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  چكيده
روشي سريع، آسان و پربازده است كه نه تنها امكان  RNAاصلاح هدفمند ژنومي با استفاده از نوكلئازهاي هدايت شونده توسط 

ها را در رابطه با اساس مولكولي پژوهشگران فراهم نموده است، بلكه آگاهي آنها و مطالعات كاركردي را براي دستكاري و تغيير ژن
هاي مولكولي با قابليت متفاوتي با عنوان قيچي هاي درماني نوين و هدفمند افزايش داده است. تاكنون فنونها و ابداع روشبيماري

ها در سيستم ايمني باكتري ،CRISPR/Cas9در واقع ايجاد شده است.   CRISPR/Cas9و  ZFN ،TALENويرايش هدفمند ژنوم شامل
هاي مكمل هدف متصل شده و تغييراتي را ي راهنماي تك رشته به تواليRNAتوسط يك  Cas9ها است كه در آن نوكلئاز برابر ويروس
 CRISPR/Cas9متفاوت  هايهاي ويژه موجب ابداع ردههاي حاصل شده در انتقال، ترميم و پيدايش راهكاركند. پيشرفتاعمال مي

است، توانايي آن در درمان اختلالات  هاي عامل بيماريجايي كه اين ابزار تنومند، قادر به اصلاح مستقيم جهششده است. از آن
 هاي غير اختصاصي پروتئينگيريگران قرار گرفته است. با توجه به موارد گزارش شده از هدفي پژوهشژنتيكي مورد توجه فوق العاده

Cas9هاي ها بر روي ارتقاء ويژگي، تمركز بسياري از پژوهشCas9 گير در انتخاب هاي چشمقرار گرفته است. در اين راستا پيشرفت
RNA هاي توان نام برد. در اين مقاله مروري، تاريخچه و جنبههاي نابجا را ميگيريهاي شناسايي هدفهاي جديد و روشراهنما، آنزيم

گيري ژنوم، انتقال سيستم و كنترل آن بر روي رخدادهاي ترميمي همراه با مانند دقت در هدف CRISPR/Cas9متفاوت سيستم 
 .ها مورد بررسي و بحث قرار گرفته استهاي نوين بيماريهاي آتي زيست شناسي و درمانكاربردهاي آن در پژوهش

  .هاي نوينمانگيري اختصاصي، در، هدفCRISPR/Cas9ويرايش ژنوم،  واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
توالي يابي ژنوم انسان نقطه عطف در مطالعـات پايـه ژنتيكـي    

هـاي  هـاي اخيـر در روش  رود. پيشـرفت ها به شمار ميبيماري
توالي يابي اين امكان را فراهم آورده است كه در خلال كمتر از 

 Hiseqيك هفته بتوان ژنوم كامل يـك انسـان را بـا فنـاوري     

10,5X دلار امريكا توالي يابي كرد. امروزه  1000حدود  با هزينه
هـاي  ها و انـواع واريانـت  اطلاعات فراواني در رابطه با توالي ژن
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هاي متفاوت در دسترس است. با اين ميان افراد با پيش زمينه
ها  تا همين ها و واريانتوجود دانشِ ما، در رابطه با كاركرد ژن
امـر از جملـه ناشـي از     اواخر بسيار محدود بـوده اسـت و ايـن   

كمبود يك روش مهندسي با توانايي ايجاد تغييـرات هدفمنـد   
هـا  ها به جهت تسهيل بررسي كاركرد مولكولي آندر توالي ژن

ها در سطح ورزيدارد. فنون توانمند ژنتيك با ايجاد انواع دست
هـا و پيشـرفت   تـر شـدن ارزيـابي كـاركرد ژن    تك باز به آسان

ده است. نخسـتين  شهاي بيماري منجر الگومطالعات مرتبط با 
هـاي ارتقـاء   با روش 1970هاي مهندسي ژنتيك در سال جرقه

در مخمـر توسـط سيسـتم     DNAاي از يافته براي تغيير ناحيه
و  Capecchi، 1980اواخـر دهـه   نوتركيبي هومولوگ زده شـد. 
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گيري اختصاصي ژنوم مبتني بر هايي براي هدفهمكاران روش

