا فهائق آمهدن بهر    یبهرا ها چالش برانگیز بهوده اسهت.   به دلیل شباهت توالی آن 

و اتصهال   2، اتصهال مسهتقل  1جامهد فهاز   ینگکلون :مانند یاستراتژ ینچندتلفیق  یت،محدود

   .(13، 11، 11، 11) شده است یجادا سیار تخصصی،ب TALE یساخت تکرارها یبرا 3وابسته

مورد استفاده قرار  TALE یهاو انتخاب جفت یکمک به طراح جهت وب سایت ینچند

 گیرند شامل:می

 TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 :  (https://tale-

nt.cac.cornell.edu) 

 یهههههتفعال ینهههههیبیشپههههه یبهههههرا یدهیهههههازامت یتمورالگههههه TALEN :

(http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/TAL_t

argeter.html)  
 TALeffectors :(http://www.genome-engineering.org/taleffectors)    

 E-TALEN   :(http://www.e-talen.org/E-TALEN)   

 CHOPCHOP :  (https://www.chopchop rc.fas.harvard.edu) 

 TALENdesigner  :((http://www.talen-design.de 

 ZiFit  :(zifit.partners.org/ZiFiT http://www.) 

 MojoHand   :((http://www.talendesign.org 

 ANR4کننده نوکلئازهای هدایت

که  اند، به این صورتاتخاذ نمودهرا  اکتسابی یمنیا یستمس یک نوع باکترهایو آرک هایباکتر

 خود ها را درون ژنومو آن را دریافت نموده مهاجم یهایدپلاسم یافاژها  DNA یی ازهاقطعه

 کوچهک قطعهات   یناگیرند. یینده بکار مدر آی دفاع یسممکان یکبه عنوان  و دنکنیادغام م

                                                      
1- Solid-phase Cloning  
2- Ligation-independent  
3- Ligation-dependent  
4- RNA-Guided Nucleases  

https://tale-nt.cac.cornell.edu/
https://tale-nt.cac.cornell.edu/
https://tale-nt.cac.cornell.edu/
http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/TAL_targeter.html
http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/TAL_targeter.html
http://www.genome-engineering.org/taleffectors
http://www.e-talen.org/E-TALEN
http://www.talen-design.de/
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DNA باکترهها یو آرکه  هایباکتر در داخل ژنوم دارند، طول یدنوکلئوت 13تا  23معمولا  که 

ههای  خوشهه "هها  یتهوال  ینا(. 10گیرند )قرار میطول مشابه  با 1دهندهفاصلهعناصر  یاندر م

درون  یکهوچک  یهها هها در خوشهه  آن یرا، زنام دارند "های کوتاه تکراریمنظم بین پالیندروم

 توسهط اینکه برای دومهین بهار   پس از  باکترهایو آرک هایباکتر. اندگنجانده شده یزبانژنوم م

 یهاRNA، آلوده شدند مهاجم( یهاDNA یا دیگر) مشابه خانواده یک یفاژها همین فاژ یا

فهاژ  هضم ژنهوم   سبب saT اندونوکلئاز به نام یک کمک ها باخوشه ینشده از ا یدکوچک تول

 هها و یدر بهاکتر  شهناخته شهده   مختلهف  کریسهپر  یسهتم س ینچندمیان از شوند. مهاجم می

 ی یافتهه سهازگار  یژنهوم  یرایشو یبرابه عنوان ابزاری  II 2یستم کریسپر نوعس باکترها،یآرک

 (. 33، 19، 23) است

 به نهام ، RNAرونوشت  یک ،اول باشد. بخشمی بخشسه  یدارا IIسیستم کریسپر نوع 

 این رونوشهت   شود ویم یدتول CRISPR یهکه از آرا باشدمی RNA  (crRNA)3سپر کری

RNAرونوشهت   یک ،دوم بخش .باشدمی یتکراردهنده و یک توالی فاصله یک حاویRNA 

 بها  تهوالی مکمهل   یدارا کهاست  crRNA (TracrRNA)4ی سازکد شده به نام ترانس فعال

 کهه  ،باشهد مهی  Cas9بخهش انهدونوکلئاز    ینومسه باشد. می crRNAرونوشت  یتکرار توالی

 terminal-N یکیدر نزد RuvC5مشابه  یندام نوکلئازیست شامل: یک یندو دام متشکل از

 یهک  یلتشهک  بخهش هر سه (. 23) یندر وسط پروتئ HNH ازینوکلئ یندامیک و  ینپروتئ

 و به نهام  شناسایی نمودهرا  یژنوم DNA ی خاصی ازکه توال کندمی یبونوکلئیکر کمپلکس

تعیهین   crRNA دهنهده فاصهله  توسهط کهه   دنشهو یمه  یدهنام 6دهندهپروتئین فاصلهعناصر 

سهبب بهرش    protospacerو  crRNA ینبه  DNA-RNA یبریده اند. تشکیل ساختارشده

کننهد،  را ایفها مهی   Casانهدونوکلئاز   نقهش کهه   ییهایتوال(. 23شود )می هدف DNA توالی

                                                      
1- Spacer Elements  
2- Type II CRISPR-Cas System  
3- CRISPR RNA (crRNA)  
4- trans- activating crRNA (TracrRNA)  
5- RuvC-like Domain  
6- Protospacer Elements  
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 یک که PAMباشند. می protospacer1 (PAM)مجاور  یفموت میک توالی به نابه  یازمندن

واقهع شهده    protospacerعنصهر   7' دست ناحیهییناست که بلافاصله پا DNAکوتاه  یتوال

 اسهترپتوکوکوس پهایوژنز  (. به عنوان مثال آنهزیم انهدونوکلئاز در بهاکتری    37، 31، 23) است

(SpCas9)2 7'نیازمند یک توالی نام دارد که برای انجام فعالیت مطلوب-NGG-'1 باشهد می 

(N باشدتواند می یدنوکلئوتنوع  1کدام از  هر) (نوعی31 .) ها ماننهد یاز توال ('7NAG--'1) 

یگهر غیهر از ایهن تهوالی     گانهه د سهه  یهب کهه ههر ترک   یحال شوند درسبب کاهش فعالیت می

 ین نهوع از چنهد  یبهرا  PAM (. وجهود تهوالی  31نمایهد ) محدودیتی در فعالیت حاصل نمهی 

 یژنهوم  یهرایش و یهها بهرا  از آن کهه برخهی   شرح داده شده اسهت  CRISPR- Cas یستمس

 (.03، 31، 37( )1اند )جدول شدهسازگار 

 اندشدهسازگار  یژنوم یرایشو کریسپر که برای یستمس یبرا یازمورد ن PAMانواع توالی  -1جدول 

شممممماره  ارگانیسم PAMتوالی 

 منبع

NGG Streptococcus pyogenes 31 

NGAG Streptococcus pyogenes 

(VQR  variant) 
01 

NGCG Streptococcus pyogenes 

(VRER  variant) 
01 

NGG Streptococcus mutans 39 

NNGGGT  

Staphylococcus aureus 
 

 

01- 211 
NNGAAT 
NNGAGT 

NGGNG Streptococcus 

thermophilus 

(CRISPR3) 

37- 31- 

03 

                                                      
1- Protospacer-Adjacent Motif (PAM)  
2- S. pyogenes Cas9 (SpCas9)  
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NNAAAAW Streptococcus 

thermophilus 

(CRISPR1) 

31 

NNNNACA Campylobacter jejuni 31 

NNNNGATT Neisseria meningitidis 33- 30  

GNNNCNNA Pasteurella multocida 31 

NG Francisella novicida 31 

NAAAAN Treponema denticola 31 

 یبهی، آنهزیم انهدونوکلئاز   ترک یطراحه  ی وبها اسهتفاده از اطلاعهات سهاختار    علاوه بر این، 

SpCas9 یگزینجا یهایتوالتوانایی شناسایی تا  دچار ت ییراتی شد PAM  دارا باشد و بهرا 

(. 01دهد )ژنوم مورد استفاده قرار  یرایشو یها را برایاز توال یعیوس یفط یطور قابل توجه

 یهایهد تمهام نوکلئوت  یبها تقرقادرنهد  مختلف،  یهاگونهانواع از  Cas9 اندونوکلئاز، در مجموع

از  یژنهوم  یرایشو یبرا CRISPR-Cas9 یستمس ینتریجراتحت پوشش قرار دهند. ژنوم را 

 crRNAساده بها اتصهال    ئیسه جز یستمشود. سیاستفاده م استرپتوکوکوس پایوژنزباکتری 

مولکهول  درون  راهنما توالیساده  (. ت ییرات23شود )یتشکیل م sgRNAبه  tracrRNAو 

sgRNA کافیست، تا اندونوکلئاز SpCas9 مستعد  از ژنوم بخشهر  را برای هدف قرار دادن

 سازد.  

ه به  ZFN و TALEN سیسهتم  نسهبت بهه   یمتعهدد  یهای مزا CRISPR-Cas9 یستمس

 یهک  یهه بهر پا  CRISPR-Cas9 یهها یسهتم ، ساولادارند.  یژنوم یرایشو یراعنوان ابزاری ب

مجهدد   یهزی ربرنامهه . مجهدد ندارنهد   یزیربه برنامه یازین یناندونوکلئاز ثابت هستند و بنابرا

 .باشهد یهد مهی  جد sgRNA یهک  یهد و تول یبه طراح یازمندن CRISPR-Cas9 یهایستمس

. کنهد یفراهم مه برای کاربرد گسترده و چندگانه در ژنوم را  یفرصت یستمساین  ی، سادگثانیا

چنهدین  دههد تها همزمهان    یاجازه م Cas9 اندونوکلئاز همراهبه متعدد  یهاsgRNAانتقال 

سرتاسر ژنوم جهت در  متعددی CRISPR یهاکتابخانهجایگاه مورد هدف قرار گیرد. امروزه 

 ینو همچنه های حیاتی در بقا سلول و مقاومت به دارو، در شرایط آزمایشهگاهی  شناسایی ژن
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، 09، 02) دسهترس قهرار دارنهد    in vivo در شرایط تومور و متاستاز در رشد ی حیاتیهاژن

، TALENو  ZFNنسهبت بهه    CRISPR-Cas9 یتکنولهوژ  یهها یهت از مز یگرد (. یکی93

، 31باشهد ) میآن  یکیژنتیاپ یتبدون توجه به وضع یژنوم DNA برش دادن آن در ییتوانا

در  TALENو  ZFN سهبت بهه  نCRISPR-Cas9 یت اینکه، تفاوت مکانیسهم  در نها (. 91

صورت دقیق در جایگهاه اتصهال تهوالی    را به  DNAتوالی  SpCas9 اندونوکلئاز است که، این

مکانیسهم   توسهط ای بهرش یافتهه   دورشهته   DNA(. در نهایت تهوالی 23زند )هدف برش می

محل ،  2(NHEJ) ناهمسان پایانهاتصال  یا 1(HR) همسان یبینوترک ترمیم کروموزوم مانند:

 ینا شود.می Cas9اندونوکلئاز  اتصال و برش مجدد دهد و مانعیم ییرهدف را ت رش توالی ب

ههای  هومولهوگ ژنهوم توسهط    یهرایش و یقابل توجه برا مزیت یک CRISPR-Cas9 یژگیو

   .باشدمی نوترکیب

 یاربسه  ومیژنه  یهرایش ابهزار و  به عنهوان  استفاده موفق جهت ،هدف شناسایی دقیق توالی

دارد.  3هها جههش  پاکسهازی  در ینقش مهم sgRNAانتخاب  ین،بنابراباشد. می حائز اهمیت

تحمههل بههه  سههبب توانههدیمهه SpCas9 انهدونوکلئاز  مطالعهات متعههدد نشههان داده اسههت کههه 

mismatcheبرآمدگی  )عدم اتصال دقیق نوکلئوتیدی(، 4هاRNA 5    یک نوکلئوتیهد جفهت(

شهود   ههدف  تهوالی و  crRNA ینمها راه یتهوال  ینب DNA برآمدگیو نشده در یک رشته(، 

 ی نحوه فعالیهت آنهزیم انهدونوکلئاز   برا معینیساده و  یناگرچه قوان(. 91، 92، 31، 21، 23)

SpCas9  ،یهت اند که تعهداد و موقع مطالعات نشان دادهولی وجود ندارد mismatche در هها 

نهد:  مان DNA-RNA های دوپلکسmismatcheباشند. می بسیار حائز اهمیت PAM یتوال

یههت آنههزیم قههرار دارنههد، فعال PAM یتههوال یکههیکههه در نزد RNA و DNA هههایبرآمههدگی

ههای  محهل واقع شهده در   هایmismatche یکهحال ، درکنندیرا مختل م Cas9 اندونوکلئاز

 یهدی تهک نوکلئوت  هایmismatcheاگرچه  .کندبهتر تحمل تواند می خارج از توالی هدف را

                                                      
1- Homologous Recombination (HR)  
2- Non Homologous End-Joining (NHEJ)  
3- Tailoring Mutations  
4- Tolerate Mismatches 
5- RNA Bulges  
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،  mismatcheچند یادو ولی تعداد د، ندار SpCas9 اندونوکلئاز یت آنزیمبر فعال اندکی یرتأث

 یهت آنهزیم انهدونوکلئاز   فعال ید به طور قابل تهوجه نتوانیها، مآن یت قرارگیریبه موقع بسته

SpCas9 یهدی کهه  انهد کهه نوکلئوت  نشهان داده  یهر حهال، مطالعهات اخ   ینبا ا. دنرا مختل کن 

 آنهزیم انهدونوکلئاز   بهر  است ممکن اسهت  اقع شدهو PAM یتوال دستبالا ناحیه بلافاصله در

Cas9 توالی متصل بهDNA  (. 90، 91، 91ای موثر باشد )دورشته 

هها توسهعه داده   sgRNAکمک به انتخاب  جهت ی آزاددسترس با قابل یتوب سا ینچند

های اختصاصی ههدف  و جایگاه یوروداطلاعات از  یاگسترده یفها طیتوب سا ینااند. شده

از  یسهتی ل همچنهین  و کننهد یمه  یشهنهاد ژنوم پون ها درر اساس منحصر به فرد بودن آنرا ب

توالی هدف شناسایی شهوند   ه عنوان یکبتوانند می کههدف یرغ هایپتانسیل برخی از توالی

 دهند.  را ارائه می

  طراحیCRISPR   (http://crispr.mit.edu) 

 E-CRISP  (http://www.e-crisp org/E-CRISP) 

 ZiFit  (http://zifi.t.partners.org/ZiFiT) 

 Cas-OFFinder    (www.rgenome.net//:ptth) 

Pelletier   اسههتفاده از فنههاوری  ی پههروژهاجههرا طههیدر  2311و همکههاران در سههال 

CRISPR-Cas9 یت بهها اسههتفاده از وب سهها ،مههوشژنههوم نمههودن  یهندسههم بههرایCas-

OFFinderروش انتخاب توالی ، sgRNA ایهن  اگر چهه  (. 99ها توسعه دادند )را برای موش

امها  ، باشدتر خسته کنندهها sgRNA توالی انتخاب یهاروش یرسانسبت ممکن است  روش

فهراهم   ،خهود درون ژنهوم   ههدف های غیهر  جایگاههمراه ب هاsgRNAاز همه  یفهرست جامع

 ینمشهاهدات چنهد  بکارگرفته شده توسط این گروه که با توجه بهه نتهایج    یاستراتژآورد. یم

 دههد کهه  ینشهان مه   انجام پذیرفته اسهت،  یانتخاب sgRNA یفتعر مورد درتحقیقاتی  گروه

  1'نهه  را در ناحیه  پایا( نوکلئوتید 0)تا  mismatcheین تواند چندیم SpCas9 اندونوکلئاز

sgRNA(. 133، 91، 91، 92، 31، 23کند ) تحمل 

http://crispr.mit.edu/
http://zifi.t.partners.org/ZiFiT
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بلکهه   ، 1ژنهوم رفهرنس   ینچند شناسایی توالی نه تنها اجازه OFFinder-Casیت وب سا

و ویهروس لوسهمی فرنهد     3دیابت مستقل از چهاقی  مانند: 2دارانتوالی ژنوم غیر رفرنس مهره

(FLV) 4  سویهB ،یجهازه طراحه  ا این روش، اینکهمهمتر . دهدیرا م موش SgRNA یهها 

 (.131، 99د )دهیرا مدارند  هدفیرغ یاکوچک و  یهایتکه فعال ،موش یانتخاب یاربس

شهده اسهت   سهازگار   یژنوم یرایشو یبرا کریسپر 2کلاس  یستمسنوع دیگری از  یرا،اخ 

 یههک دارای Francisella novicida( Fn)در بههاکتری   Vنههوع یسههتم کریسههپرس(. 27)

( Cpf1)و  Prevotellaand بهههاکتری جهههنس از CRISPRه نهههام بهههزرگ بههه ینپهههروتئ

Francisella 1 و یک crRNA نهوع  کریسهپر   یهها یسهتم بر خلاف سباشد. می کوچکII ، 

 crRNA 1'. پایانهه  ندارد یازن tracrRNAبه  تشکیل شدن یبرا CRISPR-Cpf1 سیستم

 5حلقه کوتاه-م ساقهبرای یک فرمحافظت شده است که  یاربس دهندهفاصله ناحیه یک یحاو

 برشهی  عملکهرد در باعه  اخهتلال   حلقهه  -سهاقه  یها  در تهوالی  ییهر ت . شده اسهت  ینیبیشپ

CRISPR-FnCpf1 کههه  شههودیمهه ، پیشههنهادشههودیمههFnCpf1 هههای تههوالیاز  یبههیترک

-CrRNA. کمهپلکس کنهد یمه  ییرا شناسها حلقهه  -سهاقه  یساختارهای ویژگیو  اختصاصی

Cpf1   سبب برشDNAتوالی  که یک شودهایی میPAM از  یغن کوتاهT  شهروع   از قبهل

تها   1 طهول  با 1' در ناحیه 6به صورت آویزانپراکنده  یهاDSB سبب تولید و آن وجود دارد

 شود.  یم یدنوکلئوت 1

، CRISPR-Cas9 یسههتم ویههرایش هماننههد س CRISPR-FnCpf1 یسههتم ویههرایشس

 تهک  ههای mismatche انهد تویو مه  اسهت  یهدی نوکلئوت 10 دهنهده فاصهله  یهک به  یازمندن

، FnCpf1عهلاوه بهر   تحمهل کنهد.    ههدف  DNA تهوالی  راهنمها و  یتوال ینرا ب نوکلئوتیدی

در  PAM ههایی در تهوالی  تفهاوت بها  نیهز   یگهر د CRISPR-Cpf1 یستم ویهرایش س ینچند

 یسهتم ویهرایش ژنهومی   حهال، بهر خهلاف س    یهن بها ا (.  2)جدول  اندشده ییها شناسایباکتر

                                                      
1- enomeGeference R : شده است یآورجمعاست که توسط دانشمندان  اسیدی توالی نوکلئیکیجیتالد اطلاعات 

2- Nonreference Vertebrate Genomes  
3- Non-Obese Diabetic  
4- Friend Leukemia Virus (FLV)  
5- Short Hairpin Loop  
6- 5′-Overhang  
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CRISPR-Cas9 ،هههای ویههرایش ژنههومی  تمسیسهه TALEN، ZFN و CRISPR-Cpf1 

و در رشته  10نوکلئوتید شماره هدف یردر رشته غمکانیسم مشابهی دارند، به این صورت که 

 یافتهه  یهن ا زننهد. شان برش میخود یصتشخ یخارج از توالرا در  27هدف نوکلئوتید شماره 

بهه   Cpf1اتصهال   از یریجلهوگ  یبهرا  یکهاف  ییراتکه ت  یدهد ممکن است تا زمانینشان م

 FnCpf1وجهود،   ینا با .ادامه یابد جایگاه هدفدر بوجود آید، برش زدن هدف  جایگاه توالی

 یهرایش ابهزار و  ای در دستان ماست با عنوانزرادخانهمرتبط با آن نشان دهنده  یهایستمو س

 .یژنوم

 CRISPR-Cpf1برای سیستم ویرایش ژنومی  PDPهای توالی -2جدول 

شممممماره  ارگانیسم MRP والیت

 منبع

TTN Franciselle novicida 27 

TTTN Acidaminococcus sp. BV3L6 27 

TTTN Lachnospiraceae bacterium MA2020 27 

T/C)(T/C)N) Moraxella bovoculi 237 27 

 1توالی هدف اختصاصی

 یژنهوم  یهرایش وزار ابه استفاده موفق از  جهت یاساس داشتن یک توالی هدف اختصاصی، نیاز

 یتسمبروز  سببتواند یهدف م یرغهای جایگاهاز حد  یشب باشد. برشنوکلئاز میبر  یمبتن

 ینی،بال هایکاربرد ینهدر زم. کندرا مختل  یکیژنت ت ییریافته موجودات تفسیرو سلولی شده 

آور یهان ز ممکهن اسهت عواقهب   ، دههد  ییهر نظر ت  مداز موارد  یررا غ هاجایگاهاگر برش توالی 

 ههای بهرش غیرههدف   جایگاهو  یسازینهبه یدها بادهندهواکنش ین،بنابرا. داشته باشدبهمراه 

اسهتفاده از تکامهل    بامعمولا  TALEو  ZFPهای پروتئین اتصال اختصاصی شوند. ییشناسا

(. 132) شهود یمه  یهین تع یشگاهیآزما یطدر شرا ،2یینما یسازیها با غنیگاندل یستماتیکس

                                                      
1- Target Specificity  
2- Exponential Enrichment 
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مهورد   ههدف ژنهوم   بهرای شناسهایی  توانهد  یم یشگاهیروش آزما یناز ا بدست آمدهات اطلاع

 ههای جایگهاه  یهن اف را حاصل نماید. هدیرغ های بالقوهجایگاهاز  یستیو ل یرنداستفاده قرار گ

(. 131، 137گیرنهد ) قهرار   بررسیمورد  یممستق یابییتوال توانند از طریقمیهدف یربالقوه غ

اداره  یککرو واتسون  گی بازیشدجفت ینقوانبر اساس  CRISPR-Cas9 اختصاصی اتصال

 یوانفورمهاتیکی ب یابزارهها  با استفاده ازهدف به طور معمول های غیرجایگاه یلپتانس. شودیم

زایهی در  جههش دههد کهه   یمه  نشانژنوم کامل  یابیمطالعات توالیاگرچه . دنشویشناخته م

 یسهتم شهده بها اسهتفاده از س    ویهرایش  یهادی بن یاهه هدف در موش و سهلول یرغ هایجایگاه

CRISPR-Cas یهق دق ، ولی انتخهاب نادر است sgRNA  131، 131) شهود یمه  یههها توصه ،

ههها و ZFNهههدف توسههط  یههرغ بههرش جایگههاهکههردن  محههدود یبههرا عمههدهدو روش (. 139

TALENشامل انتخهاب   روش یناول. ها استفاده شده استZFN یها  هها TALEN بها   ییهها

همهانطور کهه قهبلا ذکهر شهد،      باشد. باز( میجفت 10تا  12طویل ) DNA اییجایگاه شناس

بهاز )تقریبها انهدازه ژنهوم     جفت یلیاردم 7 ی بابار در ژنوم یککمتر از  یدی،نوکلئوت 10 یتوال

کهه  باشهد  مهی  FokI 1یاجبارهترودایمرهای استفاده از  ین روش،دوم. شودیم انسان( یافت

 کنهد  یریجلهوگ  DNAی تصهادف  متعاقبا برشو نوکلئازها  یصادفت دایمریزاسیونتواند از یم

اضهافه  شهود.  میها ZFNعمر یمهکاهش ن سبب هاZFN برش توالی غیرهدف کاهش(. 113)

، احتمالا به دلیل جلهوگیری از  ZFNنوکلئازهای   N-terminalناحیه در ینینآرژ یککردن 

عهلاوه بهر   (. 11گردد )می اهدر سلول یتکاهش سم برش بیش از حد توالی غیرهدف، سبب

 ههدف بها  یرغ ههای جایگهاه کهاهش   یبهرا  یگهر د یاستراتژ ینها، چندsgRNA یقانتخاب دق

 ها. این استراتژیشده است یشنهادپ CRISPR-SpCas9 استفاده از سیستم ویرایش ژنومی

 RuvC2 ین نوکلئاز شهبه که دام یافته،جهشهای D10A-SpCas9 ترکیب شامل استفاده از

، 23باشهد ) مهی  3هها sgRNA کننهده متعهادل جفت  یکبا ، کندیفعال م یرغ pCas9S را در

 یهت فعال یبرابهر  1133تها   133تواند منجر به کاهش یم 4دابل نیکاز یاستراتژ(. 112، 111

                                                      
1- Obligate Heterodimers 
2- RuvC-like Nuclease Domain  
3- A Pair of Offset sgRNAs  
4- Double Nickases Strategy  
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 RNA یهها اسهتفاده از مولکهول   ،هها یاز اسهتراتژ  یگرد . یکیشود یسلول هایلاینهدف در 

ی اسهتراتژ  یهن ، اسهتفاده از ا باشهد مهی  برخلاف روال معمهول اگر چه . است ترکوتاه یراهنما

دابهل  بها   یهب در ترک یاسهتراتژ  کاهش دهد. ایهن  هزار برابرهای غیرهدف را تا تواند برشمی

 یهب ترک ،هها یاز اسهتراتژ  یگهر د (. یکهی 117، 133) د انتخاب را بهبود بخشدنتوانیم نیکازها

بهه  کهه   Cas9 یزوریفعال کاتهال یرغبخش  ها باsgRNA کنندهمتعادل هایاستفاده از جفت

 یهن با استفاده از امتصل شده است.  FonI یزوری اندونوکلئاز غیراختصاصیواحد کاتالیرز یک

دابهل نیکهاز کهاهش     یاستراتژنسبت به  هفت برابر  یباتواند تقریم برش غیرهدف ی،استراتژ

 17 ای با طهول دهندهند فاصلهیت نیازمحداکثر فعالانجام  ی، برااستراتژی یندر ا(. 111یابد)

هنهوز   CRISPR-Cpf1 ی جدیهد هها یسهتم س اختصاصهی  هدف. لازم است بازیجفت 13تا 

 باشد.می لازمها تر آنیقدق شناسایی یبرا بیشتریمطالعات  مانده وناشناخته 

 های نوکلئار هدفمندویرایش ژنومی با آنزیم

 DNA1 تهرمیم  یهها یسممکان لئاز هدفمند،های نوکاستفاده از آنزیم با یژنوم یرایشاساس و

 هها DSB یوکاریوتی، شناسایی یهادر سلولاند. یلدخ هاDSBتفکیک نمودن هستند که در 

کند که از جمله یم یکرا تحر DNA ترمیم یهاهای نوکلئاز هدفمند، مکانیسمآنزیم بوسیله

 یها  HDRلهوگ ) همو تهرمیم و  NHEJ تهوان بهه  می DNAهای پرکاربرد در ترمیم مکانیسم

HR )( 111اشاره نمود .)یکتفک DSB توسهط   ههاNHEJ      سهبب افهزایش خطها در اتصهال

محل را در  2(indelهای کوچک افزایشی یا کاهشی )جهش شود و اغلبمی DSB هایپایانه

 رخ دههد،   بهرش چنهد   یاکه دو  هنگامی موارد، برخیدر کند. حاصل میDNA برش توالی 

NHEJرا تولیهد کنهد. تفکیهک    3بجهایی درون یها بهین کرومهوزومی    ههای جا جهش تواندیم 

DSB مکانیسم ترمیمها توسط HDR بهدون خطها   به عنهوان مکانیسهم تهرمیم     یبه طور کل

شهود.  یاسهتفاده مه   یهر تعم یالگهو بهرا   یهک به عنوان  یخواهر یدکرومات از و ،شدهمحسوب 

 DNA بهزرگ  ورود توالی مانندخاص،  یهاجهش ورود ترمیم، اجازه یسممکان یناستفاده از ا

                                                      
1- DNA-Repair Mechanisms 
2- Insertion or Deletion (indels)  
3- Intra or Interchromosomal Translocations  
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 ادغهام یهک  توان با یژن را م سازیدهد. همچنین غیرفعالبه محل برش یافته را می  1دهنده

DSB  واقع شهده اسهت، انجهام     شروع ترجمه جایگاه دستپایین که در ناحیه اگزون وندربه

سهبب تولیهد    توانهد یمه  NHEJ بوسیله مکانیسهم تهرمیم   DSB ، الف(. تفکیک2داد )شکل 

کهه اغلهب بها    شود،  4ت ییر چهارچوبو  3نابجا ،2معنیانواع جهش: بی مانندییرات ژنتیکی ت 

برای غربال نمودن کلی ژنهوم  معمولا  یاستراتژ ینا(. از 111همراه است ) فعال کردن ژنیرغ

مهورد اسهتفاده قهرار     5در شرایط طبیعهی ژن  یسازفعالغیر و CRISPR مکانیسم واسطه به

 (. 113، 139، 133، 99، 09، 02یرد )گیم

 یکهی نزددر  DSBیهک   ادغهام با  تواندیمرا  یاختصاصدر جایگاه  زاییجهشاصلاح ژن و 

 بوسهیله مکانیسهم تهرمیم   ها DSB یکتفک، ب(. 2ایجاد نمود )شکل جهش  یااصلاح  جایگاه

HR  سبب تولید توالیDNA  یهن اشهود. از  می محل برشدر با دو انتهای همسان مورد نظر 

و  یشهگاهی آزماشهرایط  در  DNAو قطعات بزرگ  یانقطه یهاجهش ادغام جهت یاستراتژ

، 113، 133، 131، 99، 11، ج( )2شهده اسهت )شهکل    اسهتفاده   مهدل  ههای ارگانیسم وندر

 ههدف ژن  مجهاورت در  DSBدو  قرارگهرفتن تواند بها  یژن م سازی(. همچنین غیرفعال127

 سهبب توانهد  مهی  NHEJ مکانیسم ترمیمبوسیله ها DSB ، د(. تفکیک2حاصل گردد )شکل 

حهذف   یاتواند باع  اضافه یها مDSB تفکیکوجود،  ینبا ا. دنشو محل برش یافتهخروج از 

 یجهاد ا یافتهه جههش  یهها ممکن است آللهمچنین و  جایگاه شوددر  DNAکوچک  قطعات

هها  از ژنناحیه اینتهرون  درون به  DSB توالی دو ادغام .(129، 121، 110، 113، 19) نکنند

 یهد تول ( جههت Flpیها   loxP)ماننهد:   های شناسهایی ریکامبینهاز  برای ادغام جایگاه تواندیم

 یهها جایگهاه  یحهاو  DNAقطعات ، د(. 2یرد )شکل مورد استفاده قرار گاختصاصی  هایآلل

LoxP  د بهه عنهوان   نه توانیمه  انهد هدف قرار گرفتهه  یهاجایگاهبا  همسانکنار مناطق در که

DNA ی مکانیسههم تههرمیمبههرا دهنههده HR ( 111، 133، 99مههورد اسههتفاده قههرار گیرنههد .)

                                                      
1- Donor Template  
2- Nonsense  
3- Missense 
4- Frameshift 
5- In vivo 
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توانهد منجهر   یم NHEJ بوسیله مکانیسمها DSB تفکیکداده شد،  یحهمانطور که قبلا توض

ها جهت تولیهد  یافته شود. اغلب تلاشجهشآلل  یک یجادادر یک جایگاه و متعاقبا به حذف 

انجهام   NHEJفتهه از طریهق مکانیسهم تهرمیم     یاهای مهندسی شده دارای آلل جههش موش

 یهد هر دو آلل را همزمان تولتوانند میهدفمند که  یهایاستراتژ معمولا،(. 99پذیرفته است )

 توانهد یجداگانهه مه   یهها کروموزومدرون ها در DSBقرار دادن (. 99) اندشده یکنند، طراح

 که خاص در مورد سرطان،مورد  ینا(، 171، 173گردد ) 1یکروموزوم سبب جهش جابجایی

یهن  ا ، بکارگیری مشهابه از شودیم یسلول ت ییراتاغلب منجر به  جابجایی کروموزومی در آن

 زایهی یمهاری ب نسهبت بهه  را  یانتقاد یهایدگاهتواند دیها مموش یاها در سلول جابجایی نوع

ههر دو   بها  همسهان  دارای قطعهات  تهرمیم همسهان کهه    DNA. الگوهای ارائه دهد  هاپاتوژن

یگهر،  د یاز سهو . اسهتفاده شهوند   یکرومهوزوم  جابجهایی  یتواننهد بهرا  یمهستند، کروموزوم 

ها قرار داد و نوترکیبی مبتنی بر ریکامبینهاز  توان در داخل کروموزومیرا م loxP یهاجایگاه

Cre ( 173، 99را حاصل نمود .) 

ژن بها   یهها دن خهانواده فعهال کهر  یرغ یتوانند برایم ینهمچنهای هدفمند نوکلئاز آنزیم

 sgRNA یهک  یها  TALEN یها  ZFNجفهت   یهک تنهها  . استفاده شهوند  های همسان،یتوال

(. 99، الهف( ) 2گردنهد )شهکل    یعضو خهانواده طراحه   ینهدف قرار دادن چند یبرا تواندیم

 درون ژنهوم بها   بهه نوترکیهب    DNAدرج های نوکلئاز هدفمنهد، امکهان  آنزیماز  یگرد ویژگی

بهر  کهه   PPP1R12Cکند. جایگاه را فراهم می 2یرقابل ادغامغ یروسیو کتورهایواستفاده از 

بهرداری  ناحیهه دارای قابلیهت نسهخه    یهک  واقع شهده اسهت   انسان 19 شماره کروموزوم یرو

توانند بهدون اثهرات منفهی در ایهن ناحیهه ادغهام       نوترکیب می  DNAهایکه توالی باشدمی

توسهط   هها DSBدرج  و شهود، یشهناخته مه  نیز  AAVS1به نام  ناحیه یناگردند. همچنین 

 بها  سهان مناطق هم مجاورت در را DNA های بزرگتوالیتواند های هدفمند نوکلئاز میآنزیم

 (. 113، 170قرار دهد ) AAVS1 جایگاه

                                                      
1- Chromosomal Translocations  
2- Nonintegrating Viral Vectors  
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 های نوکلئاز هدفمندآنزیمجهش با استفاده ازانواع  القای جهتهدفمند  یهایاستراتژ -2شکل 

ههای  آنهزیم  یهک تواند با اسهتفاده از  یم یتصادف یهاجهش القایردن و ک غیرفعال (الف

 ههای جههش باعه    NHEJ( توسهط  DSBs) دو رشهته  برش. نوکلئاز هدفمند صورت پذیرد

تواند می ینهمچنت ییر چهارچوب و و  نابجا معنی،جایگاه هدف مانند: بی مختلف درای نقطه

 قادرنهد  ههای نوکلئهاز هدفمنهد   نهزیم آ ب(گهردد.   DNAحذف قطعات بهزرگ   یادرج سبب 

مکانیسهم   توسهط DSB انتقال دهند. برش توالیژنوم  ای اختصاصی را دروننقطه یهاجهش
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مشهخص   یهها جههش  یک توالی دهنده حهاوی ( با استفاده از HR) همسان یبینوترک ترمیم

اده از اسهتف  با DNAبزرگ  توالی انتقال ج(کند. هایی با جهش مورد نظر میتولید آلل ،شده

بها   HR مکانیسم ترمیم توسط DSB برش شود. یابیقابل دست تواندیم نوکلئاز هدفمند یک

هایی با تهوالی مطلهوب   در جایگاه مخصوص سبب تولید آللمورد نظر  DNA یتوال نداد قرار

تواند با استفاده از دو آنهزیم  می بزرگیک قطعه حذف  و مورد نظر یهاآلل یدتول د(شود. می

های مجاور ژن هدف طراحی شده است حاصهل گهردد. بهرش تهوالی     که برای اینترون نوکلئاز

. معکوس شدن منطقه مداخله شود یا خروجتواند منجر به یم NHEJتوسط مکانیسم ترمیم 

تهوالی بوسهیله    گی شود. برششکست یهامحل در Indelهای تولید جهشتواند یم ینهمچن

 یهد را تول مهد نظهر   یهها آلهل آنهزیم ریکامبینهاز    دهنده حهاوی  DNAبا توالی  HR مکانیسم

اسهتفاده از دو   بها  DSBs از طریهق انتقهال تهوالی   تواند یم یکروموزوم جابجایی ه(. دنکنیم

بر روی هر  loxPهای مختلف. ادغام ریبونوکلئاز بر روی کروموزوم های نوکلئاز هدفمندآنزیم

 شود. کروموزوم سبب القای جابجایی می

( نسبت به مکانیسم تمرمیم اتصمال   HRیم ترمیم نوترکیبی همسان )برتری مکانس

 (NHEJانتهای ناهمسان )

به صورت دائم در حال رقابت با یکدیگرنهد. بهه دلیهل     DSBهای های ترمیم توالیانواع روش

ههای نوکلئهاز   آنهزیم  بها اسهتفاده   HR مکانیسم تهرمیم  توسط یقدق یهاجهش این امر، درج

مشهکل، دو   یهن از ا یریجلهوگ  یبهرا شهود.  محسوب میالش بزرگ چ یک همچنان هدفمند،

 NHEJ مکانیسهم تهرمیم   شهامل مههار   اسهتراتژی  یناول شده است. یشنهادپ یاصل یاستراتژ

گهردد.  محسهوب مهی   یوکهاریوتی  یهادر سلول DSB یرتعم یسممکان ینترمهم باشد، کهمی

از  G2 اوایهل مرحلهه   و S همرحلاخر اودر های هدفمند نوکلئاز انتقال آنزیم ی،استراتژ یندوم

 است. تر فعال HRمکانیسم ترمیم  یرمسباشد که در این مرحله، چرخه سلولی می
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که بهه   کرده است ییرا شناسا یعوامل متعدد، DSB تفکیک هایی روشروبر مطالعات 

 Ku70 هترودایمرهای عوامل عبارتند از ینا(. 111مرسوم است ) NHEJ 1نام روش متعارف

/ Ku80 ،توالی که DSB تهرمیم  ینماش یداربست برا نقشکند و یمتصل مبه یکدیگر ها را 

NHEJ مکانیسهم تهرمیم   از عوامهل مههم در   یگهر د کند. یکیایفا میNHEJ    وجهود آنهزیم ،

DNA یگازل IV اتصال نواحی انتهای یکه برا باشدمی DNA مکانیسهم   مهار. است یضرور

و  IV یگهاز ل DNA یها  Ku70 / Ku80 ترودایمرههای یهان ه مههار ب  از طریق NHEJ ترمیم

انجهام   SCR7توسط مولکول کوچهک   DSB توالی به IV یگازل DNAمهار اتصال  ینهمچن

افهزایش داده و سهبب    برابهر  ینرا چنهد  HR مکانیسم تهرمیم  تواندشود که این عامل میمی

، 111) گهردد  مهوش  ینو جنه  یسهلول  ههای لایهن در  NHEJکاهش فعالیت مکانیسم ترمیم 

117 .) 

 یکه مکانیسم ترمیمکند در حالیعمل م یدر سراسر چرخه سلول NHEJ مکانیسم ترمیم

HR  همرحلفقط در اواخر S اوایل مرحله  و G2ههای  آنهزیم  انتقهال  ین،بنهابرا باشد. فعال می

یش باعه  افهزا  سهبب  ممکهن اسهت   G2 اوایهل مرحلهه    و S همرحل اواخر درهدفمند نوکلئاز 

انتفهال   یقهت، در حقشهود.  می NHEJ نسبت به مکانیسم ترمیم HR سم ترمیمفعالیت مکانی

 یسهلول  چرخهتوقف  )سبب، 2شده با نوکودازول تیمار یهاسلول به Cas9-CRIPR سیستم

 HR فعالیهت مکانیسهم تهرمیم    در یقابل توجه یشمنجر به افزا( G2 مرحله بین میتوز و در

 (.  111گردد )مینشده  تیمار های( نسبت به سلول٪70)تا 

 های انتقال روش

 HR از طریق مکانیسهم تهرمیم  ها به سلول دهنده DNAو های هدفمند نوکلئاز آنزیم انتقال

ی حهاوی  هایدپلاسم . انتقالاست بسیار حائز اهمیت ومیژن یرایشوفرآیند در  یتموفق جهت

 یها  3پوریشهن لکتروا هایی مانندروش با استفاده از دهنده DNAهای هدفمند نوکلئاز و آنزیم

                                                      
1- Canonical NHEJ Pathway  
2- Nocodazole  
3- Electroporation  
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و  ترانسهفورم شهده   یهها سهلول یمیایی بهه درون  شه  یهها گرواکهنش  ه همراهب 1ترانسفکشن

هها معمهولا   روش یهن حال، ا ینبا اباشد. می یجرا ینی،جن یادیبن یهاسلول ین انتخابهمچن

غلبهه بهر    . جهتشوند یتناکارآمد هستند و ممکن است باع  سم یسلول یهاولهای کشتدر 

 اند.  شده یجادا انتقالروش  ینها چندیتمحدود ینا

های هدفمنهد نوکلئهاز   آنزیم انتقال ،قرار گرفته است یکه مورد بررس یکردهاییاز رو یکی

گرههای شهیمیایی،   از طریق ترانسفکشن بدون استفاده از واکنش درون سلولترجمه شده به 

 یکهی ژنت یها  یمیاییشه  ت ییهرات  ها بر اسهاس رویکرد یناباشد. می تحت شرایط آزمایشگاهی

 یهدهای پپت یهب به عنوان مثهال، ترک ست. هاآن یدر غشا یرینفوذپذایجاد ها به منظور یمآنز

 یرپهذ برگشت ت ییراتو به سلول را افزایش داده ها ها جذب آنTALENبه  ینینآرژغنی از 

روش پلازمیههدهای مشههابه بهها  را بهها سههرعت TALENشههده بواسههطه روش  هههای حههذفژن

 TAT یهد پپت بهه  TALEN یکیژنت یقتلف(. همچنین 111کند )امکان پذیر می ترانسفکشن

 یرپهذ امکان آن حف  فعالیت با از طریق سلول را 2ترکیبیجذب پروتئین ، سلولبه قابل نفوذ 

بهه   ZFN ترکیبهی  ینپهروتئ  ، جهذب 3ینها به ترانسفرZFN یکیژنت (. تلفیق111) سازدیم

 یهها اختلال ژن در سلول ییکارآ(. همچنین 113) سازدیم یرپذامکان توالی جایگاه برشی را

تلفیهق شهده بهه     sgRNAو  Cas9 سیسهتم ویهرایش   توانهد بها اسهتفاده از   یکشت شهده مه  

 بها  ییهها ZFNهها، تولیهد   ZFP (. ویژگی مثبت طبیعی110بدست آید ) ی، نفوذ یدهایپپت

ژن در  ی اخهتلال یبهه کهارا   منجهر  4تلفیهق  یرقابهل غدرونی  یهاZFNغشا و  در نفوذقابلیت 

 انتقهال، بهدون اسهتفاده از    یهها از روش یگهر د (. یکهی 119) شهود یپسهتاندار مه   یهها سلول

ههای  آنهزیم و  in vitro5شهده   وریشهن ترجمهه  الکتروپ یمیایی، اسهتفاده از شه  گرهایواکنش

 یهن اباشهد.  مهی  Cas9-sgRNA درون کمهپلکس  in vitro 6هدفمند نوکلئاز مونتهاژ شهده   

(. 113باشهد ) می ی بیشتر نسبت به روش الکتروپوریشن کارآمدو کمتر  تیسم دارای ،روش

                                                      
1- Transfection  
2- Fusion Protein  
3- Transferrin  
4- Internalization of Unconjugated ZFNs  
5- Electroporation of In vitro-translated  
6- In vitro-assembled Targetable Nucleases  
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 CRISPR-Cas9 سیسهتم  یبهرا  یمیایی نیزمواد ش ترانسفکشن مبتنی بر استفاده یهاروش

 اند.شده طراحی

 از طریهق  CRISPR-Cas9 مبتنهی بهر   یژنهوم  یهرایش و اثربخشهی  توانهد یروش م ینا 

خهارج   یکسمهاتر  و خهون  یهها سرم سهلول  یهاینئپروت وسیلهب ،نوکلئازکمپلکس محافظت 

(. 111ههد ) د ، را افهزایش 1یزوزومهی ل -یومزانهدو  یرآن توسط مس یبتخر طریق ازیا  یسلول

 ومیژنه  یهرایش و مورد استفاده جهت گسترده هایشاز رو یگرد یکی 2یکرواینجکشنم روش

ههای هدفمنهد نوکلئهاز    مآنهزی  ی کدکنندههابرای انتقال نسخه 3هاتخمو  یسلول یهالایندر 

ههای غیرههدف،   (. محدود شهدن فعالیهت تهوالی   112، 113، 139، 133، 131، 99باشد )می

ای بهرداری شهده  نسخه یهاmRNA یاو  ترجمه شده یهاینعمر پروتئیمهاز ن یاحتمالا ناش

 انجهام  وکتهور معمهولی یها وکتهور ویروسهی      یهها مولکهول سهریعتر از  را یتشان که فعالاست، 

تنهها   نهه  ژنهوم  به درون وکتورهای معمولی یا ویروسی یادغام تصادف ین،علاوه بر اند. دهیم

کهه   ییهها بها ژن قادر است قرار دهد، بلکه  یررا تحت تأث های نوکلئازآنزیم یانتواند طول بیم

اسهتفاده از وکتورههای ویروسهی     ،اسهاس  ینا تداخل ایجاد نماید. بر ،وارد شده DNAدر آن 

های برای فناوری آنزیم یروسیو وکتور یندر حال حاضر چندشوند. یح داده میترج 4اپیزومی

اسوشهیتد  -، انهدو 5(DVهها ) : آدنهوویروس مانندباشند، می گسترشدر حال هدفمند نوکلئاز 

و  8(VDLVدفیشهینت لنتهی ویهروس )   -، اینتگهراز 7(VL، لنتی ویروس )6(DDVویروس )

ههای هدفمنهد   آنهزیم  ی بهرای انتقهال  ار گسهترده به طهو . این وکتورها 9(BVها )باکلوویروس

 یهها یسهتم س یهن از ا یبرخه  امها  انهد مدل مورد استفاده قرار گرفتهه  یهایسمارگاننوکلئاز در 

ههای هدفمنهد نوکلئهاز    آنهزیم تمهام   یخود را دارند و ممکن است بهرا  یهایتمحدود انتقال،

                                                      
1- Endosomal-Lysosomal Pathway  
2- Microinjection  
3- Zygotes  
4- Episomal Viral Vectors  
5- Adenovirus (AV)  
6- Adeno-Associated Virus (AAV) 
7- Lentivirus (LV)  
8- Integrase-Deficient Lentivirus (IDLV) 
9- Baculovirus (BV)  
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و  هههاZFN نتقههال بههها یبههرا IDLVو  LV وکتورهههایبههه عنههوان مثههال، . مناسههب نباشههند

TALENییهرات هها بهه ت   آن یت، حساسه وجهود  یهن با ا(. 111، 117است ) استفاده شده ها 

 یهان ب یهن، عهلاوه بهر ا  سهازد.  یهها را محهدود مه   آن یو خهاموش شهدن، اثربخشه    یکیژنتیاپ

TALENهایتکرار گسترده حذف یلدل ها، به TALE بهرداری  نسهخه  الگوی ت ییر از طریق

 یهن ، ا(. البتهه 113، 111گیرنهد ) مهی  قهرار  یرتحت تاث، TALEهای رارتک دروندر  1معکوس

 سهبب محهدودیت ت ییهر   کهه   یگزین،جا شده کد یهاتوالی ،تواند با استفاده ازیم یتمحدود

بهرداری معکهوس ناکارامهد،    نسهخه  ی دارایهها یهروس وشده یها   برداری معکوسنسخه الگوی

 (. 110) برطرف شود

و  ZFN انتقهال تهوالی ههدف در سیسهتم ویهرایش      جههت لا بها  ییبا کارا BV وکتورهای

TALEN، اند. همچنین وکتورهای استفاده شده ینیجن یادیبن یهادر کشت سلولBV   بها

را درون یهک قطعهه ویروسهی وارد نماینهد      TALENو  ZFPظرفیت بالا قادرند دایمرههای  

سههتخوش د قادرنههد TALE خههاص، تکرارهههای یطحههال، تحههت شههرا یههنبهها ا(. 112، 119)

 یژن درمهان  یبهرا  BV از وکتورهای شودیاع  ماین عامل بکه پیکربندی مجدد قرار گیرند، 

 (. 117، 111استفاده شود ) ژن هدف کمترانتقال و 

ههای هدفمنهد نوکلئهاز بهه     انتقهال آنهزیم   جههت  یعال ابزار به عنوان یک AV وکتورهای

را آلهوده   ههای تقسهیم نشهده   سهلول و  یمتقسدر حال  یهاسلول آیند، زیرا قادرندحساب می

و کدهای پروتئینی بهدون تلفیهق بها ژنهوم      DNAقطعات بزرگ  سازند، همچنین جایگذاری

 ینتهر از برجسهته  بهه عنهوان یکهی    AV از وکتورههای  ین،علاوه بر اپذیرد. میزبان صورت می

 جههت  AV (. وکتورههای 111شهود ) ی اسهتفاده مهی  ژن درمهان  ینیبال آزمایشات در وکتورها

مهورد   in vivoو  in vitroراهنمها در شهرایط    RNAنوکلئازهای و  ZFN ،TALENانتقال 

های بزرگ قابلیت بارگذاری توالی AV (. وکتورهای133، 111، 111گیرند )استفاده قرار می

 دهنده را دارند.  DNAو  Cas9، sgRNA هایو توالی ،TALENو  ZFN مانند: دایمرهای

                                                      
1- Reverse Transcriptase  
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جهت انتقهال مهوثر ژن ههدف بهه کهار گرفتهه شهده و         AAV یزاوکتورهای غیر بیماری

ینی حاصهل نمهوده اسهت    بهال  یشاتآزما IIIتا  I هایفاز سطح دررا  ایکننده یدوارام نتایجی

بههرای  کههه هسههتند 1ناکههارا در همانندسههازی  یروسههیذرات و AAV(. وکتورهههای 131)

 یهک هها از  آن یکهی تژن باشهند. محتهوی  های غیرمهرتبط مهی  همانندسازی نیازمند به ویروس

DNA دو  و یلوبازک 3/1 ی با طولارشتهتک( ناحیه قالب خوانش بازFRF)2  شهده   یلتشهک

ههای  ، با توجه به ظرفیت بارگذاری اندک، جهت انتقال در سیستمAAV. از وکتورهای است

 (. 133، 131، 131، 132شود )استفاده می CRISPR-Cas9و  ZFNویرایش ژنومی 

 کاربردها

غیرپستانداران و همچنین  پستانداران وهای سلولاز  یدر تعداد های هدفمند نوکلئازیماز آنز

 .C : مخمهر، ماننهد  یپزشهک یسهت ز یقهاتی تحق یهها یشگاهآزماموجود مدل  هایدر ارگانیسم

elegans،  یمهون مهوش، خرگهوش و م   قورباغهه زنوپهوس،  ، زبهرافیش ، مگس میوه دروزوفهیلا 

، 101، 107، 102، 103، 139، 130، 113، 139، 133، 131، 99، 11) دنشههویاسههتفاده مهه

101 ،193 ،191 ،191 ،191 ،199 ،233 ،237 ،231 ،233 ،230 ،213 .) 

 مطالعهه  ،ژنعملکرد  یینتع جهت های هدفمند نوکلئازاز آنزیم یشگاهی،آزما یهادر مدل

ی اسهتفاده  یهوان ح یهها مهدل ی بهر روی  انسهان  یهها بیمهاری  یجادا و عملکرد -رابطه ساختار

شهود  ها در اصلاح محصولات کشاورزی، قارچ و دام استفاده میشود. همچنین از این آنزیممی

(121 ،211 ،211 ،211 ،213 ،210 ،221 .) 

صهفات مههم ماننهد    های هدفمند نوکلئاز جهت انتقال از آنزیم یاهان،در گ المثبه عنوان 

(. از 211، 217، 212) ه اسهت کهش اسهتفاده شهد   و مقاومهت بهه علهف    یمهاری مقاومت بهه ب 

جههت مطالعهه    یهها مهدل  یهوان ح یهد تولصهفات و  بهبهود   در دام جههت  ژنسازی یرفعالغ

 انتقهال  یها  سهازی فعالیرغ(. همچنین 221، 221، 222شود )ی استفاده میانسان یهایماریب

                                                      
1- Replication-Deficient Viral Particles  
2- Open Reading Frame (ORF)  
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 ههای یمهاری انتقهال ب کاهش و احتمالا  محصول یشبه پاتوژن، افزا سبب مقاومتتواند یژن م

 (.220، 223، 223، 210مشترک انسان و حیوانات گردد )

نیهز افهق   در انسهان   ینیبهال  یکاربرد یهابرنامه یبرا ینهمچنهای هدفمند نوکلئاز آنزیم

تهک ژنهی    یهایماریاصلاح و درمان بها قادرند جهت جدیدی حاصل نموده است. این آنریم

 CRISPR-Cas9 یهرایش ژنهومی  گانهه سیسهتم و  چند یهت قابلبکار گرفته شوند همچنین از 

(. از 92، 21نمههود )اسههتفاده  یکههیژنت یچیههدهپ اخههتلالاتاصههلاح و درمههان  یتههوان بههرایمهه

 ی دارایهها فعهال کهردن ژن  تهوان بهه غیر  می ینهمچنکاربردهای دیگر نوکلئازهای هدفمند 

ای ایهن از نوکلئازهه  بهر یروسی اشاره نمود. عهلاوه و یهاکردن عفونت یرفعالغیا خاص  یژگیو

، Bو  D، همهوفیلی  1شهکل  ههای داسهی  زا مانند: سلولهای بیماریهدفمند در اصلاح جهش

، 3یانسهان  سازخون یادیبن یهاسلول در X وابسته به یمنیا ، نقص2تریپسینآنتی-نقص آلفا

 یهادی بن یهها در سهلول  5آلهدریی  –ویسهکات سهندرم  انسهانی،   4دیستروفی عضهلانی دوشهن  

 یهادی بن یهها سهلول  ازشهده   یتلیهال تولیهد  اپ یهادر سلول 6یسایبروزف، سیستیک سازخون

، 270، 273، 271، 271، 272، 271، 229، 117شهود ) یماران نیز استفاده میب 7یپوتنتپلور

مههورد اسههتفاده قههرار  8افههزایش کلسههترول از یریجلههوگ یبههرا(. همچنههین 211، 213، 279

 (. 212یرند )گیم

 1کمهوکین نهوع    C-Cبهه نهام    HIV1ویهروس   امروزه غیرفعال کردن گیرنهده مشهترک  

(CCR5)9 های در سلولT ،نوکلئهاز  در  ینیبهال  یهها یشآزمها  و سازخون یادیبن یهاسلول

ZFN  کهCCR5  (. 217، 113، 111) ، در حهال انجهام اسهت   دهنهد مهی هدف قهرار  را مورد

ر عفونهت  د یهر درگ یهها فعهال کهردن ژن  یرغ استفاده از نوکلئازهای هدفمند نه تنهها امکهان  

                                                      
1- Sickle Cell Disease  
2- α1-Antitrypsin Deficiency  
3- Hematopoietic Stem Cells  
4- Duchenne Muscular Dystrophy  
5- Wiskott–Aldrich Syndrome  
6- Cystic Fibrosis  
7- Pluripotent Stem Cells  
8- Hypercholesterolemia  
9- C–C Chemokine Receptor Type 5 (CCR5)  
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زای تلفیق شهده نیهز اسهتفاده    وکتورهای بیماری فعال کردن یرغ بلکه جهت، یروسی را داردو

نشان داد این  CRISPR-Cas9 فناوری سیستم ویرایشاز  یر در استفادهمطالعه اخشود. می

و برش مهوثر   HIV1از ویروس LTR U3 سیستم توانایی برای مورد هدف قرار دادن مناطق 

نیهز   یمشهابه  یهها یاسهتراتژ (. 211باشهد ) را دارا می HIVوبازی حاوی ژنوم کیل 3/9قطعه 

 یهروس وزایهی ماننهد:   های دارای فاز کمون یا مستعد بیمهاری یروسو یربردن سا یناز ب برای

Epstein-Barr (211ت )استفاده شده اس در ژنوم انسان.  

 گیرینتیجه

 یهها به مکانهدف   DNAانتقال توالی های نوکلئاز هدفمند که قابلیتسیستم آنزیمتوسعه 

 و بهبهود داده اسهت   یارهها بسه  ژنهوم  یدسهتکار  یما را بهرا  ییاست، توانارا دارخاص در ژنوم 

ههای ایهن سیسهتم    جهت دستیابی کامل به قابلیت د.ندار یژن درمان یبرا یادیز هایقابلیت

قهال آنهزیم نوکلئهاز    انت ها ماننهد: ههدف اختصاصهی،   ویرایشی نیازمند بهبود برخی محدودیت

گرچه بهبود  باشد.می DNA ترمیم یهایسممکان ینهمچن دهنده و  DNAتوالی  هدفمند و

ی در مکانیسهم ویهرایش ژنهومی    ، تمرکهز اصهل  شناسهایی ههدف اختصاصهی   و  یفیت انتقهال ک

 ییهها راه یی، شناسها و از همهه مهمتهر   DNA یهر تعم یهایسممکان از بهتر باشد، اما درکمی

 IV یگازل DNAدر حال حاضر مهار یز است. چالش برانگ ایمسئله HR مکانیسم ءارتقا یبرا

ممکهن اسهت    دههد و نشان مهی  مدل یهایسمو ارگان یسلول کشت ای درکننده یدوارام یجنتا

   .تلقی گردددر انسان  یژن درمان یقابل ترجمه برا یک رویکرد
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 فصل دوم
 

 

 

اده از شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استف

 CRISPR/Cas9سیستم ویرایش 
 

 

 خلاصه

کهه   قهرار گرفتهه اسهت    توجهه مهورد  بسیار دهه گذشته  یها طمطالعات عملکرد ژن در موش

 ES یهها در سهلول  همسهان  یبینوترک از طریق سیستم هااز جهش یامجموعهالقای  توسط

عناصهر غیرکدکننهده ژنهوم     محدودی در زمینه عملکرد متاسفانه، مطالعهاند. آمده پدیدموش 

ان طهی  دارژنهوم مههره   در این زمینه درمرتبط مطالعات  وجود ینبا ادر دسترس وجود دارد. 

و  یلاسیونمت یالگوها یستون،ه ت ییراتنقشه جامع های گذشته در حال افزایش است. سال

کننده در سلول، کلیدی تنظیمعناصر  ینیبیشپ ، جهتDNAبه شونده تصل م هایینپروتئ

انهد.  تهیهه شهده   ENCODEماننهد   یالملله ینمشهترک به   یهایومکنسرس یق کارگروهاز طر

 پیشهنهاد  1(GWASژنهوم )  مرتبط با کل مطالعات ی حاصل ازهاها با دادهنقشه ینا یسهمقا

                                                      
1- Genome-Wide Association Studies  
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 یماریب یطصفات مختلف و شراایجاد  در 1نندهیرکدکغ عناصرانواع  ،د که ممکن استنکنیم

 یکهی ژنت یسهاز مدلایجاد و در آزمایشات عملکردی ژنوم  به دقت یازن ین،بنابرا .باشند یلدخ

 آزمهایش  جههت  یاسهتراتژ  یتعهداد  مها  فصل، یندر اباشد. کننده، ضروری میکدیرغ عناصر

 یهرایش و یهها یکتکن ینراستفاده از آخ ، باDNAکننده کدیرغ عناصرمربوط به  یهایهفرض

 یم.کنیم یشنهادپ CRISPR/Cas9مانند:  میژنو

 مقدمه

 ،. الباقیدهندیم یلداران را تشکمهرهژنوم از درصد  2حدود  تنها ین،پروتئکدکننده  یهاژن

و انهواع   DNA یعناصهر تکهرار   شهود، ترکیبهی از  درصد از ژنوم را شهامل مهی   90 که حدود

ایجهاد  را  ایاز حفاظهت گونهه   یقابهل تهوجه   یهزان که ماند کنندهکدیرغ یهاتوالی ی ازمختلف

و عملکهرد نهوع    یهت هو یهین ژن و تع یهان ب یقدق در تنظیم کنندهکدیرغ (. عناصر1کنند )می

 یوشهیمیایی فعهال بها علائهم خهاص ب    یرکننده فعهال و غ یمتنظ یهایتوال سلول دخالت دارند.

بهه  شهونده  متصهل   ههای ینپهروتئ ون و یسهت ه ییرات، ت DNA2 یلاسیونمت. مرتبط هستند

DNA3فعال  یهایتوال(. 2) دنشویم ینیبیشعنصر مشخص پ یک وضعیتعملکرد و  ، برای

 یزین شهماره لاستیلاسیون  و 15 متیلاسیون تکی لیزین شماره که بوسیله، 4ایدهندهافزایش

بهه   نسهبت  انهد، واقع شهده  ینمناطق باز کرومات شوند و دردار مینشان H3 یستونهدر  236

 شهونده بهه   ههای متصهل  ینپهروتئ  ین، وجودا بر علاوه(. 1اند )شکل حساس DNase I آنزیم

اسهتفاده  هها  دهنهده جهت شناسایی مطمئن افزایش P300و  CHD7ها مانند: دهندهافزایش

ههای ژنهی   سبب تنظیم شبکه ژن برداری در محدوده اطرافنسخهعوامل (. وجود 7شوند )می

بهرداری  نسهخه  فاکتورهای و ینکرومات های، که نشاندارکنندهجالب توجه است(. 1شوند )می

 در مختلهف و  یهها انواع سلول بین دهند،می ت ییررا  غیرکدکنندهاز ژنوم  یبخش کوچک که

                                                      
1- Noncoding Elements  
2- DNA Methylation  
3- DNA-Binding Protein  
4- Enhancer-Binding Proteins  
5- Mono-Methylation of Lysine 4 of Histone H3 (H3K4me1)  
6- Acetylation of Lysine 27 (H3K27ac)  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      12  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

 فاکتورهههای ینبهه یمیمسههتق یهمبسههتگ(. 1انههد )متفههاوت یز سههلولی،طههول توسههعه و تمهها

 یهادی بن یهها ها، از جمله سلولبافت یاها از انواع سلول یاریبس ین درو کروماتبرداری نسخه

، همچنهین تمایهل بهه مطالعهه عناصهر غیرکدکننهده و       (، شرح داده شهده اسهت  ES) ینیجن

 ینچنهد (. 1شهود ) یهادی مهی  بن یهها سلول یشناسیستز در علومتوسعه کننده سبب تنظیم

شهده   یافت یماریب یطو شرا یدر ارتباط با صفات انسانعناصر غیرکدکننده در  ی مختلفتوال

 یهک ( نشان داده اسهت  GWASژنوم ) کل مطالعات مرتبط با ،(. به عنوان مثال11، 3) است

در  یلوبهاز ک 21،کهه  DNA یسهم مورفیهک پلهی   شدت با به مشترک مانند رنگ چشم یژگیو

نشهان   یمولکهول  یهل و تحل یهه تجزارتباط دارد.  است، مرتبط با رنگدانه OCA2ژن  بالادست

، rs12913832 C-alleleبهه نهام    (SNP) یهدی تک نوکلئوت یسممورفیپل یک که است هداد

 ، کهاهش OCA2 یهان ژن ب ، سهبب کهاهش  واقهع شهده   OCA2 دهنهده افزایش درون که در

رنهگ  (. همچنین در مورد 11شود )ینی میحلقه کروماتایجاد  برداری، ونسخهفاکتور  ییکارآ

 ینبهد (. 12ای غیرکدکننده ژنهوم واقهع شهده اسهت )    هها، در توالییز ، در برخی قسمتمو ن

 یانسهان ایجاد صفات در مناطق غیرکدکننده  عملکردی یب، نتایج مطالعات در زمینه نقشترت

مناسهب بهرای    یسهاز به مهدل  یفور یازن ین،بنابراروز به روز در حال افزایش است.  و بیماری

 ههای روشاز  یمرور کله  بهصل ف ینا شود. دراحساس می و جهش مناطق غیرکدکنندهانواع 

در  ،هههاآن کههردنفعههال غیر هههایغیرکدکننههده و روشعناصههر  در زمینههه نقههش  یتجربهه

پرداختهه شهده    CRISPR/Cas9 یسهتم ویهرایش ژنهومی   استفاده از س با مدل هایارگانیسم

 است. 

 1نوکلئازیپر عصردر  یرکدکنندهغ هایتوالی یکیژنت یدستکار

 ینپهروتئ  کنندهکد یهاژنتمامی  های فاقد عملکردآلل همسان، یبینوترکاز طریق مکانیسم 

از لحهاظ   (.17اسهت )  ههای بنیهادی جنینهی( بدسهت آمهده     )سلول موش gS یهادر سلول

غیرکدکننهده اسهتفاده   فعال کردن عناصر یرغ برایتوان یم یتجرب هایروش تئوری، از همان

 یهن بها اسهتفاده از ا   غیرکدکننهده ر از عناصه  یتعهداد انگشهت شهمار    تنهها  حال، ینبا انمود. 

                                                      
1- Prenuclease Era  
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 یرکدکننهده غیقهت، عناصهر   در حق(. 11، 11) انهد فعال شده یرغ ES یهادر سلول یاستراتژ

در  یمشهکلات باشند که این عامهل سهبب پدیهد آمهدن     بسیار غنی می یتکرار نواحی ژنوم در

داخهل  در  DNA1منحصهربفرد  یهر  غ یهها یحضور توال شود، از اینروطراحی وکتور هدف می

 رودیمه  انتظهار  رو، یهن از ا. اسهت آمیهز  مخهاطره  توالی هدف شناسایی یبراهمسان  یبازوها

 امها  کدکنندهمورد نظر غیر DNA نواحیاز  خارجدر  توالی هدف شناسایی یدادهایرو یشترب

 .  مشابه رخ دهد یتکرار یتوال از ی غنیژنومی هادر مکان

 ES یهها ژن هدف در سلولط با شناسایی مطالبی را در ارتبا ،مطالعههمچنین، طی یک 

 یشهتر که ب از موش ییها)سویه C57BL/6Jو  Sv/129ژنوم  یسهبا مقانموده است. برجسته 

 یهب، ترت ( بهه دنشویکننده استفاده میافتدر ینو به عنوان جن ES یهابه عنوان منبع سلول

توانهد  یند، کهه مه  اشده ییشناسا یکدگذار یهادر مجاورت ژن 2رونده جهش 1333از  یشب

 (.  13را مختل سازد ) مرتبط با جهش یهایپفنوتا یرتفس

، قهرار گرفتهه اسهت    یگذشهته مهورد بررسه    یهها که عمدتا در سهال  یگزینیجا یاستراتژ

ههدف قهرار دادن عناصهر     یبهه جها  (. 10باشهد ) یمه  بها ژنهوم بهزرگ    هاژناستفاده از ترانس

 یرا در سهاختارها  ی غیرفعهالی هها جههش  اهیشگآزما چندین ،کننده در جایگاه خودشتنظیم

 یمصهنوع  یهها ( یها کرومهوزوم  BACیایی )باکتر یمصنوع یهاکروموزوممانند: بزرگ  یژنوم

ژن تهرانس  یهک ژنوم سهاختار در  جهش مهورد نظهر  نمودند. با این عمل  تولید (YAC) مخمر

 ههای یهب نوترکمکانیسهم   سبب افهزایش بهازدهی   ،هامخمر یا هایاستفاده از باکترتولید شد. 

هها شهده اسهت    همسان، سهولت در دستورزی تعداد زیادی کلون و همچنین کهاهش هزینهه  

، شوندیمنتقل م های مدلارگانیسم یاها به سلول 3های نوترکیبین، سازوارهعلاوه بر ا(. 19)

در  موجهود  گزارشهگر ژن  یهق از طرغیرکدکننهده را   DNAاثهر جههش در عناصهر     توانو می

ههای ت ییریافتهه ژنتیکهی    YAC هها یها  BACیگهر، د یاز سو(. 23بررسی نمود ) هاژنترانس

                                                      
1- Non-Unique DNA Sequences  

2 - utationMassenger :P است با گسترش  ممکن ندارد اما یریکلون تاث یجهش که بر رو یک

 .مراه باشدکلونال ه
3- Recombined Constructs  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      11  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

(. 21ها حضور دارند منتقل شوند )در موششده  یرفعالغهای که ژن هاییمحلند در نتوامی

 ورزیدسههتاینکههه،  اولباشههد. دارای چنههدین محههدودیت مههی یکههردرو ایههن اوصههاف، یههنبهها ا

 تولیهد هها موفهق بهه    یشهگاه آزما محهدودی از  فقهط تعهداد   یست وبزرگ آسان ن هایسازواره

سبب انتقهال  ، ژن بزرگترانس یکجهش در  یک یسازمدل. ثانیا، شدند مناسب یهاپروتکل

 ی، محهل کپه  ، تعهداد  اسهت  شود. در نهایت اینکه ممکهن میبه مدل  یزوژنایرغرقم  ینچند

تولیهد  بهه   و منجهر  دبگذار یرتاث یپبه شدت بر فنوت ژنیکپارچگی ترانس ادغام توالی هدف و

 کهارایی و بها   CRISPR/Cas9 یستم ویرایش ژنومیس(. 27، 22گردد ) یچیدهپ یهایپفنوت

پهر کهردن شهکاف موجهود در      یآل بهرا یهده ا یهدای رسهد کاند ینظر مه  بهبالا  یریپذانعطاف

مهورد   مدل یهایسمدر تمام ارگان یرکدکنندهغ یهایعملکرد توال یابیو ارز یکژنت یسازمدل

که  ییهای محدودیتتوان به راحتیم یستم،س ینبا استفاده از ا(. 21، 21فاده قرار گیرد )است

بهه   .برطهرف نمهود   وجهود دارد را  بهزرگ ژن ترانسو  ES یهادر رابطه با ژن هدف در سلول

به  دتوانیمبرای شناسایی هدف را  هایتوال همسانی CRISPR/Cas9با استفاده از  خصوص،

اتصهال میابهد    هدف جایگاهدر  یقطور دق به اینکه، و مهمتر از همهدهد  کاهشباز  جفت 23

(27.) 

با اسهتفاده   یکی عناصر غیرکدکننده،اختلال ژنت جهت یزمتما یفصل، سه استراتژ یندر ا

با حذف کروموزوم  یسازفعالیرغد. ابتدا، به معرفی دهینشان مرا  CRISPR/Cas9از روش 

 یهرایش و" یهدی بها عنهوان   در مهورد روش جد  (. سهپس، ، الهف 2پرداخته شده است )شهکل  

هدف قرار دارنهد   یهایدر مورد استراتژ یت،نها ، ب( و در2کند )شکل صحبت می 1"ژنومیاپ

 د.کنیبح  م lincRNAو  miRNA مانند 2ینیپروتئکننده کدغیر یهاژن

 

 

 

 

                                                      
1- Epigenome Editing  
2- Non-Protein-Coding Genes 
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 CRISPR/Cas9های مختلف سیستم ویرایش ( مکانیسم2شکل

 مهورد نظهر   منطقهه  یهک  یبهرا  sgRNA دو :تموالی  ال کردن با حمفف فع یرغ الف(

 تهوالی  شهود، یمه  یهد دو رشته تول یهاکه همزمان شکاف یهنگام. اندشده یطراح ینکرومات

DNA ژنتیکی:ویرایش اپی ب( شود.یحذف م میانی sgRNA طهول تهوالی    در سراسرها

بهه   Lsd1مهین کاتهالیزوری   متصل به دا dCas9 ینبا پروتئ و همراه شده است یطراح هدف

بهرداری  فاکتورههای نسهخه   یهنگهام اختلال در توالی:  ج(درون نواحی هدف انتقال میاید. 

توانهد بهه طهور    یمه  sgRNA شدند، یهک  تعیین یبه خوب DNAشونده به اختصاصی متصل

در  indel یهها جههش  ،NHEJ تهرمیم پهس از  گهردد.   یهدف طراحاختصاصی برای اتصال 

 گیرند.می قرار DNA توالی

 ویرایش از طریق حفف کروموزوم

بهرداری متصهل   نسهخه  ههای مهرتبط بها فاکتور   هایتوالی وندریرکدکننده، غ تنظیمیعناصر 

متصهل   یهها پروتئینگانه دچن همکاری باها آن عمل یسممکان د.نوجود دار DNAبه  شونده

 یتهوال  یهک  بهه  برداری اختصاصینسخه فاکتور یکاتصال پذیرد. صورت می DNA شونده به



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      11  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

DNA  یهن بها ا نمهود.   ینهی بیشپه های توافقی توالی جایگاه خاص یا یکتوان با حضور یمرا 

 یاریکهه بسه   نیست، چرا ینیبیشپقابل به طور کامل  یشههم DNA بهاتصال  الگوی ،وجود

 اند.های توافقی هنوز شناسایی نشدهتوالیاز 

ههای تهوافقی افهزایش    ینی توالیبامکان پیش ،1(PWM) یوزن یتموقع یسماتربر اساس 

ی انقطهه  یهها جهشبرداری در شناسایی نسخه هایفاکتور افزایش کارایی یافته است و سبب

تواننهد  مهی کهه   ینپهروتئ کننهده  کد یهاژن برخلاف رو، یناز ا(. 21شود )می هدف توالیدر 

ال کهردن  فعه یرغ ینقطه برا یهاهای ت ییر چهارچوب را مختل کنند، جهششناسایی جهش

 (. 21کارایی ندارند ) تنظیمی پیچیدهعناصر 

است که  DNAهای بزرگ عناصر غیرکدکننده از درون توالی حذف متفکرانه یکردرو یک

کوچهک   یحذفهای جهش یهمپوشانکند. دوم اینکه، بصورت فرضی عملکردی را کنترل می

 ی انفهرادی هها یاز توال یکهر  مختلف روابط یحتشرای یا نقشه صحیح عناصر هستهتواند یم

DNA  ناهمسهان  پایانهه  اتصهال را نشان دهد. ترمیم (NHEJ    از طریهق مکانیسهم ویهرایش )

قهرار   اسهتفاده مهورد   ییهاآلل ینبه دست آوردن چن یتواند برامی ،CRISPR/Cas9ژنومی 

گر موجهود بهین دو تهوالی    تواند منجر به حذف توالی مداخلهمی DNA پایانهدو  تولید یرد.گ

DSB  فعهال  یرغ یساده و مهوثر بهرا   یکردرو یکدهنده  نشان روش ینا، الف(. 2شود )شکل

 های هدفمنهد نوکلئهاز ماننهد   وسیله آنزیمب باشد کهمی عناصر غیرکدکننده درون ژنومکردن 

CRISPR/Cas9  .در سهطح   توان ت ییهر تنظیمی میحذف عناصر  یقاز طرتولید شده است

 (.23ود )گیری نمرا اندازهژن  یانب

آزمایشی بر روی عناصر تنظیمهی نهواحی    CRISPR/Cas9حذف  مکانیسم از با استفاده

(. ناحیهه  29، 20، 21صهورت پهذیرفت )   بیوسهنتز ملانهین(   یردر مس ی)آنزیم اساسبالادست 

 باشد کهه بوسهیله  می DNAاتصال  جایگاه ینچنددارای  2آنزیم تایروزیناز 1'بالادست توالی 

EP300 و H3K4me1 انتقال یقاز طراند. طی این پژوهش شده نشاندار sgRNA  وCas9 

کهه   یهنگام(. 27ید شد )با فرکانس بالا تولی آلل حذف ینچند ماوس، ی بارور شدههابه تخم

                                                      
1- Position Weight Matrices (PWM )  
2- Tyrosinase  
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مستقل  لاین یندر چندها را رنگدانه چندین نتایج، حذف ،شدند یدتول یگوتهموز یهاحذف

همهانطور کهه   باشهد.  در بیان ژن رنگ پوست موش مهی  هانشان داد که بیانگر لزوم این توالی

  1یر تههرمیم خطاپههذیرمسههاز  CRISPR/Cas9مکانیسههم  حههذف دوگانههه شههد، ذکههر قههبلا

NHEJمنحصر  یک علامت آید دارایمی که به دست یآلل یب، هرترت ینبدپذیرد. صورت می

بزرگ و  یهاحذف ، تولیدNHEJ یج ترمیم خطاپذیراز نتا یگرد یکی است. DNAبه فرد در 

تواننهد در تهیهه نقشهه ژنتیکهی بکهار گرفتهه شهوند.        های اضافی مهی باشد. این آللناقص می

دهنده ناحیه عناصر افزایشاز  یکینقشه ژنت مختلف، یک هاییپ آللفنوت یسهبا مقاهمچنین 

نشهان داد،  کشهت شهده    یهادر سلولات گذشته مطالعساخته شد.  موش آنزیم تایروزیناز 1'

بها  (.  73یابهد ) یکاهش مه حذف توالی مورد نظر اندازه  ی باحذف کروموزوممکانیسم  ییکارا

ت ییهر   از کرومهوزوم،  یهق دق یسازمدل امکان چندین مگا باز نوکلئوتید،در  حذف ،وجود ینا

سازد میممکن هستند را  یکیژنت یهاناهنجاریاغلب مرتبط با  ها، کهنسخه تعداد ساختار یا

 یجهش در مرزها یسازو همکارانش در مدل یانستوسط لوپکه قابل توجه نمونه  (. یک71)

، کهه نقهش تنظیمهی در    هها هسهتند  جداکننهده  یها  2یژنوم یمرزها ،ژنوم گزارش شده است

متفهاوت   یانیب دامیندو  یانمرزها در ماین  معمولاکنند. های چندگانه ایفا میهای ژندامین

 یزیکهی بهه طهور ف   یژنهوم  یمرزهها (. 71، 27) انهد هشهد  واقهع  که در مجاورت هم قرار دارند

(. 71) کننهد یجهدا مه  از هم را  متفاوت یانیب یبا الگوها ییهاژن حاوی ینیکرومات هایمکان

اسهت   گزارشهگر، ممکهن   یهامرتبط با ژن DNA یهااستفاده از سازه باها یتوال مطالعه این

 دنه دهیعناصهر را نشهان نمه    یهن ا یواقعه  ولی عملکرد را نشان دهد یعناصر مرز ینا یتفعال

مکانیسهم  توسهط   ههای دقیهق ههدف   جایگاهدر  هاژنفعال کردن یر، با غصورتی کهدر (. 71)

 کهه  توجهه اسهت   جالهب  .توان عملکرد دقیق توالی را نشهان داد می CRISPR/Cas9حذف 

 یکرومهوزوم ههای اخهتلالات   یهپ فنوت یهد تولتواند میدر موش  یکیژنت ییراتت  ینچن القای

 (.  71مشابه در انسان گردد )

                                                      
1- Error-Prone DNA repair  
2- Genomic Boundaries   



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      11  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

 یکههیژنت جهههت بههرش توانههد یمهه CRISPR/Cas9 از مکانیسههم حههذف  ینهمچنهه

بهرای   یتواننهد بهه آسهان   یهها مه  sgRNAدر واقهع،  (. 73اسهتفاده نمهود )   1هها دهندهافزایش

ازی سه ایمنهی مهرتبط بها    انفهرادی  ق مجهزای منهاط  ینهمچن و شده ها طراحیدهندهافزایش

 یهن بها ا برطهرف گهردد.    seq-ChIPیابی بهه روش  های توالینالیز گرافاز طریق آ 2کروماتین

مهوارد   یبرخه  (. در70) تواند روشن شهود یم دهندهقطعات افزایشهر کدام از  یکرد، سهمرو

در اخهتلال   از طریهق  sgRNA یهک با استفاده از  یرکدکنندهفعال کردن عناصر غغیر خاص،

مهورد   یهن ا، ج(. در 2ورت پهذیرد )شهکل   توانهد صه  مهی  DNA بهه  اتصهال  های توالیویژگی

 شده است. مشخص یبه خوب GATA-2 برداریاتصال فاکتور نسخه هایجایگاه یهایژگیو

بهه فراینهد    مربهوط  GATA-2 ههای جایگهاه از  یو همکهارانش تعهداد  برسهنیک   اخیرا، 

 از DNA تهوافقی  یهری تهوالی  گبها ههدف  (. 79اند )سازی در موجودات را توصیف نمودهخون

از  یبعضه  DNAمهرتبط بها تهرمیم     indelههای  ، جههش CRISPR/Cas9 طریق مکانیسهم 

توجهه داشهته    یسهتی با ، همیشهه شرط یشپ یکبه عنوان شوند. دچار ت ییر میها نوکلئوتید

اگهر   برداری شناسهایی شهده باشهند، حتهی    های نسخهفاکتور جایگاه اتصال ینکه چند یدباش

ههای  جایگهاه  یفراوانه  . به دلیلدنمتفاوت باش دیگراز هم یها به طور قابل توجهآن یهایتوال

شناسایی هر از یهک   یبرا دنتوانیم هاsgRNA، در ژنوم پستانداران CRISPR/Cas9 هدف

ی درون یریپذآسیبو همکاران  کانور روش، ینبا استفاده از اکننده تولید شوند. عناصر تنظیم

توانهد در درمهان   یمه  ، کهکردندیی شناسارا  3 ی اریتروئیداختصاص BCL11A دهندهافزایش

مهورد   6یو بتها تالاسهم   5شهکل  یداسه  ههای سهلول  ، بیمهاری 4های جنینیالقا مجدد گلوبین

یم مورد بررسی قرار گرفته اسهت.  جهش بدخ ینچند ی، اثربه تازگ(. 13یرند )استفاده قرار گ

 یماراناز ب یل توجهدر تعداد قابیرکدکننده ژنوم، غ هایتوالیدر  که جهش توجه است جالب

 یهها ژن جههش در  تهوان تهاثیرات  مهی  مقابهل در (. 17، 11) شهده اسهت   ییشناسا یسرطان

                                                      
1- Enhancers  
2- Chromatin Immunoprecipitation  
3- Erythroid-Specific BCL11A Enhancer   
4- Fetal Globin Re-Induction  
5- Sickle Cell Disease  
6-  β-Thalassemia 
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 ینهی ب یشموجود موجهود په   یهاو سلول یوانیح یهارا با استفاده از مدلین پروتئکننده کد

 یهن از ا دشوار است.ژنوم  کنندهکد هاییاثر جهش در خارج از توالنمود در حالیکه شناسایی 

آزمایشهگاهی   روش یهک دهنهده  نشهان  CRISPR/Cas9 زایی از طریهق مکانیسهم  جهش ،رو

باشهد. بهه عنهوان    یرکدکننده ژنومی میغنواحی  یهااثر جهش یعسر ییشناسا جهت ،معتبر

مهزمن   یتیلنفوس یلوسم ز بیمارانا یتعداد یرکدکننده ژنوم، درغ یاهتوالیجهش در مثال، 

(CLL)1 العهاده منطقهه فهوق   ه اسهت در یهک  داده شهد  نشهان  یقهت، در حقاست. شده  یافت 

شهوند.  به وفور یافت می H3K27acو  H3K4 :مانند دهندهپذیر، عناصر مشابه افزایشجهش

 از طریهق مکانیسهم   دهنهده شهناخته شهده   یک افزایش و همکاران ثابت کردند با حذف پونته

CRISPR/Cas9  درصدی در ژن  13منجر به کاهشPax5 ( 11شده است.)   

 ژنومیکویرایش اپی

ژنتیهک  اپهی  یسهتون را ت ییهرات  ه ههای ینپروتئ یا DNAدر توالی  یمیاییش ایجاد ت ییرات

اثهر   DNA شهونده بهه  متصهل  یهها ینبهه پهروتئ   دسترسی ین وساختار کرومات گویند، که بر

ر د .یابهد یشکل مه  ییرت  یریو پ یزدر طول توسعه، تما یابه صورت پو ییراتت  یناگذارد. می

را به عقهب و   یوشیمیاییعلائم ب ینچن که دنها وجود دار یماز آنز یخاص یهایقت، کلاسحق

 یلاسهت  یسهتون ، ه2یسهتون، دمتیلازهها  و ه DNA ، ماننهد: متیلازههای  کندیم یرایشجلو و

د توسهط  نه توانیها میمآنز یناز ا یکهر 4 (11 .)(HDAC) داستیلازهاو  3(HATترانسفراز )

 از ایهن  گذشته، یهاسال طی .یرندهدف قرار گمورد  شانیتمهار فعالجهت  ،خاص یداروها

ین، از علاوه بر اشده است. استفاده  ینکرومات یبازساز یهایمتداخل با آنز یها برامهارکننده

 مورد مطالعهه قهرار گرفتهه اسهت     درمانییمیش مورد استفاده در به عنوان عواملها این آنزیم

 کننهد. یعمهل مه   به صهورت عمهومی و غیراختصاصهی   ها مهارکننده این متاسفانه(. 10، 11)

بهه   شهونده متصهل  یهها ینپهروتئ  طراحی منجر به یشناسیستژنوم و ز یرایشدر و یشرفتپ

                                                      
1- Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL )  
2- Demethylases  
3- Histone Acetyl Transferases (HAT)  
4- Deacetylases (HDAC)  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      14  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

DNA شونده متصل یمصنوع یهامند مجزا شده است. ساختارهدف نوکلئازهای انواع یبر رو

 یهها ینپهروتئ  ، ماننهد دنشهو  جفهت  ییزورکاتال هاییند با انواع دامنتوانمی DNA به توالی

دهد تا به طور یروش اجازه م این اند.فهرست شده ین بخشکه در ا ینکرومات کنندهیبازساز

 دنشهو  یکی انتقال دادهژنت یدستکار بدون ینیکروماتت ییرات خاص  علائمهدفمند  و  دقیق

دهنهده  ش)آنهزیم افهزای   Tet1 بها یهک آنهزیم    TALE، ب(. بهه عنهوان مثهال یهک     2)شکل 

 حهذف به  منجر TALE-Tet1 یبهدف قرار دادن ترکاست.  شد ( جفتDNAدمتیلاسیون 

 یهها در سهلول  RHOXF2بها ههدف قهرار دادن پرومهوتر      مثلا،شود. میDNA متیلاسیون 

Hela  وHEK293 (.  19شود )میبرابر ژن  1333تا  13 یسازموجب فعال 

ههای کهاربردی در   ت برنامهه جهه  CRISPR/Cas9 ی، سیسهتم ویهرایش ژنهومی   به تازگ

، 1(dCas9)موسوم به نوکلئهاز مهرده    Cas9ژنومی بوسیله نوعی از آنزیم نوکلئاز ویرایش اپی

dCas92- طراحهی، ترکیهب  بها  توانسهتند  و همکهاران   مورد استفاده قرار گرفته است. کهران 

LSD1  وgRNA(. 13دهنده، سبب کاهش بیهان ژن ههدف شهوند )   افزایش یاختصاص یها

بهه فاکتورههای    مربهوط  ههای دهنهده افزایشبا هدف قرار دادن گروه تحقیقاتی توانستند این 

 ینتوجه است که ا ایجاد کنند. جالب موش ES یهاسلول دررا  یکیمورفولوژ بیانی، ت ییرات

 .  دارد یبستگ یدیکل هایدهندهافزایشاز  H3K27ac حذف ییرات بهت 

سهبب   ،(ترانسهفراز  یلاسهت  )هیستون EP300 به dCas9اتصال  با ممکن است ینهمچن

گهردد   و پرومهوتر  دهنهده افهزایش  یهاgRNAاستفاده از  باهدف  یهاژن یسازافزایش فعال

 یقهت، فقهط  در حقیسهت.  مهرتبط ن  DNA یتوال یرناپذبرگشت ییراتبا ت  یکردرو (. این11)

و  یرپهذ فات برگشت. از این رو، صDNA یتوالخود نه ، کنندیم یکی ت ییرژنتیاپ یهایژگیو

 یهرایش و باشهند. بنهابراین،  ی مهی درمهان  یهای برنامهبرا یمطلوب یاربس یهاغیروراثتی ویژگی

 CRISPR/Cas9 سیستم ویهرایش  مشتق شده ازکننده یدوارام ابزارهایاز  یکی یکژنومیاپ

 (.12باشد )می

                                                      
1- Nuclease-dead Cas9 Variant (dCas9)  
2- Lysine-Specific Demethylase (LSD1)  
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 1ی غیرکدکنندههاRNAگیری هدف

لینکرناههها  و 2(miRNA)یرناههها مماننههد یرکدکننههده، غ یهههاRNAنقههش  یههر،اخ مطالعههات

((lincRNA3 یهن ا(. از نهوع  17نشهان داده اسهت )   ژن در سطوح مختلهف  یانب یمتنظ را در 

ی گزارش شده است انسان کوچک میرناهای یمشابه تعداد و ینالنکر 11333از  یشب هانسخه

ی هها مولکول یننقش ا یفتعر جهتمناسب  یکیژنت یب، نیازمند به یک مدلترت ینبد(. 11)

RNA را  هها نسهخه  ین، ایهن پهروتئ  کننهده کد یهابرخلاف ژنباشد. کننده نوظهور میتنظیم

هها  آن ،نمود. ترجیجها  یرفعالغ یهادر اگزونت ییر چهارچوب  یهاجهش یکتحر باتوان ینم

از ژنهوم حهذف    هاجداکنندهو  هادهندهافزایش :مانند دکنندهغیرک DNAعناصر  همانند یدبا

ر د Rianکیلوبهاز در لینکرنهای   27بزرگی شامل به عنوان مثال، هان و همکاران حذف . دشون

 یهها ژن یهان ب یشافهزا ، که این محققان توانستند جالب توجه است(. 11پدید آوردند )موش 

لینکرناهها  کهه   دههد نشهان مهی   شهواهد  را شناسایی کنند. ارائهه ایهن   Rian ینایمجاور لنکر

 با ،و همکاران توسط یین مطالعه یکدر . کند یمرا تنظ مجاور یهاژن بردارینسخهد نتوانیم

یز مبتنهی بهر   متمها  یهایاز استراتژ یتعداد، Haunt لینکرنای هدف مشخص کردن عملکرد

، Hauntههای  نسهخه  اثهر  یهل و تحل یهتجز بکار گرفتند. جهترا  CRISPR/Cas9مکانیسم 

آن  یدرونه  یو بهه عناصهر کهاربرد    یهد لمختلهف تو  یهااندازه باحذف  یسر پژوهشگران یک

یهان لینکرنهای   ب سهبب حهذف   Hauntپروموتر  یهایتوال کوچکی از با حذفنمودند.  یتهدا

Haunt هدف  ژن یانب یشافزا وHaunt  .محققهین  حهذف بزرگتهر،    ایجهاد در مقابل، بها  شد

ایگهاه  جدههد  ی، که نشان مرا مشاهده نمودند هدف یهاهمان مجموعه از ژن بیان کاهش در

Haunt  دهنده ژنافزایشبه عنوان HOXA ایهن   اطلاعات، ینا ییدتأ یبراکند. نیز عمل می

سهبب   CRISPR/Cas9 مکانیسهم  اسهتفاده از  محققین از طریق حهذف تهوالی پرومهوتر بها    

تهوان افهزایش بیهان لینکرنها را در     مکانیسهم مهی   ینبا ا(. 11شدند ) Haunt افزایش بیان ژن

 یبهزرگ ژنه   یهها خوشهه  بهه صهورت  اغلهب  ایجهاد نمهود. میرناهها     4ومیهای درون ژنجایگاه

                                                      
1- Targeting Noncoding RNAs  
2- micro-RNAs (miRNAs)  
3- long intergenic noncoding RNAs (lincRNAs)  
4- Endogenous Locus  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas9      12  ویرایش شناسایی نواحی غیرکدکننده ژنوم با استفاده از سیستم

 انتقهال  حاوی میرنا را با بزرگ یک حذف و همکاران ژیائو رابطه، یندر ا. شوندیم یسازمانده

 (.  13انجام دادند ) زبرافیش 9 شماره کروموزومدر  به جنین sgRNAدو 

 گیری نتیجه

 هههای مبتنهی بههر مکانیسههم ویههرایش روش ددتولیههد مجهه یهت و قابل یریپههذانعطههاف یی،کهارآ 

CRISPR/Cas9 نمهود   یهزی انگبر چالش یهایشآزما انجاماز محققان را مجبور به  بسیاری

 جههش ژنهوم  بود. القای  یرممکنغ یباتقر یا دشوار بسیار قبل از ابداع این روشچند سال  که

 کان دسترسهی و ام است یافته یشافزا یریبه طور چشمگ CRISPR/Cas9 از طریق سیستم

بها اسهتفاده از    در حهال حاضهر،  یرکدکننده را فراهم نمهوده.  و غ کنندهکد یهایتوال عملی به

نقهش  داد و قرار  یبررس را موردژنوم پستانداران  توان کلهای آنزیم نوکلئاز هدفمند میروش

 شناسی کشف نمود.بیماریو  یزیولوژیدر فکدکننده را و غیر کنندهعناصر کد
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 فصل سوم
 

 

 

 ژنومی انسانی و پلوریپوتنسی مهندسی
 

 

 خلاصه

باشد و تحقیقات بر روی افراد می یادیبن یهامنشاء سلول ،1(iPSCs)پلوریپوتنسی القا شده 

دههه   کیه ها در حدود iPSCگرچه سازد. اپذیر میانسان را به عنوان یک مدل ژنتیکی امکان

ههای  حاصل شهده اسهت. آنهزیم    یکارآمد به تازگ و ی سادهاصلاح ژنوماما  ،بودنددر دسترس 

 دیه تول ههدف جههت   DNA به تهوالی  بیآسی سبب القای زیرو قابل برنامه نوترکیب نوکلئاز

 اصهلاحی،  راتییه ت  جههت  DNAو یا بکارگیری مکانیسم طبیعی ترمیم  یتصادف یهاجهش

 شهرفته یپ یهایآورفن یمرور کل قسمت به نیا درشود. توالی الگوی میانجی می کی بوسیله

ی ژنهوم  یمهندس جهتها آن یو ابزارها CRISPR/Cas9و  ZFN ،TALEN :مانندنوکلئاز 

iPSCجههت  نوکلئازهها  گی اسهتفاده از چگهون  ی پرداخته شده است. همچنهین بهه  انسان یها 

بهه   سهرانجام پهردازد.  تهوالی غیرههدف مهی   و اجتناب از  صیتشخ یهاروش و یژنوم شیرایو

مناسهب   یهها مسهائل مربهوط بهه کنتهرل     وهها  iPSCدر  یو فنه  یکیابع ژنتمنبررسی انواع 

 پرداخته است.  کیزوژنیا

                                                      
1- Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs)  
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 پلوریپوتنسی القا شده و مدل ژنومی انسانی

 بهارور  یهها نیجنه  1(ICM) یداخل یاز توده سلولاولین کسی بود که توانست تامسون  مزیج

ههای جدیهد   (. ایهن سهلول  1لید کنهد ) را تو 2(ESCsانسان ) ینیجن یادیبن یهاسلول ،شده

نامحهدود در محهیط کشهت     سلولی میقادر به تقس هاآندارای دو ویژگی بودند، نخست اینکه 

ههای بهالت تمهایز پیهدا     ها و بافهت ها قادرند به تمام سلولهمچنین آن (،دی)خود تجد هستند

 یهاسلول سایربت به نس یانسانهای ESC رینظیب تیمزپذیر(. کنند )پلوریپوتنت یا انعطاف

ههای  و ههم در سهلول   3(eratomaTههای تراتومها )  هم در سلول تمایز تیظرفی، شگاهیآزما

 و هها یمهار یبمهرتبط بها    قاتیدر تحق چشمگیری کاربرد(. 1، 7، 2بافتی است )ای کشتتوده

نهوز  ی هنه یجن ابعمن حال، نیبا ا ،آشکار شدها ESC یبرابلافاصله کننده ایاح یداروهاتولید 

 قبهل دههه   کیه  (. حهدود 1انهد ) مورد اتفاق نظر واقع نشهده  زیستیاخلاق  به عنوان مباح 

چههار   انیه ب قیتوانند از طریموش م سوماتیک یهاد که سلولدننشان داتاکاهاشی و یاماناکا 

 یادیه بن یهها سهلول  هیه حالت اول به c-Mycو  Oct3/4  ،Sox2 ،Klf4برداری:فاکتور نسخه

 (iPSC)های بنیادی پلوریپوتنهت  (. اندکی پس از القای سلول1) ردانده شوندبازگ مانندنیجن

، 3( )1زیستی وضع گردید )شکل و قوانین اخلاق یفن مسائل های سوماتیک انسانی،از سلول

های بنیادی پلوریپوتنت القها شهده   ، سلول(ESC)های بنیادی جنینی (. در مقایسه با سلول0

(iPSC ) و  یمهار یب یسهاز مهدل با رضهایت افهراد بهرای     ی شخصی راادینب یهاسلولقادرند

ع  ها ممکن است باiPSC ها،ESC برخلاف ن،یعلاوه بر اتولید نمایند.  یاحتمال یهادرمان

 iPSCیک پروفایل ژنتیکهی بوسهیله    ارائه ب،یترت نیبدشوند. فرد  کی رفاهسلامت و  احیای

ههای  سلولها از ESC(. اگرچه 9د )کن کمک افرادبا سلامت  بهتر است به درک ممکن افراد،

 ی هها سهلول امها   شهوند یحاصهل مه   4مجهدد  یزیربرنامه قیها از طرiPSC ایانسان  ینیجن

iPSC باشد مانند: تکثیر سریعمی یابیقابل رد یکیژنت ستمیس کی یدیکل یهایژگیودارای 

سههولت  ، نامحهدود  راینترفاز، تکثیS  مرحلهسلول در  یادیز تعدادتولید  ساعت(، 11 حدود)

                                                      
1- Inner Cell Mass (ICM) 
2- Embryonic Stem Cells (ESCs)  

 (: تومور متشکله از چندین نوع بافت مختلفeratomaT) تراتوما -3
4- Reprogramming  
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ههای  های ترانسهفورم شهده بوسهیله ژن   سلول انتخاب و DNAبه انتقال  لیتما ،کشت سلول

همهانطور  (. 13ها )کلون یجداساز از طریق یکیمکمل ژنتهای توالی ای کیوتیبیآنت مقاوم به

 یهااز ابزار یدیبا نسل جد iPSC یفناور ، تلفیقردیگیقرار م یبررسمورد  این فصلکه در 

ژن  هایناهنجاریاصلاح  یحت ای یژن درمان، گزارشگر هایژن قیانتقال دق، کیژنت یمهندس

و  iPSC ههای فناوری یتوجه به سرعت و سهولت نسب (. با1پذیر نموده است )شکل امکانرا 

 inها در شرایط دارو یگرها و غربالیماریب یسازمدلها، امکان ی و تلفیق آنژنوم یمهندس

vitro (11، 17، 12، 11راهم شده است )ف. 

 
 تیکژن یمهندسهای بنیادی پلوریپوتنت انسانی. از ها و کاربردهای سلول( منبع، ویژگی1شکل 

 شوداستفاده می یانسان هایبیماری دییتا ای دیتول جهت
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 یژنوم شیرایو ابزارهایظهور 

 2یعملکهرد  کیه مژنو ی، عامهل اصهل  1ههای هدفمنهد  ژنفنهاوری   وسهیله ب یکیژنت ورزیدست

انتخهاب  سیستم  استفاده از با 3کاپچی ویمار ابتدا بوسیله ،اصول هدف قرار دادن ژن .باشدمی

 نیه بها ا (. 11، 11ی انجهام پهذیرفت )  انسان PSCهای در سلول موشهای ESC یمنف-مثبت

 زانیه دههد کهه م  ینشهان مه   یانسهان  یهها ESCژن هدفمنهد در   یهها شیآزما نیاول، وجود

 مهوش مقدار مشاهده شده مورد نیاز بهرای درمهان در   ه طور معمول کمتر از ژن ب یریگهدف

در  یعه یبه طور طب یژنوم DNA در (DSBs)ای دورشته هایتوالی لیتشک(. 13بوده است )

 یبهرا  همچنهین  و زهیونیه تهابش   ماننهد  هاییدر پاسخ به استرس ای DNA همانندسازی یط

 (.  10) دهدیرخ م یمنیا ستمیس دیتول و میوز طیدر  های حیاتییبینوترک

زا جههش  یتواند به طور ذاتیم (NHEJ) اتصال پایانه ناهمسانتوسط  DSB توالی میترم

را در ههدف   DNA یتهوال  یتوانهد بهه درسهت   ی( مه HDR) سانهم میکه ترم یباشد، در حال

 نیه فهر  بهر ا   نیبنهابرا انتقال دهد.  خواهر( دی)مانند کرومات DNA توالی دهنده کیحضور 

 ازژن را  یریه گههدف  فراوانهی توانهد  یهدف م هایجایگاهها در DSB یعمد لیتشک بود که

 FokIههای نوکلئهازی آنهزیم    (. دامهین 23، 19) دهد شیافزا DNA توالی دهنده کی قیطر

هها  ZFN .(21) کهرد  یطراحه را  یدیه جد تیخاصبوسیله نوکلئازها توان یمنشان دادند که 

، محسهوب  هدفمنهد  DSBR یریه گههدف  شیافهزا  قیاز طر نمودن بینوترک یبرا ایوسیله

( 22مانهده اسهت )   یبهاق  یژنهوم  یابزار قدرتمند در مهندس کی به عنوان امروز تا وشوند می

را جهت بهرش تهوالی    FokI یمونومرهاهایی هستند ها جفت پروتئینZFN. (، الف2شکل )

نوکلئوتیهدهای  بهه   ین رواتصهال انگشهتا   .(27، 22دههد ) یهدف قرار مجایگاه  کیدرون  به

 نوکلئوتیهدهای گانه بهه  سه خواص تعامل انگشتبه طوری که  باشدنسبی می، DNAگانه سه

 .(21، 21) دشوار است قایعمها ZFN یمهندس وابسته است و هیهمسا

                                                      
1- Gene Targeting  
2- Functional Genomics  
3- Mario Cappechi  
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 های متداول نوکلئازی جهت برش توالی ژنوم هدف و ترمیم توالی برش یافته( سیستم2شکل 

ههای  مکانیسم برش از طریهق دامهین   TALENو  ZFNیرایش ژنومی الف( در سیستم و

. آنهزیم  DNAشهونده بهه   ههای متصهل  پهذیرد توسهط دامهین   دایمریک نوکلئازی صورت مهی 

گهردد. رنهگ سهبز    به تهوالی ههدف متصهل مهی     sgRNAاز طریق مولکول  Cas9نوکلئازی 

م ترمیم توالی بهرش  گیری توالی. ب( مکانیسکمپلکس اندونوکلئازی و رنگ آبی اجزای هدف

 (HDR)و ترمیم همسان  (NHEJ) یافته از دو روش ترمیم اتصال پایانه ناهمسان

TALEN نهد و  برد نیاز به  یعمله  ههای و کاربرد یفنه  ههای ینهوآور  نیبه انع را ومها نیز

، ب(. 2( )شهکل  23، 21رسهاندند )  نوکلئازهها  دیه و تول یطراح بهرا  یقاتیتحق یهاشگاهیآزما

 Xanthomonas spp زای گیهاهی بهه نهام   از طریهق بهاکتری بیمهاری    TALEهای پروتئین

مههاجم   یبهرا  یکیمتهابول  تیه منجهر بهه مز  و  کندیرا فعال م زبانیژن م انیب شده که ترشح

ها هستند کهه بهه   های منحصر به فردی از پروتئینها نماینده کلاسTALEN(. 20) شودیم

هها  ZFNها نسبت بهه  ند و طراحی آنشوهدف متصل می DNAصورت یک به یک به توالی 

 ههای تکرار قیه طر از DNA و نیپهروتئ بهین  تعامهل   تیه ماه(. 73، 29باشهد ) تهر مهی  آسان

. دههد یمه نرا نشهان   یههمساوابستگی به توالی اثرات  ییه کهباشد مورفیک مییپل ینیپروتئ

هها  TALENها مورد مطالعه قرار گرفهت،  در مقیاس وسیع آزمایشگاهی که بر روی زبرافیش

 نیهز بهه سهرعت    CRISPR/Cas9(. 71ها  نشان دادند )ZFNزایی بیشتری نسبت به جهش
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قرار گرفت و آن را از یک سیستم ایمنی اکتسهابی باکتریهایی   و عموم  یانتوجه دانشگاهمورد 

، ج(. 2( )شهکل  71، 77، 72در برابر فاژها به یک مکانیسهم ویهرایش ژنهومی تبهدیل نمهود )     

 ینوکلئهاز  ههای دامهین  قیها را از طرDSB کهی است عموم ندونوکلئازا کی Cas9 نیپروتئ

HNH  وRuvC نیوپروتئئه لکبونویمجموعهه ر  کی کند،یم دیتول (RNP  بها )RNA   کوتهاه

(crRNA) و tracrRNA سازی خاصیت نوکلئازی به توالی جهت فعالDNA ههدف   یژنوم

هها  توسهط خهانم   CRISPR(. کشهف خاصهیت بیوشهیمیایی کمهپلکس     71شوند )متصل می

نشهان   CRISPRانجام شد، خاصیت بیوشیمیایی کمپلکس  1جنیفر دودنا و امانوئل کارپنتیر

یا به  crRNA-tracrRNAهیبرید  یطراح قیواند از طرتیم شده یزیربرنامه میداد که تقس

توانهد همهراه بها پهروتئین اسهترپتوکوکوس پهایوژنز       و می حاصل شود sgRNAعبارت دیگر 

(SpCas9 ) .ستمیس ب،یترت نیبدانتقال یابد CRISPR/Cas9 تئهوری توانهد بهه لحهاظ    یم 

 PAM ناحیهه  NGG-′1-7′نوکلئوتیدی در بالادست توالی  23 توالی شود تا هر یزیربرنامه

. از این مکانیسم بلافاصله پس از طهی مراحهل آزمایشهگاهی بهر روی سهلول      هم بشکند را در

 فنههاوری ،هههای اخیههرسههال یدر طهه(. 73، 71)انسههانی هههم مههورد اسههتفاده قههرار گرفههت   

CRISPR/Cas9  کهه   کهاربرد  سهولت و یطراح یسادگ ، غربالگری ژنومی،2ژن حذفامکان

(. 13، 79، 70) است فراهم آوردهرا  بود قابل دسترس ریغ های مدلارگانیسم کیقبلا در ژنت

 نیه بها ا  شهود. یم استفاده CRISPR ستمیس در شتریبه مراتب ب SpCas9آنزیم اندونوکلئاز 

 Staphylococcus :ماننهد  ییایه باکتر یهها گونههای اندونوکلئاز آنزیماز  دیگری انواع حال،

aureus (SaCas9 ، PAM ′7-NNGRRN-′1و ) Neisseria meningitidis 

(NmCas9 ،PAM ′7-NNNNGATT-′1) ژنوم مورد استفاده قهرار گرفتهه    شیرایو یبرا

 منجهر  یی،ایمنشاء باکتر یی باهانیها به عنوان پروتئوتیکاردر پرو Cas9 یطراح(. 12) است

ههدف   یهها دامنهه همچنین و  ،ت ییریافته PAM توالی با SaCas9از  یدیانواع جد تولید به

 ،یهمولهوژ بررسی میزان  قیاز طر هاوتیراژنوم پروک (. استخراج اطلاعات17شود )می شتریب

بهرخلاف   .را پدیهد آورده اسهت   دیه خهواص جد  بها ههایی  خهانواده ، عملکرد صحت و نگیکلون

                                                      
1- Jennifer Doudna and Emmanuelle Charpentier  
2- Gene Knockout  
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 مندازینفقط  Francisella novicida Cpf1 (FnCpf1)، اندونوکلئاز SpCas9 اندونوکلئاز

جههت شناسهایی    PAMدر ناحیه بالادست  TTN-′1-7′و توالی شناسایی  sgRNA کیبه 

دههد  یشان من هایدر باکتر CRISPR یهامکانیسم بسیارتنوع (. 11باشد )جایگاه هدف می

 یهها ظرافهت  انهد. شهده نهنهوز کشهف    زیبها خهواص متمها    های نوکلئاز دیگری نیهز آنزیمکه 

، طراحی نوکلئازهای ایجادکننده جهش تصادفی و مورد DNAبرش  و صیتشخ ییایمیوشیب

در مکانیسهم   جهش فیکه طبررسی شده است. با توجه به این 2هدف قرار دادن ژن در شکل 

شهده کهه    یسهلول ههای  کلهونی  در ههایی آلل سبب تولید است، یادفاساسا تص NHEJ ترمیم

د نه توانیمه هها  DSBR .(11) کنهد مهی  دهیه چیبهالا را پ  یعملکردبا توان  یغربالگرتواند می

: ماننهد  یبه یترک یدادهایه رو(. 11) نهد نک دیه تول ینیبشیبه طور قابل پرا  Indelهای جهش

 حذف ژن بوسیله ترمیم و HDR نیسم ترمیماستفاده از مکا آلل با کیهدف قرار دادن مورد 

NHEJ، با استفاده از  یبیترک یدادهایرومضر باشد.  ای مفیدتواند یمsgRNAگانهچند یها 

و  هیه در تجز عیتسهر  ،مهوش  ینیجن ای یادیبن یهامتعدد در سلول یهاجهشتولید به  منجر

 (.  19، 10، 13) شودیم یعملکرد کیمطالعات ژنومو  یکیژنت لیتحل

   1های امنها از طریق انتقال ژن در جایگاهiPSCافزودن عملکرد به 

. اسهتفاده شهود   دیه جد عملکرد یمعرف ااصلاح ی حذف، یهدف قرار دادن ژن ممکن است برا

حهال   نیه ا بها ، است متعددی ایایمز یدارای ترانسپوزون ای یروسیو یهاستمیبا سانتقال ژن 

بهه   منهد ازین وشهود  نمهی کنتهرل   میمسهتق  مبادلهه  کیبه عنوان در جایگاه هدف  ادغامبرای 

 ژن انیه سهطوح ب  سهه یمقا ایه  مناسهب  ییشناسها  یکلهون بهرا   نیچند یگراستفاده از غربال

 دهنهد می های هدفجایگاه به راها ژنترانسانتقال اجازه  های نوکلئازیآنزیم (.11باشد )می

بها   هدفمند(. انتقال ژن 13رسانند )میبه حداقل  2مکانیاثرات  لیتعد باکلونال را  راتییو ت 

 ههای از ژن cDNAنجهات   :ماننهد کاربردههای متعهددی    HDR استفاده از مکانیسم تهرمیم 

 اانتقهال یافتهه یه   ژن  انیه گهزارش ب  یفلورسهنت بهرا  های حاوی آللاستفاده از  ،افتهیجهش 

                                                      
1- Safe-Harbor Loci  
2- Position Effects  
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 AAVS1 شهناحته شهده   1جایگهاه امهن   نیمشههورتر  دیشها (. 11گذاری سلولی دارند )نشان

از  1 شهماره  نونتهر یا درون به روسیقرار دادن و یبرا پذیر()جهش 2نقطه داغ ک، که یباشد

کهه   ،باشدمی شمودر   ROSA26جایگاهبه  هیشب AAVS1(. 12) است PPP1R12Cژن 

(. مهورد  13کند )ژن تولید میهای ترانسادغام هموزیگوت جهینت درناشناخته را  پیفنوتیک 

 3ژنهی تهک  یهها یمهار یبسبب بهبود  AAVS1 جایگاهها از DNAc انیهدف قرار دادن و ب

)عدم توانایی فرد برای از بین بردن برخهی   X4 وابسته به کروموزوم مزمن گرانولوماتوز: مانند

 یونیکانال  یهاژن افزایش بیان برعکس(. 11، 11شود )می 5ی نوع آلفاتالاسم وها( میکروب

)نقهص   6یطهولان  QTتوانهد سهندرم   یمه  AAVS1 جایگاه از KCNH2و  KCNQ1 مانند:

 (.  11سبب شود )را فعالیت الکتریکی قلب( 

هههای امههن دیگههری نیههز وجههود دارد، ماننههد جایگههاه هههایپوزانتین فسههفوریبوزیل جایگههاه

و نهایتها تولیهد    HPRTکه سهبب کمبهود    X (HPRT1)7 وابسته به کروموزوم 1-ترانسفراز

شهود. جایگهاه گهالونو لاکتهون     مهی  9نهایهن -لهش تا سهندرم   8از نقرس طیف وسیعی بیماری

 نیه بهر ا  فهر  کهه   در انسهان اسهت   رفعهال یغ ژنشهبه   کی 10یانسان( GULOPاکسیداز )

. باید دقت داشت که علاوه بر نقص ژنی باید بهه  شود یریجلوگ یپیکه از اثرات فنوت باشدمی

وان مثهال، جایگهاه   (. بهه عنه  13ژن نیز توجه نمود )اثرات موضعی توانایی پروموترهای ترانس

 17شهماره   کرومهوزوم  در ژنغیرفعهال   هیه در ناح کهه  (CLYBL11)لایهک  -ابت ازیلتراتیس

در (. 11) کنهد مهی اعمهال  موضعی ژن  انیب یبر رو شود اثرات کمییم بیان ،انسان قرار دارد

 از یانسهان  IXو  VIII فاکتورههای  انیه بهها،  موش Bو  A ی نوعلیهموف آزمایش بر روی کی

                                                      
1- Safe Harbor  
2- Hotspot  
3- Monogenic Diseases  
4- X-linked Chronic Granulomatous  
5- α-Thalassemia  
6- Long-QT Syndrome  
7- X-linked Hypoxanthine Phosphoribosyl Transferase 1 (HPRT1) locus  
8- Gout  
9- Lesch–Nyhan Syndrome  
10- Human L-Gulono-γ-Lactone Oxidase (GULOP) locus  
11- Citrate Lyase Beta-Like (CLYBL) locus  
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از (. 12شهده اسهت )   یها در سطوح درمانژنمدت ترانس یطولان انیبسبب  ،نیآلبوم هجایگا

ههای متمهایز   دارای سهلول  هایی یافت شوند کههای امن ممکن است در مکانجایگاه رو، نیا

 ندارد.  شناخته شده  پیفنوتهیی ارتباطی با  وهدف باشند که سرکوب شده 

 یماریب یهامدلی برا یژنوم یبه مهندس یابیدست

 1(SNV) یدیه تهک نوکلئوت  راتییت  انسان، یکیژنت یهایماریاز ب ییهامدل جادیبه منظور ا

نقهش   یابیه ارز ی جههت واقعه  ههای آزمهون . شهود یداده مه  حیترجهای بزرگ حذفاز  ترشیب

 ایه  iPSC مهاران یجههش در ب تهرمیم   ،ی انجام شده اسهت ماننهد  ماریدر ب دیکاند یهاجهش

 ازیه ن یروشه  بهه  مهار یخاص ب یهاجهش تولید ای اصلاحی، عیطبهای iPSCنمودن  جایگزین

(. در انتقال هدفمنهد ژن بهه روش کلاسهیک    17ی باشند )خارج یکیعناصر ژنت که فاقد دارند

ههای انتقهالی   بیهوتیکی در کاسهت  از سیستم انتخاب مثبت آنتی HDRبرای مکانیسم ترمیم 

های ، تلفیق با ژن2ز این روش برای حذف ژن، الف(. استفاده ا7( )شکل 11شود )استفاده می

مناطق کوچهک   ت ییر در حال، نیبا ا(. 11، 13باشد )و ژن درمانی بسیار مفید می 3گزارشگر

DNA تواند سبب بروز اخهتلال در  می 4های انتخاب تک نوکلئوتیدیمانند استفاده از کاست

(. حهذف  11ی شهود ) نه یبشیپه قابهل  ریغ 5کیه تروپیواثهرات پل  های اصلی ژن یا تولیدجایگاه

بیوتیهک عمومها از طریهق مکانیسهم بهرش بوسهیله آنهزیم        های انتخهابی حهاوی آنتهی   کاست

 loxP/Creهای شناسهایی  (. در این روش جایگاه11پذیرد )صورت می 6ریکامبیناز اختصاصی

شود بیوتیک میدر مجاورت کاست قرار گرفته و سبب حذف کاست حاوی آنتی Flp/FRTیا 

ههای اختصاصهی از   ، ب(. در این روش بوسیله بیان موقت ریکامبینازهها بخهش  7)شکل ( 13)

 یکه یژنت خنثهی  عناصر در مناطقبرخی ممکن است  شوند. البتهکاست برش یافته و جدا می

به عنهوان  (. 11، باقی گذارند )ژن انیبر ب ایمنتظرهریغ هایپیفنوت و اثرات ،هانونتریمانند ا

                                                      
1- Single-Nucleotide Variations (SNVs)  
2- Knockout  
3- Reporters  
4- Single Nucleotides Selection Cassettes  
5- Pleiotropic Effects  
6- Site-Specific Recombinase-Mediated Excision  
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قابلیهت بهرش ژنهوم     رینظیب یتیفیک با 1(PB) ترانسپوزونکامبینازها، ری یبرا نیگزیجا کی

 یبهرا  یانتخهاب مثبهت/منف   تکاسه  کیه به عنوان  وهای رویانی انسان و موش را دارد سلول

فقهط   PBاست کهه عناصهر    نیاز احتمالات ا یکی .(19، 10) است افتهیتوسعه  یاصلاح ژنوم

 تهوالی  کیه  بایهد  که یطور بهزنند و برش می را شناسایی نموده TTAA یدهایوتلئتترانوک

TTAA بها توجهه بهه اینکهه عناصهر      حضور داشته باشهد  منطقه مورد مهندسی، یکیدر نزد .

پذیری بیشتری نسبت به ریکامبینازهها دارنهد امها ممکهن     ظرافت و انعطاف PBترانسپوزونی 

ههای  نواع ترانسپوزونیافته دوباره به یکدیگر متصل گردند و همچنین اهای برشاست جایگاه

 (.  33دهند )زایی متفاوتی نیز نشان میمختلف نرخ جهش

 
( انسانی توسط آنزیم نوکلئاز و ترمیم ژنوم iPSCهای رویانی پلوریپوتنت )( برش سلول7شکل 

 (HDRبوسیله مکانیسم همسان )

نشهانگر   شود. ب( حهذف ژن یافته بوسیله قطعه ژنوم اهداکننده ترمیم میالف( توالی برش

بیوتیکی بوسیله آنزیم ترانسهپوزاز )سهمت راسهت( و آنهزیم ریکامبینهاز )سهمت       انتخابی آنتی

 ssODNچپ(. ج( حذف جهش بوسیله مکانیسم 

                                                      
1- piggybac (PB) Transposons  
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طراحههی وکتورهههای حههاوی بههر  یمبتنهه ی،اصههلاح ژنههومهههای کلاسههیک روشبههر عههلاوه 

 بها  بیه ترک در 1(ssODNای )رشهته کوتهاه تهک   یدیه گونوکلئوتیال ههای تهوالی  ک،یوتیبیآنت

اسهتفاده  نیهز   CRISPR/Cas9و  هها TALEN، هاZFN های ویرایش ژنومی مانند:مکانیسم

نوکلئوتیهد طهول    133ها دارای بیش از ssODN(. در این روش 37، 32، 31، 10شوند )می

( )شکل 31ای در محل برش دارند )باشند و همولوژی یکسانی با توالی دارای جهش نقطهمی

از طریهق مکانیسهم    ssODNباشد که جایگاه ت ییریافته بوسیله توالی ذکر می، ج(. لازم به 7

 ssODNپذیرد. با توجه به اینکه عناصر مورد هدف بواسطه صورت می NHEJترمیم جهش 

ها )کمتر iPSCباشند، شناسایی توالی هدف با فراوانی اندک درهای سلولی فراوان میدر لاین

 (. 37، 32، 10باشد )از یک درصد( پیچیده و دشوار می

گهری جمعیهت، اسهتفاده از    یک روش پیشهرفته بهرای ویهرایش ژنهومی دقیهق در غربهال      

iPSC های انسانی است که بوسیله روشddPCR2  (. پژوهشهگران  33شهوند ) شناسایی مهی

، PHOX2B ،PKP2)روش، موفههق بههه القههای جهههش در پههنج ژن  نیههتوسههعه اهمگههام بهها 

RBM20 ،PRKAG2  وBAG3) با بیماری شدند. یک روش ساده و کارآمهد بهرای    مرتبط

 باشد.می ssODN3هایی با واسطه استفاده از ژن iPSCهای استخراج ژن

 4های غیرهدف و موزائیسمجلوگیری از نتایج نامطلوب: برش

برش توالی ژنومی بوسیله نوکلئازها ممکن است به دلیل عدم برش دقیهق منهاطق ههدف، بها     

 حایترج هاDSB موارد، نیدر اهای نامطلوبی را تولید نماید. DSBRو خطاهایی همراه باشد 

. اینگونهه اثهرات ناخواسهته ممکهن اسهت پیامهدهای       دنشویم میترم NHEJمکانیسم  توسط

 ، ب(.  2فنوتیپی داشته باشد )شکل 

 یهها کلهون  از 5(WGSکامهل ژنهوم )   یهابی یهدف با اسهتفاده از تهوال  ریغتوالی  صیتشخ

ههای  باشد، کهه ایهن رونهد از طریهق تحلیهل داده     می یابیارزقابل  iPSC ژنوم ی شدهمهندس

                                                      
1- short single-strand Oligonucleotide (ssODN) Templates  
2- Droplet Digital Polymerase Chain Reaction (ddPCR)  
3- ssODN-mediated Gene  
4- Mosaicism  
5- Whole-Genome Sequencing (WGS)  
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تنهها اطلاعهات    1یهابی اگهزوم  (. در روش تهوالی 03، 39پذیرد )یابی صورت میحاصل از توالی

 بهر  یهدفمنهد مبتنه   یغربالگر یهاروشکند. چند نمونه از بخش کوچکی از ژنوم تامین می

 بهرش هیبریهد  آزمهون   ماننهد  زبهان یدف ژنهوم م هه ریغمناطق و  sgRNA توالی نیب شباهت

T7E12، وجود نیبا ا .(02، 01، 11باشد )می 4قیعم یابییتوال و 3یابی به روش سنگرتوالی ،

 یهها جایگهاه  تمیالگهور  ینه یبشیپه  تیه فیو ک بهوده بر ، زمانیابیمرسوم توالی یهاشرو نیا

 سازند.یمحدود م را هدفریغ

های نوکلئهازی، دارای پتانسهیل مناسهبی    آنزیم برمبتنی ،هدفریغ هایگری جایگاهغربال

رسهوب  دههد. در روش ایمنهی  بوده و بدون محدودسازی و تاثیرپذیری غربالگری را انجام مهی 

بها ژنهوم را    Cas9تعامهل   ههای جایگهاه تهوان  یمه  Cas9 یبهاد یبا استفاده از آنت 5نیکرومات

(. روش 01، 07را شناسهایی کنهد )   DNAتواند نهواحی دقیهق بهرش    نمود اما نمی ییشناسا

PCR HTGTS6-LAM با استفاده از تشخیص شکل جابجهایی  است که  ترکیبیروش  کی

ههای  DSBهای نواحی غیرهدف تولید شهده بوسهیله آنهزیم نوکلئهاز یها      تواند برشمی 7ژنوم

 نشهان ، NHEJ ی تکهی تهرمیم  دادهایرووجود  گر،ید یاز سو(. 01درونی را شناسایی نماید )

، 8(IDLV)ویهروس  تلفیق وکتورهای نهاقص لنتهی   مانندی خارج DNAعناصر  جذب که داد

(. 03، 01مهورد اسهتفاه قهرار گیهرد )    هدفمنهد   یهابی یتوال یبرا 9یک نشانهتواند به عنوان یم

 یبهرا دههد بهه ایهن صهورت کهه      انجام میرا  کارهمان نیز  seq-GUIDE10یابی روش توالی

به  NeS11های الیگونوکلئوتیدی سازگار با از توالی هاام دادهپردازش نمونه و ادغ یسازساده

                                                      
1- Exome Sequencing  
2- T7E1 Hybrid-Cleavage Assay 
3- Sanger Sequencing  
4- Deep Sequencing   
5- Chromatin Immunoprecipitation  
6- Linear Amplification-Mediated High-Throughput, Genome-Wide, Translocation 

Sequencing  

(LAM-PCR HTGTS)  
7- Genomic Translocations  
8- Integration Defective Lentiviral Vectors (IDLV)  
9- Tags  
10- Genome-Wide, Unbiased Identification of DSBs Enabled by Sequencing (GUIDE-

seq)  
11- Next-Generation Sequencing  
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از  بهرداری عکهس  یبهرا نیهز   BLESS1(. روش ترکیبهی  00شهود ) عنوان نشانه استفاده مهی 

پدید آمده است که نیاز به مراحل تثبیت و دستورزی پیچیهده   سلولدرون در  یژنومقطعات 

باشد که می DiGenomeیابی از روش توالی یابی استفادههای توالی(. از دیگر روش09دارد )

ههای  DSB، نواحی Indel های( با شناسایی جهشWGSیابی کل ژنوم )در آن بوسیله توالی

ههای تشخیصهی   روشو هها  لیها در پروفاروش نیتفاوت ا(. 93نماید )ی را شناسایی میژنوم

 شود. دییتأباید  شیآزما ها بوسیلهصحت آن تینها درباشد که می

باشد، بها ایهن   تشخیص درست نواحی برش غیرهدف یک اصل مهم در ویرایش ژنومی می

اند از اثرات ژنومی تهوالی غیرههدف بهه صهورت مسهتقیم      حال هنوز به صورت کامل نتوانسته

 یدادهایه رو تها  فهراهم آوریهم  را  ی جدیدیمهندس یهاروش باید ن،یبنابراجلوگیری نمایند. 

 شناسایی نواحی بهرش  شیافزا سبب ای و به حداقل برساند را شناسایی نواحی برش غیرهدف

ههای  تواند القای محدودیت موقت در بیان ژنهای سریع و ساده مییکی از روش .گردد هدف

Cas9  وgRNA  ینسهب  زانیه م، افتهه یانتقالوکتور  انیب زانیکاهش م حال، نیبا اباشد. اما 

سبب بیان ژن د نتوانیم که، هادیپلاسم (. برخلاف93) دهدیهدف را کاهش نمریغ هایبرش

ژنهوم ادغهام    درون به یبه طور تصادف یحت اشوند و یروز  1تا  7 ی زمانی بیش ازهادوره بین

ههای  تواننهد بیهان ژن  مهی  vitro in (IVT)2 شهده برداری های نسخهmRNAگردند، انتقال 

رای شناسایی نواحی بهرش  روز کاهش داده و به عنوان یک روش مناسب ب 2تا  1نوکلئازی را 

های نوکلئازی، آنزیم تیکاهش فعال یبرا های مناسبروش ی دیگر ازکرود. یهدف بشمار می

 ایهه IVT و SpCas9 نوترکیههب نیپههروتئ بیههترک قیههطر از، کههه اسههت RNP3ذرات  دیههتول

sgRNAبه  هاآن میمستق ی و انتقالمصنوع یهاiPSC یها روش   4ها با روش الکتروپوریشهن

ههای  توان تجزیه و تحلیهل ها می(. با استفاده از این روش97، 92پذیرد )صورت می شیمیایی

 جامعی را انتظار داشت.  

                                                      
1- Direct in situ Breaks Labeling, Enrichment on Streptavidin, and Next-Generation 

Sequencing (BLESS)  
2- In Vitro Transcribed (IVT) mRNA  
3- Ribonucleoprotein Particle (RNP)   
4- Electroporation  
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تهوان  مهی  ههای نوکلئهازی  آنهزیم  تیه فعالموقهت  محدود کردن  باحال روشن است  نیبا ا

 طریهق  ازتوانهد  یمه  یسهم موزائانتظار داشهت.   iPSC هایسلول در کلون را سمئیکاهش موزا

 ،منتقل شدهحاوی نوکلئازهای  iPSCدختر  یهاسلول درها DSBRو  DNA فرادیبرش ان

(. 91) شهود یمه ها در میان کلونیمتفاوت  تیچند جمع ایدو تولید منجر به حاصل گردد که 

 کلهونی  در صیآسهتانه تشهخ  حهد   ریه ممکن اسهت ز  کههدف ریغنواحی  ییشناسا ئیسمموزا

iPSC (.33) کندیمختل م ،باشد راها 

 ههای بهرش از  یریجلهوگ  ایه کهاهش   یبهرا ی شهده  مهندسطبیعی  فاده از نوکلئازهایاست

فعهال  ریبها غ (. 91) شهد  شهنهاد یپ FokI ینوکلئهاز نوترکیب  هایدامین یبرا ابتدا، هدفریغ

زایهی  سهبب کهاهش میهزان جههش     ZFN ین کاتالیزوری در یک مونهومر از دایمهر  کردن دام

(. 91شهود ) در نواحی ههدف مهی   HDRرمیم غیرهدف و همچنین کاهش فعالیت مکانیسم ت

توسههط کههه  SpCas9مشههتق از  RuvC ین نوکلئههازیدامهه کیهه بههه طههور مشههابههمچنههین 

(. 73عمهل کنهد )   1نیکاز DNAتواند به عنوان یک آنزیم ، میفعال شده استریغ ییزاجهش

 دیه تول یبهرا  ،خهود ی همتها های به داشتن فعالیت برش غیرهدف کمتر از آنزیم میآنز ناز ای

 یارشهته  تهک  DSBبیشهتر از   SpCas9nمونومر  شود، زیرا یکشکاف در توالی استفاده می

برش یافته حاصهل   DNAکه  بیاد داشته باشیم، وجود، مهم است نیبا ا(. 93) کندیم دیتول

کنهد کهه   یمه  شهنهاد یپو  شهود  تهرمیم  NHEJ زمیمکان توسطتواند یم Indelهای از جهش

 نیپهروتئ اتصهال  با (. 90باشند )های بیشتر مینیازمند بررسی نیگزیجا هایاستفاده از روش

SpCas9  دیبریه وندیپو برقراری  DNA/RNA یمهندسه شهروع فراینهد    امکهان SpCas9 

 (.133، 99آید )پدید می

های نوکلئهازی بها تهوالی    کند که تعامل دامینپیشنهاد می DNAمثبت  اریش یسازمدل

PAMثبات رشهته   درتواند ، میDNA     .بهه عنهوان مثهال،     غیرههدف دخالهت داشهته باشهد

 DNA اریشه  دروندر  R1060Aو  K848A ،K1003A ههای نوکلئهازی  زایی دامینجهش

                                                      
1- DNA Nickase  
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سهبب   "1اصهلی " ناحیهه خارج از نوکلئوتید  12-3که  یحال درباشد، هدفمند می ٪13 تقریبا

 (. 131، 11گردد )می sgRNA در اتصال 2عدم انطباق شیافزا

رابطهه مسهتقیمی بها نسهبت      Cas9 RNP دهنهده کمهپلکس نوکلئهازی    اجزای تشهکیل 

شهده  کوتهاه   ههای sgRNAه است، شد شنهادیپهای هدف به غیرهدف دارند. شناسایی توالی

(truRNA)3 ،ههای  تهوالی  ،وجهود  نیبا اد، را بدست آورتوانایی برش اختصاصی است  ممکن

، sgRNAاسههتاندارد  یههدینوکلئوت 23هههای تههوالیدر مقابههل  truRNAنوکلئوتیههدی  11

شهده   مشهخص  .(132پدیهد نیهاورده اسهت )    CRISPRمحدودیتی را برای انجام آزمایشات 

(. 137اسهت )  بر روی برش اختصاصی توالی ههدف مهوثر   sgRNA مناسب یاست که طراح

 ک، تجدید نظهر نمودنهد و یه   sgRNA یطراح میقاعده تنظدونی و همکاران در مورد  را،یاخ

هدف، جهت تعیین نواحی  شناسایی توالی شیافزارا برای  ینیبشیپقابل  یدهازیامت ستمیس

اگهر در   ،چگونه جامعه(. اما این سوال هنوز باقی مانده است که 131دادند )ژنوم، نشان برش 

را اتخهاذ   یکیوانفورمهات یب نیمجموعه قهوان  نیا، درست عمل کند یشگاهیمختلف آزما طیشرا

 .کندیم

 یفن یهاو کنترل کینزوژیا یهاانتخاب کلون

 پلوریپوتنهت عنهوان منبهع سهلول     به ماریژنوم ب قطعه، از یک 4مجدد یزیربرنامه یآورفندر 

سهلول را   قادرنهد  در شرایط آزمایشگاهی یماریب یسازمدل ابکنند، به طوری که استفاده می

چشهمگیر   ههای ی، با وجود پیشرفتوانیح یهامدلآزمایش بر روی  . به جزجدا کند ماریاز ب

در ایجاد تمایزهای سلولی در شرایط آزمایشگاهی و معیارهای دقیق ارزیابی آزمایشات، نتهایج  

هها بهه   پیه ژنوت میمسهتق  ایجهاد رابطهه   یبهرا (. 131باشهد ) حاصل از فنوتایپینگ محدود می

 .  دارند یادیز تیاهم ،مناسب یسلولکنترل  هایاستفاده از لاین ها،پیفنوت

                                                      
1- Seed Region  
2- Mismatches  
3- truncated sgRNA (truRNA)  
4- Reprogramming Technology  
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تواننهد بهه عنهوان    به دلیل قرابهت ژنتیکهی زیهاد، مهی     iPSC هایلولس کنترلهای لاین

ی مهورد  ماریمطالعات بدر دقت  شیافزا های مهندسی شده پلوریپوتنت، جهتنماینده سلول

 در نظهر گرفهت   بها  مهرتبط ریه افهراد نرمهال غ   iPSCهای (. از سلول131استفاده قرار گیرند )

)شهکل   شودیاستفاده م های کنترل هدفسلول دیتول یبرا ،هاآن یکیمختلف ژنت یهانهیزم

تعیهین   یبهرا نیهز   مهرتبط ریه غافراد  iPSC ی سلولهاکلون تعداد ،(. همچنین133، الف( )1

 تعهداد حالهت کلهی،   در ، ب(. 1)شهکل   اسهت  ازیه مورد ن پیفنوتبا  پیژنوت یهمبستگ میزان

 ابه  یکه یژنت راتییه ت  یهمبسهتگ ، بهه میهزان   طهور عمهده   به iPSC ی سلولکنترل هایلاین

کاهش  جهتاستاندارد  ک(. ی130) دارد یبستگ ماریب تیشده در جمع مشاهدهی هاپیفنوت

از  یاریبسه  کهنرمال  iPSCهای ا سلولب ماریب iPSC هایسلول سهیمقا یبرا ی،کیتنوع ژنت

انهد، وجهود   گذاشهته به اشهتراک  از طریق انتقال خون خود را های ناتنی سلول یکیژنت نهیزم

 مهواد خهارج شهده از   از  اغلهب ، ESC ههای که سهلول  جالب توجه است، الف(. 1د )شکل دار

IVF1 نیبه  در 2ارتباطهات تنهی  از  یبهالاتر  زانیه واقع ممکهن اسهت م   دراند که مشتق شده 

 ههای تفاوت ،وجود نیبا ا(. 1) وجود داشته باشد iPSC هاینسبت به سلول ESC هایسلول

ذکهر شهده    یایه است مزا ممکنی نابارور اب مرتبط هایآلل یاوانفر و ارتباط آن با ی افرادنژاد

ههای  در مورد سهلول  یپزشک پیشینه مستندات گر،ید یاز سوتحت تاثیر قرار دهد. را  در بالا

 یپیشدت انحراف فنوت ینیبشیاست به پ ممکن ی،کیژنت لیو تحل هیهمراه تجزاهداکننده به 

 .  کمک کند iPSC ی سلولترلکنهای لاینو  آزمایشگاهی هایلاین نیب

هها را  پیممکن است فنوت iPSC هایمیان لاین درژنوم یژنوم و اپ نیب ی جزئیهاتفاوت

 یزیه ربرنامهه  فراینهد  در هها جههش  تجمهع در مورد  هاییینگران(. 113) قرار دهد ریتحت تاث

خلاف آنچهه ذکهر شهد،    بهر (. همچنهین  111) استرس مطرح شده است کیبه عنوان  ،مجدد

 وحدر سهط  یطهور ذاته   بهه مشتق شهده   iPSC هایسلولنشان داده است که  ریطالعات اخم

 ESC نوع سهلول  هر دو یبرا 3یکیرانش ژنتافزایش  دهد خطریم نشانکه  ندداریپا یکیژنت

                                                      
1- In Vitro Fertilization (IVF)  
2- Sibling Relationship  
3- Genetic Drift  
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عمهل   یانتخهاب  بصهورت  iPSCههای  اشهتقاق سهلول   نهد یحهال، فرا  نیبا ا .اندمشابه iPSCو 

از طریهق  تواند یم ماریکننده بدر بافت اهدا یقبل ماتیکیی سوهاکه جهش ی، به طورکندمی

 مجهدد  یهها شده است کهه سهلول   شنهادیپ نیهمچن(. 111، 117کلون کردن افزایش یابد )

خود را حف  کنند، که  های سوماتیکیسلول یکیژنتیشده ممکن است حافظه اپ ریزیبرنامه

 (. 111د )دهقرار  ریرا تحت تاث زیتما تیتواند ظرفیماین عامل 

 از میبهه طهور مسهتق    نهد توانیمه  iPSC1 ههای شهده سهلول  ههای اصهلاح  ژن خوشبختانه،

انجهام   جهای شود به یم هیتوص(. 17، ج( )1مشتق شوند )شکل کننده اهدا iPSC هایسلول

 sgRNA، از یهک  شیآزمها  کیه  درشهده  کلون ژن اصلاح نیچند سهیمقا ای قیعم یابییتوال

تهوان از  یمه  ب،یه ترت نیه بهه ا ، د(. 1لی ههدف اسهتفاده شهود )شهکل     ثانوی در خهارج از تهوا  

  .نمود یریجلوگ دارد پیبر فنوت میمستق ریتاثکه هدف توالی غیر معمول یدادهایرو

 

                                                      
1- Gene-Corrected iPSCs  
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 (iPSCهای رویانی پلوریپوتنت )های کنترلی سلول( منابع مختلف کلون1شکل 

ل به عنوان کنتهرل اسهتفاده   به طور معموهای فامیلی بدون اثر نسبت هایiPSCالف( از  

های چندگانه به طور معمهول جههت کهاهش خطهای حاصهل از تنهوع       iPSCب( از  شود.یم

 دیه ژنهوم تول  یمهندسه  قیه ممکن اسهت از طر  یکنترلهای شود. ج( کلونکلونی استفاده می

جههت   مختلهف  یهاSgRNAهای غیرهدف از . د( برای جلوگیری از اثرات منفی برششوند

 شودوترکیب استفاده میتولید کلون ن

 گیرینتیجه

 سیسههتم ویههرایش ژنههومی  ژهیهه، بههه ونوکلئههازو  iPSC هههاییآوراز فههن تلفیههق اسههتفاده

CRISPR/Cas9، پدیهد   یانسهان  ههای یمهار یو ب کیژنت یسازدر مدل جهش بزرگی را کی

ی زسها مهدل بهه   یازین گرید ،یژنوم شیرایو یهایآوربا استفاده از فنآورده است. همچنین 
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 یهها مجموعهه  ایه  دیه کاند یهها در عو ، جهش، نیست. 1اختصاصی بیمار iPSCهای سلول

ههای  ی طراحی گردند و به عنوان مرجع برای سلولبیترک اصورت تکی ی بهاست  ممکنی آلل

iPSC یاESC   استاندارد  هایپانلمورد استفاده قرار گیرند. همچنین از"iPSC"  تهوان  مهی

اختصاصهی   iPSC ههای از سهلول  ،آخر اینکهه در ی استفاده نمود. کیولوژیزیف یهاتست یبرا

ی مورد استفاده قهرار داد. قطعها   بوم یکیژنتات و اثر ونیموتاس یبررس یبراتوان می نیز بیمار

فرآینههد و  ژنههومی شیرایههوبکههارگیری تلفیقههی مکانیسههم  مربههوط بههه قههاتیتحق نههدهیآ افههق

ههای رویهانی در   بب کاربردی شدن بالینی سلولتواند سشود که میمیمجدد ژن  یزیربرنامه

 علم پزشکی گردد.
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 خلاصه  

مبهادرت بهه    از محققان در سراسر جههان  یاریبس 2317در سال  CRISPRانقلاب با شروع 

 یمولکهول  کیه ژنتهای مختلف علوم بیولوژِی بویژه در بخهش  استفاده از این تکنیک در بخش

و  جهش عظهیم در علهوم بیولهوژی   از چند  یکی CRISPRموش، ورزیدند. مکانیسم ویرایش 

به چگونگی دستورزی فصل  نیادر  .رودبشمار میسال گذشته  73 طیدر  دستورزی ژنتیکی

 پرداخته شده است. CRISPRوری افن در ژنوم موش با استفاده از
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 مقدمه

 ههای از مهوش  بها اسهتفاده   ژنهوم  ورزیدسهت  یهاها و روشکیطول سه دهه گذشته، تکن در

یافتنهد.  توسهعه و تکامهل    ،(ES) ینه یجن رویهانی  یهها وجهود سهلول   لیه به دل ی،شگاهیآزما

 یبینهوترک  نمهودن غربال  یو کارآمد برا یک ابزار قدرتمندبه عنوان  های رویانی موش،سلول

 .آینهد به حساب می انهدفمند در ژنوم پستاندار یکیژنت راتییت  جادیا جهت( HR) همسان

رویهانی   یهاهدفمند ژنوم بدون استفاده از سلول ورزیدستجهت  ییهاوشردر گذشته عملا 

، هها ZFN :هها شهامل  کیه از تکن یاریبسه  ر،یه چنهد سهال اخ  طهی   .پهذیر نبهود  موش امکهان 

TALENو  هاCRISPR/Cas9 هها گونهه  یژنهوم  شیرایوانجام قادر به  وداده شدند  توسعه 

را  یاگونه هایمحدودیت دیجد یهاکیکنت نیاباشند. های رویانی میاستفاده از سلولبدون 

   .دهندادامه میژنوم  شیرایعرصه و درراه خود را  کپارچهیطور  بهاز بین برده 

های نوکلئازی جهت مهندسی نمودن توالی آنزیمکه از  ی ویرایش ژنومیهاروش انیدر م

 تریشه بی یهت محبوباز  CRISPR/Cas9 ویهرایش ژنهومی   سهتم یسشهود،  هدف استفاده می

ههر  در  بها یتقردر انجام آزمایشهات،   بالا تیو موفق یطراحدر ، سرعت یسادگ .برخوردار است

دوران  درباشهد.  دلیل این محبوبیت میقرار گرفته است،  شیکه تا به امروز مورد آزما یاگونه

مهندسهی نمهودن    نهیدر زمنقش اصلی  رویانی یها، سلولCRISPR ظهور مکانیسم قبل از

در  1(KOهها ) جهت حذف ژن فاکتورها هزار دهتوان به توسعه نمودند، که میمیایفا را  ژنوم

 یژنهوم مبتنه   شیرایو یکردهایبه شدت به رو جوامع علمیدر حال حاضر، موش اشاره نمود. 

 نهیدر زم فناوری نیا گی تاثیرچگون بهفصل،  نیا در ند.نکیحرکت م CRISPR مکانیسم بر

 ه است.ها پرداختموش دستورزی ژنوم

 CRISPRهای مرسوم دستورزی ژنوم موش در دوران قبل از فناوری

)ژن(  DNAانتقهال   یبا تلاش بهرا  1903در دهه  موش کیژنت یمهندس هایفناوریتوسعه 

 یها ت ییریافتهه ژنتیکهی    کیه ژنتهرانس  وانهات یح تولید موجودات جهتژنوم  درونبه  یخارج

                                                      
1- Knock Out (KO)  
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(Tg)1  اوت ای داخلی جههت تولیهد حیوانهات نهاک    هکردن ژن 2رفعالیغ یاحذف همچنین و

(KO)3 از طریق انتقال 4. مکانیسم انتقال ژنآغاز شدDNA  های تخم بهارور  به سلول خالص

ها به حیوانهات  تخم حاصل شد و سپس با انتقال 6با استفاده از تکنیک میکرواینجکشن 5شده

 قیژن، تزر دستورزی یبراحال،  نیبا اجهت تولید حیوانات زنده صورت پذیرفت.  7باردارشبه

 یهها سهلول  برای مهندسی نمودن ژهیابزار و کنبود و باید ی یکاف سلول تخمبه  DNAساده 

های داخلهی بها اسهتفاده از مکانیسهم     شد، به این صورت که در ابتدا باید ژنمی جادیارویانی 

اوی ژن ههای رویهانی حه   شدند. در مرحله بعد سهلول دچار ت ییر می (HR)نوترکیبی همسان 

روز  7انتقال می یافت و پهس از گذشهت حهدود     8های بلاستوسیتت ییریافته به درون جنین

باشهند کهه   مهی  سهلول دو نوع  دارای شیمر واناتیح(. 1شدند )حاصل می 9حیوانات شیمری

 ههای ژنکهه از   ههایی سهلول  همچنین وی نیمشتق شده از بلاستوسیت جن یهاسلول :شامل

 کیه بهه   مهوش شهیمر   اند. ت ییهر حاصل شده های رویانیبه درون سلولیافته انتقال خارجی

 .گهردد مهی  گهوت یآلل اصلاح شده ژن بهه فرزنهدان هتروز   یانتقال عمود باع ی، وحش موش

ههای  یافته از سلولاشتقاق  گوتیهموزهای موش دیمنجر به تول گوتیهتروز نتاج نیب تلاقی

 10(IVایهن ) شهده ژنتیکهی، نهاک    دسهتورزی  اتوانه یحتولیهد  نهوع   نیسومگردد. رویانی می

اشهاره  حاوی ت ییرات دلخهواه ژنتیکهی بهه درون ژنهوم،      DNAبه درج هدفمند که باشند می

باشهد.  مهی  ی رویهانی هها سهلول  منهد ازینایهن نیهز،   ناک یهاموش دیتولهمچنین  است. دارد

ههزاران   دیه ولو بهه ت  بکار گرفته شدندسه دهه  یبرا بایتقر IVو  Tg ،KO ی مرسومهاروش

                                                      
1- Transgenic (Tg) Animals  
2- Inactivate  
3- Knock Out (KO) Animals 
4- Transgenesis  
5- Fertilized Zygotes  
6- Microinjection 
7- Pseudo-Pregnant   

8 - mbryosElastocyst B :شودگفته می روزه( 1تا  7)بین  دارانمهره ینیجن ای از مراحلمرحله به بلاستوسیت 

9 - nimalsAhimeric C : از دو یا  مخلوطیدارای که  جانوریا بخشی از یک  جانورشیمر یا بافت ناهمسان به یک

 .شودباشد، گفته می متفاوتژنتیک  با سلولچند نوع 
10- Knockin (knock-in, KI)  

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%D9%87%D8%B1%D9%87_%D8%AF%D8%A7%D8%B1%D8%A7%D9%86


 
 
 

 
 

401     یژنوم شیرایو 

ههای  هها دارای محهدودیت  بها ایهن وجهود ایهن روش     .ندکمک کرد موش یهایماریباز مدل 

 ها اشاره خواهد شد.متعددی بودند که با آن

 های آنو محدودیت Tg های مرسومروش

ههدف )حهاوی: پرومهوتر،      DNAاز طریق انتقال مستقیم قطعه (Tgژنیک )ترانس یهاموش

cDNAروزه، ههای بهارور شهده نهیم    به هسته تخم اینجکشنکرویتوسط مره( ، ترمیناتور و غی

شهوند.  باردار انتقال داده مهی های شبهموش 1به درون لوله رحمیشوند و پس از آن یم دیتول

 ایهن نتهاج   اگهر . شهوند یمه  دهیه نام 2(0G) گذارانیبن واناتیحبه نام زنده به دست آمده  نتاج

مهورد اسهتفاده قهرار     Tgههای سهلولی   ثبیهت لایهن  بهرای ت  ،نظهر بودنهد  مورد  DNA یحاو

 و   KOهای دستورزی شهده بهه روش  موش دیو تول یطراحنحوه از  کاملی شرحگرفتند. می

KI (. 2) شده است یبررس تیم تحقیقاتی هارویاما و کولکارنی توسط 

 :متعددی هستند شامل یذات هایتیمحدود یدارا Tgهای مرسوم موش دیتول یهاروش

 ژن ههدف  انیبر بممکن است  کنندههدف در محل عناصر تنظیم ی توالی ژنغام تصادفاد -1

 -2 ،کننهده اثهر بگذارنهد   تنظهیم  یهها ژن انیبر ب ژن هدف خودممکن است  ای، و گذارد ریتاث

 انیه اوقهات بهه ب   یگهاه  ،ی از ژن ههدف کپه  ینچنهد  وجهود  ای جایگاه نیدر چندشدن ادغام 

(. بهه دلیهل وجهود چنهین     7) شهود  یمنجهر مه  ژن ههدف  خاموش شهدن   ایاعتماد  رقابلیغ

بکار گرفته شوند، به صورت تصهادف   شتریب یهاشیآزما یبرا هالاین نکهیقبل از ا ،مشکلاتی

را برای تعیین میهزان بیهان ژن ههدف، مهورد بررسهی قهرار        0Gهای TGچند لاین سلولی از 

 (.1دهند )می

 هاهای آنو محدودیتKI و   KOهای مرسومروش

از  د کهه نشهو یمه  دیه تول ی رویهانی هها استفاده از سلول قیاز طر KIو  KO مرسوم هایروش

مورد نظر را درون ژنوم جای داد. ایهن فرآینهد    DNAتوان توالی می طریق نوترکیبی همسان

                                                      
1- Oviduct  
2- Founder (G0)  
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انتقهال   -2 هدفمنهد  1ی )کانسهترکت( مولکول وکتورساخت  -1پذیرد: مرحله صورت می 1در 

های نوترکیب به روش های رویانی و بررسی کلونوپوریشن به سلولکانسترکت از طریق الکتر

ههای رویهانی نوترکیهب بهه تخمههک     انتقهال سههلول  -7 2نشهانگرهای انتخهابی مثبهت/ منفهی    

باردار بهرای تولیهد حیوانهات    های شبهها به لوله رحمی موشبلاستوسیت و متعاقبا انتقال آن

ههای تولیهد شهده    وجود ژن هدف در موش های سلولی شیمر از لحاظبررسی لاین -1شیمر 

(1  .) 

 نیچنهد  یدارا زیه ن KI و  KO ههای نوترکیهب بهه روش   مهوش  دیه تول ی مرسومهاروش

قابلیت پلوریپوتنسی برای  یستیبارویانی  یهاسلول ،نخست اینکه .باشندمی یذات تیمحدود

به نسل بعد منتقهل   شده راهای سلولی داشته باشند و با انتقال عمودی جهش القاتولید لاین

رویانی مستعد حاوی کانسترکت مورد نظر، فقط به تعداد بسیار انهدکی   یهاسلول دوم،کنند. 

 یوانیه ح یهها مدلها. در بسیاری از های موش قابل انتقال است نه به تمامی انواع آناز سویه

ی از طریق اریبس یهانسل دیبا ها را تولید نموداز گونهخالص  یکیژنت نهیزمتوان پسیکه نم

 مناسهب کانسهترکت   گیهری سوم، قرار(. 1سازی شوند )خالص 3روش اصلاحی تلاقی برگشتی

قهرار   توالیهر  یکه در انتها باشدجهت اتصال می سانهم یبازوهاوجود به  مندازیهدفمند، ن

ی عناصهر  دارای دیهدفمند با کانسترکت چهارم، ها دشوار است.ژن یبرخ یبراالبته  که، دارد

 ایه  ئومایسهین نبیوتیهک  آنتهی  بهه  ژن مقاومهت به عنوان مثهال،  مثبت ) یانتخابنشانگر  :انندم

 جههت  دیفتهری(  سهم کیناز یا تیمیدین به عنوان مثال،)ی منف یانتخاب نشانگر و (رمایسینپو

مثبهت   یانتخاب یدرج نشانگرهاهدف باشد. پنجم،  DNA یحاو های نوترکیبانتخاب کلون

عناصهر   اختلال در عملاست منجر به  ممکن( Cre یا ریکامبینازهای 4هاطویل )مانند: فلیپاز

در صورتی که جههت حهذف    KO/KIششم، استراتژی  .مجاورت ژن هدف گردنددر  تنظیمی

های سهلولی نتهاج   ، ژن هدف به همه لاینهفتمیک ژن تک اگزونی باشد، بسیار دشوار است. 

روش مرسهوم در آزمایشهگاه تنهها بهرای      ، ویرایش ژنومی بههشتمشود. شیمری، منتقل نمی

                                                      
1- Construct  
2- Positive/Negative Selective Markers 
3- Backcross Breeding 
4- Flippase (Flp)  
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 دیه و تول یطراحامکان پذیر است. در نهایت اینکه  KO/KIتولید یک ژن از طریق استراتژی 

   .باشدمی برهزینهو  برفرسا، زمانطاقت KO/KIی از طریق استراتژی وانیح یهامدل

 های آنمیکرواینجکشن و محدودیت

 هسهتند.  مهوش  یهانیبه جن مستقیم ژن هدف قیمستلزم تزر KO/KIو  Tg کیهر دو تکن

از  شیبه  یبهرا اما  باشندذرات طلا می بر و نیازمندهزینه ،، کارآمدآورها ملالاین روش گرچها

کاسهت   Tgدر روش  .بکهار گرفتهه شهدند    یکه یژنت یهها مدلتولید  ی وطراح جهتسه دهه 

DNA در  کهه یحالدرابهد،  موش انتقهال می  تخم هایروش میکرواینجکشن به سلول به هدف

رویانی جنینی حاوی ژن هدف از طریق انتقال مستقیم ژن بهه   یهاسلول KO/KIاستراتژی 

ههای جنسهی   لقاح سلولها از نیجن ای های تخمشوند. سولتولید می های بلاستوسیتسلول

ههای سهلولی   ی از لایهن تعهداد کهاف  وجود از  نانیاطم جهت حصول شوند.یم دیتولبا نر ماده 

 یبهرا  بیه بهه ترت  نیجنه  13 ایه  سلول تخم 133به طور معمول  ،شیمرها ای 0G نسژنیکترا

لولهه  بهه   دیه شهده با  دسهتورزی  ههای نیجنگیرند. قرار می قیتزرمورد  KO/KI ای Tgپروژه 

   کنند. دیباردار منتقل شود تا فرزندان زنده تولشبه هایرحمی ماده

ژن موش است، اما  رد هدف قرار دادنمودر  منسجم نظامی اینجکشنکرویم ،یبه طور کل

پهروژه  انجهام   یتجربهه بهرا   متخصصین بها و  دهیچیپ زاتیتجه وجودآن  یاصل تیدو محدود

های انتقال مستقیم هزار دلار جهت اجرای پروژه 233تا  133باشد. به طور معمول حدود می

جههت   زمهان سهال   کیه حهداقل  باشهد. همچنهین   ژن به روش میکرواینجکشن مورد نیاز می

 پروژه میکرواینجکشن لازم است. محقق در انجام کی یبراهای فنی یادگیری مهارت

CRISPR/Cas9 و ویرایش ژنومی موش 

را  علهوم بیولهوژی   هاینهیزم تمامی بایتقر 2317از سال  CRISPR به روش یژنوم شیرایو

( sgRNAراهنمها )  RNA کتکنیک کریسپر شامل یه طور خلاصه،  به .متحول ساخته است

آنهزیم  تها   متصل شهده هدف در ژنوم توالی به محل  باشد کهمی دینوکلئوت 23 به طول حدود

گردد. توالی برش یافتهه   DNAسبب برش توالی  برساند وهدف را به محل  Cas9 نوکلئازی
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( ترمیم شهده و سهبب اخهتلال در عمهل ژن     NHEJنهایتا به روش اتصال پایانه غیرهمسان )

نوکلئوتیهد(   13الی  73تواند بوسیله یک الیگونوکلئوتید کوتاه )می گردد. محل برش یافتهمی

( که دارای دو انتهای چسبان باشند پهر شهود. همچنهین تهوالی بهرش      kb 2الی  1/3یا بلند )

 (. 3شود )( ترمیم میHDRیافته به ندرت بوسیله مکانیسم پایانه همسان )

انجهام   سهاختار  نهام بهرد زیهرا    "1گهر اخهلال " کیعنوان  بهتوان یم CRISPRوری افناز 

سه دهه بدون  یکه اساسا ط KO/KIو  Tg هایی از طریق روشژنوم یمهندس یهاشیآزما

 گهر یدو روش دکریسهپر جهایگزین    ن،یه ا بهر  عهلاوه بود را متحهول سهاخت.   مانده  یباق رییت 

آوری فهن ظههور  سال قبهل از   1تا  7حدود  کهشد،  TALENو  ZFN ی به نامژنوم شیرایو

CRISPR ژنهوم،   ورزیدستدر و سرعت  ی، سهولت نسبیسادگ لیبه دلند. بود مورد استفاده

ههای  استفاده از ایهن روش در زمینهه   را به فکرمحققین از  یاریبس CRISPR/Cas9 کیتکن

 (.  1مختلف تحقیقاتی ترغیب نموده است )جدول 

 سپرهای مرسوم مهندسی ژنتیک و ویرایش ژنومی کریمقایسه روش -1جدول 

 ویرایش ژنومی کریسپر های مرسوم مهندسی ژنتیکروش

های رویهانی جنینهی بهرای تولیهد     نیازمند سلول

بهر و  باشند )هزینهه موجودات دستورزی شده می

 بر(.زمان

تولید موجودات دستورزی شهده بهدون نیهاز بهه     

های رویانی جنینی )مقهرون بهه صهرفه از    سلول

 لحاظ هزینه و زمان(

ههای خاصهی از   یازمنهد سهویه  جهت دسهتورزی ن 

 های رویانی جنینی استسلول

هههای سههلولی قابههل  دسههتورزی در اکثههر سههویه 

 اجراست

بههدون انتقههال تههوالی ژن هههدف بههه درون ژنههوم  

 باشدپذیر نمیدستورزی امکان

 امکان دستورزی بدون انتقال ژن هدف

تولید موجودات دسهتورزی شهده هموزیگهوت در    

امکهان پهذیر    0G ههای سهلولی نسهل اولیهه    لاین

 باشدنمی

امکهههان تولیهههد موجهههودات دسهههتورزی شهههده 

 0Gهای سلولی هموزیگوت در نسل اولیه لاین

                                                      
1- Disruptor  
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تولیهد   شهرفته، یپ یهها کیه به جهز در مهورد تکن  

 (Multiplexing) چندگانههههههای سههلولی لایههن

 دشوار است

 های سلولی چندگانه به آسانیتولید لاین

تلفیهق   شهرفته، یپ یهها کیه به جز در مهورد تکن 

کاست حاوی ژن هدف به درون ژنوم بهه صهورت   

دهههد و ممکههن اسههت سههبب   تصههادفی رخ مههی

 خاموشی عناصر تنظیمی گردد

تلفیق توالی هدف به صورت کاملا دقیق صهورت  

 پذیردمی

 پذیر است های بزرگ به آسانی امکانادغام توالی های بزرگ بسیار دشوار استادغام توالی

بهرای   اسهت  یاتیه ح مرحله کمیکرواینجکشن ی

 قیتزر یبه صورت دست دیبا نیجن؛ هر دستورزی

 گرددمنتقل باردار شبه ماده بهنهایتا  شود و

تهوان بهه عنهوان جهایگزین     از الکتروپوریشن می

میکرواینجکشن استفاده نمود، امکان دسهتورزی  

 هاهمزمان بسیاری از جنین

 CRISPR / Cas9 روش به شژنوم مو یمهندس یکنون یهاچالش

 Cas9 های برش بوسیله نولکئازجایگاهدر  توالی انتقال یافته فیضع ییکارآ

در  DNA ی بهزرگ هها کاسهت  درجد نه دهیوجود دارد که نشان م ات متعددیاگرچه گزارش

جههت   شهود امها  می یوربهره شیافزاسبب  Cas9های برش داده شده بوسیله نوکلئاز جایگاه

 .باشدمی شتریتوسعه ب مند بهازینهای متعدد درون ژنوم، نیل به مورد هدف قرار دادن جایگاه

راهنمها   RNAکهارایی ضهعیف تهوالی     هها در روش کریسهپر ممکهن اسهت    محدودیتاز  یکی

(sgRNA)    ی مناسهب طراحه یها عهدم   و شهود  باشد که به جایگاه ههدف متصهل مهی DNA 

 اهداکننده.

   KOهای حاصل از سیستمهای موجود در توسعه مدلچالش

های هدف، یک روش مرسوم استاندارد در در مجاورت اگزون loxPاده از ریکامبینازهای استف

ههای رویهانی جنینهی    باشهد کهه در سهلول   می KO های دستورزی شده به روشتولید موش

های سراسر دنیا در تلاشند تها بها اسهتفاده از    شوند. امروزه بسیاری از آزمایشگاهبکارگرفته می
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را توسهعه دهنهد. درج دو جایگهاه     KOی دسهتورزی شهده بهه روش    هاسیستم کریسپر مدل

 کیه با استفاده از  -1باشد: پذیر میبا استفاده از یکی از این دو روش امکان loxPریکامبیناز 

DNA  بازوهای کوتاه همسهان   متشکل از ایرشتهدواهداکننده(  1تقریبها kb و )  دو جایگهاه

)الیگهو داکسهی    ssODNاستفاده از دو  -2 .(27) منطقه هدف مجاورتدر  loxPریکامبیناز 

بازوههای کوتهاه همسهان    در وسهط و   loxPکننده جایگهاه  کد مجزا 1ای(نوکلئوتید تک رشته

ها با دو کریسپر جداگانهه بهه درون ژنهوم    ( در انتهای کاست و نهایتا انتقال آنph 13)تقریبا 

هایی همراه اسهت،  هنوز با چالش 2سبا کارایی بالا به صورت سی loxP(. درج دو جایگاه 21)

هدف  یهاجایگاهدو رشته در  برش جادیموثر در ابه طور  دیمستقل با gRNA دو -1 شامل:

دلخهواه   یهها آلهل  تولیهد  برش دههد، رونهد  به خوبی نتواند  هایکی از آناگر قرار گیرند، خود 

درج شهده اسهت،    loxPچالش در ژنوتیپی که در جایگاه ریکامبینهاز    -2مختل خواهد شد، 

ههای مهرتبط بها    استفاده گردد )مربهوط بهه بخهش چهالش     ssODNبویژه زمانی که از روش 

 ژنوتایپینگ(.

 3اثرات غیرهدف

و عههدم انطبههاق  داردطههول  دیههنوکلئوت 23فقههط  gRNA صیتشههخ یکههه تههوال ییاز آنجهها

(mismatche نوکلئوتیدها در )که  یزمانgRNA  بهDNA ه نادیهد  ،شهود یمتصل مه  یژنوم

گهردد.  ههدف  ریناخواسته غ اشتباهاتتواند منجر به یم CRISPRاز  استفادهشود، گرفته می

د نه توانیهدف مریکه اثرات غ اندنشان داده یکشت سلول در هیاز مطالعات اول یبرخهمچنین 

به حهداقل  (. جهت 21، 21پدید آورند ) CRISPR فناوریدر استفاده از  ایعمده هایینگران

شهود  چنهد اسهتراتژی بکهار گرفتهه مهی     هدف ریغناخواسته اثرات  اشتباهاتحذف  ایرساندن 

(، که در این روش از یک آنهزیم  Cas9nیا  nCas9) 4نیکاز Cas9استفاده از روش  -1شامل: 

Cas9 کنهد،  می 5ای تولید شکافشود که به جای ایجاد برش دورشتهیافته استفاده میجهش

                                                      
1- ssODNs (single-stranded Oligo Deoxynucleotides)  
2- Cis Orientation  
3- Off-Target Effects  
4- Cas9 Nickase  
5- Nick  
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شهود، دو شهکاف در مجهاورت    تولیهد مهی   gRNAاز که توسهط دو  با استفاده از دو آنزیم نیک

یا پهروتئین   mRNAبه شکل  Cas9روش انتقال  -2(. 20، 23گردد )جایگاه هدف ایجاد می

 تجمهع منجهر بهه    دیپلاسهم  DNAتوسط  Cas9به جای پلاسمید، به دلیل اینکه بیان دائم 

ش پتانسهیل بهرش غیرههدف    شده که این عامل سبب افهزای  یدر مدت طولان Cas9 نیپروتئ

 شود.  مینسبت به 

ههای  رسد که احتمال برش غیرههدف در سیسهتم  طبق مطالعات صورت گرفته به نظر می

 Cas9که اسهتفاده از   دادندنشان نیز ها از گزارش ی، برخنیا وجودبا کشت سلولی بالا باشد. 

 CRISPR سهتم یس قیه شهده از طر  دیه تول های مهوش در مدل نیپروتئ ای mRNAبه شکل 

در مهورد   ینگرانه (. همچنهین،  71، 73، 29شده است )هدف غیراثرات سبب حذف یا کاهش 

 ههای مجهزا بهه روش   از طریق القای جهشتواند یمرا موش  یهاهدف در مدلریغ هایبرش

 برطرف نمود. 0G های سلولیتلاقی برگشتی در لاین

 های مرتبط با ژنوتایپینگچالش

عمهده   یهها از چالش گرید یکی CRISPR سیستم شده توسط دیتول شناسایی ژنوتیپ نتاج

درج نامناسهب قالهب    :ماننهد  یامنتظهره  ریغ اریبس جیتواند نتایمکریسپر  رای، زرودبشمار می

در نتاج تولید کند. شناسایی این گونهه   1(ئیسماز دو نوع آلل )موزا شیب جادیا یا اهداکننده و

 0G ههای شده از موش دیتول نتاجاز  یاریبس قیدق لیلو تح هیتجزنتایج غیر منتظره مستلزم 

باشد. در برخی موارد جهت شناسایی ژنوتیپ این نتایج ممکن است تنها اسهتفاده از روش  می

اجتنهاب از   یبهرا یهابی از ههر نتهاج باشهیم.     کافی نباشد و نیازمند اطلاعات توالی PCRساده 

شناسهایی   یهها در مجاورت جایگهاه  gRNA از یک توانیم مشکلاتی نیچنمواجهه شدن با 

جهت کمک به طراحی ژنوتایپینگ بر پایهه   ااستفاده نمود ی 2(RE) اندونوکلئازهای محدودگر

PCR-RFLP3 کتهوان بها درج یه   می RE   مشهکل را برطهرف نمهود.     4در قالهب اهداکننهده

                                                      
1- Mosaicism  
2- Restriction Endonucleases (RE)  
3- RFLP-PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism- Polymerase Chain 

Reaction)-based Genotyping  
4- Donor Template  
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 درج صههحیحاز  نههانیاطم جهههت حصههول ssODN در مههورد روشویههژه بههه ژنوتایپینههگ 

صهحیح   جداسازیبه طور خاص، . است زیچالش برانگ، بسیار در همان آلل loxP یهاجایگاه

 دور از ههم باشهند و   loxP جایگهاه دو  -1، در صورتی که، باشددشوار تواند یهدف م پیژنوت

از  یکه ی درحهداقل   0G وانهات یح اگر -2تکثیر نمود، را  ناحیه هدفکل  PCRنتوان بوسیله 

. در چنهین شهرایطی اسهتفاده از تکنیهک سهادرن      نباشهند  گهوت یشده هموز درج یهاجایگاه

 باشد.  در همان آلل ضروری می loxPجهت تایید درج صحیح  1بلاتینگ

 بر آینده دستورزی ژنوم موش CRISPR/Cas9تاثیر 

توانسهته   CRISPR/Cas9 سیسهتم ویهرایش ژنهومی    است کهامروزه بر همگان کاملا روشن 

در ایهن   .متحول سازدرا  موشژنوم در  ورزیاز جمله دست یعلوم بیولوژ یهانهیاز زم یاریبس

های جدیدی نیهز بهه طهور مهداوم بهه ایهن سیسهتم اضهافه         راستا نیز هر روزه ابزارها و روش

 یهها تیه هها و قابل یژگه یودارای کهه  جدید  آنزیم نوکلئازی نیچند رایاخگردد. همچنین می

 نیچنه ظههور   .(77، 72شده اسهت ) اضافه  CRISPR یبه جعبه ابزار ژنوممتمایزی هستند 

 .داشته باشد KO/KIو  TG یهافناوریبر  یقابل توجه ریثاتواند تیم ییهاشرفتیپ

   2یتصادف TG یهاوریافنبر  ریثات

 در هسهتند.  یتصهادف  Tgشهده تها بهه امهروز از نهوع       دیه تول ترانسژنیک شمو یهااکثر مدل

بها   0G ههای سهلولی ترانسهژن   لاین موفقید امکان تول ییهاپروژه نیچندر از موارد،  یاریبس

را  DNAبهزرگ   یهها کاسهت  دتوانه ب CRISPR/Cas9اگهر  بسیار پایین اسهت.   ،بالا ییکارا

علمهی  دارد کهه جامعهه    احتمهال درج نمایهد،   در محهل مناسهب  ژنوم  درونبه بصورت دقیق 

 دیه است تول ممکن تیدر نها ودهند  رییت  "3تراریخته کریسپر"به جهانی نام این سیستم را 

در مهورد   یادیه ز یهها اگرچه گزارش منسوخ شود. یبر ادغام تصادف یمبتن ترانسژنیکموش 

، امها  وجهود نهدارد  CRISPR/Cas9 بهه روش   DNAهای بزرگ درج صحیح کاست تیموفق

                                                      
1- Southern Blotting  
2- Random Tg  
3- CRISPR Transgenesis  
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ههایی بها طهول بهزرگ     راه را برای ادغام توالی، اندتوسعه یافته رایکه اخ یخاص یهایاستراتژ

 (. 71، 71، 71د )انهموار نموده

 KO/KI هایفناوریبر  ریثات

ها اسهتفاده از  موش یمولکول کیژنتدر بخش مطالعاتی مربوط به همانطور که قبلا اشاره شد، 

افهزایش  سهرعت در حهال    بهه  KIای های نقطهجهت تولید جهش CRISPR/Cas9سیستم 

 سهتم یاسهتفاده از س تهوان بها   یمه  نیز را KO یهااگرچه نشان داده شده است که مدل. است

CRISPR جایگهاه دو  درج صحیحدر ارتباط با  یمشکلات ذات لیدل بهنمود ولی  دیتول loxP 

قابهل اسهتفاده    متهداول روش  کبه عنوان یه ، هنوز هدف به صورت سیس جایگاه مجاورتدر 

بهه طهور آسهان و     یفنه  یهاشرفتیپ ک،ینزد یاندهیآ در احتمال وجود دارد که، نیانیست. 

   .(21یابند )تکامل  KO یهابه منظور توسعه مدل کارآمد

 تاثیر بر تکنیک میکرواینجکشن

محبهوب   جامعه علمهی  انیدر م GONAD1و  شنیالکتروپور یهاکیتکن ،در گذشته چهاگر

انجههام مراحههل تخصصههی بههه  یازیههن CRISPRبههر  یمبتنهه یهههاروشامهها امههروزه  ،بودنههد

را قادر بهه   نیاز محقق یاریتواند بسیمین امر اندارند، که میکرواینجکشن و متخصصین ماهر 

 جههت کننهده  دواریام دیه روش جد کیه  GONADویرایش ژنومی نمایهد.   هایجرای پروژها

های موجود در لوله رحمی از طریهق روش  به درون تخم CRISPR انتقال مستقیم کمپلکس

 بهه  ازیه ن GONAD تکنیهک  ،روش میکرواینجکشهن بها   سهه یدر مقاباشد. الکتروپوریشن می

احتمهالا  دارد.  نیجنه  تیه جهذب و فعال صحت از  نانیاطم یبرا هاهای زیادی از معرفغلظت

 CRISPR کیه تهر و بهبهود تکن  عیمنجهر بهه تکامهل سهر     ندهیدر آ این تکنیک عیکاربرد وس

   .گرددمی یژنوم شیرایو نهیدر زم سهولت نهایتا سببخواهد شد، و 

                                                      
1- Genome Editing via Oviductal Nucleic Acids Delivery (GONAD)  
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 گیرینتیجه

توسهعه ههزاران مهدل     یدر طول سه دهه گذشته، بهرا  مرسوم یکیژنت ورزیدست یهاکیتکن

 ZFN ،TALENمانند  یژنوم شیرایو یابزارها اریاخ نیعلاوه بر ا. موش استفاده شده است

های بزرگی در زمینه مهندسی ژنتیک برداشته شود. اند تا گامباع  شده CRISPR/Cas9و 

سال گذشهته بهه طهور     7تا  2طول در  ،ها سیستم ویرایش ژنومی کریسپردر میان این روش

ی مختلهف  هها گونهه  میهان آن در  گسهترده  و کهاربرد  سهولت شده است. رفتهیپذ یاگسترده

بهه   نیهمچنه  تهر و کارآمهدتر سهاخته اسهت.    تر، ارزانعیرا سردستورزی ژنومی ، روند سلولی

 را کهه در دوران قبهل از   یدتریه جد یهها کمک کرده است تها روش اوری توسعه دهندگان فن

در حهال   ات بهه سهرعت  قه یتحقامهروزه   کننهد.  یبود، طراح رممکنیعملا غ CRISPR ظهور

 یهایاستراتژهمچنین یافتن  و CRISPR جدید نوکلئازی یهامولکول کشف یبرااند انجام

به درون ژنوم.  DNA بزرگ یهایدرج توال لیو تسه DNAدرج  ییبهبود کارا یبرا دتریجد

 علوم مختلف بیولوژی و مطالعاتتحقق  یبرای ژن شیرایوت سبب سهولها شرفتیپ نیهمه ا

 .خواهند شد ندهیآ یهادر سال یپزشک
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 فصل پنجم
 

 

 

 CRISPR/Casفناوری ویرایش ژنومی در سیستم 

های تخم موش در سلول Knock-In)چگونه کارایی 

 افزایش میابد(
 

 

 خلاصه

راهنمها    RNA( وCRISPR) های کوتاه تکراریهای منظم میان پالیندرومخوشهاستفاده از 

کههه  شههود،یشههناخته مهه CRISPR/Cas سههتمی، بههه عنههوان سCas9آنههزیم نوکلئههاز  درون

باشد. سیستم کریسهپر قهادر   مهندسی ژنتیک می علوم در فناوریعمده  شرفتیدهنده پنشان

یافتهه از  و متعاقبا ترمیم توالی برش DNAای رشتهبه ویرایش ژنومی از طریق ایجاد برش دو

 نیه اباشد. ( میHDR( یا اتصال همسان )NHEJناهمسان ) هایطریق مکانیسم اتصال پایانه

کشهف   NHEJ قیه از طر ( کهردن ژن knockoutاوت )ناک یبه عنوان ابزار موثر برا ستمیس

، نیه بها وجهود ا  اسهت.  ناکارآمد  HDRبه روش ژنوم  یتوال قیدق شیرایو یبرا ، اماشده است

همچنهین   و ههای گزارشهگر  ژنانتقهال   ،اوت کردن ژنناک یبرا HDR لهیژن به وس شیرایو
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آنهزیم   طیشهرا  ی در مهورد اریمطالعات بس است. یدر موش ضرور قیدق اینقطهجهش  القای

هها صهورت   یی آنکارا شیافزا یهاروشو همچنین  (gRNA)راهنما  RNA و Cas9 نوکلئاز

 در ژنهومی  شیرایه و ییکهارا  شیمختلهف افهزا   یهاروش گرفته است. در این بخش به مطالعه

 پرداخته است. تخم موشسلول 

 مقدمه

 مهدل  بهه عنهوان   طهور گسهترده  دلیل قابلیت سهولت در اعمال ت ییرات ژنتیکی ببه  هاموش

گیهری ژنهوم از   های مرسهوم ههدف  اند. روشقرار گرفته مورد مطالعه پستاندارانآزمایشگاهی 

بهال آن تولیهد   ها و به دنموش (ESC)های بنیادی جنینی طریق نوترکیبی همسان در سلول

از  ریه غ یهها هها در گونهه  یورافنه  نیحال، ا نیبا اپذیرفت. های سلولی شیمر صورت میلاین

 ههای انهدونوکلئاز  در زمینهه کشهف آنهزیم    ریه اخ ههای پیشهرفت  .ندسهت ین در دسهترس موش 

، ایهن  بهوده اسهت   ژنتیهک  یدر مهندسه  های مهوثری گامژنوم  یانتخاب برش جهت یاختصاص

هها  یورافنه  نیه ا(. 7، 2، 1باشهند ) می CRISPR/Casو  ZFN ،TALENها شامل: فناوری

. در دادند شیافزا زین گرید یهاها بلکه در گونهتنها در موش نهرا  ومیژن شیرایو عیسر دیتول

از  گهوت یجههش هموز دارای  ههای بدست آوردن مهوش  یبرازمان سال  کیاز  شی، بگذشته

حهال حاضهر،    درانجامیهد امها   مهی طهول  بهه  هها  ESCاسهتفاده از  با  مرسوم هایروش طریق

هها  یورافنه  نیه ا با استفاده ازماه  کی یتوان در طیرا م (0F)نسل اولیه  گذارانیبن یهاموش

های آنزیم سایرتر از تر و ارزانساده اریبس CRISPR/Casبه طور خاص، ساخت تولید نمود. 

ههای ویهرایش   ر اجهرای پهروژه  که این ویژگی سبب محبوبیت این سیستم د استاندونوکلئاز 

 ژنومی شده است. 

 CRISPR/Casسیستم 

 شناخته شهد.  یدر باکتر اکتسابی یمنیا ستمیس کیابتدا به عنوان  CRISPR/Cas ستمیس

، کههه crRNA2شههامل:  1کوچههک RNAو دو  Cas9 آنههزیم نوکلئههازبههه  ازیههن سههتمیس نیهها

                                                      
1- Small RNA  
2- CRISPR RNA (crRNA)  
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 crRNA، کهه بهه   RNAtracr1کنهد و  را به سمت توالی هدف هدایت مهی  Cas9کمپلکس 

 RNAو  Cas9کنهد. آنهزیم نوکلئهاز    مهی  2(gRNAراهنمها )  RNAشود و تولید متصل می

(. پس از برش توالی هدف توسهط  1کند )می DND3ای در توالی راهنما تولید برش دورشته

مکانیسم  -1شوند، توالی هدف بوسیله یکی از دو روش ترمیم می  Cas9–gRNAکمپلکس 

(. HDR( )1 ،1 ،3 ،0مکانیسهم اتصهال همسهان )    -2( یا NHEJای ناهمسان )هاتصال پایانه

در  Indel4 القهای  سهبب  و دههد یبه طور عمهده رخ مه   معمولا، NHEJاز  یناش برش رمیمت

و نهایتا اختلال  5شود. این مکانیسم باع  تولید جهش ت ییر چهارچوبیافته میجایگاه برش

 DNAبهها درج یههک تههوالی  HDRسههم تههرمیم گههردد. همچنههین مکانیدر عملکههرد ژن مههی

یافتهه همولهوژی داشهته    ای به درون ژنوم که با دو انتهای قطعه بهرش رشتهای یا دورشتهتک

 گیرد.باشند، صورت می

نمهودن ژن بسهیار پرکهاربرد     6اوتجههت نهاک    NHEJدر حال حاضر، مکانیسهم تهرمیم  

ههای  درصهد در سهلول   13تا  23تئین های کدکننده پرواوت ژنباشد. به عنوان مثال ناکمی

ای اند. در مقابل، القای دقیق جهش نقطهه های بنیادی رویان موش مشاهده شدهتخم و سلول

 یبهرا (. 13، 9باشهد ) هنوز از کهارایی کهافی برخهوردارد نمهی     HDRبوسیله مکانیسم ترمیم 

ی تولیهد  سهلول ای هه لایهن  یگرغربال ندیفرآژنومی نیازمند  شیرایومکانیسم  ییکارا شیافزا

های تخم کهارایی دارد،  برای سلول یجزئخیلی به طور  یاستراتژ نی، انابراینبباشد. می شده

 ن،یبنهابرا ند. امحدود اریکشت شده بس یهابا سلول سهیدر مقا یهاهای تخمسلولتعداد  رایز

 نیه در ا مانده است. یچالش عمده باق کی، های تخمسلولدر  ومیژن شیرایو کارایی افرایش

، ومیژنه  شیرایه و ییکهارا  شیکه به دنبال افزا میکنیم پیگیریرا  یمطالعات یما بررس ،بخش

 . است HDR مکانیسم ترمیم قیاز طر ژهیبه و

                                                      
1- trans-activating crRNA (tracrRNA)  
2- guide RNA  
3- Double-Stranded Break (DSB)  
4- Insertions or Deletions (Indel)  
5- Frameshift Mutation  
6- Knockout  
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 gRNAو  Cas9سیستم انتقال 

ههای  میکرواینجکشن روش متداولی بهرای انتقهال ژن بهه سهلول تخهم جههت تولیهد مهوش        

باشهد. بهرای القهای جههش بهه روش      مهی  CRISPR/Casدستورزی شده به روش سیسهتم  

باشهد کهه شهامل: آنهزیم     نیازمند انتقال دو ترکیب به سلول تخم می  NHEJمکانیسم ترمیم

انهد. همچنهین   هدف طراحی شده DNAکه بصورت مکمل با توالی  gRNAو  Cas9نوکلئاز 

ههدف  دهنده به سهلول   DNAباید یک توالی  HDRاوت به روش های ناکبرای تولید موش

 کشهت وسهیع  از  یتهوان بهه راحته   یرا مه  یانیه ب وکتورهای از یاریاز آنجا که بسانتقال یابد. 

ی هها مهوش  دیه تول یروش بهرا  نیتهر سهاده  ،ی تولید نمهود کیشده ژنت دستورزی یهایباکتر

هسهته سهلول ههدف    بهه   gRNAو  Cas9 حهاوی  یانیه ب وکتورههای  دستورزی شده، انتقال

 DNA قیه تزر رایجهی را بهرای   هایروش ی بیولوژیهاشگاهیآزمااز  یاریبس ،باشد. امروزهمی

خطهر ادغهام    ،قیه روش تزر نیه حهال، ا  نیا با اند.کرده جادیا ختهیترار یهاموش دیتول جهت

ای گزاش دهد. ماشیکو و همکاران طی مطالعهافزایش می ی غیرهدف راهاکروموزوم وکتور با

حلقهوی، حهاوی    DNAیافته موش با روش های جهشدرصد از سلول 7/1نمودند که حدود 

hCas9 ( 17، 12بودند .)ی نسبت به روشکمتر روش بازده نیاگرچه ا DNA 1/77ی )خط 

. رخ داده اسهت  یبهه کرومهوزوم تها حهدود     انتقال وکتورهها  یکپارچگی درصد( نشان داد ولی

زه روش امهرو  نیه است و ا مناسبی نیگزیجاروش  کشده ی یسیرونو RNA قیتزر ن،یبنابرا

و  Cas9 متفهاوت  عملکرد لیحال، به دل نیبا ا .ردیگیمورد استفاده قرار م یابه طور گسترده

gRNA ماننههد: سیتوپلاسههم و هسههته، ایههن روش نیازمنههد   مختلههف سههلول یهههادر مکههان

باشد. هوری و همکاران، طی پژوهشی سه تکنیک انتقال ژن را مهورد مقایسهه   سازی میبهینه

انتقهال بهه    -7هسهته،   RNAانتقهال بهه    -2حلقوی به هسهته،   DNAال انتق -1قرار دادند: 

RNA ( 11سیتوپلاسههم .)انتقههالنشههان داد کههه  حاصههل جینتهها RNA توپلاسههم،یبههه س 

و  بلاستوسیتتعداد اوت نمودن ژن و همچنین تولید کارایی در ناکروش از نظر  نیکارآمدتر

شده بسیار حهائز اهمیهت اسهت کهه      اوتهای ناک. اصولا در تولید موشاست های تخمسلول

DNA لهیبه وسه  دستورزی شده یهاموش ،یطور کل بهگیرد. دهنده در کجای ژنوم قرار می 

 و همکهاران  انهگ . یتوپلاسهم یسبهه   RNA نه انتقهال  شوندهسته تولید می به DNA انتقال
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 سههتمیس یبههرا HDRروش  یسههازنهههیبه جهههترا  انتقههال ژنسههه روش مختلههف  (13)

CRISPR/Cas،     :همزمهان   انتقهال  -1مورد بررسی قرار دادنهد کهه شهاملRNA  وDNA 

 DNAانتقال  -7هسته، به  دهنده DNAو  RNAهمزمان  انتقال -2، توپلاسمیبه س دهنده

. نتایج حاصل از مقایسات نشهان دانهد،   توپلاسمیبه س RNA ساعت پس از انتقال 2به هسته 

را  هها ستیدرصد از بلاستوس 19تا  9 ، توانستسمتوپلایس همزمان تمام اجزا به داخل انتقال

منتقهل   توپلاسهم یداخل سبه در ابتدا  دهنده DNAاگر  یحت ،بنابراین .قرار دهدهدف  مورد

همزمهان تمهام    انتقهال  ب،یه ترت نیبه هم منتقل شود. نیز هستهدرون به  دتوانیم ،شده باشد

، امها  د.دنه را ههدف قهرار دا   نظرمد هایدرصد از بلاستوسیست 29تا  10 ،هسته درون اجزا به

 جینتها  نیا .را دستورزی نماید هادرصد از بلاستوسیست 7حداکثر توانست  یاروش دو مرحله

روش  نیکارآمهدتر  ،هسته ای توپلاسمیبه س DNAو  RNAهمزمان  قیتزر دهد کهینشان م

ش کردنهد کهه   گهزار نیز  ی تحقیقاتیهاگروه یبعض ن،یعلاوه بر ا به هدف است. دنیرس یبرا

نسهبتا   دیبه تول منجرهای تخم سلول توپلاسمیو س هستهبه  DNAو  RNA همزمان انتقال

 دسهتورزی شهده ژنهی    یهها مهوش (. همچنین 10، 11شود )میهدفمند  یهانیاز جن ییبالا

 نیپهروتئ  میمسهتق  انتقهال  لهیوسه ب  mRNAشهکل  بهه  Cas9ی تولید آنزیم توانند به جایم

Cas9 ای انجام شد کهه نشهان داد تولیهد آنهزیم     یرا مطالعهاخ شوند. دیتولCas9  شهکل   بهه

ههای  توانهد کهارایی بهالایی را در دسهتورزی مهوش     مهی  gRNA-کمپلکس تلفیقی پهروتئین 

عملکهرد  (. مطالعهات نشهان داده اسهت کهه     19نشان دههد )  NHEJاوت به روش ترمیم ناک

بستگی دارد، بهه ایهن صهورت کهه      میزان دوز انتقالی به جایگاه هدفبه  افتهیجهش هایآلل

درصد به ترتیب مربوط به انتقال ژن به هسهته و   31ترین دوز درصد و پایین 00بالاترین دوز 

 زیه نبه شهکل پهروتئین    Cas9 آنزیمو همکارانش گزارش دادند که  دایآ باشد.سیتوپلاسم می

 تهلاش هها  ، آنابتهدا (. در 23باشهد )  دیه مف 1گزارشهگر  اینناک یهاموش دیتول یبراتواند می

بهه هسهته    gRNA-کمپلکس تلفیقی پهروتئین  میمستق انتقالرا با  اینناک یهاکردند موش

در  .را دسهتورزی نماینهد  هها  مهوش  با موفقیت همهه  توانستندن هاآن حال، نیبا ا .کنند دیتول

                                                      
1- Reporter Knock-in Mice  
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و  crRNA کمهپلکس  را با Cas9 نیپروتئ سعی نمودند به روش میکرواینجکشنها آن ادامه

tracrRNA یبه جا gRNA  ،عملکرد حهدود ژن با  انتقال هدفمندمنجر به  کهانتقال دهند 

 crRNA-tracrRNA کمهپلکس  که چرا ستیروشن نهنوز کاملا اگرچه ند. شددرصد  1/11

 دارد.   gRNAعملکرد بهتری نسبت به 

ا رهای کوتاه و بلنهد(  )توالی gRNAانواع مختلف  کارایی طی پژوهشی و همکاران فوجی

 gRNA ایهن نوع کوتاه (. 21) کردند سهیمقا NHEJ اوت به روشناک یهاموش دیتول یبرا

نوکلئوتید طول دارد. نتهایج ایهن پهژوهش نشهان داد      03نوکلئوتید و نوع بلند آن  13حدود 

بلنهد بسهیار بیشهتر از     gRNAکارایی ویرایش ژنومی جهت انتقهال ژن بهه سهلول تخهم بها      

gRNA ( 22کوتاه است .)انتقهال  نیز توانهایی   روش الکتروپوریشن ،اینجکشنکرویوه بر معلا

جهت دسهتورزی در مقیهاس    روش میکرواینجکشن .داردموش را های تخم به سلول ژن موثر

، در حالی کهه، روش انتقهال ژن بوسهیله    است ژهیو یهامهارتبر و نیازمند بزرگ بسیار زمان

دو  ن،یه عهلاوه بهر ا  باشهد.  ی افهراد آمهاتور مهی   الکتروپوریشن بسیار ساده و قابل استفاده بهرا 

بهه سهلول    ssODNو انتقال  HDR روش استفاده از با موتویو تاک موتویهاشدانشمند به نام 

ها انتقهال  درصد از جنین موش 1/71را در جایگاه هدف در  loxPهدف، توانستند ریکامبیناز 

 (.  27دهند )

( بمه عنموان   dsODNای )رشمته ( و دوssODNای )رشمته الیگونوکلئوتیدهای تک

 های الگو رشته

های دستورزی شده بها اسهتفاده از   امروزه مطالعات بسیاری در زمینه موفقیت در تولید موش

( 1به عنوان الگو به ثبت رسهیده اسهت )جهدول     1(ssODNای )رشتهالیگونوکلئوتیدهای تک

بهه نهدرت حاصهل     2(DNdsOای )درحالی که، موفقیت در روش الیگونوکلئوتیدهای دورشته

 دارای ssODNقالب توان اشاره نمود که (. در مقایسه این دو توالی می2گشته است )جدول 

 یحهال  درگردد در محل هدف درج می ییبالا اریو با راندمان بس است 3بازوهای کوتاه همسان

                                                      
1- single-stranded  Oligo-DNA (ssODN)  
2- double-stranded  Oligo-DNA (dsODN) 
3- Small Homology Arms  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      411 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

دارای بازوهای همسان بلند است و این عامهل سهبب کهاهش کهارایی آن      dsODNکه قالب 

 ایهه( و FLAG ایهه، V5 ،HAکوچههک ) 1هههایتههوپ(. بهها ظهههور اپههی21، 10ه اسههت )شههد

 13-13 بازوهای همسان به طول هایی دارایssODNها نیازمند به آن loxP ریکامبینازهای

 ینشهانگرها  ایه بزرگتهر   یهها تهوپ اپهی  برای از موارد یاریمقابل، در بس در .بودند بازیجفت

 7تها   1طول بازوی با  dsODN الیگونوکلئوتیدهای (GFP ای، GST ،mCherryفلورسنت )

 (.  20، 21گیرد )مورد استفاده قرار می زلوبایک

برای انتقهال   dsODNهای کوتاه، از ها به دلیل درج توالیssODN با توجه به محدودیت

 233هها حهدود   ssODNشود. حداکثر طول سنتز شده تجاری در های باند استفاده میتوالی

 یهها سهنتز مولکهول   یبهرا  یاروش دو مرحلهه  کیه و همکهاران   ورایه مباشهد.  ینوکلئوتید م

ssODN  باز( ابداع نمودند که به طور قابهل تهوجهی جههت    جفت 111با طول بلندتر )حدود

 نیه در ا(. 11گیرد )مورد استفاده قرار می CRISPR/Casاین نمودن موجودات به روش ناک

 یبهرا  RNA2معکهوس   بهرداری نسهخه سپس  و ساخته، DNAابتدا از قالب  RNA ستم،یس

ههای،  کاسهت ژن کهه  نهد  نشهان داد  هها آن روش، نیبا استفاده از ا انجام شد. ssODN دیتول

 4انهدوژنیک داخلهی   Otx2یها   یخارج eGFPدر مقابل  3(amiRNAآرنای مصنوعی )کرویم

   .گردد درصد( درج 7/07تا  1/11دقیق )دقت درج بین محل  کید به طور موثر به نتوانیم

 دهندیم شیرا افزا HDR ییکه کارا ییهامولکول

ایهن  نهاک و  NHEJ قیه از طر اوت نمهودن ژن ناکراندمان  ،مطالعات صورت گرفتهبر اساس 

 وجهود  بها  (.2و  1)جداول  دهند، تفاوت قابل توجهی را نشان نمیHDR قیاز طر نمودن ژن

در  HDR اسهت زیهرا،   NHEJ کمتهر از  HDR یی حقیقی ویرایش ژنومی بهه روش ، کارااین

ات انجهام شهده بهر روی یهک     شه یآزما طی در به عنوان مثال .باشدمی NHEJحال رقابت با 

                                                      
1- Epitope Tags  
2- RNA Reverse Transcription  
3- artificial microRNA (amiRNA)  
4- Endogenous Orthodenticle Homeobox 2 (Otx2)  
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 73در حهدود   HDR درصد بود، امها کهارایی   NHEJ 133 ییکارانمونه خاص نشان داد که 

  است. یضرور HDR ییکارا شیافزا یبرا HDRارتقا  ای NHEJمهار  ن،یبنابرادرصد. 

از  HDR ییکهارا  شیافهزا  سهبب  SCR7 آنزیم بهه نهام   کینشان داد که  ریخا تحقیقات

 ریه بهه دو ز  NHEJ مکانیسم ترمیمطور خاص،  به شد. NHEJ لحاظ میزان هزینه نسبت به

 کانونیکال NHEJ ای IV1 گازیل DNAو  KUوابسته به  NHEJ -1: شود یم میکلاس تقس

(NHEJ-C)2 ،2- NHEJ  جایگزین وابسته بهDNA زگایل I  یاIII (EJ-a  ایه NHEJ-alt)3 

(71 .)SCR7  کننده مهاریک آنزیمDNA گازیل IVری، در مس C-NHEJ قت،یدر حق. است 

SCR7 به روش یژنوم شیرایو ییکارا شیباع  افزا HDR  بهه   0/1از ده برابهر )  زانیه بهه م

از آنهزیم   اسهتفاده و همکاران گزارش دادند کهه   (. مارویاما10شود )درصد( در نتاج می 2/11

، Kellبرابهر در چههار ژن )   19 تها  HDR مکانیسهم  ییکارا شیافزاسبب  SCR7 مهارکننده

Igkc ،Os9 ،Sgms2) (.  23شود )می موش 

 دهنده DNAبه عنوان  ssODNاین نمودن ژن در موش با استفاده از میزان کارایی ناک -1جدول 

DNA 
 دهنده

روش  Cas9 gRNA ژن هدف

 انتقالی

مرحلمممه 

 سلولی

میممزان 

کارایی 

 اینناک

 منبع

LnoP Tet1 mRNA gRNA 9 % 3/11 بلاستوسیت سیتوپلاسمی 

LnoP Tet2 mRNA gRNA 13 % 13 بلاستوسیت سیتوپلاسمی 

LnoP  

(Tet1, 

Tet2) 

Tet1, 

Tet2 
mRNA gRNA 13 % 1/3 بلاستوسیت سیتوپلاسمی 

V5  tag Sox2 mRNA gRNA 20 % 7/71 پست ناتال سیتوپلاسمی 

LoxP 

(Left, 

Right) 

Mecp2 mRNA gRNA  

x2 
 20 % 7/11 پست ناتال سیتوپلاسمی

                                                      
1- KU- and DNA ligase IV-dependent  
2- Canonical (C-NHEJ)  
3- DNA ligase I- or ligase III-dependent alternative end-joining (a-EJ or alt-NHEJ) 



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      411 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

Crygc Crygc mRNA gRNA 21 % 11 پست ناتال سیتوپلاسمی 

FLAG-

tag 
Hprt D10A, 

mRNA 
gRNA  

x2 
 10 % 1/21 پست ناتال سیتوپلاسمی

Dmd Dmd mRNA gRNA 10 % 2/13 پست ناتال ایهسته 

جهههههش 

 ای نقطه

 TDبه )

se) 

Tex15 mRNA gRNA ای و هسهههته

 سیتوپلاسمی

 23 % 9/21 پست ناتال

جهههههش 

 خاموش

Cdk2 mRNA gRNA 23 % 03 پست ناتال ایهسته 

LPETG Kell mRNA gRNA 23 % 1/7 پست ناتال سیتوپلاسمی 

LPETG Igkc mRNA gRNA جنههههههین  سیتوپلاسمی

(E10) 

9/1 % 23 

کههههدون 

 ختم

Os9 mRNA gRNA جنههههههین  سیتوپلاسمی

(E10) 

21 % 23 

amiR-

EGFP 
EGFP mRNA gRNA ای و هسهههته

 سیتوپلاسمی

جنههههههین 

(E13.5) 

0/71 % 11 

amiR-

Otx 
eEF2 mRNA gRNA ای و هسهههته

 سیتوپلاسمی

جنههههههین 

(E14.5) 

7/07 % 11 

loxP-

amiR-  

EGFP-

loxP 

EGFP mRNA gRNA ای و هسهههته

 سیتوپلاسمی

جنههههههین 

(E14.5) 

3/11 % 11 

loxP mCherry mRNA gRNA جنههههههین  الکتروپوریشن

(E9) 

1/71 % 27 
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 دهنده DNAبه عنوان   dsDNAاین نمودن ژن در موش با استفاده ازمیزان کارایی ناک -2جدول 

DNA 
 دهنده

ژن 

 هدف

Cas9 gRNA  روش

 انتقالی

مرحله 

 سلولی

میممزان 

کارایی 

 اینناک

 منبع

mCherry Nanog mRNA gRNA سهههیتوپلا

 سمی

پسهههت 

 ناتال

1/0 % 13 

GFP Oct4 mRNA gRNA سهههیتوپلا

 سمی

پسهههت 

 ناتال

73 % 13 

PGK  

EGFP  
pA 

Ramp2 mRNA gRNA ای هسههته

و 

سهههیتوپلا

 سمی

بلاسههتو

 سیت

13 % 13 

Ispd flox Ispd D10A, 

mRNA  
gRNA x2 ای هسههته

و 

سهههیتوپلا

 سمی

پسهههت 

 ناتال

3/3 % 11 

TetO- 

FLEX -  

EGFP- 

polyA 

Actb  

Protein 
crRNA: 

tracrRNA 

 

 یاهسته

پسهههت 

 ناتال

1/11 % 23 

Stop 

casette 
Sgms2 mRNA gRNA سهههیتوپلا

 سمی

جنهههین 

(E10) 

1/12 % 23 

 یخاموشه با اسهتفاده از تکنیهک   ، چو و همکارانش HDR مکانیسمفرکانس  شیافزا یبرا

اسهتفاده کردنهد، و در    IV گهاز یل DNAو  KU70 یدیه کل یهها سهرکوب مولکهول   یژن برا

 انیه نشهان دادنهد کهه ب    نیهمچنه  هها آن .افزایش دادندبرابر  1/1 تا را HDR ییکارا جه،ینت



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      414 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

 و 1کوئیتیناسهیون یوبی سبب برش، که E4orf6و  E1B55K (Ad4) یهانیهماهنگ پروتئ

 یهها را تا هشت برابر در سهلول  HDR ییشود، کارایم IV گازیل DNA آنزیم 2پروتئوزومال

   دهد.یم شیانسان و موش افزا

 بهات یترک ییشناسها  یبهرا  3گزارشهگر بهر  یمبتنه  یگهر ربهال روش غ کیو همکارانش  وی

نهد  ، توسهعه داد دهد شیرا افزا HDR روشاز  یژنوم شیرایو ییبا توان بالا که کارا ییایمیش

و  L755507 بها نهام   دو مولکهول کوچهک   هها آن ،یگهر روش غربهال  نیبا استفاده از ا(. 72)

Brefeldin A یید کارانتوانیکردند که م ییرا شناسا HDR و  بهزرگ  اتقطعه  درج یرا برا

 یهها مولکهول  نیهها همچنه  آن. دنه ده شیافهزا برابهر   9و  7به ترتیهب   ایالقای جهش نقطه

 HDR ییکهارا  که افتندیرا  5(TFTفلوریدین )و تری 4(AZTتیمیدین )ی با نام آزیدوکوچک

مهورد  م ههای تخه  سهلول ها در مولکول نیا، SCR7 آنزیم مهارکننده بجز. دندهیرا کاهش م

 .بکهار گرفتهه شهوند    HDRفرکانس  شیافزا یها براآناز توان یم اما اندقرار نگرفته شیآزما

 یبرخه  نمهودن  غیرفعهال  ایه فعهال  سبب توانند به طور موثر یمنیز کوچک  یهامولکول سایر

مهورد اسهتفاده قهرار     CRISPR/Cas ستمیدر س تاکنوناما  گردند، DNA ترمیم یرهایمس

 بهه روش  یژنوم ویرایش میتنظ یتوان برایکوچک م یهامولکول نیامچنین از اند. هنگرفته

CRISPR  ترمیمو DNA ریمس قیاز طر HDR  تابش نهور بها    گر،ید یاز سو .نموداستفاده

 7یانسهان پلوریپوتنهت   یادیه بن یهها ژن در سهلول  یریه گههدف سبب افزایش دقت  6کمدوز 

ی ند که تابش نور با دوز کم با استفاده از اشهعه و همکارانش گزارش داد هاتادا(. 71) شودیم

 یبه طور قابل تهوجه  HDRبه روش را  CRISPR/Cas یی، کارا(X) کسیاشعه ا ا( یγگاما )

ی تلانژکتههاز-یآتاکسهه :ماننههد DNA ماشههین تههرمیم القهها قیههاز طر حتمههالاا داد، شیافههزا

                                                      
1- Ubiquitination  
2- Proteasomal  
3- Reporter-Based Screening Approach  
4- Azidothymidine (AZT)  
5- Trifluridine (TFT)  
6- Low-Dose Irradiation  
7- Human Pluripotent Stem Cells  
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را  ییهها لکهول مو 1در شکل  .RAD51 نیو پروتئ H2A.X ستونی، ه1(ATM) یافتهجهش

 شود را بطور خلاصه بیان نموده است.می HDR سبب افزایش کاراییکه 

 
 NHEJو  HDRکارایی مکانیسم ترمیم کننده میتنظ یهامولکول -1شکل 

 چرخه سلولی

 در، انجام شده 2Gو  1G ،S مرحله اینترفاز در طول NHEJبه روش  DNAمکانیسم ترمیم 

کهه  زمهانی   یعنهی  اسهت  2Gو  S فهاز  ود بهه اواخهر  محهد  HDR مکانیسهم تهرمیم   که یحال

در دسهترس   تهرمیم خواهر به عنوان قالهب   هایدیشده و کرومات لیتکم DNA همانندسازی

 2تخهم  و ناهمسهان  یهها معمولا به سلول gRNA-Cas9 کمپلکس حال، نیا با (.71باشند )

 یچرخهه سهلول  ز مرحله ابه هر مربوط را  HDR ییکارا یو همکاران بررس نیل شود.یوارد م

 HDR مکانیسم تهرمیم  یفراوان .(73مورد بررسی قرار داند ) 3سانهم یهابا استفاده از سلول

ههای ناهمسهان   درصد، در آزمایشات مربوط به سلول 70تا حدود بیش از  یریگبه طور چشم

                                                      
1- Ataxia-Telangiectasia Mutated (ATM)  
2- Unsynchronized Cells and Zygotes  
3- Synchronized Cells  
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HEK293T سهبب  ، کهه 1نوکهودازول ماده شیمیایی با  هاتیمار سلول ژه،یو به. افتی شیافزا 

 را به همراه دارد.   HDRشده و نهایتا افزایش کارایی  Mها در فاز سلول ه نمودنکبلو

ههای تخهم در   سلول هنوز گزارش نشده است. های تخمی سلولسازسانهم گرید سویاز 

هها در سیتوپلاسهم بهه پهنج     هسهته و محهل آن  با توجه به اندازه پهیش  2ایهستهمرحله پیش

 PN3 مرحله در خلال gRNAو  Cas9 (. معمولا70) شوند( تقسیم میPN1-PN5مرحله )

. شهوند یمه  قیتزر توپلاسمیس ای هستهبه  روش میکرواینجکشنبه ( 2Gتا  Sمرحله ) PN5تا 

 HDR روش بهه  ایهن نمهودن ژن  نهاک  یبهرا  بها یتوانهد تقر یم های تخمچرخه سلول ن،یبنابرا

 .  باشد مناسب

 آینده اندازچشم

و  گزارشههگر یهههاژن انتقههال ،اوت نمههودن ژننههاک یبههرا HDR روشبههه  ومیژنهه شیرایههو

 مطالعهات  ن،یبر ا علاوه .بکار گرفته شدند گاهیشیآزما واناتیدر ح قیدق اینقطه یهاجهش

 ویهرایش ژنهومی   سهتم ینشهان داده اسهت کهه س   های آزمایشهگاهی  موش بر روی انجام شده

CRISPR/Cas حهال،   نیبا ا(. 79، 20) ها را اصلاح کنداز جهش یناش یهایماریتواند بیم

اخیهرا تحقیقهاتی    انسهان اسهت.   ههای بیمهاری درمهان  آن اصلاح ژن، اسهتفاده از   ییهدف نها

انسهان   پلوریپوتنهت القها شهده    یادیبن یهادر سلول افتهیجهش یهاژن قیدق بر اصلاحمبنی

(iPSC)3 ( 11، 13صورت پذیرفته است .)شود که ژن مهار شهده توسهط   یم شنهادیپHDR 

و همکهاران   انهگ یل مهوثر باشهد.   یژن درمان یبرا CRISPR/Cas ا مکانیسم ویرایش ژنومیب

گهزارش  هسهته  های تخم پیشرا در سلول  CRISPR/Casبه روش اصلاح ژنطی پژوهشی 

 ژندر  HDR یی مکانیسهم تهرمیم  کهه کهارا   افتنهد یهها در بهه طهور خهاص، آن   (. 11نمودند )

 یبه طور موثر CRISPR/Cas یرا مکانیسم ویرایشزاست،  پایینانسان  4(HBBبتاگلوبین )

اصهلاح   نیز هانیجنهای غیرهدف و موزائیسم در برش ،همچنین کند.یم هیرا تجز HBBژن 

                                                      
1- Nocodazole  
2- Pronuclear Stage  
3- Human-induced Pluripotent Stem Cells (iPSC)  
4- Human β-globin (HBB)  
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انسههان نیازمنههد بهبههود بیشههتر سیسههتم    هههای تخههمسههلول اصههلاح ژن بنههابراینند. شههد

CRISPR/Cas باشدمی.   

 گیرینتیجه

معرفهی شهدند.    HDRجههت افهزایش کهارایی     یتلفمخ یهاها و مولکولروش در این بخش

کشهت شهده    یهها را در سهلول  HDR مکانیسم ترمیم کاراییتوانند یها ماز مولکول یاریبس

از  یبه یترک نهده، یدر آ. اندقرار نگرفته یمورد بررس سلول تخم ها دردهند اما اکثر آن شیافزا

 HDR اوت نمودن ژن را با روشناک یید کارآنتوانیمشده  نهیبه یهاها با روشمولکول نیا

 .دنده شیافزا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      411 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

 منابع

1- Kim YG, Cha J, Chandrasegaran S. 1996. Hybrid restriction 

enzymes: zinc fi nger fusions to Fok I cleavage domain. Proc Nat 

Acad Sci USA. 93(3): 60-1156.  

2- Miller JC, Tan S, Qiao G, Barlow KA, Wang J, Xia DF, Meng X, 

Paschon DE, Leung E, Hinkley SJ, Dulay GP, Hua KL, 

Ankoudinova I, Cost GJ, Urnov FD, Zhang HS, Holmes MC, 

Zhang L, Gregory PD, Rebar EJ. 2011. TALE nuclease architecture 

for efficient genome editing. Nat Biotechnol. 29(2): 8-143. 

3- Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier 

E. 2012. A programmable dual- RNA- guided DNA endonuclease 

in adaptive bacterial immunity. Science. 337(6096): 21-816. 

4- Deltcheva E, Chylinski K, Sharma CM, Gonzales K, Chao Y, 

Pirzada ZA, Eckert MR, Vogel J, Charpentier E. 2011. CRISPR 

RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor 

RNase III. Nature. 471(7340): 7-602.  

5- Barnes DE. 2001. Non-homologous end joining as a mechanism of 

DNA repair. Curr Biol. 11(12): 7- 455.  

6- Lieber MR. 2010. The mechanism of double-strand DNA break 

repair by the nonhomologous DNA end-joining pathway. Annu Rev 

Biochem. 79: 181-211.  

7- Van den Bosch M, Lohman PH, Pastink A. 2002. DNA double-

strand break repair by homologous recombination. Biol Chem. 

383(6): 92-873.  

8- Wyman C, Kanaar R. 2006. DNA double-strand break repair: all’s 

well that ends well. Annu Rev Genet. 40: 83-363. 

9- Wang H, Yang H, Shivalila CS, Dawlaty MM, Cheng AW, Zhang 

F, Jaenisch R. 2013. One-step generation of mice carrying 

mutations in multiple genes by CRISPR/Cas-mediated genome 

engineering. Cell. 153(4): 8-910. 

10- Yang H, Wang H, Shivalila CS, Cheng AW, Shi L, Jaenisch R. 

2013. One-step generation of mice carrying reporter and 

conditional alleles by CRISPR/Cas-mediated genome engineering. 

Cell. 154(6): 9-1370. 



 
 
 

 
 

411     یژنوم شیرایو 

11- Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlo JE, 

Norville JE, Church GM. 2013. RNA- guided human genome 

engineering via Cas9. Science. 339(6121): 6-823.  

12- Mashiko D, Young SA, Muto M, Kato H, Nozawa K, Ogawa M, 

Noda T, Kim YJ, Satouh Y, Fujihara Y, Ikawa M. 2014. Feasibility 

for a large scale mouse mutagenesis by injecting CRISPR/Cas 

plasmid into zygotes. Dev Growth Differ. 56(1): 9-122. 

13- Mashiko D, Fujihara Y, Satouh Y, Miyata H, Isotani A, Ikawa M. 

2013. Generation of mutant mice by pronuclear injection of circular 

plasmid expressing Cas9 and single guided RNA. Sci Rep. 3: 1-

3355. 

14- Horii T, Arai Y, Yamazaki M, Morita S, Kimura M, Itoh M, Abe 

Y, Hatada I. 2014. Validation of microinjection methods for 

generating knockout mice by CRISPR/Cas-mediated genome 

engineering. Sci Rep. 4: 1-4513.  

15- Lee AY, Lloyd KC. 2014. Conditional targeting of Ispd using 

paired Cas9 nickase and a single DNA template in mice. FEBS 

Open Bio. 4: 42-637.  

16- Miura H, Gurumurthy CB, Sato T, Sato M, Ohtsuka M. 2015. 

CRISPR/Cas9-based generation of knockdown mice by intronic 

insertion of artificial microRNA using longer single-stranded DNA. 

Sci Rep. 5: 1-12799. 

17- Sakurai T, Watanabe S, Kamiyoshi A, Sato M, Shindo T. 2014. A 

single blastocyst assay optimized for detecting CRISPR/Cas9 

system-induced indel mutations in mice. BMC Biotechnol. 14: 1-

69. 

18- Singh P, Schimenti JC, Bolcun-Filas E. 2015. A mouse 

geneticist’s practical guide to CRISPR applications. Genetics. 

199(1): 1-15. 

19- Sung YH, Kim JM, Kim HT, Lee J, Jeon J, Jin Y, Choi JH, Ban 

YH, Ha SJ, Kim CH, Lee HW, Kim JS. 2014. Highly efficient gene 

knockout in mice and zebrafish with RNA-guided endonucleases. 

Genome Res. 24(1): 31-125.  



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      411 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

20- Aida T, Chiyo K, Usami T, Ishikubo H, Imahashi R, Wada Y, 

Tanaka KF, Sakuma T, Yamamoto T, Tanaka K. 2015. Cloning-

free CRISPR/Cas system facilitates functional cassette knock-in in 

mice. Genome Biol. 16: 1-87. 

21- Fujii W, Kawasaki K, Sugiura K, Naito K. 2013. Efficient 

generation of large-scale genome-modified mice using gRNA and 

CAS9 endonuclease. Nucleic Acids Res. 41(20): 1-187.  

22- Shen B, Zhang J, Wu H, Wang J, Ma K, Li Z, Zhang X, Zhang P, 

Huang X. 2013. Generation of gene- modified mice via Cas9/RNA-

mediated gene targeting. Cell Res. 23(5): 3-720.  

23- Hashimoto M, Takemoto T. 2015. Electroporation enables the 

efficient mRNA delivery into the mouse zygotes and facilitates 

CRISPR/Cas9-based genome editing. Sci Rep. 5: 1-11315.  

24- Kaneko T, Sakuma T, Yamamoto T, Mashimo T. 2014. Simple 

knockout by electroporation of engineered endonucleases into 

intact rat embryos. Sci Rep. 4: 1-6382. 

25- Yang H, Wang H, Jaenisch R. 2014. Generating genetically 

modified mice using CRISPR/Cas- mediated genome engineering. 

Nat Protoc. 9(8): 68-1956.  

26- Fujii W, Onuma A, Sugiura K, Naito K. 2014. Efficient 

generation of genome-modified mice via offset-nicking by 

CRISPR/Cas system. Biochem Biophys Res Commun. 445(4): 4-

791.  

27- Maruyama T, Dougan SK, Truttmann MC, Bilate AM, Ingram 

JR, Ploegh HL. 2015. Increasing the efficiency of precise genome 

editing with CRISPR-Cas9 by inhibition of nonhomologous end 

joining. Nat Biotechnol. 33(5): 42-538.  

28- Wu Y, Liang D, Wang Y, Bai M, Tang W, Bao S, Yan Z, Li D, 

Li J. 2013. Correction of a genetic disease in mouse via use of 

CRISPR-Cas9. Cell Stem Cell. 13(6): 62-659.  

29- Chu VT, Weber T, Wefers B, Wurst W, Sander S, Rajewsky K, 

Kühn R. 2015. Increasing the efficiency of homology-directed 

repair for CRISPR-Cas9-induced precise gene editing in 

mammalian cells. Nat Biotechnol. 33(5): 8-543. 



 
 
 

 
 

411     یژنوم شیرایو 

30- Srivastava M, Nambiar M, Sharma S, Karki SS, Goldsmith G, 

Hegde M, Kumar S, Pandey M, Singh RK, Ray P, Natarajan R, 

Kelkar M, De A, Choudhary B, Raghavan SC. 2012. An inhibitor 

of nonhomologous end-joining abrogates double-strand break 

repair and impedes cancer progression. Cell. 151(7): 87-1474. 

31- Bétermier M, Bertrand P, Lopez BS. 2014. is non-homologous 

end-joining really an inherently error- prone process. PLoS Genet. 

10(1): e1004086. 

32- Yu C, Liu Y, Ma T, Liu K, Xu S, Zhang Y, Liu H, La Russa M, 

Xie M, Ding S, Qi LS. 2015. Small molecules enhance CRISPR 

genome editing in pluripotent stem cells. Cell Stem Cell. 16(2): 

142-733.  

33- Hollick JJ, Golding BT, Hardcastle IR, Martin N, Richardson C, 

Rigoreau LJ, Smith GC, Griffin RJ. 2003. 2,6-Disubstituted pyran-

4-one and thiopyran-4-one inhibitors of DNA-dependent protein 

kinase (DNA-PK). Bioorg Med Chem Lett. 13(18): 6-3083.  

34- Rahman SH, Bobis-Wozowicz S, Chatterjee D, Gellhaus K, Pars 

K, Heilbronn R, Jacobs R, Cathomen T. 2013. The nontoxic cell 

cycle modulator indirubin augments transduction of adeno- 

associated viral vectors and zinc-finger nuclease-mediated gene 

targeting. Hum Gene Ther. 24(1): 67-77. 

35- Hatada S, Subramanian A, Mandefro B, Ren S, Kim HW, Tang J, 

Funari V, Baloh RH, Sareen D, Arumugaswami V, Svendsen CN. 

2015. Low-dose irradiation enhances gene targeting in human 

pluripotent stem cells. Stem Cells Transl Med. 4(9): 998-1010. 

36- Heyer WD, Ehmsen KT, Liu J. 2010. Regulation of homologous 

recombination in eukaryotes. Annu Rev Genet. 44: 39-113. 

37- Lin S, Staahl BT, Alla RK, Doudna JA. 2014. Enhanced 

homology-directed human genome engineering by controlled 

timing of CRISPR/Cas9 delivery. elife. 3: e04766.  

38- Adenot PG, Mercier Y, Renard JP, Thompson EM. 1997. 

Differential H4 acetylation of paternal and maternal chromatin 

precedes DNA replication and differential transcriptional activity in 



 
 
 
 
 

 CRISPR/Cas      411 فناوری ویرایش ژنومی در سیستم

pronuclei of 1-cell mouse embryos. Development. 124(22): 25-

4615.  

39- Yoshimi K, Kaneko T, Voigt B, Mashimo T. 2014. Allele-

specific genome editing and correction of disease-associated 

phenotypes in rats using the CRISPR-Cas platform. Nat Commun. 

5: 1-4240.  

40- Huang X, Wang Y, Yan W, Smith C, Ye Z, Wang J, Gao Y, 

Mendelsohn L, Cheng L. 2015. Production of gene-corrected adult 

beta globin protein in human erythrocytes differentiated from 

patient iPSCs after genome editing of the sickle point mutation. 

Stem Cells. 33(5): 9-1470.  

41- Li HL, Fujimoto N, Sasakawa N, Shirai S, Ohkame T, Sakuma T, 

Tanaka M, Amano N, Watanabe A, Sakurai H, Yamamoto T, 

Yamanaka S, Hotta A. 2015. Precise correction of the dystrophin 

gene in Duchenne muscular dystrophy patient induced pluripotent 

stem cells by TALEN and CRISPR-Cas9. Stem Cell Rep. 4(1): 54-

143.  

42- Ousterout DG, Kabadi AM, Thakore PI, Majoros WH, Reddy TE, 

Gersbach CA. 2015. Multiplex CRISPR/Cas9-based genome 

editing for correction of dystrophin mutations that cause Duchenne 

muscular dystrophy. Nat Commun. 6: 1-6244. 

43- Song B, Fan Y, He W, Zhu D, Niu X, Wang D, Ou Z, Luo M, 

Sun X. 2015. Improved hematopoietic differentiation efficiency of 

gene-corrected beta-thalassemia induced pluripotent stem cells by 

CRISPR/Cas9 system. Stem Cells Dev. 24(9): 65-1053.  

44- Xie F, Ye L, Chang JC, Beyer AI, Wang J, Muench MO, Kan 

YW. 2014. Seamless gene correction of β-thalassemia mutations in 

patient-specific iPSCs using CRISPR/Cas9 and piggyBac. Genome 

Res. 24(9): 33-1526.  

45- Liang P, Xu Y, Zhang X, Ding C, Huang R, Zhang Z, Lv J, Xie 

X, Chen Y, Li Y, Sun Y, Bai Y, Songyang Z, Ma W, Zhou C, 

Huang J. 2015. CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human 

tripronuclear zygotes. Protein Cell. 6(5): 72-363. 

 



 
 
 

 
 

412     یژنوم شیرایو 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 فصل ششم
 

 

 

 ای بنیادی گزارشگرهتولید سلول
 

 

 

 چکیده

ها برای تشکیل هر نوع سلول در بدن انسهان،  های آنهای بنیادی پلوریپوتنت و قابلیتسلول

گهری دارو،  ها به عنوان ابزار تحقیق برای کاربرد در غربالنبه محققین اجازه داده است تا از آ

. یهک فهاکتور اساسهی در    تحقیقات نمهو پایهه، و کاربردههای درمهانی بهالقوه اسهتفاده کننهد       

ههای بهالت، اختصاصهی و    های بنیادی به سهلول های بنیادی، تمایز سلولشناسی سلولزیست

ههای ارزشهمندی هسهتند کهه وقهوع      ههای بنیهادی گزارشهگر مهدل    عملکردی اسهت. سهلول  

کننهد.  غیرمهاجم، پایش به صورت زنهده و بیهان در حالهت اختصاصهی سهلول را ممکهن مهی       

های سلولی را بر اسهاس بیهان گزارشهگر    راحی شده است تا چنین لاینهای مختلفی طروش

مشتق شده از پروموتر استخراج کنیم. یک روش جهت بیان تنظهیم شهده بها اضهافه نمهودن      

گزارشگر در جایگاه پروموتر داخلی به دست آمد که به دلیل دشواری فنی کمتر استفاده شهد  

ههای  ژنهوم ایهن موانهع بهرای ایجهاد لایهن       ههای ویهرایش  های جدید در فناوریولی پیشرفت
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ههای  شناسی و کاربردهای بهالقوه لایهن  گزارشگر کاهش داده است. این فصل مروری بر روش

 سلول بنیادی گزارشگر فراهم کرده است. 

 مقدمه

و  2(hESCهای بنیادی جنهین ) ، مانند سلول1(PSCsهای بنیادی پلوریپوتنت انسان )سلول

امیهد بزرگهی در جههان امهروز پزشهکی       3(iPSCی پلوریپوتنهت القها شهده )   های بنیادسلول

ها برای بازسازی و تمایز به هر سلول اختصاصی در بدن اصلاحی ایجاد کرده است. توانایی آن

به محققین در زمینه پزشکی زیستی ابزار خاصی را داده اسهت کهه تحقیهق خودشهان را بهه      

ههای تحقیقهاتی مختلهف    ل را دارند که در انواع رویهاین پتانسی PSCsکلینیک انتقال دهند. 

اندام در حال رشد تا حفاظت از حیوانات در معر  خطر، یا به عنوان سلول استفاده شوند: از 

ههای مههرده یها در حهال مهرگ. ولهی یکهی از مفیههدترین و       درمهانی بهرای جهایگزینی سهلول    

ههای سهلول انسهان بهه     ایجاد مهدل ها برای در توانایی آن PSCsهای ترین استفادهامیدبخش

 ( است. in vitroصورت آزمایشگاهی )

ههای بنیهادی پلوریپوتنهت، فقهدان روش     یک معظل مهم در درک کامل پتانسهیل سهلول  

ههای بنیهادی   برای پیگیری و پایش رفتهار سهلول اسهت. در دسهترس بهودن سهلول      محکمی 

آل بهرای  کننهد، یهک ابهزار ایهده    ت ییریافته پایدار که گزارشگرهای اختصاصی را قابل رویهت  

هها از  های گزارشگری وقتهی کهه سهلول   دهد. چنین لاینها را ارائه میپیگیری و پایش سلول

شوند مشاهده ژن گزارشگر استفاده شهده را،  یافته تبدیل میحالت پلوریپوتنت به حالت تمایز

ز را ممکهن  ههای بصهری بهرای تشهخیص تمهای     های سهلولی روش کنند،. این لاینتسهیل می

 توانیم رفتارهای مختلف سلول را در حالت طبیعی و بیمار بررسی کنیم.  کند که میمی

ههای گزارشهگر از گزارشهگرهای کوتهاه، اختصاصهی و مشهتق از       طبق روش مرسوم، سازه

انهد و بها   های فلورسنت یا نشانگرهای انتخهابی دارویهی تشهکیل شهده    پروموترهایی مانند ژن

ههای بزرگهی   اندیشهه سهاخت سهازه   اند. امهروزه در  ی تصادفی منتقل شدههااستفاده از روش

                                                      
1- Human Pluripotent Stem Cells (PSCs)  
2- Embryonic Stem Cells (hESC)  
3- induced Pluripotent Stem Cells (iPSC)  
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ههای ویهرایش ژنهوم از طریهق     کننهد. روش بهزرگ را حمهل مهی    هستیم که عناصر تنظیمهی 

گیهری و  های بیماری را از طریهق ههدف  استفاده شده است تا مدل 1(HRنوترکیبی همسان )

گیهری شهده گزارشهگر را در نهواحی     دفها همچنین ورود هه ت ییر ژن ایجاد کنیم. این روش

شوند مانند بیهان  سازند در صورتی که فقط در حالت اختصاصی بیان میپروموتری ممکن می

ههای سهلول بنیهادی    های استفاده شده برای تولید لایهن یافته. این فصل روشدر سلول تمایز

 کند.  پلوریپوتنت گزارشگر را بررسی می

 های سلولیشگر به عنوان مدلهای پلوریپوتنت ژن گزارلاین

RT-بهرداری معکهوس )  نسهخه -ای پلیمرازبادی یا واکنش زنجیرهآمیزی آنتیهای رنگروش

PCR)2 بودند، ردیهابی نهوع سهلول     ژن یا نشانگرهای ژن اختصاصی تولید شدهکه برای آنتی

ول نیهاز  ها بهه تعهداد زیهادی سهل    کردند. اما این روشخاص را در مخلوط ناهمسان فراهم می

را  3هها در زمهان واقعهی   گهری سهلول  هایی بودنهد کهه اجهازه غربهال    داشتند و عموماً سنجش

 داند.  نمی

گزارشهگرهای ژن یههک ابههزار آزمایشهگاهی ارزشههمند هسههتند کهه پههایش سههلول زنههده و    

ههای گزارشهگرهای بها اسهتفاده از     کننهد. لایهن  گیری سلول مورد نظهر را تسههیل مهی   هدف

مشتق شده از پروموتر اختصاصی یا در اثر اضهافه شهدن گزارشهگر بهه      های گزارشگرسیستم

اند. انتخاب گزارشگر بر اسهاس نهوع کهاربرد ضهروری اسهت.      ناحیه پروموتر داخلی ایجاد شده

توان استفاده نمهود، ولهی ههر سیسهتم     اگرچه طیف وسیعی از گزارشگرها وجود دارند که می

 (.1 های خودش را دارد )جدولمزایا و محدودیت

 

 

 

 

                                                      
1- Homologous Recombination (HR)  
2- Reverse Transcriptase-Polymer Chain Reaction (RT-PCR)  
3- Real-Time  
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 سازی انواع مختلف سلولگزارشگرهای متداول مورد استفاده جهت رویت و غنی -1جدول 

 گزارشگر پروموتر

 معایب مزایا ژن گزارشگر روش

 

 

 

 

پروموترهای 

اگههزوژن یهها 

 اندوژن

 

bLac ,bGal, AP   روشههی آنزیمههی اسههت و

متعاقبا تقویت سیگنال را 

 به همراه دارد

نیههاز بههه ثابههت نمههودن  

ل بهههرای رویهههت سهههلو

 باشدمی

 های فلورسنت:پروتئین

GFP/CFP/YFP/  

DsRED 

 

 قابلیت رویت سلول

در شههرایط بیههان زیههاد  

نیازمنهههد اتوفلورسهههنت 

 باشدمی

 نشانگر بیولومینسنس: 

 لوسیفراز

و  یتحساسههه یصتشهههخ

اسهههههههههتفاده از آن در 

 یوشیمیاییب یهایشآزما

نیازمنهههد کوفاکتورهههها، 

سوبسههتراها و تجهیههزات 

 باشدوص میمخص

نشهههانگرهای انتخهههابی 

 دارویی:

Hyg/ Neo/Puro/ 

BSD 

در  زیههاد حتههی حسههاس 

 یانب یینسطوح پا

بقههای پههایین در تههراکم  

 اندک سلولی

HSV-TK/ 

diphtheria  

قابلیههت غنههی سههازی و   

 حذف سلول

بقههای پههایین در تههراکم  

 اندک سلولی

، 2(CFPورسهنت سهبزآبی )  ماننهد پهروتئین فل  و ارقامی  1(GFPپروتئین فلورسنت سبز )

اسهتفاده  ها به صورت عمومی، جهت رویت سلولDsRed، و 3(YFPپروتئین فلورسنت زرد )

های مهدل  شوند. این نوع از نشانگرها به دلیل ایمنی و کاربردی بودن به خوبی در سیستممی

 113، تعهداد حهدودا   GFPههای بهبودیافتهه   موش بکار گرفته شده است. ولی، حتی با نسخه

                                                      
1- Green Fluorescent Protein (GFP)  
2- Cyan Fluorescent Protein (CFP)  
3- Yellow Fluorescent Protein (YFP)  
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لازم است. بنابراین بر خلاف سههولت در   1نسخه در هر سلول پستاندار برای رویت فلورسنس

باشهند. در مقابهل،   ها، ابزارههایی دارای آسهتانه حساسهیت پهایین مهی     دستیابی اینگونه روش

شهوند  بکار برده می 3غشایی، وقتی با سوبستراهای استری 2های ژن مانند بتالاکتامازبرچسب

مولکهول در ههر سهلول( قابهل ردیهابی اسهت. فایهده دیگهر          13سطوح کم نیهز ) شود، در می

 های بیوشیمیایی، حساسیت بالای ردیابی و زمهان برای سنجش 4گزارشگرهای بیولومینسنس

گزینهه جهایگزین دیگهری اسهت کهه تعهداد        5هاست. نشانگرهای مقاومهت دارویهی  انتشار آن

جمعیت سلولی مطلوب هستند و بهه صهورت    سازیهای اندکی از گزارشگرها برای غنینسخه

اند. محدودیت اصلی این رویکرد عدم رویت نشانگر و همچنین نیازمنهد  گسترده استفاده شده

ترکیبهی از یهک یها بیشهتر ایهن      باشهد. امها،   سازی دارو برای هر نوع سهلول ههدف مهی   بهینه

تها پیگیهری محکهم و    آمیزی استفاده کرد توان به صورت موفقیتهای گزارشگر را میسیستم

ترکیبی از گزارشگر فلورسنت با ژن مقاومت دارویی  های سلول گزارشگر غنی را بسازیم.لاین

هها، بهه خصهوص    استفاده شده است. ولهی تفهاوت در حساسهیت نسهبی آن    به صورت عمومی

ههای مقهاوم بهه دارو خهتم شهود کهه فلورسهنت قابهل         تواند به سلولپروموترهای ضعیف، می

 دهند.  شان نمیمشاهده ن

 های بنیادی پلوریپوتنت گزارشگرهای تولید سلولروش

های گزارشگر وجود دارند: اول با القها بیهان گزارشهگر توسهط     دو روش اصلی برای ایجاد لاین

 پروموتر اختصاصی و دوم ورود ژن گزارشگر به جایگاه پروموتر داخلی.

                                                      
1- Fluorescence  
2- β-lactamase  
3- membrane- permeant ester substrates  
4- Bioluminescence Reporters  
5- Drug Resistance Markers  



 
 
 

 
 

411     یژنوم شیرایو 

 بیان حداقل گزارشگر مشتق شده از پروموتر  

یک ژن گزارشگر کلهون نمهود    1توان در بالادسترا میوتر اختصاصی و قطعات تنظیمی پروم

 DNAههای  تا گزارشگرهای پروموتر اختصاصی سلول را تولید نماییم. در بیشتر موارد، توالی

ههای مختلهف   هسهتند کهه در بهین گونهه     2بالادست نواحی کدکننده ژن حاوی عناصر سیس

اند. این مورد یک ارائه بسیار محدود ناحیه پروموتر طراحی شدهاند، و به عنوان محافظت شده

ترکیبهی  دهد که در بعضی موارد تنظیم ژنی پیچیده دارد و بهه  را نشان میاز عناصر تنظیمی 

ههای  از عناصر مجاور و دور نیازمند اسهت. در نتیجهه، نگرانهی اولیهه در اسهتفاده از سیسهتم      

شگر ممکن است نتواند فعالیهت ژن ههدف داخلهی را از    این است که گزار 3گزارشگر-پروموتر

گزارشهگر بهرای تأییهد بیهان در بافهت      -سر گیرد. بنهابراین انجهام ارزیهابی گسهترده پرومهوتر     

 اختصاصی گزارشگر ضروری است. 

ههای میزبهان منتقهل    سطح بیان نیز به اینکه چگونه سازه بهرای بیهان پایهدار بهه سهلول     

)بهدون   4زومیتواند به صورت موقت اپیگزارشگر هم می-موترشود، بستگی دارد. سازه پرومی

 (. 1تلفیق(، یا تلفیق شده به صورت تصادفی یا اختصاصی در ژنوم میزبان وارد شود )شکل 

                                                      
1- Upstream  
2- Cis-acting Elements  
3- Promoter- Reporter  
4- Episomally  
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 پروموتر -های گزارشگرهای گزارشگر با استفاده از سازههای تولید لاینروش -1شکل 

تهراژن  کنند مهانع از تلفیهق ژنهومی    فاده میتلفیقی که از ناقلین موقت استهای غیرروش 

تهراژن بهه ژنهوم    های تلفیقی منجربه درج تصادفی یا اختصاصهی  شوند، در حالی که روشمی

 شوندمیزبان می

 1های غیرتلفیقیروش

آمیزی برای بیهان پایهدار   به صورت موفقیت Barr-Epstein2ناقلین موقتی بر اساس ویروس 

(. ایهن  11انهد ) ها بدون تلفیق در ژنوم میزبان اسهتفاده شهده  سلول ژن مورد نظر در انواعی از

ههای  مرتبط با روش سیستم یک جایگزین مناسب است زیرا نسبتاً عاری از اثرات کروموزومی

Pou5F1 (Oct4 )های گزارشگر پلوریپوتنت با پروموتر است و برای ایجاد لاینتلفیق ژنومی 

کیلو باز( و در غیهاب  13اندازه بزرگ هستند )بیش از نظراز  EBVاستفاده شده است. ناقلین 

 (. 13تواند محدودکننده باشد )یک روش انتقال مناسب، این روش می

                                                      
1- Nonintegrational Methods  
2- Epstein–Barr Virus (EBV)  
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 1های تلفیقیروش

و ویروس، تلفیق سازه منتقل شده را در ژنوم میزبهان   DNAچندین روش مختلف بر اساس 

 اند. هم در حالت تصادفی و هم اختصاصی تسهیل کرده

تهوان  مهی  2ویروسیا ذرات لنتی DNAگزارشگر را با انتقال -یق تصادفی سازه پروموترتلف

تهوان بها انتقهال مناسهب بهه      به دست آورد. در هر دو مورد، تعداد رونوشت بالای سازه را مهی 

(. ولی از آنجا که بیان به شدت به ناحیه تلفیهق بسهتگی دارد، بیهان    10سلول به دست آورد )

که بها جریهان    ESCهای شود. همچنین سلولکاهش یافته یا خاموش میژن گزارشگر اغلب 

 (.  19دهند )اند که قابلیت تمایز را کاهش میاند، نشان دادهمنتقل شده GFPتراژن ویروسی 

را بهه  گزارشگر در یک ناحیه امن اثهرات جایگهاه ژنهومی     -تلفیق اختصاصی سازه پروموتر

نشان داده است که به صورت مهثثری از   3هاتلفیق کاسترساند. نوترکیبی بواسطه حداقل می

(. 23دههد ) انسهان ت ییهر مهی    ESCرا در  ROSA26نظر ژنتیکی جایگهاه فعهال رونویسهی    

کنهد و بهه   تراژن را برای نقاط اختصاصی ایجهاد مهی  گیری اینتگراز هدف PhiC31همچنین 

ده شده است کهه کرومهوزوم   و اختصاصی استفاآمیزی برای ایجاد بیان دائمی صورت موفقیت

های ژنومی نیز ماننهد:  (. سایر جایگاه22، 21دهد )انسان مورد هدف قرار می ESCرا در  17

ENVY  وAAVS1  (. 27انهد ) های بنیادی جنینی نشهان داده تراژن را در سلولبیان پایدار

سهخه از  محدودیت اصلی گزارشگر مشتق شده از پروموتر اختصاصی این است که یک یا دو ن

(. بهترین روش برای غلبه بهر  21ژن ممکن است برای تسهیل بیان گزارشگر مناسب نباشند )

های گزارشگر با جههش اضهافه شهدن    گزارشگر ایجاد لاین-های سازه پروموترموانع با سیستم

 پروموتر است. 

 اضافه شدن گزارشگر به ناحیه پروموتر داخلی

اختصاصی مورد نظر به روش نوترکیبی همسهان  ژنومی توان به نواحی های گزارشگر را میژن

کنهد و بها   (. سازه از ناحیه اصلی تشکیل شده که کاست گزارشگر را حمل مهی 21وارد نمود )

                                                      
1- Integrational Methods  
2- Lentiviral Particles  
3- Cassette  
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هدف نوترکیب شده و منجهر بهه ورود   دو بازوی یکسان احاطه شده است که با جایگاه ژنومی 

ناسب است، که عموماً رخهداد آن بهه   (. این فرایند نسبتاً نام21شود )گزارشگر اختصاصی می

داری ای به صهورت معنهی  رشتهمیزان یک در میلیون در سلول است که در حضور شکست دو

گیری ژن به امید آن است که بهه صهورت دقیهق    های جدید هدف(. روش23یابد )افزایش می

یل کنهد  را برش بزند تا ورود یا حذف ژن در ناحیهه بهرش اختصاصهی را تسهه    جایگاه ژنومی 

انهد  هها تولیهد شهده   با استفاده از ایهن روش  iPSCو  ESC(. چند لاین گزارشگر در 2)شکل 

 (.  2)جدول 

 
 های مختلف ویرایش ژنومی جهت درج اختصاصی گزارشگرروش -2شکل 
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های مختلف ویرایش های سلولی پلوریپوتنت گزارشگر با استفاده از روشتولید انواع لاین -2جدول 

 ژنومی

 نممممو 

 سلول

 منبع مدل سلولی روش گزارشگر جایگاه

ESC /

iPSC 

POU5F1 GFP HR/ ZFN Pluripotency 20 

KhES3/

HUES3 
NANOG Neomycin HR/AAV Pluripotency 29 

ESC NESTIN GFP HR Neuroepithelium 71 

HUES9 FEZf2 YFP HR Corticospinal 

neuron 
72 

HES3/

MEL1 

NKX2.1 GFP HR Forebrain 77 

BG01 Olig-2 GFP HR Oligodendrocyte 71 

KhES3 HB9 GFP HDAdVs Motor neuron 71 

iPSC GFAP GFP ZFN Astrocyte 71 

iPSC PITX3 GFP ZFN Dopamine  

neuron 
21 

ESC MIXL1 GFP HR hematopoietic 73 

ESC NKX2.5 GFP HR Cardiac 

progenitor 
70 

ESC MESP1/NKX2.5 mCherry/eGFP HR Cardiac 

progenitor 
79 

 نوترکیبی همسان

تشریح شد، این روش، روش قوی  HR( با DSBای )رشتهاز زمانی که ایده ترمیم شکست دو

(. اخیهراً، ایهن   13های بنیادی انسان فراهم کرده است )های سلولی در سلولبرای ایجاد مدل

، 2337انسانی مهندسی شده را تولید کند. در سهال   ESCsروش به کار گرفته شده است تا 

و  HPRT-1انسهان،   ESCگیهری شهده را در دو جایگهاه    اکا و تامسون ویرایش ژن ههدف زو

POUF1  آمیهزی چنهد   انجام دادند و به مدت کوتاهی، سایر محققین هم به صورت موفقیهت
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و  Olig2اختصاصهی   1جایگاه مختلف را مورد هدف قرار دادند که شامل ژن الیگودندروسهیت 

 (. 71، 20بود ) hROSA26جایگاه 

کمبودهایی داشت. با توجهه   HRر خلاف این مطالعات، روش مرسوم مهندسی ژنومی با ب

ها سهلول بهود. بهه عهلاوه، انتقهال موفهق و       به راندمان کم موفقیت، این روش نیازمند میلیون

دهنهد کهه بهه    ترجیح مهی ها یافته چالشی است زیرا این سلولت ییر ESCsجداسازی کلونی 

ههای  (. بنابراین، مشکل بعدی در ویرایش ژنوم ایجاد روش11، 23)صورت دسته باقی بمانند 

اختصاصی بستگی دارد که  DNAهای ها به شناسایی توالیبود. این روش HRتر القا مناسب

القها کنهد، بنهابراین وقهایع نهوترکیبی      ای را مجاور ناحیه هدف کرومهوزومی  رشتهشکست دو

 کند.  بیشتری را تسهیل می

 2مگانوکلئازها

ههای برشهی   باشند که از کتابخانهه آنهزیم  می DNAشونده به های اختصاصی متصلپروتئین

را برای افزایش راندمان نوترکیبی همسان و کاهش  DNAاند تا برش اختصاصی انتخاب شده

 (.12تولید کنند )ژنومی  DNAطول همولوژی 

 3(ZFNنوکلئازهای انگشت روی )

های انگشهت روی  متصل شده به پروتئین Folk1ن برش نوکلئازهای انگشت روی شامل دامی

انهد کهه ههر موتیهف بهه صهورت       است که از سه تا چهار موتیف انگشهت روی تشهکیل شهده   

(. چند نهوع سهلول بهه    13، 11کند )را شناسایی می 4تاییاختصاصی توالی نوکلئوتیدهای سه

انهد  رد هدف واقع شهده مو ZFNگیری ژن با واسطه آمیزی با استفاده از هدفصورت موفقیت

و  ZFNویروس و کاسهت بیهان   (. در اولین مطالعه با استفاده از این روش بر اساس لنتی17)

 DNAآمیهزی از  (. مطالعات بعدی به صورت موفقیهت 11انسان گزارش شد ) ESCانتقال به 

گیری گزارشگرهای مقاومت دارویی نسهبت بهه   انسان برای هدف iPSCو  ESCپلاسمید در 

                                                      
1- Oligodendrocyte  
2- Mega Nucleases  
3- Zinc-Finger Nucleases (ZFN)  
4- Nucleotide Triplet  
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گیهری  ههای گزارشهگر اختصاصهی بها ههدف     ای اختصاصی و به خصوص برای ایجاد لاینهژن

 (. 71، 21استفاده کرد ) GFAPو  Oct4 (Pou5F1 ،)PITX3جایگاه داخلی مانند 

TALEN 
، یک روش ویرایش ژنهومی اسهت   TALEN1کننده رونویسی یا نوکلئازهای افکتور شبه فعال

شهود. اختصاصهیت بها    مهی  DNAصی در هر توالی ای بسیار اختصارشتهکه باع  شکست دو

آیهد  آمینواسیدی با دو آمینواسید مت یر به دست می 71-77شناسایی ناحیه تکراری مرکزی 

هها بهه صهورت جفتهی     TALEN(. 10نام دارنهد )  2(RVDکه دو آمینواسید مت یر تکراری )

بهه نهام    DNA شهونده بهه  های اختصاصهی متصهل  ترکیبی از پروتئین شوند که ازطراحی می

( و یک نوکلئهاز مصهنوعی یها آنهزیم     TALEsکننده رونویسی )های افکتور شبه فعالپروتئین

متصهل شهوند تها یهک بهرش       DNAکنند تا به نواحی هدف استفاده می Fok1برشی مانند 

آمیزی بهرای اضهافه کهردن پروموترههای     ای تولید کنند. این روش به صورت موفقیترشتهدو

 ZFNبها فراوانهی مشهابه آنچهه بهها      iPSCو  ESCههای  در سهلول  PITX3و  Oct4داخلهی  

تر، با کهد  گیری و طراحی آسانترکیب، راندمان بالای هدفمشاهده شده است، استفاده شد. 

های بنیهادی پلوریپوتنهت مناسهب    تر، این ابزار قوی را برای ت ییر پایدار سلولشناسایی ساده

 (.  19کرده است )

CRISPR 
های تکراری کوتاه های منظم درون پالیندورمرفت در ویرایش ژنومی ایجاد خوشهآخرین پیش

(CRISPR)3    هدایت شده با برش بواسطه آنهزیم نوکلئهازCas9  ( جنبهه اصهلی   13اسهت .)

CRISPR/Cas9 کنهد ایهن اسهت کهه روش     که آن را منحصر به فرد میCRISPR/Cas9 

جای اینکه یک نوکلئاز اختصاصهی ههدف    راهنما جدید نیاز دارد به RNAفقط به سنتز یک 

راهنما یک نسخه تکی حاوی دو قسهمت نهوع وحشهی اسهت:      RNA(. 11جدید تولید کند )

crRNA  اختصاصههی هههدف وtracrRNA کنههد تهها کههه کمههک مههیCas9  بههه درسههتی در

                                                      
1- Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALEN)  
2- Repeat Variable Diresidues (RVD)  
3- Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeat (CRISPR)  
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 23تها   13به رشته ههدف مکمهل    RNA(. برش بعد از اتصال این 12جایگاهش قرار بگیرد )

رخ  NGG (PAM)1نوکلئوتیهدی   7الادست دامین مجهاور اولهین جداکننهده    نوکلئوتیدی ب

اختصاصیت، راندمان بهالا   CRISPR-Cas9دهد. بزرگترین مزیت سیستم ویرایش ژنومی می

توان تا چند مکان را به صورت تکی یا با هم، مهورد ههدف قهرار دههیم     و سهولت است که می

(17  .) 

 های جایگزینروش

هها بسهتگی دارد، کهه    های ابتدایی تشریح شد به ت ییر پایهدار سهلول  شهایی که در بخروش

های پایداری را تولید و ارزیابی کنهیم. اخیهراً،   طلبد تا کلونای میزمان و تلاش قابل ملاحظه

را گزارش کردند کهه بهرای    2(miRNAسنتزی ) microRNAمیکی و همکاران، استفاده از 

شوند. در ایهن روش از شناسهایی و   لی خاص تولید میهای سلوسازی جمعیتردیابی و خالص

اختصاصهی   miRNAکنند. یهک  داخلی استفاده می miRNAسازی بر اساس فعالیت خالص

سهنتزی منتقهل    mRNAبا یک گزارشگر مانند پروتئین فلورسنت برچسب شده و به عنوان 

، و 4هههات، هپاتوسههی3هههاسههنتزی، کاردیومیوسههیت miRNA(. بهها اسههتفاده از 11شههود )مههی

انسان در حهال   iPSCهای آمیزی از کشتهای تولیدکننده انسولین به صورت موفقیتسلول

 DNAسازی شدند. این روش رویکرد قوی را فراهم کرد زیرا که بهه نهوع تهوالی    تمایز خالص

باشد. محدودیت این روش این است که ای میبستگی ندارد همچنین روش ایمن قابل تجزیه

microRNAتوانهد در کاربردههایی کهه بهه پهایش      ها نمیعمر کوتاهی دارند و تبدیلیمهها ن

 دوره زمانی طولانی نیاز دارند استفاده شوند. 

 های بنیادی گزارشگرکاربردهای بالقوه سلول

بهه صهورت خلاصهه     7های پلوریپوتنت در شهکل  های گزارشگر در سلولکاربردی بودن لاین

توان در حالت پلوریپوتنت بیان نمود و با تمایز خهاموش  یز میبیان شده است. گزارشگرها را ن

                                                      
1- Protospacer Adjacent Domain (PAM)  
2- Synthetic microRNA (miRNA)  
3- Cardiomyocytes  
4- Hepatocytes  
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کرد و بر عکس، به این صورت که بیان گزارشگر در حالت شروع خاموش باشد ولی بها تمهایز   

روشن شود. به علاوه، یک گزارشگر بصری این فرصت را بهرای پیگیهری پیشهرفت سرنوشهت     

 سازد.  های کبد امکان پذیر میسلول در سلول

 
 هاهای و پلوریپوتنت و کاربردهای آنگزارشگرهای لاین -7ل شک

هها )طوسهی( در یهک مخلهوط     تواند غنی شده یا از سایر سلولسلول هدف )سبز( که می 

 ها بر اساس بیان گزارشگر، حذف شودناهمگن سلول
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در مورد گزارشگرهای پلوریپوتنت، ایجاد و مشخص کردن لایهن گزارشهگر نسهبتاً آسهان     

توان بر اساس بیان گزارشهگر اسهتخراج نمهود. یهک لایهن گزارشهگر       ها را میا کلوناست زیر

توان به عنوان یهک مهدل اسهتفاده کهرد تها شهرایط کشهت و نگههداری را         پلوریپوتنت را می

توان پهایش و حهذف   نیافته باقی مانده را میهای تمایزشناسایی نماید. به علاوه، حضور سلول

یادی مهندسی شده مانع بزرگتری برای پیونهد هسهتند، ولهی ایهن     های بننمود. اگرچه سلول

 کنند.  های سلولی ابزار ارزشمندی را برای شناسایی راه حل جریان کار بصری فراهم میمدل

از طرف دیگر فعالیت گزارشگرها همچنین به میزان بیان گزارشهگر در سهلول ههدف نیهز     

ریپوتنت در کاردیومیوسیت نسبت به سهلول  های پلوبستگی دارد، به عنوان مثال تمایز سلول

شهود. گزارشهگرهای فلورسهنت و نشهانگرهای انتخهابی دارویهی کهه بها         قلبی بهتر ایجاد مهی 

سازی انواع سلول قلبهی  برای غنی NCX-1یا  alpha-MHCپروموترهای اختصاصی قبلی و 

جهه بهه اینکهه    هها را خهالص نمودنهد. ولهی بها تو     درصد سلول 93اند، تا بیش از استفاده شده

alpha-MHC  وNCX-1 ههای حاصهل،   شهوند، سهلول  ها بیهان مهی  در همه کاردیومیوسیت

سهازی  های دهلیزی، بطنی و گرهی بودنهد. ایهن رویکهرد بعهداً بهرای غنهی      مخلوطی از سلول

گزارشهگر   -2v (MLC2v)1اختصاصی سلول قلبی بطنی در زنجیره سبک میوسهین بطنهی   

eGFP گرهی های شبهو سلولcGATA6-  گزارشگرGFP   ههای  استفاده شد. اخیهراً، لایهن

، و یک گزارشگر قلبهی دوگانهه   MESP1-mCherry ،NKX2.5-GFPانسان  ESCموتانت 

را بهرای تبهدیل مهزودرم     hESCکهرد پهایش تمهایز    که هر دو این گزارشگرها را حمهل مهی  

ههای  تبهدیل  قلبی به سلول قلبی تسهیل کرده است. جالب اینکه یک رویکهرد جدیهد از  پیش

miRNA های مشتق شده از هم اخیراً استفاده شده است تا کاردیومیوسیتESC   را خهالص

اختصاصهی کاردیومیوسهیت،    miRNAسنتزی تشکیل شده از  mRNAکند. در روش، یک 

درصهد خلهوص    93ها که بیش از بیان یک گزارشگر انتخابی به دست آمده از کاردیومیوسیت

آمیهزی در مهوش دارای   های حاصل بعداً به صورت موفقیتسلول(. 71داشت، به دست آمد )

هها ارزش بهالایی بهرای    (. بها ایهن وجهود، ایهن روش    11، 77، پیوند داده شدند )2نقص ایمنی

                                                      
1- Ventricular Myosin Light Chain 2v (MLC2V )-eGFP reporter  
2- Immunocompromised  
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های تمایز فراهم کرده است. همچنین رویکرد مشابهی نیز بهرای شناسهایی   سازی روشبهینه

ههای بنیهادی پلوریپوتنهت مشهتق     ولهای عصهبی کهه از سهل   سلول-مراحل مختلف انواع زیر

 (.71، 71اند، استفاده شده است )شده

 گیرینتیجه

سهازی انهواع سهلول ههدف     برداری و غنهی های سلولی ارزشمندی برای نقشهگزارشگرها مدل

تهوان در یهک لایهن    های ویرایش ژن، یک یا چند گزارشگر را میهستند. با پیشرفت در روش

های ویهرایش ژن محهدود   ندسی نمود. این رویکرد دیگر با روشسلول بنیادی پلوریپوتنت مه

تواند انواع سهلول بهالت را اسهتخراج    کند که میهای تمایز استفاده میشود ولی از پروتکلنمی

 کند و نشانگر مورد نظر را در سطوح بالایی بیان نماید.  
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 های قلب و عروقویرایش ژنومی در درمان بیماری
 

 

 چکیده

 های قلهب و عهروق  زایی بیماریهای ژنتیکی فراوانی در القای بیماریطی دهه گذشته، جهش

(CVDsبه کار رف ) ههای  ، فنهاوری 2311ته است. با شروع عصر پزشکی دقیق در ژانویه سال

( و ویرایش ژنومی بهه خهوبی در   iPSCهای بنیادی پلوریپوتنت القاشده )نوظهور مانند سلول

انهد. ایهن   اند که ابزار قوی برای همبستگی ژنوتیپ و فنوتیپ فراهم کهرده موقعیتی قرار گرفته

انسهانی را   CVDههای اختصاصهی مهرتبط بها     تها جههش  کننهد  های جدید کمک میفناوری

( iPSC-CMsاختصاصهی بیمهار )   iPSCهای مشتق شده از شناسایی کنیم. کاردیومیوسیت

شناسی قلهب و  ، مطالعه مولکولی زیستCVDsیک سکوی آزمایشی جذاب برای مدل کردن 

ز افهزون ابهزار   دهد. با مجهز شهدن رو شناسی دارو، ارائه میهای سمیتعروق و تسریع آزمون

زایهی  های مولکولی تحهت بیمهاری  مهندسی ژنومی، دانشمندان در حال آشکار کردن مکانیزم

CVDs هها را همهوار   بینی شخصی، ممانعهت و درمهان بیمهاری   هستند، که مسیر ایجاد پیش

 کند.  می
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 های قلب و عروقژنومیکس بیماری

 1پزشکی دقیق

میلیهون نفهر در    01ل اساسی است که بهر بهیش از   یک مشک 2(CVDبیماری قلب و عروق )

(. یکی از اهداف کلیهدی در تحقیقهات پزشهکی شناسهایی     1ایالات متحده اثر گذاشته است )

های نوین این امیهد  هاست. در روشدر انسان CVDهای اختصاصی مرتبط با ها و واریانتژن

ههای قلهب و   و درمان بیمهاری بینی، پیشگیری وجود دارد که سلامتی انسان را با ایجاد پیش

(. ایهن رویکهرد پزشهکی دقیهق اصهولًا بهر اسهاس توانهایی         2عروق روی یک فرد ت ییر دهد )

های درمانی مختلف با انطباق ژنوتیپ بیمار به همهراه  بندی بیماران به گروهتشخیص و طبقه

اد ههای ژنتیکهی در بهین افهر    دههد چگونهه تفهاوت   فنوتیپ سلولی مرتبط است، که نشان می

هایشان به درمان اثر بگذارد. ولی فهم پتانسیل درمان بیماران به ایجهاد یهک   تواند بر پاسخمی

 های بیماری قابل اعتماد نیاز دارد.بر و مدلسیستم تشخیص دقیق و هزینه

 ژنتیک بیماری قلب و عروق

بهی  ههای قل هها، ماننهد: بیمهاری   های قلبی عروقی انسان شامل طیف وسیعی از نقهص بیماری

، و 5دار )عهروق( شهدن بهدن   ، رگ4های بزرگ شدن قلهب )کاردیومیوپهاتی(  ، بیماری3مادرزاد

انهد کهه عوامهل    های اخیهر نشهان داده  (. پیشرفت1، 7شود )می 6های رسانش الکتریکینقص

جهش ژنتیکهی در   1333(. بیش از 3، 1ها مهم است )ژنتیکی در ایجاد خطر برای این نقص

ارثی مرتبط هستند که شامل عضله قلب بزرگ شهده یها منبسهط     CVDژن با  133بیش از 

، 8(ARVC/D، دیسپلازی/کاردیومیوپاتی اریتموژنیک بطن راست )7(HCMو  DCMشده )

                                                      
1- Precision Medicine  
2- Cardiovascular Disease (CVD)  
3- Congenital Heart Diseases  
4- Cardiomyopathies (CM)  
5- Vasculature  
6- Electrical Conduction Disorders  
7- Dilated and Hypertrophic Cardiomyopathy (DCM and HCM)  
8- Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy/Dysplasia (ARVC/D)  
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زدگهی دیهواره   شهدن یها بیهرون   ، آنوریسهم آئورتیهک )بهزرگ   1(LQTSطولانی ) QTسندرم 

، 11، 13، 9، 0د )شهو مهی  3و هایپرکلسترولمی )افزایش کلسهترول خهون(   2سرخرگ آئورت(

12 .) 

هموزیگوت را در ژن گیرنهده   4معنی، گلدستین و همکاران یک جهش دگر1931در سال 

( FHدر یهک بیمهار بها هایپرکلسهترولمی فهامیلی )      5(LDLRلیپوپروتئین بها چگهالی کهم )   

مندلی بود. از آن زمان، بسیاری از  CVDشناسایی کردند، که اولین بیان واریانت ژنتیکی در 

یا تحلیهل   DNAیابی آمیزی با توالیبه صورت موفقیت CVDکال مندلی )نقص مونوژنی( اش

(. ولی، این الگوی اختصاصی وراثت نادر است و حداقل مهوارد  11، 17لینکاژ شناسایی شدند )

معمول شهامل چنهد ژن اسهت و الگهوی      CVD(. بیشتر 1( )شکل 13، 1دهد )را تشکیل می

های اصلی در تحقیق ژنتیکی (. یکی از چالش10ر و پیچیده باشد )تواند مت یها میوراثت آن

شوند. بهه همهین دلیهل، چهاپ     های پیچیده مربوط میهایی است که به بیماریشناسایی ژن

یک منبع ارزشهمند از اطلاعهات جزئهی     2331نویس در مورد ژنوم انسان در سال اولین پیش

 (.23، 19ان بود )های انسدر مورد ساختار، سازماندهی و عمل ژن

، کهه ارقهام ژنتیکهی را بررسهی     6(GWASیک دهه بعد، مطالعات مرتبط با کهل ژنهوم )   

کرد تا ارقام ایجاد کننده بیماری را بین مورد و شهاهد تعیهین کنهد، صهدها جایگهاه ژنهی       می

های کشف شده جدید فراوانهی  (. اگرچه جایگاه21و صفات را معرفی کرد ) CVDsمرتبط با 

هها بهرای   اند، ولی کاربرد این یافتهه عوامل خطر و بیماری قلبی عروقی گزارش شده مرتبط با

بینی، پیشگیری و درمان بیمهاری هنهوز در ابتهدای کهار اسهت و بهه تحقیهق        تشخیص، پیش

 بیشتری نیاز دارد.  

                                                      
1- Long-QT Syndromes (LQTS)  
2- Aortic Aneurysms  
3- Hypercholesterolemia  
4- Missense Mutation  
5- Low-Density Lipoprotein Receptor (LDLR)  
6- Genome-Wide Association Studies ( GWAS )  
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یهابی نسهل بعهدی    ههای سهریعی در فنهاوری تهوالی    در گستره فقط چند سهال، پیشهرفت  

(NGS)1 ههای مهرتبط بها    و هم بصورت کل ژنوم، ژن هم بصورت خاصCVD   را شناسهایی

ههم اکنهون    2یابی هدفمند )خاص(کرده و کشفیات فراوان جدیدی همچنان ادامه دارد. توالی

یابی کنهد. در مطالعهه اخیهر، ویلسهون و     شود تا نواحی کاندید ژنوم انسان را توالیاستفاده می

توان بها صهحت بهالایی بها     ط با عضله قلب را میهای ژن مرتبهمکاران، بیان کردند که جهش

بنهدی کلینیکهی   یابی هدفمند نسل بعدی بها علمکهرد بهالای درجهه    استفاده از سنجش توالی

 DNAیهابی  (. تهوالی 13است ) CVDشناسایی کرد، که ابزار قوی جدیدی برای کشف ارقام 

یهابی  ود. در تهوالی شه ( و کل ژنوم میWhole-Exomeیابی کل اگزوم )کل ژنوم شامل توالی

یهابی نهواحی کدکننهده پهروتئین در     توان با تهوالی را می CVDکل اگزوم، ارقام ژنتیکی نادر 

از یابی نمود. به علت اینکه بیشتر محتهوای ژنهومی   پذیری بالا، توالیهای بزرگ با وراثتدسته

سهت کهه ارقهام    یابی کل ژنوم یک رویکرد جهامع ا اند، توالینواحی غیر کدکننده تشکیل شده

هها از  (. داده23، 19کنهد ) کدکننهده شناسهایی مهی   جدید را در هر دو ناحیه کدکننده و غیر 

درصد کل ژنوم انسان ممکن است عملکهرد داشهته    73پیشنهاد کرد که  ENCODE3طرح 

(. مطالعات اخیر توسط کهردل و  22شوند )های اختصاصی تنظیم میباشند و احتمالاً در بافت

غیررمزکننده نیز با چند بیماری قلبی ارثهی   ها در نواحی ژنومیبیان کرد که جهشهمکاران، 

، 27شهود ) مهی  4مرتبط است مانند تترالوژی فالوت )ترکیب چهار عارضه قلبی در زمان تولد(

شود، ارقام بیمهاری  یابی کل ژنوم بسیار گسترده استفاده می(. بنابراین، همانطور که توالی21

 شود.  های کدکننده و غیر کدکننده کشف میRNAبا بیشتری مرتبط 

                                                      
1- Next Generation Sequencing (NGS)  
2- Targeted Sequencing  
3- Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)  
4- Tetralogy of Fallot  
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 های ژنتیکی قلبی عروقی.اساس مندلی بیماری -1شکل 

انهد. بیمهاری   های قلبی عروقی مندلی مرتبط شدهژن با بیماری 133ها در بیش از جهش

داری مشخص شده است، شهامل بیمهاری عضهله    قلب و عروق وراثتی، که با همپوشانی معنی

(، بیماری عضهله محدودشهده   DCM(، بیماری عضله منبسط شده )HCMشده )قلب بزرگ 

(RCM ،)non-compaction ( بطن چپLVNC  دیسپلازی/کاردیومیوپاتی اریتموژنیهک ،)

 (.FH( و هایپرکلسترولمی فامیلی )ARVC/Dبطن راست )

 های بنیادی پلوریپوتنت انسانسازی بیماری با سلولمدل

ی که امروزه در علم ژنتیک صورت گرفته است، مکانیزم مولکهولی  های فراوانبرخلاف پیشرفت

را در های مهمی های بیماری نگرشبسیار کمتر شناخته شده است. مدل CVDزایی بیماری

شناسی و بیماری قلب و عروق فراهم کرده و در ادامه هم فهراهم  مورد اساس مولکولی زیست

 CVDههای سهلول انسهان در درک بهتهر     مهای دستورزی حیوانی و سیستخواهد کرد. مدل

ههای  ای بهین مهدل  ههای قابهل ملاحظهه   (. ولی تفاوت21، 21انسان بسیار ارزشمند هستند )
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های بر اسهاس انسهانی بهه خصهوص بهرای      حیوانی و سلول انسان وجود دارد، و بنابراین مدل

 (.  21تحقیقات قلبی عروقی مهم هستند )

در انواع سلول مرتبط بها   iPSCبود در روش تمایز انسان، و به iPSCکشف اخیر فناوری 

iPSC-ای نهرم ) ههای ماهیچهه  ، سهلول 1( CMs-iPSCهها ) بیماری ماننهد کاردیومیوسهیت  

SMCs)2های ، و سلول( اندوتلیالECs-iPSC)3بینی برای تولید ، یک فرصت غیرقابل پیش

الگری دارو، و سهازی بیمهاری، غربه   های بر اسهاس سهلول اختصاصهی بیمهار بهرای مهدل      مدل

در فنهاوری  های مهمهی (. در واقع، پیشرفت71، 73، 23اند )رویکردهای اصلاحی فراهم کرده

iPSC-CM     ژنهی بهه صهورت    ههای تهک  صورت گرفته است، که بهرای مهدل کهردن بیمهاری

، LQT (LQTS1هههایی ماننههد (. بیمههاری70، 73، 71آزمایشههگاهی اسههتفاده شههده اسههت )

LQTS2 ،LQTS3 ،LQTS8  بطنهی   )ضربان بهالای قلهب(   کاردیتاکیسندرم تیموتی(، یا

بهها اسههتفاده از  DCM، و 4 ،ARVC/D ،HCM(CPVTکاتکولامینرژیههک ) مورفیههکپلههی

iPSC-CMs (. به خصوص، این فناوری ابهزاری را فهراهم   11، 13، 79اند )بیشتر روشن شده

اهی مطالعهه نمایهد   تواند بهه صهورت آزمایشهگ   کرده است که فیزیولوژی بیماری مریض را می

ای بهرای  تواند هر فایهده کنند میبیمار استفاده می iPSCs(. ولی، میزانی که مطالعات از 29)

(. بهه  17، 11، 11داشته باشد که هنوز مشخص نشده اسهت  )  CVDزایی درک بهتر بیماری

ان تهو بیمار را فقط می iPSCsعلاوه، تفسیر هر فنوتیپ مشاهده شده در یک سلول حاصل از 

(. حتی در مطالعاتی که نزدیکهان سهالم   11های شاهد مناسب متوجه شد )با مقایسه با سلول

های فنوتیپی مشاهده شهده، نتیجهه   اند، تفاوتبه عنوان شاهد برای بیماران هم استفاده شده

، 10، 29های مرتبط با بیماری فرضهی باشهند )  باشند تا اینکه جهشتنوع طبیعی در ژنوم می

آل خواهد بود، که فقهط در رقهم ژنتیکهی    های سلولی ایدهای بین لاینراین، مقایسه(. بناب19

های سلولی ایزوژنیک( متفهاوت هسهتند. یهک روش بهرای اطمینهان از مقایسهه،       )یعنی لاین

                                                      
1- Cardiomyocytes (iPSC-CMs)  
2- Smooth Muscle Cells (iPSC-SMCs)  
3- Endothelial Cells (iPSC-ECs)  
4- Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia (CPVT)  
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یافتهه مشهتق از ویهرایش    ههای سهلولی جههش   استفاده از شاهد نوع وحشی ایزوژنیک و لاین

 (. 2( )شکل 13باشد )لولی والدی میژنومی اختصاصی، از همان لاین س

 
های ویرایش ژنومی ( و فناوریiPSCهای بنیادی پلوریپوتنت القا شده )استفاده از سلول -2شکل 

 های قلبی عروقیسازی بیماریبرای مدل

را در  DNA( DSBای هدفمنهد ) رشهته فناوری ویرایش ژنومی اختصاصی امکان برش دو

ماشهین تهرمیم داخلهی را بهرای اتصهال       DSBسازد. ر ممکن میمورد نظ جایگاه کروموزومی

(. 12، 11، 13گیرنهد ) ( به کار میHDR( یا ترمیم پایانه همسان )NHEJپایانه غیرهمسان )

 HDRکنهد، ولهی   ها ایجهاد مهی  DSBهای تصادفی را در مکان اضافه یا حذف NHEJمسیر 

ههای همولهوگ، یها    ، کرومهوزوم دهنده همسان را از کروماتیدهای خواهری DNAهای توالی

 HDRو  NHEJگیرد تا ت ییر ژنتیکی دقیق را تولید کنهد.  خارجی به کار می DNAالگوی 

سازی ژن مخصوص غیرفعال NHEJشوند: های مختلف مهندسی ژنوم استفاده میبرای جنبه
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، 10برای اضافه کردن، تصحیح، حهذف یها جهایگزینی دقیهق ژن )     HDRاست، در حالی که 

17.)  

ریهزی شهده شهامل مگانوکلئازهها و مشهتقات      تاکنون، چهار رده اصلی نوکلئازهای برنامهه 

کننهده رونویسهی   (، نوکلئازههای افکتهور شهبه فعهال    ZFNsها، نوکلئازهای انگشهت روی ) آن

(TALENsو خوشه )های منظم درون پالیندروم( های تکراری کوتاهCRISPR/Cas ایجاد )

، 13بینی هستند )ژنومی اختصاصی به صورت دقیق و قابل پیش اند که قادر به مهندسیشده

ههای بیمهاری   های ژنهی در مهدل  اند، و جهشها در جایگاه خاص وارد شده(. در واقع، ژن10

(. مطالعهات فراوانهی از   01، 33انهد ) انسان وارد یا تصحیح شهده  iPSCقلبی عروقی بر اساس 

ژنتیک  CVDاند که نه تنها مکانیزم زیستی دهاستفاده کر iPSCهای ویرایش ژنوم و فناوری

 (. 01، 11ها فراهم کنند )های اختصاصی برای این بیماریرا مطالعه کنند بلکه درمان

 سازی بیماری ژنتیکی قلب و عروق  مدل

 کاردیومیوپاتی وراثتی

، HCMشناسی بیماری کاردیومیوپاتی وراثتهی شهامل   پیشرفت جذابی در زمینه تعریف علت

DCM ( کاردیومیوپههاتی محدودکننههده ،RCM)1    کاردیومیوپههاتی نههامتراکم بطههن چههپ ،

(LVNC)2  وARVC/D ( تا به حال، جههش 91، 13صورت گرفته است .)   ههای فراوانهی در

(. 13زایی کاردیومیوپاتی وراثتی بوده است کشهف شهده اسهت )   ژن که با بیماری 13بیش از 

در مهورد نقهش ژنتیهک در بیمهاری      ی مهمهی هاها برای تحلیل مولکولی نگرشاگرچه تلاش

و  HCM ،DCM ،RCM ،LVNCکاردیومیوپاتی بیان کرده است، مکانیزم مولکولی تحهت  

ARVC/D  .مشخص نشده است 

اسهتفاده شهده اسهت تها بیمهاری کاردیومیوپهاتی        iPSC-CMهای اخیر، فناوری در سال

باقی مانده است تنهوع حاصهل    های اصلی که هنوزوراثتی را مدل کند. ولی یکی از محدودیت

(. در یک مطالعه توسط وانهگ  11، 1است ) iPSCهای های زمینه ژنتیکی بین لایناز تفاوت

                                                      
1- Restrictive Cardiomyopathy (RCM)  
2- Left Ventricular Non-Compaction Cardiomyopathy (LVNC)  



 
 
 
 
 

    412  قلب و عروق یهایماریدر درمان ب یژنوم شیرایو

، کاردیاک وابسهته بهه   1(BTHSانسان از دو بیمار با سندرم بارث ) CMs-iPSCو همکاران، 

X2 3و میوپاتی میتوکندریایی اسکلتی ( حاصل از جهش ژن کدکننده تافازینTAZ)4   تولیهد

استفاده شد تا  CRISPR/Cas9با واسطه  NHEJ(. در این مطالعه از مکانیسم 93، 91شد )

-iPSCیافته فنوتیپ مشهابه  جهش iPSC-CMsجهش ایجاد کرده و بیان کند که  TAZدر 

CMs     اعمهال میتوکنهدری   5اختصاصی سندرم بارث، شهامل: محتهوای کهاردیولیپین نابهالت ،

 دهد.  را نشان می 8و استرس انقباضی افسردگی 7رکومر، نقص ساختار سا6غیرطبیعی

فهامیلی را   DCMزایهی  همچنین از فناوری ویرایش ژنومی نیز اسهتفاده شهد تها بیمهاری    

در ناحیهه   p.R14delمطالعه کند. در یک مطالعهه توسهط کهاراکیکس و همکهاران، جههش      

 iPSCدر  LENTAبها تهرمیم پایانهه همسهان  بواسهطه       9(PLNکدکننده ژن فسفولامبان )

در  DCM(. پهس از تمهایز در کاردیومیوسهیت، فنوتیهپ     11اختصاصی بیمار تصهحیح شهد )  

iPSC-CMs  تصحیح شده باTALEN یافته های جهشدر مقایسه با سلولPLN  ایزوژنیک

، عدم ثبات الکتریکی، و انتشهار  Ca+2کاهش یافت، که شامل تعدیل حالت غیرطبیعی کاربرد 

 است.  PLNپروتئین  غیرطبیعی سیتوپلاسمی

زایی و فناوری ویرایش ژنوم استفاده کردند تا بیماری iPSCاخیراً هینسون و همکاران، از 

هها از نهوترکیبی همسهان بها     (. در مطالعهه آن 13را ارزیابی کنند ) 10(TTNارقام ژن تیتین )

 های دگرمعنهی یها ت ییهر چهارچوب را در    استفاده شد تا هم جهش CRISPR/Cas9واسطه 

و دو جههش   Aوارد یا تصحیح کردند، که شامل چهار جهش بر پیوند  TTNچند جایگاه ژن 

ههای  لایهن  RNAیهابی  ههای عملکهردی بها تهوالی    اثر گذاشتند. با ترکیب تحلیهل  Iبر پیوند 

 DCMباعه    TTNاز ژن  Aههای دامهین پیونهد    ها بیهان کردنهد کهه جههش    ایزوژنیک، آن

                                                      
1- Barth Syndrome (BTHS)  
2- X-linked Cardiac  
3- Skeletal Mitochondrial Myopathy  
4- Tafazzin ( TAZ)  
5- Immature Cardiolipin Content  
6- Abnormal Mitochondrial Functions  
7- Impaired Sarcomere Organization  
8- Depressed Contractile Stress  
9- Phospholamban (PLN)  
10- Titin (TTN)  
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زایهی  مل است. این مطالعه همچنهین نشهان داد کهه بیمهاری    قابل تح Iشود، اما در پیوند می

DCM  با القایTTN     ههای مکهانیکی، و   بهه تهنش   با نقص سهاختار سهارکومر، نقهص پاسهخ

 ، مرتبط است.1آدرنرژیک غیرطبیعی-سیگنالینگ بتا

 0کانلوپاتی وراثتی

بیماران  قلبی اکتسابی یا وراثتی است، که ( یک بیماری اریتمیLQTSطولانی ) QTسندرم 

ژن  17ههای  (. جههش 13، 9کند )آماده می 4و مرگ قلبی ناگهانی  3را برای اریتمیاس بطنی

های پتاسیم، ولتاژ خروجی شبه (. کانال90فامیلی به کار رفته است ) LQTSزایی در بیماری

KQT  از زیرخانوادهQ5  1، عضهو (; LQTS1KCNQ1     ولتهاژ خروجهی مهرتبط بها ،)eag  از

یافتهه مهرتبط بها    های جهشترین ژن( عمومیLQTS2KCNH2 ;) 2و عضو  H6زیرخانواده 

LQTS  هسههتند. از آنجهها کههه هههر دوKCNQ1  وKCNH2  بههه صههورت همههوتترامر عمههل

یافته یک اثر منفی غالب را با نقص تترامریزاسهیون مونومرههای نهوع    کنند، مونومر جهشمی

 (.  12وحشی نشان داد )

یهها سههندرم تیمههوتی بهها  LQTS8و  LQTS1 ،LQTS2 ،LQTS3سههال گذشههته،  1در 

(. ولهی، ایهن رویکهرد را تها حهدودی      19، 10، 13مدل شده اسهت )  iPSC-CMsاستفاده از 

های بیمار بها ارقهام ژنتیکهی مطلهوب مشهکل      توان محدود کرد زیرا به دست آوردن نمونهمی

ر تولیهد  ای توسهط وانهگ و همکهاران، بیهان کهرد کهه اولهین قهدم د        (. مطالعهه 99، 9است )

یافتهه در جایگهاه   ههای جههش  بها درج ژن  LQTSهای انسانی این اسهت کهه   کاردیومیوسیت

(AAVS1/ PPP1R12C( جمع گردد )در مطالعه آن11، 12 .) ها ازZFNs   استفاده کردنهد

 iPSCsدر  KCNH2و  KCNQ1زا را از تا یک کاست بیانی کدکننده یک واریانهت بیمهاری  

 یافته وقتی کهه بها شهاهد ایزوژنیهک     جهش KCNH2و  KCNQ1نوع وحشی وارد کردند. 

                                                      
1- Abnormal Beta-Adrenergic Signaling  
2- Inherited Channelopathies  
3- Ventricular Arrhythmias  
4- Sudden Cardiac Death  
5- Voltage-Gated KQT-like Subfamily Q  
6- Voltage-Gated eag-related Subfamily H  
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CMs-iPSC( مقایسه شدند، دوره عمل طولانیAPD)1  و غیرطبیعی بودن استعمال کلسیم

ههای بیمهار واقعهی را    را نشان دادند. این مطالعه یک رویکرد جایگزین برای استفاده از نمونهه 

ه کرد که اثهرات منفهی غالهب را نشهان     نشان داد و راه جدیدی برای مطالعه ارقام ژنتیکی ارائ

 دهند.  می

استفاده کرد )بدون استفاده  HDRمطالعه دیگری توسط بلین و همکاران، از یک رویکرد 

یافته ایزوژنیک و نوع وحشهی جههش دگرمعنهی    های جهشاز نوکلئازهای اختصاصی( تا لاین

KCNH2p.N996I ( این پژوهش جهش133هتروزیگوت را تولید کنند .)   جریان الکتریکهی

را اصههلاح نمههود.  CMs-iPSCو دوره پتانسههیل عمههل در  HERG (IKr)2بوسههیله کانههال 

را کهاهش داد و دوره پتانسهیل    IKrرفت، ورود جهش ژنتیکی یکسان، همانطورکه انتظار می

یافتهه  جهش iPSC-CMsها بیان کرد که را طولانی نمود. مطالعه آن iPSC-CMsعمل در 

نهوع وحشهی    iPSC-CMsکمتری را در غشا سلولی نسهبت بهه    KCNH2 ایزوژنیک، کانال

(، Proteasomal Inhibitorsکننهده پروتئهازوم )  ایزوژنیک، بیان کرد. درمان بیماری با منهع 

را  KCNH2(، سههطوح پههروتئین Leupeptin( و لئههوپپتین )Lactacystinلاکتاسیسههتین )

ه نقههش پروتئههازوم را در یافتههه افههزایش داد کهه جهههش iPSC-CMsروی غشهها سههلول در 

 کند.  بیان می LQTS2زایی بیماری

 9والولوپاتی وراثتی

های مهادرزادی دریچهه آئهورت کهه بها عنهوان دریچهه آئهورت دو لتهی          در دهه گذشته، نقص

(BAV)4 برداری متصل به غشها  شود با فاکتور نسخهشناخته میNOTCH1 (N1  مهرتبط )

دهد و بهه جهای دریچهه سهه لتهی نرمهالی       درصد جمعیت رخ می 2-1در  BAVشده است. 

یهک   BAV(. اگرچه این مکانیزم هنوز ناشناخته مانده است، ولهی  131دریچه دو لتی دارد )

اسهت، شهرایطی کهه بهاز شهدن       5عامل خطر اصلی برای کلسیفیکاسیون اولیه دریچه آئهورت 

                                                      
1- Prolonged Action Potential Duration (APD)  
2- Electrical Current Conducted by the HERG Channel (IKr)  
3- Inherited Valvulopathies  
4- Bicuspid Aortic Valve (BAV)  
5- Early Aortic Valve Calcification  
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متحهده   پیونهد دریچهه در سهال در ایهالات     133333دریچه را ناقص کرده و مسئول بیش از 

 است. 

ای توسهط تئهودوریس و همکهاران، دو خهانواده را معرفهی کهرد کهه یهک جههش          مطالعه

مهادرزادی اسهت    BAVکردنهد، کهه مشهکوک بهه     را حمل می N1هتروزیگوت  1معنیبدون

استفاده شد تا جههش   TALENبا واسطه  HDRها از مکانیسم ترمیم (. در مطالعه آن132)

N1 هههای را در لایههنiPSC اصههی بیمههار، تصههحیح کنههد. در مقایسههه    اختصiPSC-ECs 

 iPSC-ECsدرصهد در   13-73تها حهد    mRNAN1یافته ایزوژنیک و شاهد، سهطوح  جهش

یهک اثهر نامناسهب روی     N1داد که جههش  یافته ایزوژنیک کاهش یافت، که نشان میجهش

ههای  ایزوژنیهک بها تهنش بهرش، سهلول      iPSC-ECsدارد. پس از مواجه  BAVزایی بیماری

ژنتیکی را نشان دادند، که منجر به سرکوب پنههان  عدم تنظیم اپی N1یافته ایزوژنیک جهش

 و پیش التهابی شد.  2های استخوانی(شبکه ژنی پرواستئوژنیک )سرطان

 های ژنتیکی قلب و عروقدرمان فردی بیماری

 های درمان مهندسی ژنومی چالش

دارنهد، فازههای مختلهف     DSBرای تعمیهر  های مجزایی به اگرچه انواع مختلف سلول توانایی

را  DNAتهرمیم   NHEJکنهد.  را اداره می HDRیا  NHEJچرخه سلولی انتخاب مسیرهای 

محدود  G2و فاز  Sبه اواخر فاز  HDRدهد، درحالی که انجام می G2و  G1 ،Sطی فازهای 

هایی که نیهاز  (. این تفاوت در فعالیت سلولی چالشی را در درمان بیماری131، 137شود )می

 NHEJ)تصحیح ژن یا ورود ژن( است را نسبت به ترمیم با واسطه  HDRبا  DSBبه ترمیم 

اند که مداخله شیمیایی یا ژنتیکی کند. چند مطالعه بیان کردهسازی ژن(، ایجاد می)غیرفعال

تهوان  مناسب باشد؛ ولی چنین دستورزی را به سختی می HDRتواند برای می NHEJمسیر 

 (.131، 131ار گرفت و برای سلول مضر است )به ک

 

                                                      
1- Nonsense Mutation  
2- Pro-Osteogenic  
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 (.CVDدرمان فردی بیماری قلبی عروقی ژنتیکی ) -7شکل 

تهوان بهه دو رویکهرد    استفاده بالقوه از فناوری ویرایش ژنوم در درمان قلبی عروقی را مهی 

یش ، فرایند ویهرا in vitro( با رویکردهای aشود. )انجام می in vivoو  in vitroتقسیم کرد: 

بعهداً   iPSCههای  آید و این لاینکشت شده اختصاصی بیمار به دست می iPSCهای با لاین

یابنهد. ایهن   ههای تثبیهت شهده، تمهایز مهی     به سلول مورد نظر انسانی با اسهتفاده از پروتکهل  

( bخاصی را درمان کنیم. ) CVDتوان به بیماران انتقال داد تا های ویرایش شده را میسلول

ریزی منتقل شده به بیمهار بهه دسهت    با نوکلئازهای قابل برنامه in vivoیش ژنوم درمان ویرا

 های مورد نظر را تصحیح یا مختل کنند.آید که جهشمی

تهوان بهه دو   استفاده بالقوه از فناوری ویرایش ژنومی در درمان بیماری قلبی عروقی را می

( in vivoهای طبیعهی ) ( و روشin vitroهای آزمایشگاهی )رویکرد تقسیم کرد: شامل روش

انسهان   iPSCههای  شود. با رویکردهای طبیعی تثبیت شده، فرایند ویرایش در لاینانجام می

یابهد، ماننهد   بعداً به سلول مورد نظر انسان تمایز مهی  iPSCهای آید، و این لاینبه دست می

iPSC-CMs  یاiPSC-ECsشهود )شهکل   می های تمایز تثبیت شده استفاده، که از پروتکل

اختصاصهی را   CVDتهوان بهه بیمهاران انتقهال داد تها      های تصحیح شده را می(. این سلول7
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هنوز تا پیشهرفت   in vivo(. در مقابل، درمان ویرایش ژنومی 70، 73، 71، 71درمان کنیم )

ههای بهالت در فهاز    نهایی فاصله دارد. برای مثال، یک محدودیت این است که کاردیومیوسهیت 

0G اند، که در این فاز مکانیزم توقف شدهمHDR فعال و غیرNHEJ   بسیار محدود است. بهه

های بالت همانندسازی بسیار انهدکی دارنهد، بنهابراین بهرای بهه دسهت       علاوه، کاردیومیوسیت

(. با وجود این، درمان با 133اندازه کافی بالا باشد )آوردن اثرات درمانی، کارایی ت ییر باید به 

و  1هها های موجود شامل هپاتوسهیت از نظر فنی در انواع سلول in vivoایش ژنومی روش ویر

ها بهتر تکثیر شده و از لحاظ نظهری  تر است، زیرا این نوع سلول، آسان2ایهای ماهوارهسلول

 (. 113، 130های بیمار درونی رقابت کنند )توانند با سلولمی

 In Vivoومی اهداف کنونی برای درمان بوسیله ویرایش ژن

در خون عامل تثبیت شهده بسهیاری    3(C-LDLغلظت کلسترول لیپوپروتئین با چگالی کم )

را  C-LDL(. عوامهل دارویهی کهه سهطوح     111است ) 4(CHDهای عروق کرونر )از بیماری

نام دارند، ههم اکنهون مهثثرترین وسهیله کهاهش ایهن نهوع از         5دهند، که استاتینکاهش می

د. ولی، تعداد زیادی از بیماران نسبت به درمان بها اسهتاتین حساسهیت    باشنبیماری قلبی می

شهناخته شهده اسهت     FHغالهب   به عنوان عامهل بیمهاری اتهوزومی    PCSK96دارند. امروزه 

(112 .)PCSK9 شود و بهه عنهوان آنتاگونیسهت    به خصوص در اندام شش، بیان و ترشح می

ان ههدف درمهانی امیهدبخش بهرای     بهه عنهو   PCSK9کند. بنهابراین،  عمل می LDLRبرای 

 شناخته شده است.  CHDممانعت از 

داری از میهزان  کاهش معنی PCSK9اند که افراد با جهش حذفی در مطالعات نشان داده

LDL-C   و در نتیجه خطهرCHD   انهد. چنانچهه ممکهن اسهت انتظهار رود،      را تجربهه کهرده

در  CHDبه وقهوع زودهنگهام    دهد کهرا افزایش می LDL-Cهای اضافه کردن میزان جهش

                                                      
1- Hepatocytes  
2- Satellite Cells  
3- Low-Density Lipoprotein Cholesterol (LDL-C )  
4- Coronary Heart Disease (CHD )  
5- Statins  
6- Proprotein Convertase Subtilisin/Kexin type 9 (PCSK9)  
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بهادی مونوکلونهال   ، یهک آنتهی  2311هستند. در سهال   FHشود که دارای بیمارانی منجر می

تأییهد   FHتوسط سازمان غذا و دارو آمریکها بهرای درمهان     1)آلیروکوماب( PCSK9هدفمند 

رات مثثر است، ولی اثه  FHبادی نشان داده است که برای درمان (. اگرچه این آنتی112شد )

(. بیماران باید تزریقات را هر چند هفته دریافهت کننهد تها    117موقت است ) LDL-Cآن بر 

 (. 113، 111ثابت بماند ) PCSK9بادی مونوکلونال هدفمند سطح مطلوب آنتی

اسهتفاده   CRISPR-Cas9بها واسهطه    NHEJای توسط دینگ و همکاران کهه از  مطالعه

ها بیان کردند کهه بعهد از   ر موش مختل نمایند. آنرا د PCSK9کردند تا به صورت دائم ژن 

را در موش مورد هدف قهرار داده   PCSK9که  CRISPR-Cas9ورود آدنوویروس برای بیان 

در کبد ت ییر کردند؛ این حالهت منجهر بهه کهاهش      PCSK9های درصد آلل 13بود، حداقل 

هپاتیهک و   LDLRپلاسهما، و همچنهین افهزایش در سهطوح      PCSK9داری در مقدار معنی

ای اسهت  ها اولهین مطالعهه  درصد شد. مطالعه آن 13تا  71پلاسما از  LDL-Cکاهش سطح 

 بیان کرد.   in vivoبه صورت  CVDکه پتانسیل مهندسی ژنومی را برای ممانعت از 

از بهاکتری   Cas9ای توسط ران و همکاران، بیهان کهرد کهه آنهزیم نوکلئهاز      اخیراً مطالعه

Staphylococcus aureus (SaCas9می )  توان ژنوم را با راندمان مشهابهCas9   از بهاکتری

Streptococcus pyogenes (SpCas9  ت ییر دهد، در حالی که با ژنی کهد مهی )   شهود کهه

توانهد مهندسهی   کیلوباز( می 7/7)حدود  SaCas9(. 110تر است )بیش از یک کیلو باز کوتاه

( انجام دههد کهه در غیهر ایهن     AAVبط با آدنو )را با استفاده از ویروس مرت in vivoژنومی 

(. 119کیلهو بهاز( )   1/1شهود )حهدود   ممانعت می AAVاندازه حمل محدودکننده  صورت با

را در کبهد مهوش مهورد     PCSK9استفاده کرد تها ژن   CRISPR/SaCas9همین مطالعه از 

ه، کهه بها   درصهد ت ییهر ژن مشهاهده شهد     13هدف قرار دهد. همانند مطالعه قبلی، بهیش از  

و مقدار کلسترول همراه شد. ارزیابی اثرات غیرههدف بها    PCSK9داری در سرم کاهش معنی

کنهد کهه   یابی کامل هیی جهش حذف و اضافه را نشان نداد. این مطالعهه پیشهنهاد مهی   توالی

                                                      
1- Alirocumab  
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پتانسهیل رانهدمان اختصاصهیت     CRISPR/SaCas9بها اسهتفاده از    in vivoویرایش ژنومی 

 بالایی را دارد.  

 انداز آیندهگیری و چشمنتیجه

و ویهرایش ژنهومی توانسهتند تها      iPSCهای نوظهور مانند اندازی پزشکی دقیق، فناوریبا راه

ابزارهایی قوی برای مطالعه روابط ژنوتیپ و فنوتیپ فراهم کننهد، تها خطهرات قلبهی عروقهی      

انقلابی برپا کهرده و در   iPSC(. فناوری 2بینی کنیم )ها به درمان را پیشبیماران و پاسخ آن

تر شهده اسهت، دسترسهی بهه     آسان iPSCها در حال تکامل است. از آنجا که ویرایش جهش

(. فناوری ویرایش 9( )1اهمیت مت یرهای ژنتیکی روی نفوذ بیماری آسان خواهد شد )شکل 

ژنومی به سرعت در حال پیشهرفت اسهت و کاربردههای جهذابی را ارائهه کهرده اسهت. ولهی،         

باقیمانده است، که شامل: افزایش اختصاصیت و به حداقل رسهاندن اثهرات   های مهمی چالش

ههای انتقهال و بهه    گیری شهده و روش هدف، افزایش راندمان و بهبود انتخاب نواحی هدفغیر

است. پالایش بیشتری برای کشهف پتانسهیل ویهرایش     in vivoخصوص برای مهندسی ژنوم 

 باشد.   CVDدرمان پزشکی دقیق آینده برای ژنوم لازم است تا ابزار حیاتی 

ههای بیمهاری بهر    ما رؤیای آن را داریم که استفاده از مهندسی ژنومی بهرای تولیهد مهدل   

اساس سلول انسان یک رویکرد استاندارد در آزمایشگاه شود، که به محققین اجازه دههد کهه   

ملا کنند. بها وجهود ایهن،    را بر CVDهای مولکولی ارقام ژنتیکی را کشف کرده و راز مکانیزم

ها بر اساس جمعیت بهرای  تاکنون بسیاری از موانع بدون راه حل باقی مانده است. سری داده

مربوط هستند ضهروری هسهتند. بیوانفورماتیهک     CVDsشناسایی ارقام ژنتیکی جدید که به 

ههای مهورد   برای تعیین رابطه بین ژنوتیپ و فنوتیپ است، زیرا بسیاری از بیماریابزار مهمی 

سثال چندژنی هستند. در نهایت، از نظر جنبهه تشهخیص ژنتیکهی، تحقیهق بایهد بهر بهبهود        

 یابی نسل بعدی تمرکز کند.  صحت، انعطاف پذیری و هزینه توالی
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 فصل هشتم
 

 

 

در  CRISPR-Cas9ویرایش ژنومی  استفاده از سیستم

 درمان بیماری دیابت
 

 

 خلاصه

بهدن را   یهها انهواع سهلول   یلتشهک  یی( تواناhPSCs) یانسان نتتووپیپلور یادیبن یهاسلول

ین در انسهول  یهد تول جههت  یمنبهع بهالقوه عهال    یهک هها را بهه عنهوان    آناین ویژگی دارند، و 

بهه  ها سلولین ا یدتول یبراعد ساخته است. یابت مستدرمان د یپانکراس برا یبتا یهاسلول

درک بهه   یازمنهد ن شهرایط آزمایشهگاهی   در CRISPR-Cas9روش سیستم ویرایش ژنهومی  

هستیم. کریسپر به عنوان یک سیستم ایمنهی اکتسهابی    پانکراس یعیروند رشد طبکاملی از 

ر ژنهوم  بهه تهوالی اختصاصهی د    RNAدر باکتری شناسایی شده است که با اسهتفاده از یهک   

یها   NHEJنمایهد و نهایتها بوسهیله مکانیسهم     ای میهدف متصل شده و تولید برش دورشته

HDR ریهزی  برای اولین بار تحقیقاتی به صورت کاملا برنامهه  2312شود. در سال ترمیم می

شده جهت برش توالی هدف بوسیله سیستم کریسپر به اجرا درآمد. به سرعت ایهن روش بهر   
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ههای  مدل نیز مورد بررسی قرار گرفت همچنین مطالعاتی بر روی لایهن روی سایر موجودات 

 های بتای پانکراس نیز انجام شد.   های تخصصی مانند سلولسلولی رویانی و سلول

 های ویرایش ژنومی در علوم پزشکی  اهمیت فناوری

نهه )پلوریپوتنهت(   هایی بها قابلیهت چندگا  سلول 1(hESCsهای بنیادی جنینی انسان )سلول

شوند. به خهاطر  یافت می 2از پیش جایگزین شده های جنینهستند که در توده داخلی سلول

منبع عهالی از   hESCsظرفیت نامحدود برای خودبازآرایی و توانایی تشکیل همه نوع سلول، 

هها شهامل دیابهت    های بالقوه برای پزشکی اصهلاحی بهرای درمهان بسهیاری از بیمهاری     سلول

( تولیدکننده انسولین پانکراس ایجهاد  βهای بتا )د. از آنجا که دیابت در اثر حذف سلولهستن

شهود.  ها یک درمان بالقوه بهرای دیابهت ارائهه مهی    شود، به سادگی با جایگزینی این سلولمی

های حاضر به طور وسوسه انگیزی به هدف اگرچه پیشرفت بزرگی ایجاد شده است و پروتکل

انهد، کهه   اند ولی هنوز به طور کامهل درک نشهده  نزدیک شده βهای د سلولنهایی یعنی ایجا

احتمالاً به دلیل عدم ارزیابی سریع پروتکل، درک محدود از نمو پانکراس پستانداران طبیعی، 

ههای سهلولی   (. تولید لایهن 2، 1بین موش و انسان است ) βهای اساسی بلوغ سلول و تفاوت

hESC ت به فهم بهتر ما از تمایز سلول گزارشگر و موتانت به شدβ  کنهد و  انسان کمک مهی

ریهز مشهتق از سهلول    ههای درون ما را به سمت هدف نهایی درمان دیابت با استفاده از سلول

 دهد.  بنیادی سوق می

به دلیل میزان کم نوترکیبی همسان دشهوار بهود.    hESCها در در گذشته ایجاد این لاین

، نوکلئازهای 3(ZFNژنومی مانند: نوکلئازهای انگشت روی )های ویرایش ولی، گسترش روش

ههای  ههای مهنظم درون پالینهدروم   و خوشهه  4(TALENsکننده رونویسی )افکتور شبه فعال

ای اجازه رشتهدو DNAبه تولید اختصاصی مکان برش در  5(CRISPR/Casکوتاه تکراری )

ها ترین این روش(. تاکنون، محبوب1، 7دهد تا کارایی نوترکیبی همسان را افزایش دهد )می

                                                      
1- human Embryonic Stem Cells (hESCs)  
2- Inner Cell Mass of Preimplantation Embryos  
3- Zinc-Finger Nucleases (ZFN )  
4- Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENs)  
5- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)  
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بوده است که به دلیل سهولت نسهبی، اختصاصهیت و کهارایی ایهن      CRISPR-Casسیستم 

را بهه   Casکنهد تها نوکلئهاز    اسهتفاده مهی   RNAاز  CRISPR-Casباشد. سیستم روش می

اولهین بهار در    CRISPR-Casسمت توالی ژنوم هدف هدایت کند. سیستم ویهرایش ژنهومی   

ایمنی اکتسابی باکتری کشف شد، به سرعت به عنوان ابهزار ویهرایش ژنهوم پذیرفتهه     سیستم 

 شد و به یک اجبار برای هر محقق سلول بنیادی تبدیل شد. 

 CRISPRشناسایی آرایه 

 E. coliتکرارشونده بود کهه اولهین بهار در     DNA، یک ساختار غیرمعمول از 1903در سال 

بهازی بهود کهه دارای    جفهت  23تها   21امل تکرارههای  شه  (. این توالی ژنهومی 1تشریح شد )

های منظم میهان  باز بود و خوشهجفت 32تا  23های بینابینی منحصر به فردی با طول توالی

نامیهده   2332( توسط جانسون و همکاران در سهال  CRISPRهای کوتاه تکراری )پالیندروم

ها یافهت شهدند و تقریبهاً همهه     کتریها بویژه در با(. این تکرارها بیشتر در پروکاریوت3شد )

هها،  (. بر خلاف فراوانی آن0ها را داشتند )یابی شده، این توالیباکترهای توالیهای آرکئیژنوم

ههایی بهود   ها حضور ژنمنبع و اهمیت این تکرارها یک راز ماند. اولین نشانه نقش زیستی آن

کردند که ممکن اسهت در  که پیشنهاد میکردند، مراز را رمز میکه دو آنزیم هلیکاز و هم پلی

 (.  9نقش داشته باشند ) DNAتعمیر 

ههای جداکننهده   ، سه گروه تحقیقاتی مجزا کشف کردنهد کهه ایهن تهوالی    2331در سال 

اند، که بهه ایهن نظریهه رسهیدند کهه      منحصربه فرد از ژنوم باکتریوفاژهای مهاجم مشتق شده

باکتری هستند که از میزبان علیه بیمارگر مههاجم  ها قسمتی از سیستم ایمنی اکتسابی توالی

(. ههم اکنهون   11، 11، 17، 12، 13کنهد ) دفهاع مهی   RNAبا اسهتفاده از مکهانیزم تهداخل    

شهوند،  ههای پروکهاریوتی یافهت مهی    خهارجی در سهلول   DNAمشخص شده است که وقتی 

 1′تههای  خارجی در کروموزوم میزبان در ان DNAبا تلفیق قطعات کوتاه  CRISPRسیستم 

ههای واکسیناسهیون   دهد و جداکننده حاصل بهه عنهوان کهارت   پاسخ می CRISPRموقعیت 

کنهد  خارجی عمل می DNAکند که به صورت ثبت ژنتیکی در اثر مواجه پیشین با عمل می

 (. 1( )شکل 10، 13)
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 CRISPR یهساختار آرا -1شکل 

مشتق شده از ژنوم فاژ که با  (یرنگ یها)جعبه (spacerجداکننده ) منحصر به فرد یتوال

های تکراری جداکننده، اند. در مجاور آرایهنوکلئوتید تفکیک شده 13-21تکرارهایی به طول 

 یاتصال برا یهاجایگاهعناصر پروموتر و  ی( حاویاه)جعبه س ATهای غنی از توالی

، قطعهات  پهس از ورود ژنهوم فهاژ بهه درون بهاکتری      .قهرار دارد  کنندهیمتنظ یهاپروتئین

 خارجی به عنوان توالی جداکننده به درون ژنوم باکتری در ناحیهه انتههای   DNAکوتاهی از 

 شودکریسپر تلفیق می ′1

ههای تکهراری   در یک تحقیق مشترک بین دانشگاه و صنعت براساس این فرضیه که توالی

DNA  ههها، در اثههر تعامههل بههین بههاکتری  بخشههی از سیسههتم ایمنههی اکتسههابی در بههاکتری

Streptococcus thermophiles      انهد و پهایش   با فاژهای جهدا شهده از ماسهت پدیهد آمهده

 موتانت 9(. همه 17های مقاوم به باکتریوفاژ بررسی شد )های نتاج برای بررسی موتانتکشت

جدا شده دارای یک تا چهار توالی جداکننده جدید بودند که به انتههای تهوالی ههدف اضهافه     

فهاژ مشهتق شهده بودنهد. تعیهین شهد کهه         DNAیا آنتهی سهنس    شدند که از رشته سنس

ههای تهک نوکلئوتیهدی    های جداکننده خاص برای مقاومت به آلودگی به صورت تفاوتتوالی

های جداکننهده اختصاصهی   بین جداکننده و فاژ مقاومت را ایجاد نکردند. ورود با حذف توالی

(. بنهابراین،  13کمتر به آلهودگی شهد )  منجر به مقاومت بهتر یا  CRISPRبیمارگر از جایگاه 

مهههاجم هسههتند،  DNAکههه همسههان بهها تههوالی  CRISPRتعههداد جداکننههده در موقعیههت 

هها در  دهد. کشف این تکرارها و نقش ظهاهری آن حساسیت میزبان به فاژ مهاجم را نشان می

شهده   هها سیستم ایمنی اکتسابی باکتری منجر به علاقه در مورد فهم سهاختار و مکهانیزم آن  

 (. 11، 11است )



 
 
 
 
 

    041  ابتید یماریدر درمان ب Cas9-CRISPR یژنوم شیرایو ستمیاستفاده از س

 CRISPRهای ساختار آرایه

کنهد. یهک   ت ییهر مهی   CRISPRهای مرتبط با تحت تاثیر گروهی از ژن CRISPRموقعیت 

بود تعیهین   CRISPRهای مجاور موقعیت مطالعه سیستماتیک که به دنبال بررسی پروتئین

 Casژن  23یش از ای دارد کهه دارای به  نمود که کریسپر موقعیت بزرگ، ناهمگن و پیچیهده 

های جداکننده با طول (. این ویژگی مشخص شده است که تکرارهای توالی19متفاوت است )

(. 21، 23، 11تواند مت یهر باشهد )  ها از چند عدد تا صدها میاند و تعداد آنیکسان جدا شده

عناصهر   رسهد ههم  اند که به نظر میرا احاطه کرده ATکننده، توالی غنی از آرایه تکراری جدا

 DNAههای  (. تهوالی 11، 11، 3را دارنهد ) پروموتر و هم نواحی اتصال به پهروتئین تنظیمهی   

ههای  شهوند و بها موتیهف   نامیده می 1شوند جداکننده اولیهخارجی که برای تلفیق انتخاب می

 (. 21، 27، 22شود )( اختصاصی توالی احاطه میPAMsکنار جداکننده اولیه )

بنهدی دارای سهه   ، یک سیستم طبقهه CRISPR-Casنوع سیستم به دلیل پیچیدگی و ت

، توالی/سهازماندهی تکرارهها، و   casههای  ( بهر اسهاس فیلهوژنی ژن   I ،II ،IIIنوع اصهلی )نهوع   

هها از لحهاظ نحهوه ایمنهی متفهاوت      (. هر کدام از سه نوع اصلی سیستم21ساختار بیان شد )

(. محهدودیت  21وجهود فعهال باشهد )   تواند در یهک زمهان در م  هستند و بیش از یک نوع می

هها در  و اسهتفاده آن  IIهای نوع دهد فقط بر سیستمفضایی این فصل از کتاب به ما اجازه می

را  CRISPRویرایش ژنومی تمرکز کنیم؛ ولی چند مهرور نیهز وجهود دارد کهه انهواع اصهلی       

 (.  20، 23دهد )توضیح می

میکروبهی   CRISPRو ساده ترین نوع،ها یافت شده است فقط در باکتری IIسیستم نوع 

 cas2و یها   cas1 ،cas2 ،cas9اسهت:   casترین نوع فقط با چهار ژن (. فشرده73، 20است )

هایی هسهتند کهه بهه صهورت     تنها پروتئین Cas2و  Cas1(. II-B)نوع  cas4( یا II-A)نوع 

(. دو 19، 11محافظت شهده هسهتند )   CRISPR-Casهای در بین همه انواع سیستمعمومی

مهرتبط بها    RNAو لهوازم   Cas9پهروتئین بهزرگ چنهد کهاره     IIویژگی معرف سیستم نهوع  

                                                      
1- Protospacer  
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CRISPR ( چنههد فعههالیتیtracrRNA  اسههت کههه در بالادسههت و رشههته مخههالف جایگههاه )

CRISPR-Cas (. 71شود )رمز می 

 مکانیزم ایمنی اکتسابی

، بلهوغ  2داکننهده وجهود دارنهد: ادغهام ج    CRISPRبها واسهطه    1سه مرحله ایمنی اکتسهابی 

crRNAدههد کهه تهوالی    (. ادغام جداکننده وقتی رخ می77، 72، 73( )2)شکل  3، و تداخل

به عنهوان جداکننهده جدیهد وارد     CRISPRدر آرایه  4خارجی DNAکوتاه جداکننده اولیه 

(؛ ایهن مهورد بهه تهوالی     10کنهد ) های قبلی عمل مهی شود که به عنوان ثبت ژنتیکی آلودگی

(، که شامل: یهک تهوالی چههار تها پهنج      17( نیاز دارد )PAMر جداکننده اولیه )موتیف مجاو

 DNAبهه سهمت جداکننهده بهر روی رشهته       1′نوکلئوتیدی که به صورت مستقیم از سمت 

(. 11، 13، الهف( ) 2هدف قرار گرفته است و در خهود جداکننهده واقهع نشهده اسهت )شهکل       

ت شهده در مجهاورت جداکننهده اولیهه در     اولین بار به صورت توالی حفاظه  PAMهای توالی

DNA فاژ کشف شدند که از تحلیل رایانه( ایin silico استفاده شد و توالی )PAM  به نوع

CRISPR-Cas ( از تههوالی 71بسههتگی دارد .)PAM     بههرای تشههخیص تههوالی خههودی از

 شهود زیهرا  اسهتفاده مهی   CRISPRی های هدف از جداکننهده خودی با جدا کردن توالیغیر

بهرای اتصهال    PAM(. به عهلاوه، تهوالی   73، 71، 71، نیست )PAMجداکننده، حاوی توالی 

 (.  79، 70، 11مناسب با هدف لازم است )

کند زمانی جلوگیری می IIنوع  CRISPR-Casدر سیستم  PAMنیاز مستقیم به توالی 

ین سهازگاری  شود که فاژها سازگار شوند و در اثر اباع  می PAMکه توالی  DNAاز تجزیه 

دههد  جههش رخ   PAMممانعت کنند و همچنین وقتهی کهه در تهوالی     CRISPRاز ایمنی 

(70 ،13 ،17 .) 

                                                      
1- Adaptive Immunity  
2- Spacer Acquisition  
3- Interference  
4- Protospacer Sequence of Foreign DNA  



 
 
 
 
 

    004  ابتید یماریدر درمان ب Cas9-CRISPR یژنوم شیرایو ستمیاستفاده از س

های جداکننهده بایهد بهالت    بعد از ادغام جداکننده و برای ایجاد ایمنی علیه بیمارگر، توالی

(: اول، ، ب2را تولید کنند. این فرایند به دو مرحله مجزا نیهاز دارد )شهکل    crRNAشوند تا 

-pre( رونویسهی شهود و دوم   pre-crRNA) crRNAبهه صهورت پهیش     CRISPRجایگاه 

crRNA  بهcrRNA    ههای اختصاصهی   بهالت بها آنهزیمCas9  وRNase III    .فهرآوری شهوند

crRNA  بالت باtracrRNA شود تا یهک  هیبرید میdsRNA      را تشهکیل دههد کهه توسهط

RNase III  طی بلوغcrRNA   بها حهذف   (71شهود ) تجزیهه مهی .Cas9   از تولیهدcrRNA 

لازم است ولی نقش دقیق آن در ایهن فراینهد    crRNAبرای بلوغ  Cas9شود، جلوگیری می

 casههای  در ایمنهی اکتسهابی ژن   crRNAشناخته شده نیست. همچنین طی مرحله بلهوغ  

 (.  71شوند )رونویسی و ترجمه می

کنههد تهها ا هههدایت مههیر casهههای بههالت پههروتئین crRNAدر نهایههت، طههی تههداخل،  

، II(. در سیسهتم نهوع   11، 11، 13، 77، ج( )2اسید مکمل را تجزیه کننهد )شهکل   نوکلئیک

دوتههایی از  RNAبههه همههراه هتههرودوپلکس  Cas9ایههن مههورد شههامل یههک پههروتئین تکههی، 

tracrRNA  وcrRNA ( 13، 71است .)Cas9  به هر دوcrRNA  بالت وtracrRNA   بهرای

هههای کههه تههداخل هههدف رخ دهههد و هههر کههدام از کمههپلکس     نیههاز دارد DNAتجزیههه 

crRNA:tracrRNA ای دیکتهه  کننهد کهه بها تهوالی جداکننهده     فقط هدفی را شناسایی می

 (. 11، 13شود که حاوی آن است )می

به چند عامل نیهاز دارد کهه شهامل: بیهان      CRISPRموفقیت فاز تداخل ایمنی اکتسابی 

Cas9  است که نه تنها برای سنتزcrRNA   بلکه برای تداخل هدف هم لازم است. پهروتئین

Cas9 دارد که شامل لوب شناسایی هدف و لوب نوکلئاز است کهه یهک    1یک ساختار دو لبی

(. بهرای بررسهی طبیعهت دو لبهی پهروتئین      11شیار با بار مثبت را در سطح مشهترک دارد ) 

Cas9 یک آنزیم تقسیم ،Cas9 اسایی به صهورت پپتیهد   ایجاد شد که لوب نوکلئاز و لوب شن

(. دو لههوب بهها خودشههان بههرهمکنش ندارنههد، ولههی شههیمر   11شههوند )جداگانههه بیههان مههی 

crRNA:tracrRNA هههای نوکلئههاز و شناسههایی در یههک لازم و مناسههب دیمههر شههدن لههوب

                                                      
1- Bilobed Architecture  
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کهه مسهئول    HNHکمپلکس فعال هستند. در لوب نوکلئاز دو دامین وجهود دارنهد: دامهین    

ههدف تجزیهه   را روی رشهته غیهر   DNAکه  RuvCین شبه رشته هدف و دام DNAتجزیه 

دهد تا یک محصول تجزیه بها انتههای   در توالی جداکننده اولیه رخ می DNAکند. تجزیه می

 (.13، ج( )2صاف را تولید کند )شکل 

برای ادغام جداکننده لازم است، همچنهین بهرای تهداخل نیهز لازم      PAMاگرچه توالی  

ههدف   DNAروی  PAMدهد که یهک تهوالی   فقط وقتی رخ می DNAباشد زیرا تجزیه می

و توالی  crRNA:tracrRNAکریک بین توالی -وجود دارد، که باع  جفت شدن باز واتسون

در غیهاب   DNAتواند به صورت موقهت و ضهعیف بها    می Cas9هدف مکمل آن شود. اگرچه 

PAM کنهد کهه   د میهای بر اساس تک مولکول پیشنهاواکنش دهد، ولی شاهدی از سنجش

Cas9  ترجیحاً بیشتر باDNA  با توالیPAM (. 19، 10شهود ) برهمکنش کرده و متصل می

اسهت و تهوالی    Cas9توسهط   DNAکننده بهرای تجزیهه   عامل محدود Cas9وقتی پروتئین 

DNA  باCas9-RNAشود که در توالی ای مورد سثال واقع میPAM شهود و بهه   شروع می

بهرای   PAMرود، بنابراین تهوالی  های دیگر توالی هدف پیش میصورت مستقیم به سمت انت

 (.13لازم است ) CRISPRایمنی اکتسابی با واسطه 



 
 
 
 
 

    002  ابتید یماریدر درمان ب Cas9-CRISPR یژنوم شیرایو ستمیاستفاده از س

 
 CRISPRسه استراتژی ایمنی اکتسابی به روش   -2شکل 

 برای ویرایش ژنومی IIنو   CRISPR-Casسازگاری 

یهرایش  هها بهه سهرعت بهرای و    در بهاکتری  RNAبر اساس  DNAکشف یک سیستم تجزیه 

از بههاکتری گههرم مثبههت   IIنههوع  CRISPR-Casژنههومی سههازگار شههد بهها نههام سیسههتم    

Streptococcus pyogenesترین نوع سیستم کریسهپر اسهتفاده از   . عمومیRNA   ههدایت

(gRNA    است کهه یهک شهیمر )RNA      تکهی اسهت و بها اتصهالcrRNA  وtracrRNA  و
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( تولیهد  crRNA)ناحیه جداکننده اولیه  1′نوکلئوتید به انتهای  23همچنین با اضافه کردن 

همچنهین   gRNAبه یک ناحیه هدف خاص طراحی شده اسهت.   Cas9شده و برای هدایت 

(. بنهابراین،  13را بهبود بخشد ) DNAگیری شود تا فعالیت هدفهم طویل می 7′در انتهای 

gRNA  1′ی نوکلئوتیهد در انتهها   23تها   13نوکلئوتید طول بها   133در این سیستم حدود 

-کند. ناحیه هدف با جفهت شهدن بهاز واتسهون    را اختصاصی می DNAاست که توالی هدف 

 PAMشهود، و بها شناسهایی تهوالی     هدف شناسایی مهی  DNAو  gRNAکریک بین رشته 

 (.  13، 11کند )( را ایجاد میDSBای )رشتهیک شکست دو Cas9آنزیم 

DSB ههای غیهر   شوند: اتصهال پایانهه  یشود به یکی از این دو روش ترمیم مکه تولید می

تعمیر  NHEJکه با  DSB(. HDRهای همسان همولوژی )( یا تعمیر پایانهNHEJهمسان )

توانهد  دههد، مهی  رخ مهی  1(ORFشود، وقتی که شکست در یک چهارچوب خهوانش بهاز )   می

الگهو بها    DNA، یهک تهوالی   HDR( را القا کنند. بهرای  Indelهای افزایش یا کاهش )جهش

 (. 11، 17، 12، 11نوکلئوتید باشد ) 73تا  13تواند به کوتاهی همسان لازم است و می بازوی

گیهری را در  کنیم، باید میزان راندمان هدفزمانیکه از فناوری ویرایش ژنومی استفاده می

(. 11ههدف بسهتگی دارد )   نظر بگیریم، که به شدت به نوع سلول مورد هدف و جایگاه ژنومی

و  TALENیههک جایگههاه را مههورد هههدف قههرار داده بودنههد از سیسههتم  چنههد مطالعههه کههه 

CRISPR-Cas9       به صورت همزمان استفاده کردنهد کهه مشهخص شهد فنهاوریCRISPR 

شهود  اسهتفاده مهی   TALEN(. اگرچه گزارش شده است که وقتی که از 13تر است )مناسب

اند که شنهاد کردههای محدودی پیدهد، ولی گزارش، کارایی را کاهش میDNAمتیلاسیون 

CRISPR-Cas9  ممکن است به متیلاسیونDNA   ( بهرای افهزایش   19حسهاس نباشهند .)

از پیش طراحی شهده   Cas9/guide RNAهای توان از کمپلکس، میHDRکارایی عملکرد 

بها اسهتفاده از سهاختار     NHEJاوت( با روش تهرمیم  )ناک KOاستفاده نمود. به علاوه، تولید 

gRNA با یک دوپلکس طویل شده و جهش چههارمین تیمهین بهه سهیتوزین یها       ت ییریافته

 (. 33، 10یابد )گوانین بهبود می

                                                      
1- Open Reading Frame (ORF)  



 
 
 
 
 

    001  ابتید یماریدر درمان ب Cas9-CRISPR یژنوم شیرایو ستمیاستفاده از س

   CRISPR-Cas9هدف با استفاده از سیستم زایی غیرکاهش خطر جهش

های گیری است زیرا اتصال آنزیمیک ملاحظه مهم در زمان ویرایش ژنومی اختصاصیت هدف

Cas9 ای و ایجاد جههش شهود. از   رشتهواند منجر به شکست دوتدر نواحی غیرهدف ژنوم می

ای را رشهته نیاز دارد تا یک شکسهت دو  RNAفقط به اتصال یک  CRISPR-Cas9آنجا که 

(. اختصاصهیت  31ایجاد کند، یک شانس جهت اتصال نادرست به تهوالی ههدف وجهود دارد )   

جایگهاه   در GFPگیهری ژن  بها ههدف   TALENو  CRISPR-Cas9ههای ویهرایش   سیستم

AAVS1 یابی کل ژنوم مقایسه شدند، که تعیین نمود سیستم ویرایش ژنومی سپس با توالی

CRISPR-Cas9      نه تنها کارآمد است بلکه اختصاصیت بهالاتری نیهز نسهبت بههTALEN 

ههای  کهرد کهه جههش   (. این مورد با سایر مطالعات مطابقت داشت کهه تعیهین مهی   32دارد )

زایی ههم بعهداً مطالعهه شهد کهه از      (. میزان جهش37در هستند )بسیار نا Cas9هدف با غیر

یابی( استفاده شهد،  با استفاده از توالی DSBs)شناسایی کل ژنوم بدون  GUIDE-seqروش 

شهرکت   DSBsای هسهتند کهه در   رشتهنوکلئوتیدهای دویابی الیگو دئوکسیکه شامل توالی

 gRNA 17استفاده از این رویکرد محققهین   (. با31اند )تولید شده Cas9اند و توسط داشته

هدف را تعیین کردنهد کهه نشهان    های انسان بررسی کردند و اتصالات غیرمختلف را در سلول

 (. 31، 31بستگی دارد ) gRNAدادند به شدت به توالی 

( dCas9یافتهه ) جههش  Cas9و یهک آنهزیم    gRNA 12حاصل از  ChIP-seqهای داده

کهرد و بهه ههر دو    تا بیش از هزار نوکلئوتید فرق می 13هدف از کمتربیان کرد که اتصال غیر

gRNA توالی  7′ و ناحیه ژنومیPAM ( برای تعیین اینکه آیا این اتصهال  33بستگی دارد .)

یابی کامل ژنومی را بها اسهتفاده از   برای ایجاد جهش مناسب است یا خیر، محققین یک توالی

هدف، جههش حهذف   یافتند که اگرچه بعضی از نواحی غیرانجام دادند و در Cas9شکل فعال 

ههایی کهه در   داری در مقایسهه بها آن  ها به صورت معنهی یا اضافه داشتند، ولی فراوانی جهش

(. این یافته که اتصال غیرهدف ممکهن  39نواحی هدف مورد نظر هستند، کاهش یافته است )

مهدل دو حهالتی داریهم بهه ایهن       است منجر به اختلال نشود، به این نظریه ختم شد که یک

شهود ولهی بهرای بهرش نیازمنهد بهه اتصهال        صورت که تهک نوکلئوتیهد موجهب اتصهال مهی     

تعیین کرد که اتصهال   Cas9ای (. موافق با این مطلب، ردیابی ذره30باشیم )تری میگسترده
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ی ههدف را متناسهب بها نهوع تهوال     توالی غیر Cas9های زنده کوتاه است و هدف در سلولغیر

و تهوالی   gRNAبهین   کند و نسبت به تعداد، موقعیت و نوکلئوتیدهای جفت نشدهتجزیه می

 (.  03هدف حساس است )

ههای  وابسته است، باید دقت شود که توالی gRNAبه  Cas9هدف از آنجا که فعالیت غیر

هها  هدف خاص را در ژنوم انتخاب کنیم، همچنین چنهدین ابهزار مختلهف نیهز در وب سهایت     

ههای ابتهدایی پیشهنهاد    (. مهدل 01کنهد ) های هدف کمک مید دارد که به انتخاب توالیوجو

، 1یابی بها عملکهرد بهالا   اند، ولی توالیبرای اتصال مهم gRNAکردند که هفت باز اولیه توالی 

 PAMجفت بازی که نزدیهک بهه تهوالی     12، باید به gRNAپیشنهاد کرد که برای طراحی 

 23نهاقص بها طهول کمتهر از      gRNA(. با اسهتفاده از  01، 02، 03است توجه خاصی نمود )

برابهر کهاهش داد ولهی احتمهالاً فعالیهت       1333هدف را تا زایی غیرتوان جهشنوکلئوتید می

هدف را توان کمتر کرد تا اثرات غیررا می gRNA(. به علاوه، غلظت 03، 01یابد )کاهش می

هدف یها عهدم   تواند به تجزیه توالی غیرمی gRNAهای بالای به حداقل برسانیم، زیرا غلظت

 (. 00، 31جفت شدگی منجر گردد )

ها در است، زیرا به دلیل فراوانی آن PAMعامل دیگر برای طراحی هدفمند حضور توالی 

(. 10دههد ) هدف را افهزایش مهی  احتمال تجزیه توالی غیر gRNAطول ژنوم و اتصال اشتباه 

 Streptococcusاز بههاکتری  Cas9سههه همزمههان آنههزیم بههرای بررسههی ایههن مههورد، مقای 

pyogenes   کههه از تههوالیPAM "NGG"    اسههتفاده کههرد و بههاکتریStreptococcus 

thermophilus که به ،PAM ( اگرچه این دو آنهزیم  09بلندتری نیاز داشت صورت گرفت .)

ی نیاز داشهت  ترطولانی PAMکه به توالی  Cas9برای تجزیه هدف قابل مقایسه بودند، ولی 

(. بررسهی بیشهتر   92، 91، 93ههدف را کهاهش داد )  زایهی غیهر  داری جههش به صورت معنی

در آینده ههم ممکهن اسهت خطهر شناسهایی       gRNAیا طراحی بهبودیافته  Cas9های آنزیم

را کاهش دهد. برای بهبود اختصاصیت، یک آنزیم نیکاز که فقهط یهک    Cas9هدف توالی غیر

کهه دارای   Cas9D10Aتوان استفاده کرد، ماننهد آنهزیم   هد را میدرا برش می DNAرشته 

                                                      
1- High-Throughput Sequencing  



 
 
 
 
 

    001  ابتید یماریدر درمان ب Cas9-CRISPR یژنوم شیرایو ستمیاستفاده از س

انهدونوکلئاز  رسهاند ولهی بهه    آسیب نمی DNAاست که به  RuvCهای یک جهش در دامین

(. استفاده از دو آنزیم نیکاز اثهرات  97شود و به شدت اختصاصی است )ای منجر میرشتهتک

دههد. امها، بها ایهن روش پهر      سلولی کاهش میهای برابر در لاین 1133تا  13هدف را از غیر

(. یهک روش  93را در مجاورت یکدیگر پیهدا کنهیم )   PAMتر از آن است که دو توالی هزینه

کند کهه بایهد قبهل از    را هدایت می Fok1است که دو آنزیم نوکلئاز  RNAمشابه استفاده از 

ابی کامهل اسهتفاده شهود،    یه (. در این روش، وقتی که از تحلیل توالی91برش دایمریزه شود )

دهد و به اختصاصیت بهیش  قابل ردیابی کاهش میهدف را به سطح غیرزایی توالی غیرجهش

(. همچنین ایهن روش اسهتفاده شهده تها     91شود )های انسان منجر میبرابر در سلول 113از 

وش مگابازی را با روش میکرواینجکشهن در زیگهوت مه    11کیلو تا  13بزرگ از نواحی ژنومی 

 (.  91حذف کند )

 CRISPR-Cas9استفاده جایگزین از سیستم 

توان جهت فعال یا غیرفعال نمودن رونویسی اسهتفاده نمهود   می CRISPR-Cas9از سیستم 

سهازی  متصل به دامین فعهال  dCas9توان با استفاده از یک های انسانی را می(. بیان ژن90)

از  CRISPR-Onحالت مشابه، سیسهتم  (. در 99( افزایش داد )4xVP16) VP64رونویسی 

RNA کند تا استفاده میdCas9  3متصل بهxVP16 (dCas9-VP48   را بهه درون سهلول )

(. بها  133ههای گزارشهگر مناسهب اسهت )    سازی ژنهدف هدایت کند این سیستم برای فعال

ند القهای  توا، میp300 1ترانسفرازژنتیکی، مانند هیستون استیلدهندگان اپیاستفاده از ت ییر

تهوان رونویسهی   (. در حالت معکوس، می132، 131را افزایش داد ) dCas9-VP64رونویسی 

 RNAسهرکوب نمهود، کهه از     KRABمتصل بهه دامهین سهرکوبگر     dCas9را با استفاده از 

دهنده رونویسهی  کند یا به صورت یک خاتمههای پروموتر ممانعت میپلیمراز متصل به توالی

کنهد کهه دامهین    کند. مطالعهات بیشهتر پیشهنهاد مهی    پلیمراز عمل می RNAکردن با بلوک

کند، کهه منجهر   دهنده القا میرا در نواحی افزایش dCas9-KRAB ،H3K9me3سرکوبگر 

گردد. ایهن سیسهتم حتهی نسهبت بهه جفهت       می های ژنومیبه محدودیت دسترسی به توالی

                                                      
1- Histone Acetyltransferase  
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سهی ژن مهورد نظهر،    نشدن اندک ههم حسهاس اسهت، کهه آن را نسهبت بهه سهرکوب رونوی       

خاموش  CRISPRiتوان با استفاده از ها را نیز میکند. از سوی دیگر، بیان ژناختصاصی می

استفاده کرد تا رونویسی را در اثر تداخل با طویهل   dCas9توان از نمود، که در این روش می

 1(TFبهرداری ) پلیمهراز( یها اتصهال بهه فاکتورههای نسهخه       RNAشدن رونویسی )اتصال به 

ها نیز برای القا یا سرکوب در مقیهاس ژنهوم اسهتفاده    (. از این روش131، 137ممانعت کند )

 (. 131تولید شده است ) TSSدر هر  gRNA 13هایی تا شود و کتابخانهمی

 Cas9شونده نوری از آنزیم ، یک شکل فعالCRISPR-Casبرای کنترل شرطی سیستم 

(. پهس از  131رفعال نگه داشهته اسهت، تولیهد شهد )    را غی Cas9با یک آمینواسید لیزین که 

شهامل،   iCRISPRفعال شد. روش القاپذیر دیگر ویرایش ژنومی بها نهام    Cas9مواجه با نور، 

، gRNAباشد. با انتقهال ههر   می hESCهای در سلول Cas9سایکلین بیان القاپذیر دئوکسی

(. یهک لایهن   133کنهد ) می را فراهم ssDNAشود که یک الگو حذف دو یا سه ژن ایجاد می

حذف القایی را  AAVS1به جایگاه  Flpe-ERT2با اضافه شدن ریکامبیناز  hESCsسلولی 

احاطه شهد،   CRISPR-Cas9با استفاده از  Flp/FRTایجاد کرد: اگزون مورد نظر با نواحی 

را  frt، آنزیم فلیپاز به هسته وارد شد و اگهزون احاطهه کننهده    OHT-4و بعد از اضافه شدن 

 (. 130حذف کرد )

گیهری همزمهان   که منجر به هدف Casهای در تحقیق دیگری برای کشف سایر پروتئین

ههای انسهانی و   یافت شده که سلول Neisseria meningitidesاز  Cas9شوند، پروتئین می

 Cas9(. در جسهتجوی یهک پهروتئین    93دههد ) باکتریایی را با راندمان بالایی هدف قرار می

 Cas9(، شش ارتولهوگ  AAVبندی در یک ناقل ویروسی مرتبط با آدنو )ای بستهکوچک بر

از میهان   Staphylococcus aureusاز بهاکتری   Cas9دیگر نیز بررسی شدند که پهروتئین  

را مهورد ههدف قهرار     Pcsk9(. با استفاده از این روش، محققین ژن 139تر بود )ها مناسبآن

های کبد در یک هفته پس از یهک  درصد در سلول 13تر از هایی بیشداده و به حذف و اضافه

هها را  رسیدند. در نهایت، مطالعه دیگری یک خانواده متفهاوت از پهروتئین   AAVانتقال ناقل 

                                                      
1- Transcription Factor  
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ههها از بودنههد. دو تهها از ایههن پههروتئین  Cpf1عضههو بهها نههام   11بررسههی کههرد کههه حههاوی  

Acidaminococcus  وLachnospiraceae  ههای انسهان را بها    لولیافت شدند که ژنوم سه

متفهاوت بودنهد زیهرا بهه      Cas9ههای  ها از سایر پروتئینراندمان بالا ویرایش کردند. ولی، آن

tracrRNA  نیاز نداشتند، یکPAM  غنی ازT  داشتند، وDNA ای رشتهرا با یک برش دو

شدن  توانست کارایی درجنمودند که میکردند و تولید انتهای چسبنده میشطرنجی قطع می

همچنههین بههرای  Casهههای (. انتقههال ایههن پههروتئین111، 113را افههزایش دهههد ) DNAدر 

ههای  های م هز، کبهد و سهلول   گیری سلولگیری چندگانه مناسب است که شامل هدفهدف

 (. 117، 112شود )ایمنی می

 در موجودات مدل CRISPR-Cas9استفاده از فناوری 

راحل نمهوی جنهین بها مطالعهه موجهودات مهدل و       شناسی سلولی پایه و مدرک ما از زیست

های جدید را در فرایندهای نمهوی شناسهایی   مکانیسم ویرایش ژنومی کمک کرده است تا ژن

در سلسهله گیهاهی نیهز اسهتفاده شهده       CRISPR-Casکنیم. همچنین از مکانیسم ویرایش 

(. در 111) است تها ژنهوم آرابیدوپسهیس، توتهون، سهورگوم، بهرنج و پرتقهال را ت ییهر دههد         

همراه شد و  gRNAبا بیان موقت  Cas9، بیان دائمیSaccharomyces cerevisiaeمخمر

(. همچنین دو سهویه تهراژن   111برابر افزایش داد ) 133میزان نوترکیبی همسان را تا حدود 

بیان شهد، و   nanosیا پروموتر  U6با استفاده از  Cas9تولید شدند که  Drosophilaمگس 

درصههد از نتههاج گردیههد. در حالههت مشههابه، نماتههد    13در حههدود  ای جهههشمنجربههه القهه

Caenorhabditis elegans      ( عهلاوه بهر ایهن، از    113، 111ههم مهورد ههدف واقهع شهد .)

در ماهی زبرافیش نیز استفاده شهد تها حهذف، معکهوس شهدگی       CRISPR-Cas9مکانیسم 

ههای  راندمان کوچکتر با سهایر روش آللی را ایجاد کند و چند ژن با کروموزومی یا ت ییرات دو

 CRISPR-Cas(. در پستانداران نیهز  123، 119، 110ویرایش ژنوم مورد هدف واقع شدند )

، پنج ژن را که کهارایی بهالایی در   gRNAو  mRNACas9استفاده شد تا با انتقال همزمان 

هههای (. در حالههت مشههابه، میمههون121جنههین مههوش داشههتند مههورد هههدف قههرار دهنههد ) 

cynomolgus  بهها انتقههال همزمههانmRNACas9  وgRNA سههلولی در یههک مرحلههه تههک
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در  CRISPR-Cas9(. اسهتفاده از سیسهتم   121، 127زایی، مورد هدف واقع شهدند ) جنین

ههای تحقیقهاتی مشهخص    موجودات مختلف اهمیت ویرایش ژنهومی را در بسهیاری از برنامهه   

 (. 122نموده است )

های بنیادی پلوریپوتنمت انسمانی بمرای درممان     ول( از سلβهای بتا )تولید سلول

 دیابت

ها های قابل پیوند در درمان بیماریرویکردهای ژن درمانی در علوم پزشکی برای تولید سلول

وجهود دارد. دیابهت    1هها ماننهد دیابهت   نشان داده است که امید بیشتری در بعضی از بیماری

واقهع   3است که در جزایر لانگرهانس 2اسپانکر βهای حاصل از حذف یا عملکرد ناقص سلول

، شههاپیرو و همکههاران، یههک درمههان سههرکوبگر ایمنههی عههاری از   2333انههد. در سههال شههده

را برای پیوند جزایر لانگرهانس تشریح کردند کهه مسهتقل از انسهولین در     4گلوکوکورتیکوئید

کهاهش پیچیهدگی    (. فواید پیوند جزایر لانگرهانس شامل:121است ) Iبیماران با دیابت نوع 

جزایر دهنده لانگرهانس انسانی که تحقیقات در این زمینهه را بهرای افهزایش    ثانویه و کمبود 

ههای  نماید. یک رویکرد بالقوه، تمهایز سهلول  قابل پیوند، تشویق می βهای تولید تعداد سلول

ه های تمایز جدید کهه منجهر به   (. پروتوکل129، 121( است )hESCبنیادی جنینی انسان )

ایمنهی،  های دارای نقهص شوند که پس از پیوند به موشمی 5ریزهای پیشرو درونتولید سلول

ههای  شوند. اموزه ما قادریم که سهلول کننده انسولین، متمایز میترشح βهای کاملاً به سلول

ریز نابالت را در محیط کشت تولید کنیم، اما در حال حاضر هیی پروتوکلی بهرای تولیهد   درون

( موفق in vitroکننده انسولین حساس به گلوکز به صورت آزمایشگاهی )ترشح βهای سلول

های بالت جهت پیوند به صورت آزمایشگاهی، ما به فههم  (. برای تولید سلول2، 1نبوده است )

 کند.  پانکراس را تنظیم می βهای دقیقی از شبکه نموی نیاز داریم که تشکیل سلول

                                                      
1- Diabetes  
2- Pancreatic β-cells  
3- Islets of Langerhans  
4- Glucocorticoid Free  
5- Endocrine Progenitor Cells  
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فرصت بزرگی را برای درک بهتهر   CRISPR-Cas9ومی مانند های نوین ویرایش ژنروش

ههای پلوریپوتنهت   گیهری سهلول  ما از این فرایند فراهم نموده است. طبق روش مرسوم، هدف

ههای  بسیار دشوار بود زیرا به نوترکیبی همسان نیاز داشت و این یهک واقعهه نهادر در سهلول    

کهارایی   CRISPR-Cas9ه، اسهتفاده از  (. اما امهروز 173، 1بنیادی پلوریپوتنت انسان است )

درصهد بهبهود    1تها   2را  1(iPSCهای بنیادی پلوریپوتنهت القها شهده )   گیری در سلولهدف

کننهده  ههای بیهان  بخشید و این مورد با استفاده از نشانگرهای فلورسنت برای انتخاب سهلول 

Cas9  را در  2اوتاکایهن یها نه   ههای نهاک  درصد افزایش داشت، که ایجاد لایهن  39تا  11از

 (. 171، 11کند )تر میهای بنیادی آسانتحقیقات سلول

اولین گام در اجرای پروتکل تمایز در ههر نهوع سهلول سهوماتیکی، از دسهت رفهتن بیهان        

(. 7اسههههت )شههههکل   NANOGو  OCT4 ،SOX2هههههای پلوریپوتنههههت ماننههههد:   ژن

OCT4/POU5F1      یک عضو مهم شبکه پلوریپوتنسهی اسهت زیهرا حهذفOct4 جنهین   در

لایهن جنینهی   برای تشکیل ژرم Oct4شود، و های پلوریپوتنت میموش منجر به حذف سلول

(. با توجه بهه نقهش مههم    177، 172( لازم است )in vivoبه صورت آزمایشگاهی و طبیعی )

را در  OCT4انهد تها نقهش    های گزارشهگر فراوانهی تولیهد شهده    این ژن در ایجاد تمایز، لاین

(. با توجه بهه اینکهه انتقهال ژن بهه     171، 171تنت انسان را متوجه شوند )های پلوریپوسلول

های اخیر در ویهرایش ژنهوم موفهق بهه درج     پذیرفت، ولی پیشرفتصورت مرسوم، صورت می

، 173، 11شهده اسهت )   hPSCsهای از سلول OCT4مستقیم پروتئین فلورسنت به جایگاه 

کند کار می Oct4است که هماهنگ با  Sox2(. عضو مهم دیگری از شبکه پلوریپوتنت، 170

ههها را تنظههیم کننههد. بهها اسههتفاده از نههوترکیبی همسههان توسههط تها رونویسههی بسههیاری از ژن 

eGFP-بها   SOX2کننهده  ، جهایگزینی نهواحی کهد    3(DDVهای مرتبط بها آدنهو )  ویروس

NeopA-SV40  در سلولH9 hESCs      اثهری   4انهدودرم صورت پهذیرفت، کهه بهر تشهکیل

(. مطالعههه دیگههری بهها اسههتفاده از نههوترکیبی همسههان صههورت پههذیرفت 113، 179) نداشهت 

                                                      
1- induced Pluripotent Stem Cells (iPSC)  
2- Knock-out or Knock-in  
3- Adeno-Associated Virus  
4- Endoderm  
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و  HUES-1هههای رویههانی در سههلول NANOGاز ژن  1را بههه اگههزون شههماره   eGFPتهها

HUES-3 وارد کند و همپوشانی بیانeGFP  فلورسنت را با ایمنوNANOG    تعیهین نمایهد

(111 .) 

ههدایت تمهایز منجهر بهه ابهداع نسهل        هم در حف  توانمندی و هم OCT4اهمیت نقش 

بهه   hPSCههای  را طهی تمهایز سهلول    OCT4ها شده است کهه رونویسهی   جدیدی از روش

ها، مانند پانکراس( کنترل کند. بها  لاین مشتق شده از بسیاری از بافت)یک ژرم 1لایناندودرم

 KRAB 2بهه یهک سهرکوبگر رونویسهی     dCas9کهه در آن   CRISPRiاستفاده از سیسهتم  

اسهتفاده شهد. در    OCT4aبهرای سهرکوب رونویسهی ژن     gRNAمتصل شده است، از یهک  

برابهر   33را تا  OCT4استفاده شد تا بیان  VP16سازی به دامین فعال dCas9حالت دیگر، 

)یهک   SOX17برای القای بیان  dCas9-VP64(. آزمایش مشابهی نیز با 112افزایش دهد )

جفهت   H9(. این روش با لاین گزارشگر 111انجام شد ) اندودرم(پروتئین مهم برای تشکیل 

داد و فهم ما را از اتفاقات و نحوه نشان می GFPرا با  SOX17کننده های بیانشد که سلول

 (. 111، 117بهبود بخشید ) SOX17تنظیم 

بهاکس دوازدههه   انهدودرم کهه فهاکتور رونویسهی پهانکراس و ههوم      ههای  گروهی از سهلول 

(PDX1)3 های فاقد ژن شوند. موشکنند، باع  تولید پانکراس و روده میمی را فعالPdx1 

های پیشهرو باشهد   شد در اثر کاهش تکثیر سلولکه نقص پانکراس داشتند، در ابتدا تصور می

هم برای تشکیل پهانکراس انسهان لازم    PDX1(. همانند نمو پانکراس موش، ژن 113، 111)

باشند نیهز دچهار نقهص     PDX1ک نوکلئوتیدی در ژن است، حتی اگر بیماران دارای حذف ت

به دیابهت در   PDX1های رخ داده در ژن (. طبق این تحقیق، جهش111، 113اند )پانکراس

 (. 119، 110باشد )مرتبط می، 5و دیابت دائمی نوزادان 4(MODY4بلوغ جوان )

                                                      
1- Endoderm Lineage  
2- Transcriptional Repressor  
3- Duodenal Homeobox 1 (PDX1)  
4- Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY4)  
5- Permanent Neonatal Diabetes  
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القاپههذیر  Cas9در نمههو پههانکراس انسههان، لایههن    PDX1جهههت بررسههی نقههش ژن   

در ترکیههب بهها تیمههار    gRNA، کههه کههارایی انتقههال   1(iCRISPRسههایکلین )ئوکسههید

درصد بهبود بخشیده، استفاده شد تا لاین  13تا  13را از  2آللیاوت دوسایکلین، ناکدئوکسی

را تولید کنهد، همچنهین بهه عنهوان یهک منبهع مههم بهرای درک          PDX1-eGFPگزارشگر 

(. ابزار مهم دیگهر،  112، 133رم شناخته شده است )اندودهای اختصاصیت پانکراس از سلول

بها   PDX1(. بیان ژن 111های اختصاصی پانکراس به روش القایی است )سازی بیان ژنفعال

 3(DHFRبه دامین ناپایدار دی هیدروفولات ردوکتهاز )  dCas9و اتصال  gRNAاستفاده از 

شهود. ایهن   پایهدار مهی   4یمفقط در اثر اضهافه شهدن تریمتهوپر    DHFRکنترل شد، که البته 

را  NKX6.1و  PDX1ههای  باشد که به صورت همزمهان بیهان ژن  رویکرد زمانی مناسب می

فعهال کنهیم، کهه     MAFA 5سهایکلین در ترکیهب بها دئوکسهی    hPSCهای طی تمایز سلول

ههای رونویسهی را بهرای بهبهود کهارایی      سهازی یها سهرکوب برنامهه    سهولت در کنترل، فعهال 

 دهد.  یز نشان میهای تماپروتکل

 6ثانویهه در یک فرایند کهه انتقهال   E15.5و  E13.5ریز در موش بین اغلب تمایزات درون

 -حلقهه  -، یهک عامهل رونویسهی مهارپیی    7(Ngn3) 7دهد. نئوروجنینشود رخ مینامیده می

ههایی کهه قهرار    شود، و سهلول ثانویه ملحق میاست که به بخش انتهایی انتقال 8مارپیی اولیه

ریهز لازم  کند و برای تشکیل همه انواع سهلول درون ریز شوند را نشاندار میسلول درون است

ههای جزیهره   برای تولیهد همهه انهواع سهلول     Ngn3بجای (. بعلاوه، بیان نا111، 117است )

تلیهوم  های درونهی اپهی  (. گروهی دیگر از سلول111لانگرهانس به صورت طبیعی لازم است )

تلیهوم مههاجرت نمهوده و    کننهد، کهه از اپهی   را فعال می Ngn3ز بیان نی 9)پوششی( پانکراس

                                                      
1- Doxycycline- inducible Cas9 (iCRISPR) line  
2- Biallelic Knockout  
3- Dihydrofolate Reductase (DHFR)  
4- Trimethoprim  
5- Doxycycline  
6- Secondary Transition  
7- Neurogenin3 (Ngn3)  
8- Basic-Helix-Loop-Helix Transcription Factor  

pithelium Eancreatic P -9 
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(. 111کنند )توسط پن و رایت مرور شده است( )سازی بیان ژن اختصاصی میشروع به فعال

فعهال   Ngn3را فعال کننهد و چهرا    Ngn3کند کدام سلول پیشرو اما فرایندی که کنترل می

در انسهان، در هفتهه هشهتم بهارداری بیهان       (.110، 113شود به خوبی درک نشده است )می

 Neurog3تلیوم پانکراس ردیابی شده است. های اپیدر یک سری از سلول NGN3پروتئین 

ریز در پانکراس موش لازم هستند ولی بیماران با جههش  برای تشکیل همه انواع سلول درون

ه پیشهنهاد  شهوند، که  کننهده متولهد مهی   گردش Cبا سطوح پپتید  NEUROG3آللی در دو

ریهز انسهان مههم نباشهد     ممکن اسهت بهرای تشهکیل پهانکراس درون     NEUROG3شود می

در تشهکیل پهانکراس انسهان از سیسهتم ویهرایش       NEUROG3(. جهت بررسی نقش 119)

CRISPR-Cas9  استفاده شد تاhPSCs  ههای هتروزیگهوت یها هموزیگهوت در     را با جههش

NEUROG3 ههای  ریز هم با استفاده از پروتکهل د درونهای غدتولید کنند، و تشکیل سلول

بهرای   NEUROG3(. از این مطالعه مشخص شد کهه  113تمایز هدایت شده تعیین شدند )

ریز طی نمو پانکراس انسان لازم است. با توجهه بهه سههولت نسهبی تولیهد      تشکیل غدد درون

بسیاری از  ، امکان تعیین نقشCRISPR-Cas9با استفاده از  hPSCsآللی در های دوجهش

ههایی کهه   ریز و همچنین درک برخی از جههش های غدد درونهای جدید در تمایز سلولژن

شود و همچنین امکان یهادگیری اینکهه چگونهه ارقهام ژنتیکهی نمهو       ژنی میباع  دیابت تک

 (.  111کنند، وجود دارد )را ایجاد می 2و  1دیابت نوع 

 گیرینتیجه

هایی مانند دیابهت بها تولیهد    پزشکی برای درمان بیماری رویکردهای مهندسی ژنتیک در علم

، توجهه بسهیاری از   iPSCیها   hESCههای قابهل پیونهد ماننهد:     یک منبع نامحدود از سهلول 

های پلوریپوتنت در گذشته به محققین را به خود معطوف ساخته است. دستورزی ژنوم سلول

ههای نهوین ویهرایش    امهروزه روش  دلیل میزان اندک نوترکیبی همسان بسیار دشوار بود، امها 

ههای  های دارای جهش حهذفی و لایهن  اجازه ایجاد سریع لاین CRISPR-Casژنومی مانند 

هها  دهند. مکانیسم کریسپر ابتدا در سیستم ایمنی اکتسابی بهاکتری گزارشگر وارد شده را می

ری های بنیادی ضهرو به سرعت برای هر محقق سلول CRISPR-Casکشف شد، ولی امروزه 
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های مربهوط بهه نمهو پهانکراس، انهواع      شده است. اگرچه استفاده از ویرایش ژنومی در بررسی

باشد، ولی سههولت نسهبی و   ژنی بیماری دیابت یا نقص متابولیکی هنوز در ابتدای کار میتک

های جدید فراوانی در این دهد که شاهد پیشرفتاین امید را می CRISPR-Cas9دسترسی 

 زمینه باشیم.  
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 فصل نهم
 

 

 CRISPRویرایش ژنومی در شبکیه چشم: مطالعات 

 انجام شده برای بیماران وراثتی تحلیل تدریجی شبکیه
 

 

 صهخلا

ههای  پزشکی و درمان بیمهاری های بزرگی در زمینه چشمبا ظهور فناوری ویرایش ژنومی گام

 دلیهل بهه   رودی بشهمار مهی  ژن درمهان  یبهرا  یآلیدههدف ا ژنتیکی چشم برداشته شد. چشم

و حضهور   ینهور  یت، شهفاف یمهن ا یتوضع ،قابل توجه هاییبندیمتقس ی،دسترس سهولت در

جههت درمهان    پزشهکی در چشم درمانی ژن ینیبال آزمایشات یناولاز  یکی .است سلولیکنتر

( بوده است. موفقیت LsDبه نام لیبر آموروزیس مادرزادی ) بیماری تحلیل تدریجی شبکیه

 یهن ادر این گام، مشوق مهمی جهت درمان سایر اختلالات ارثی در رشهته پزشهکی شهد. در    

 همچنهین مطالعهه  و  ینیبهال  یشهات ، آزماچشم یژن درمانهای مختلف به بررسی روشفصل 

 پردازد.  های نقص شبکیه چشم میدر زمینه بیماری یمورد
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 تحلیل تدریجی شبکیه

های شبکیه است که با گروهی از نقص 1(RPنقص رنگدانه شبکیه و تحلیل تدریجی شبکیه )

نفهر یهک فهرد     1333ر شهوند: از هه  ای و مخروطی شناسایی میمرگ سلول گیرنده نور میله

ژن درگیر آن هستند، کهه بهه طیهف وسهیعی از علایهم       233تحت تأثیر واقع شده و بیش از 

(. عموماً این بیماران، شب کوری هنگام بلوغ، بینایی کانونی 7، 2، 1گردد )فنوتیپی منجر می

 کننهد در اوایل بلوغ و کوری از یک میدان بصری به شهدت محهدود در آینهده را تجربهه مهی     

 Aههای درمهانی محهدودی موجهود اسهت. در حهال حاضهر، ویتهامین         (. گزینهه 1( )1)شکل 

های درمهانی پذیرفتهه   تنها توصیه E، و ممانعت از ویتامین 7، مکمل امگا 2پالمیتات با دز بالا

کنند و خطهر نقهص تولهد و سهمیت ریهه را      ها فقط پیشرفت را کند میشده هستند، ولی آن

 .  (1، 1دهند )افزایش می

اند به امید اینکه یک درمان جایگزین، ایمهن و  رو آورده 3امروزه دانشمندان به ژن درمانی

(. 0، 3باشهد کهه مهرگ سهلولی را بهه صهورت نامحهدود متوقهف کنهد )          RPالعمر برای مادام

ههایی کهه   اند زیرا بسهیاری از ژن تمرکز یافته RPآزمایشات ژن درمانی چندگانه برای درمان 

اند و چند مدل موش شناسایی شده خوب هم وجود وند هم اکنون کلون شدهشمی RPباع  

دارند. رویکرد مداخله گرایانه درمان به شهرایط الگهوی وراثهت بسهتگی دارد: آلهل م لهوب را       

توان با کاربرد ژن بهبود بخشید، در حهالی کهه بیمهار بها آلهل غالهب بایهد تصهحیح ژن را         می

 بگذراند. 

                                                      
1- Retinitis Pigmentosa (RP)  
2- High-dose Vitamin A Palmitate 
3- Gene Therapy 
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 (Retinitis Pigmentosaپی و بینایی در بیماری نقص شبکیه چشم )مقایسه فنوتی -1شکل 

را چشهم   یهاز شهبک  ،مربوط بهه اتوفلورسهنت  بالا )نرمال( در چپ و  )بیمار( راست تصاویر

جعبه راست در پایین نحوه دید در بیماران دارای نقص شبکیه و تصهویر چهپ    دهد.ینشان م

 دهد  را نشان میدر پایین نحوه دید طبیعی در افراد نرمال 

 سازی ژنمکمل

های ژنی در هر دو آلهل از تولیهد یهک محصهول ژن عملکهردی      در شرایط آلل م لوب، جهش

تواند فنوتیپ طبیعی را بازیهابی کنهد   سازی رونوشت وحشی ژن، میکند. مکملجلوگیری می

یافتهه  ههای جههش  شوند که آللاینگونه متمایز می 2از تصحیح ژن 1سازی ژن(. مکمل13، 9)

                                                      
1- Gene Supplementation  
2- Gene Correction  
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شوند، و بستگی به میزان ترجمه ژن وحشهی دارد کهه پهروتئین    به صورت سالم رهاسازی می

تهرین روش جههت ورود ژن وحشهی، انتقهال     غیرفعال، غایب یا ناقص را جبران کند. معمهول 

بندی شده و به سلول اختصاصهی ههدف انتقهال    ها در ناقلین ویروسی بستهویروسی است. ژن

شود بطوریکهه دائمهی بهودن    پذیری روند درمان میب ناقل باع  انعطاف(. انتخا13می یابد )

(. بحه  در مهورد   11کند )زا را در تعیین میزایی و خطر ورود عوامل جهشبیان ژن، بیماری

ههای بعهدی   های کلینیکی و پیش کلینیکهی در بخهش  ها در مدلناقلین عمومی و کاربرد آن

 آمده است. 

 وسهای ژن درمانی با ویرروش

 هاآدنوویروس

ای بدون پوشش هستند که طیهف وسهیعی را   دورشته  DNAهایی با، ویروس1هاآدنوویروس

را بهه درون آن   DNAهای سطح سلول متصل شده و (. ویروس به گیرنده9شوند )شامل می

کهه   2هایزومشوند، ولی به صورت اپیها در داخل ژنوم میزبان تلفیق نمیدهد. ژنانتقال می

شهوند  یسی فعال دارند وجود دارند که در مقیاس زمانی طی روزها تها هفتهه تجزیهه مهی    رونو

(. بنابراین بیان تراژن ناقهل آدنهوویروس موقهت اسهت، و ورود تکهراری ناقهل کهه فوایهد         12)

زوم بهه  کلینیکی طولانی مدت داشته باشد، ضروری است. موقعیت تراژن به عنوان یهک اپهی  

را بیان آن فوری و مستقل از تولید مثل سلول اسهت. نگرانهی   شکل دیگری هم مفید است زی

هایی با نقهص همانندسهازی منجهر شهده     ها به تولید ویروسزایی آدنوویروسدر مورد بیماری

(. 11های نوع وحشی درون میزبان وجهود دارد ) است ولی هنوز خطر نوترکیبی با آدنوویروس

ههای حهذف   ، که دارای همه انواع ژن3(EAMهای کوچک آدنوویروس کپسیددار )کروموزوم

کیلهو بهاز در مقایسهه بها ناقهل       73بهه طهول    DNAباشند، قادر به حمهل  شده ویروسی می

سهینگ و  -ها توسط دو دانشمند با نام کومهار EAMکیلوباز هستند. راندمان  0آدنوویروس با 

                                                      
1- Adenovirus  
2- Episome  
3- Encapsidated Adenoviral mini-chromosomes (EAM)  
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انجامیهد. ایهن   روز به طول  93فاربر بیان شدند، که نجات عملکردی گیرنده نوری و بیان ژن 

مهوش کهه    2بهه زیرشهبکیه   1حلقوی GMPفسفودی استراز  cDNAدستاورد پس از انتقال 

 (.  11، 11( )2حاصل گردید )شکل  EAMنقص شبکیه داشت با استفاده از ناقلین 

 
 EAMدهنده چشم و محل تزریق ناقلین شکل شماتیک از اجزای مختلف تشکیل  -2شکل 

 های مرتبط با آدنوویروس

، AAVآینهد.  روش دیگری از انتقال ژن بشهمار مهی   3(AAVلین ویروس مرتبط با آدنو )ناق

ههای میتهوزی را آلهوده    ای و بدون کپسول هستند که سهلول رشتهتک DNAهایی با ویروس

های مسری انسان مرتبط ها با بیماریAAVکنند. کنند، و ژن را به مکان خاصی وارد میمی

هها  سهازند، و همچنهین آن  هها مهی  تری نسبت به آدنهوویروس ایمنها را گزینه نیستند که آن

                                                      
1- Cyclic GMP Phosphodiesterase cDNA  
2- Sub retinal  
3- Adeno-associated Virus (AAV)  
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هها از  دهند. ولی آنناشی از ورود اشتباه درون ژنوم را کاهش می 1احتمال ایجاد اثرات جانبی

ها به جای اینکه فوری کیلوباز(، و بیان آن 1/1محدودتر هستند ) cDNAنظر ظرفیت حمل 

 (. 11گیرد )باشد به آرامی صورت می

معمول اسهت. طهی پژوهشهی یهک ناقهل       2در ژن درمانی چشم AAVتفاده از ناقلین اس

AAV2/8  که رونوشت نوع وحشی ژنnmf363PDE6a اختصاصهی   3را با پروموتر رودوپسین

( انتقال داده شهد.  RP)یک موجود مدل  nmf363Pde6aکند در شبکیه موش سلول حمل می

مهاه در   1های گیرنهده نهوری بهرای مهدت     داشته شدن سلولیک تزریق تکی سبب زنده نگه

م لهوب   RP(. آزمایشات مشابه در مدل موش 13های تیمار نشده زنده، شد )مقایسه با موش

انجام شد، که حفاظت عملکردی بینایی با استفاده از آلودگی با  rd6/ Mfrprd6Mfrpاتوزومی 

AAV2/8-huMFRP ( ایههن یافتههه10بههه دسههت آمههد .)رویههانی  هههایههها در لایههن سههلول

های پوششی شبکیه مشتق شده از بیماران به صورت آزمایشهگاهی تأییهد   پلوریپوتنت رنگدانه

ههای پوششهی، سهازماندهی    دار شدن سلول، مقاومت سلول، رنگدانهAAVشد که آلودگی با 

ساختاری اکتین و میکروویلی انتهایی را برگرداند. چند آزمهایش کلینیکهی بهر اسهاس ناقهل      

، انجام شد که در اثر جههش  4(LsDای بیماری لیبر آموروزیس مادرزادی )بر AAVدرمانی 

، 19( صهورت گرفهت )  PRE65کیلودالتون پوششی رنگدانهه شهبکیه )   11حذفی در پروتئین 

 rAAV-RPE65(. محققین توانستند به صورت موفقیت آمیزی تهراژن را بها روش ناقهل    21

وری شهوند، ولهی مهرگ سهلولی و نقهص      بیان کنند و به صورت موقت مانع از نقص گیرنده ن

آل انتقال در حال عملکردی سه روز بعد دوباره رخ داد. تحقیق برای تعیین زمان و مقدار ایده

 بررسی است. 

                                                      
1- Side Effects   
2- Ocular Gene Therapy  
3- Rhodopsin  
4- Leber Congenital Amaurosis (LCA)  
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 دارRNAهای ویروس

ههای  ، بهه ژنهوم میزبهان در موقعیهت    1هها دار شامل رتروویروسRNAهای بسیاری از ویروس

کیلوبهازی   0هها دارای قابلیهت   دههد. آن را افزایش می تصادفی وارد شده و خطر القای جهش

شوند زیرا قهادر بهه ورود   های میتوزی محدود میباشند و به سلولمی DNAبرای درج توالی 

از طهرف دیگهر،    2هها ویروسباشند. لنتیهایی که در حال تقسیم نیستند، نمیبه هسته سلول

ههای  ها را از سلولتوانند کمپلکسدار هستند که میRNAهای یک زیرکلاس از رتروویروس

های میتوزی و بعد از میتوز را به توانند سلولبدون تقسیم تشکیل دهند، به این معنی که می

 (.  22یک صورت آلوده کنند )

کننهد تها ایمنهی خودشهان بهرای اسهتفاده       ها ت ییرات مهمهی را تحمهل مهی   ویروسلنتی

ههای ویروسهی، را بهه    ها، نه ژنکه فقط تراژن ،3های کاذبکلینیکی را بهبود بخشند. ویروس

ممانعت کنند،  T4های سلول سازی لمفوسیتاند تا از فعالکنند، ایجاد شدهمیزبان ملحق می

هها در مهورد کاربردههای    شهوند. نگرانهی  های دارای ناقل میکه سبب التهاب و تخریب سلول

زنده را از نوترکیبی ایجهاد کننهد،    HIVتوانند ها که به لحاظ نظری میویروسکلینیکی لنتی

 طلبد.  های جدید با خطرات کمتر میهای بیشتری را برای ایجاد سازهتلاش

انهد  استفاده شده RPهای موش با آمیزی در مدلها به صورت موفقیتویروسناقلین لنتی

ههها از ویههروستهها از نقههص گیرنههده نههوری جلههوگیری کننههد. انتقههال ژن بهها واسههطه لنتههی   

Pde6b::nOpsi  در مههوش هموزیگههوتH620QPde6b مههرگ گیرنههده نههوری را بههه تههأخیر ،

(. در پژوهش دیگری با استفاده از مدل پیش کلینیکی مشابه که توسط دیهویس  27انداخت )

 RNAنوع وحشی و هم  Pde6bهای دو قسمتی که هم ژن و همکاران صورت پذیرفت، ناقل

کردنهد  را رمز می 6(GUCYت سیکلاز )رمزکننده گوآنیلا 5(shRNAسری کوچک )سنجاق

داری در مقایسه با ناقلین تک قسهمتی، افهزایش دادنهد.    بقای گیرنده نوری را به صورت معنی

                                                      
1- Retroviruses  
2- Lentiviruses  
3- Pseudo-typed Viruses 
4- T-cell Lymphocytes  
5- small hairpin RNA (shRNA)  
6- Guanlyate Cyclase (GUCY)  
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هها روی  شهود کهه فوتهون   وقتهی فعهال مهی    Pde6bمعمولاً در آبشار انتقال نوری، پهروتئین  

درولیز کهاهش  آزاد را بها هیه   cGMPای برخورد کند و غلظت های خارجی سلول میلهبخش

دهنهده  دهد که حالت برانگیزش گیرنده نوری را کهاهش داده و مهانع از رهاسهازی انتقهال    می

کهه بخهش مخهالف پیونهد      GUCYشود. در مقابل، ای )شبکیه( میهای میلهعصبی از سلول

Pde6b  است تولیدcGMP 1 ′از گوانوزین   ( تهری فسهفاتGTP  را تحریهک مهی )  کنهد. در

شهود.  و کلسهیم مهی   cGMPفعال است و سبب افزایش سهطوح  غیر Pde6bشرایط تاریکی، 

غیرفعال است و  H620Q/ H620QPde6b ،Pde6bهای هموزیگوس مانند همچنین برای موتانت

شود. دهد که در نهایت باع  مرگ سلولی میو کلسیم را افزایش می cGMPهمیشه سطوح 

عه مشاهده شد، به طور موجهی با بیهان  بنابراین، توقف در نقص گیرنده نوری که در این مطال

تراژن نوع وحشی به دست آمد در حالی که بهه صهورت همزمهان سهطوح کلسهیم را کهاهش       

ههای  کند که ژن درمانی ترکیبی، ممکن است نسبت به درمهان دهد. این مشاهده بیان میمی

 تکی مثثرتر باشد. 

 تصحیح و ترمیم ژن

ری، آلهل جههش اضهافه یها منفهی غالهب را حمهل        در شرایط آلل غالب، یکی یا تعهداد بیشهت  

تواند با ورود رونوشهت نهوع وحشهی ژن، درمهان شهود. در عهو ، آلهل )یها         کنند که نمیمی

یافته باید خاموش یا حذف شوند و در بعضی از موارد، ژن نوع وحشی باید در های( جهشآلل

یافتهه،  دا آلهل جههش  ای اسهت، کهه ابته   مکان خودش وارد شود. این ورود فرایندی دو مرحله

شود. چنهد رویکهرد بهرای حهذف ژن     شود و نهایتا ژن عملکردی وارد میحذف یا خاموش می

، 2سههنس، ژن درمهانی آنتهی  1یافتهه ایجهاد شهده اسهت کهه شهامل ریبهوزایم درمهانی        جههش 

 است.  CRISPRو  ZFN ،TALEN، و جدیدترین رویکردها شامل: 3آپوپتوز درمانیآنتی

                                                      
1- Ribozyme Therapy  
2- Antisense Gene Therapy  
3- Antiapoptosis Therapy  
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 تداخل ریبوزایم

ههای سهه نوکلئوتیهدی تجزیهه     خاصی را بها هیهدرولیز تهوالی    mRNAزیم ریبوزایم، توالی آن

شهوند و  ها از ناقلین سهنتز مهی  (. آن21کند )کند، که از ترجمه به پروتئین جلوگیری میمی

یافته غالب هسهتند  روش مفیدی برای تصحیح ژن با اختلال در محصول پروتئینی ژن جهش

های تصحیح ژن استفاده کرد. در یک حالهت مسهتقل از   ا را در روشهتوان آن(. حتی می21)

 mRNAتواند طراحی شود کهه ههم رونوشهت نهوع وحشهی و ههم       زایی، ریبوزایم میجهش

آمیهز اسهتفاده   (. لوین و همکاران، این روش را به صهورت موفقیهت  11موتانت را تجزیه کند )

غالب اتوزومی، آهسته  RPک مدل موش ماه در ی 7کردند و روند نقص گیرنده نوری را برای 

موتانت تولید شده توسط جایگزینی پرولین با  mRNAنمودند که از ریبوزایم استفاده شد تا 

 (. 23(، خاموش نماید )P23Hژن رودوپسین ) 27هیستیدین را در کدون 

 سنسژن درمانی آنتی

 DNAههای  س از تهوالی سهن این روش بسیار مشابه با تداخل ریبوزایم است، ژن درمانی آنتی

گیهری شهده مکمهل شهده و     ههدف  mRNAکند که با رونوشهت  کوتاه مصنوعی استفاده می

آورد. را تشکیل داده و نهایتا از ترجمهه ممانعهت بهه عمهل مهی      DNA-RNAهترودوپلکس 

( را آزاد ODNشهده و الیگهو دئوکسهی نوکلئوتیهد )     mRNAسبب تجزیه  RNase Hآنزیم 

 ههای رگ افهزایش ای در مهورد  متصل شهود. در مطالعهه  mRNA مل سازد تا به رشته مکمی

، 2محصهول ژن نئوواسکولاریزاسهیون    mRNAسنس مکمهل  های آنتیODN، 1ی چشمخون

، قبل از وقوع رتینوپاتی تکثیری به کهار گرفتهه شهد    3(VEGFفاکتور رشد عروق اندوتلیال )

ههای  صهد کهاهش و رگ  در 11تها   VEGF 13(. این پژوهش نشان داد غلظت پهروتئین  20)

 درصد افزایش داشتند.   71تا  21خونی 

                                                      
1- Ischemia-Induced Proliferative Retinopathies  
2- Neovascularization  
3- Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 
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 آپوپتوز  ژن درمانی آنتی

هایی شود. محققین ژنتنظیم می p53ریزی شده سلول با پروتئین آپوپتوز مانند مرگ برنامه

کند تا از مهرگ گیرنهده نهوری در    های آپوپتوز را کنترل میاند که این پروتئینرا به کار برده

بهه   bcl-2آپوپتوز از جهش جلوگیری کند. برای مثال انتقال ویروسی ژن آنتی حالت مستقل

(. ولهی انتقهال بهه    29شبکیه نشان داد که نقص را در چند مدل مهوش بهه تهأخیر انهداخت )    

های گره عصبی شبکیه اثر معکوس داشت که باع  افزایش آپوپتوز شد، کهه پیشهنهاد   سلول

(. ایهن روش امیهد   73ت اختصاصی نهوع سهلول باشهد )   ها ممکن اسکند که اثرات این ژنمی

 بخش است و به تحقیقات و کشفیات بیشتری نیاز دارد.  

 CRISPRو  ZFN ،TALENهای اخیر: پیشرفت

انهد  دهند را مطالعه نمهوده که به صورت طبیعی رخ می DNAهای تعمیر دانشمندان مکانیزم

ئهه دهنهد. یهک روش عمهومی تهرمیم      تا رویکردهای جدیدی را برای ژن درمانی هدفمنهد ارا 

رخ داده اسهت،   DNA( در DSBsای )رشتهاست، که در پاسخ به شکست دو DNAطبیعی 

که بصورت خودبخودی با تاثیر نیروهای خارجی ماننهد پرتهوافکنی یها عمهدی بهرای اههداف       

 -1افتهد:  (. این رویکرد ترمیم بهه دو صهورت اتفهاق مهی    72، 71نوترکیبی ایجاد شده است )

برش خورده  DNAهای ( است که انتهای رشتهNHEJهای غیر همسان )رمیم اتصال پایانهت

شوند. این فراینهد باعه  القهای جههش     به سادگی به هم بدون صحت توالی دوباره متصل می

شهوند.  شود که اغلب منجر به محصولات ژن غیر عملکردی می( میIndelافزایش یا کاهش )

های شکسته شده با یهک  ( است که رشتهHDRپایانه همسان ) مکانیسم ترمیم نوترکیبی -2

شهوند، کهه بهه عنهوان الگهو      کروماتید خواهری شکسته نشده یا کروموزوم همولوگ جفت می

(. کشهف ایهن   77کنهد ) در ناحیهه شکسهته عمهل مهی     DNAبهرای تشهکیل صهحیح تهوالی     

یهدا کهردن یهک ابهزار     های ترمیم برای اهداف ژن درمانی هدفمند، با چالشی بهرای پ مکانیزم

مطمئن جهت القا در نقاط خاص، به تأخیر افتاده بود. نوکلئازهای پروتئینی به عنوان ابهزاری  

( اولهین نسهل ژن   ZFNجهت حهل ایهن معضهل شهناخته شهدند، و نوکلئهاز انگشهت روی )       

 ها بر اساس نوکلئاز بود. درمانی
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 (ZFNنوکلئازهای انگشت روی )

های اتصال انگشت روی به واحد کاتالیکی عی با اتصال دامینمصنو 1نوکلئازهای انگشت روی

 1آمینواسید، کهه   73(. هر انگشت حاوی 72، 71ساخته شدند ) IIS ،FokIآنزیم برشی نوع 

کنند. یک انگشت روی بها  هیستیدین( یک اتم روی را احاطه می 2سیستئین و  2ها )تا از آن

نگشت متوالی برای اتصال کافی لازم هستند. سه جفت باز برهمکنش داشته و در نهایت سه ا

در هر ناحیه نیهاز   ZFNرا برش دهد، که به  DNAباید دایمر شود تا  FokIدامین کاتالیکی 

 دارد.  

آمیزی در شبکیه چشم استفاده شده است. گرین والهد و  به صورت موفقیت ZFNفناوری 

را هدف قرار  2ست جنین انسانهای سلولی رتینوبلارا طراحی کردند تا لاین ZFNهمکاران، 

را در ژن رودوپسهین   ZFNها میزان نوترکیبی همولوگ القا شهده توسهط   دهد، همچنین آن

(. 71درصهد بیشهتر بهود )    13انسان پیدا کردند که در مقایسه با نوترکیب همولهوگ داخلهی   

 که منجهر بهه کهری و    RP، شکلی از 3را برای سندرم یوشر ZFNمطالعه دیگری کاربردهای 

شناسایی شدند، ولی آورلک و همکاران، بر  USH1ژن  1شود، بررسی کرد. اگرچه کوری می

معمولی را طراحی کنند  ZFNموش صحرایی تمرکز کردند، تا  Ush1cدر  p.R31Xجهش 

ها امکان تصحیح ژن در ناحیه ههدف را تأییهد کهرد. یکهی از موانهع      (. نتایج مطالعات آن71)

ZFN ههای  تواند مورد هدف واقع شود زیهرا دامهین  سه جفت باز نمی این است که همه انواع

انهد. اختصاصهیت و   انگشت روی برای ترکیبات خاصی از نوکلئوتیدها هنهوز مهندسهی نشهده   

های مجاور در پهروتئین ممکهن   آید، و دامینهمبستگی قابل اطمینان به سختی به دست می

دانشهمندان را بهه سهمت     ZFNینان از (. عدم اطم71است بر اختصاصیت پیوند اثر بگذارند )

 تحقیق برای جایگزین دعوت کرده است. 

                                                      
1- Zinc Finger Nuclease (ZFN)  
2- Human Embryonic Retinoblast Cell Lines  
3- Usher Syndrome  
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 (TALENکننده رونویسی )نوکلئازهای افکتور شبه فعال

به داخل ژنوم میزبان ملحق شده  Xanthomonasزایی گیاهی در جنس های بیماریباکتری

ههای  کنند. پهروتئین میکنند القا را کد می TALEN1هایی که و آلودگی را با استفاده از ژن

TAL های متصل بهه  دامینDNA     آمینواسهیدی هسهتند کهه در     71بها تکرارههای متهوالی

به شدت محافظت شده هستند، که بر اساس ماهیت نوکلئوتیهد، تهوالی    17و  12های جایگاه

پیهروی   ZFNشود تا از متصل می FokIها به دامین کاتالیتیک TALهدف متفاوت هستند. 

 ZFN ،TALENشود. مشابه ( نامیده میTAL)نوکلئاز افکتور  TALENپلکس کرده، و کم

ها در اینکهه  را برش دهد، ولی آن DNAشود تا کند و بنابراین دایمر میاستفاده می FokIاز 

در هر نوکلئوتید وجود دارد، متفاوت هستند، که کهد شناسهایی را در مقایسهه بها      TALیک 

ZFN ند بیشتری را به همراه دارد. مانع نرخ یک به یک جفت باز کند و راندمان پیوآسان می

( لازم هستند تا همبستگی 12)حداقل  TALsاین است که آرایه بلندی از  TALsنسبت به 

 و اختصاصیت پیوند کافی را به دست آوریم.

 TALEN   ها به این علت استفاده شدند که یک مدل ماهی زبرافیش وابسهته بهه جهنس 

RP2 2ند، تا نقص شبکیه معمول که انسان را با تخریب ژن را ایجاد کنRP2  تحت تأثیر قرار

ههای سهلولی رویهانی    ، لایهن TALENدهنهد را مهد نظهر قهرار دهنهد. در کهاربرد دیگهر        می

مشتق شدند، بها   3(BVMDفرم )( که از بیماران دارای نقص ماکولار ویتلیiPSپلوریپوتنت )

فهرم  تخریهب محصهول ژن نقهص مهاکولار ویتلهی     ، NHEJو القا ترمیم  TALENاستفاده از 

 Crb1(. در آزمایش دیگر، ناهنجاری چشمی ایجاد شده با جههش در ژن  73تصحیح شدند )

در مدل موش صهحرایی تصهحیح شهدند. در     TALENبعد از برش القا شده توسط  HDRبا 

ها تزریهق شهده کهه مکهان ژن     TALENبا  rd8Crb1های موش با جهش این مطالعه، جنین

Crb1 دادند تا آلل را تصهحیح  ای را مورد هدف قرار میرشتهو الیگونوکلئوتیدهای مکمل تک

گیهری بها   شهد و از ههدف  کنند که فقط بها ت ییهرات انهدک نوکلئوتیهد در رشهته انجهام مهی       
                                                      
1- Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALEN)  
2- X-linked RP2 (RP2) Zebrafish  

3- D)ystrophy (BVMDacular Mitelliform Vest Bه باشد کهای ژنتیکی چشم می: یکی از انواع بیماری

 شودسبب کوری در افراد می
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TALEN درصد از نتاج ترمیم توالی به صهورت   23شد. ممانعت میHDR    .را نشهان دادنهد

یه طبیعی را نشان داد ولی موش تیمار نشده نقهص شهبکیه را   موش تیمار شده فنوتیپ شبک

 نشان داد.  

 (CRISPRهای تکراری کوتاه )های منظم درون پالیندرومخوشه

باکترهها بهه ایجهاد فنهاوری تکهاملی      اخیراً، تحقیق درباره رویکردهای ایمنی باکتری و آرکئی

CRISPR/Cas9     شهد کهه بهرای ورود    منجر شد. نواحی اختصاصی از ژنهوم بهاکتری کشهف

شکنند و درون ژنوم بهاکتری  اند، که به قطعاتی میهای ویروسی مهاجم کنار گذاشته شدهژن

ههای  شوند. ژنوارد می 1(CRISPRهای تکراری کوتاه )های منظم درون پالیندرومدر خوشه

شهوند،  ( بیان مهی crRNA) CRISPRحاصل از  RNAویروسی وارد شده سپس به صورت 

( tracrRNAشهونده تهرانس )  فعال crRNA( و یک Cas) CRISPRلئاز مرتبط با که با نوک

دخیل هسهتند   IIنوع  CRISPR/Casسازند، که در بیوژنز و بلوغ سیستم یک کمپلکس می

عمهل   Casبهه صهورت راهنمها بهرای پهروتئین       crRNA–tracrRNA(. کمپلکس 13، 77)

 کند.ف هدایت میهای خاص روی رشته هدکند و آن را به سمت توالیمی

را بهه ههم وصهل کردنهد تها       tracrRNAو  crRNA، جینک و همکهاران  2312در سال 

RNA ( راهنماgRNAشیمری را ایجاد کنند که آن )      ها بیان کردنهد کهه ایهن سهازه از نظهر

کنهد تها   را ههدایت مهی   Cas9پهروتئین   crRNA-tracrRNAسودمندی ماننهد کمهپلکس   

DNA (. 11تعداد ناحیه را مورد هدف قهرار دههد )   تواند هررا برش زده و میRNA   راهنمها

دارد و اختصاصیت ههدف را تعیهین نمهوده و قابهل ت ییهر اسهت.        1′آمینواسید در ناحیه  23

لازم اسهت. بهرای    Cas9یک ناحیه ثابت دارد که برای کمپلکس شدن با پهروتئین   7′انتهای 

تقیماً پایین دست ناحیه برش داشته باشد که مس PAM2، توالی هدف باید یک DNAبرش 

، Cas9وجود ندارد. پهروتئین   gRNAدر  PAM(. هیی ناحیه مشابهی برای 12هدف باشد )

نوکلئوزیهد گهوانین    Gمت یهر و   Nکنهد، کهه   شناسایی می PAM، را در ناحیه NGGتوالی 

                                                      
1- Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats  
2- Protospacer-Adjacent Motif (PAM)  
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 شود که دارای تهوالی تکمیل می 1کنندهاز طریق پلاسمید کمک Cas9است. انتقال پروتئین 

راهنمها ممکهن اسهت دشهوار باشهد ولهی بها         RNAباشهد. ورود  کننده و یک پروموتر میرمز

 (.  11شود )ممکن می IIIپلیمراز  RNAاز یک پلاسمید متصل به پروموتر   gRNAبیان

ایهن اسهت کهه     TALENنسهبت بهه    CRISPR/Cas9مزیت سیستم ویهرایش ژنهومی   

توانهایی بهرش در حالهت متیلاسهیون      CRISPR/Cas9گیری بیشتری دارد، و راندمان هدف

تر است، به خصوص بها  دقیق CRISPR/Cas9(. اختصاصیت 17هدف را دارد ) DNAتوالی 

 Cas9رسهاند. یهک آنهزیم نوکلئهاز     ههدف را بهه حهداقل مهی    که اثرات غیر 2ایجاد نیکازهایی

زهها  دههد. نیکا هدف را برش مهی  DNAیافته، که نیکاز نام دارد، فقط یک رشته توالی جهش

( نزدیهک بهه یکهدیگر روی    3ای )شهکاف رشهته را با القا دو شکست تهک  DSBتوانند یک می

ها اثهرات غیرههدف را کهاهش داده و    ایجاد کنند. وجود این شکاف DNAهای متفاوت رشته

 (.13، 11دهند )گیری را افزایش میاختصاصیت هدف

 CRISPR/Cas9 فت است، ولهی در  یک فناوری جدید است که به سرعت در حال پیشر

بر نوکلئهاز پهیش افتهاده اسهت و در موجهودات      های مبتنیزمان کوتاهی نسبت به سایر روش

 (.79مدل فراوانی به کار رفته است )

 RPمطالعه موردی از آزمایشگاه تا بمالین بیممار: روش، جهمش غالمب اتموزومی      

D190N   
( که به صهورت غالهب   D190Nیا  Asp190Asn) RPای با جهش رودوپسین القایی خانواده

متصل بهه گیرنهده    G( یک پروتئین RHOرسد، وجود دارد. رودوپسین )اتوزومی به ارث می

ای شبکیه واقع شده و مسهئول شهروع   های میلههای بخش خارجی سلولاست که در دیسک

غالهب اتهوزومی وجهود دارد     RPدرصهد   11برای  RHOهای آبشار انتقال نوری است. جهش

کننهد.  القها مهی   transرا به صورت  cis-11ها ایزومریزاسیون ت طبیعی، فوتون(. در حال10)

شود که هنهوز تعیهین   ، به آرامی به مرگ سلولی منجر میD190Nاین فرایند نقص در افراد 

                                                      
1- Helper Plasmid  
2- Nickase  
3- Nick  



 
 
 
 
 

  011  هیشبک یجیتدر لیتحل یوراثت مارانیب یانجام شده برا CRISPRچشم: مطالعات  هیدر شبک یژنوم شیرایو

 D190Nیافتهه  نشده است. ایهن یافتهه سهبب ایجهاد یهک مهدل مهوش شهد. مهوش جههش          

ههای هموزیگهوس از هتروزیگهوس    موتانت هتروزیگوس توسط سانچو و همکاران تولید شد، و

شناسی، آنژیوگرافی، نتایج تصهویربرداری و مقهادیر   (. الکتروفیزیولوژی، بافت10اصلاح شدند )

کنهد. بهه   عملکردی نشان دادند که به صورت صادقانه قادر است بیماری انسان را بازسازی می

(. 7شهدند )شهکل    تزریق AAV8::gRNAو  AAV8::Cas9های موش ناقلین دوتایی چشم

محافظهت   CRISPR/Cas9های مخروطی اولین علت کوری است که با واسهطه  مرگ سلول

بیهان کهرد کهه     D190Nروی یک هتروزیگهوت   1های الکترو رتینوگرام(. داده1شدند )شکل 

 b، میهدان نوسهان مهوج    CRISPR/Cas9نجات عملکردی با موش تیمهار شهده بها واسهطه     

ههای اولیهه پیشهنهاد کهرد کهه      (. ایهن داده 1ها داشتند )شهکل  بزرگتری در مقایسه با شاهد

CRISPR/Cas9  یک گزینه مناسب برای تصحیح جهشRHO  .در بیماران است 

 
 Cas9( به همراه نوکلئاز AAVساختار ناقل ویروس مرتبط با آدنو ) -7شکل 

 

 

                                                      
1- Electroretinogram  
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 (AAVبا واسطه ناقل ویروس مرتبط با آدنو ) Rhoترمیم مدل  -1شکل 

با یک کدون توالی ت ییریافته دهنده جایگزین شد که حاوی  Rho شژنوم مو یتوالالف( 

باشهد.  )پیکان آبی( می PCR)پیکان نارنجی( و جفت پرایمر برای تکثیر  Afl IIجایگاه برشی 

و توالی والهدینی دارای   جفت باز 103و  173نوترکیب حاوی  هایهای سلولب( تکثیر توالی

کهه    D190NRho   /D190NRhoروی ژل الکتروفهورز. ج( مهدل چشهم    بازی بهر   713تک باند 

ههای  مورد درمان قرار گرفته است تنها تعداد محدودی از سلول AAV8::Cas9بوسیله ناقل 

کهه    D190NRho   /D190NRhoمخروطی )نقاط سبز( در شبکیه تولیهد شهد. د( مهدل چشهم     

 )نقاط سبز( شبکیه تولید شد. ان شده تعداد بیشتری سلول مخروطیدرم CRISPRبوسیله 
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 حاصل از الکترو رتینوگرام نتایج -1شکل 

 نمونه شهاهد  ،با چشم چپ یسه( در مقاOD) نمونه تیمار ،در چشم راست یکاربرد نجات

(OSقابل تشخ ،)است یص. 

 گیرینتیجه

ههای مهمهی در ویهرایش ژن صهورت گرفتهه اسهت. رانهدمان        طی چند سال اخیهر پیشهرفت  

داری افزایش یافته است و استفاده ترکیبهی  به صورت معنی ،اختصاصیت اتصالگیری و هدف

گیهری  ههدف  CRISPRو  TALENماننهد   DNAههای ویهرایش   از ناقلین ویروسی و روش

اند که قبل از آن بهه دسهت نیامهده بهود. بها      اختصاصی مکان ژن را به صورتی بهبود بخشیده

 تر از این خواهد بود. نده پزشکی روشنها در ویرایش ژنوم، آیبکارگیری آخرین روش
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