هاي بنيـادي جنينـي و نـوتركيبي هومولـوگ     سلولاستفاده از 
ي مطــرح كردنــد. رويكردهــاي پژوهشــي دانشــمندان مطالعــه

را تسـهيل كـرده و    -هااغلب موش-ها در جانوران الگو بيماري
به كشف و ارتقاء حـوزه دارويـي نيـز انجاميـده اسـت. اگرچـه       

بـراي   هـاي نـوتركيبي هومولـوگ   متاسفانه به علت محـدوديت 
هاي خاص، اختصاصي ژنوم تنها در برخي از سلولگيري  هدف

هـاي  ها و سيسـتم تعميم دادن اين فناوري به ساير انواع سلول
 ). 1-3يوكاريوتي تا همين اواخر با شكست مواجه شد (

براي عبور از چالش مورد اشاره در بالا، شماري از پژوهشـگران  
تلاش خود را براي طراحي يك روش كارآمـد را كـه قـادر بـه     

) و DSB )Double Strand Breakageايجاد شكست دورشـته  
مهار سيستم ترميم درون سلول باشـد آغـاز كردنـد تـا بـدين      

ها باشـند.  توانـايي   وسيله قادر به ايجاد تغيير ژنوم انواع سلول
منـد و در جايگـاه   القاء شكست دورشته در ژنوم به شكل هدف

كـه انـواع   دهـد  گـران مـي  اختصاصي اين اجازه را به پـژوهش 
تغييرات را در ژنوم موردنظر ايجاد كنند. به طور طبيعي درون 

توسط دو سازوكار ترميمي  DNAها شكست دورشته اي سلول
شــود. نخســتين ســاز و كــار اتصــال انتهاهــاي  بازســازي مــي
بـا   (Non-Homologous End Joining: NHEJ)غيرهومولوگ 

كـه دو   ضريب خطاي بالا است و كاركرد آن بدين نحـو اسـت  
دهد و در اغلب مـوارد  انتهاي شكسته شده را به هم اتصال مي

 :Insertion and deletion)همراه با حذف و يـا اضـافه شـدن    

indel)       نوكلئوتيدها همراه اسـت. دومـين سـاز و كـار، تـرميم
بـا دقـت    (Homology-Directed Repair)مستقيم هومولـوگ  

و است كه از الگوي بسيار بالا مي باشد كه كاركرد آن بدين نح
DNA  با انتهاهاي هومولوگ در نقطه شكست بدون هيچ حذف

ــي  ــتفاده م ــافه اي اس ــودو اض ــرميم  .ش در  NHEJسيســتم ت
هـا كـاربرد دارد و بـه همـين     ژن  (Knock-out)غيرفعال كردن

توان از آن در مطالعات كاركردي ژنوم بهره گرفـت. از  دليل مي
توان براي ويرايش ژنوم مي HDRسوي ديگر از سيستم ترميم 

را از نـو نوشـت و    DNAاستفاده كرد و بـه واسـطه آن تـوالي    
واريانت هاي جديد ژني و پروتئيني را به وجود آورد. با استفاده 

توان در راستاي آشكارسازي هرچه از تغييرات اين دو روش مي
تر ژنوميك كاركردي و ژنوميك پزشكي گام هاي بلندي را تمام

بارت ديگـر بزرگتـرين چـالش پـيش رو در ايـن      برداشت. به ع
حوزه، القاي شكست دورشته اي هدفمند در جايگاه  ويـژه اي  

هـايي بـا توانـايي    جا كه در طبيعـت، آنـزيم  از آن از ژنوم است.
ايجاد شكسـت دورشـته اي مخـتص مكـان و هدفمنـد وجـود       

هاي متفاوت و مناسب مهندسـي  ندارد؛ لازم است توسط روش

را  DNAاي  از شناسايي و اتصال به توالي  ويژهژنتيك ويژگي 
هـا بـه   هـا و توليـد آن  ها ايجاد كرد. با طراحي اين آنزيمدر آن
هـايي  توان شكستها ميها به سلولو انتقال آن in vitroشكل 

با جايگاه مشخص را القا كرد. بـراي دسـتيابي بـه ايـن هـدف،      
 DNAبـه  پژوهشگران بر روي شناسايي عوامل متصـل شـونده   

اند كه توسط فنون مهندسي ژنتيك قابليت اتصـال  تمركز كرده
 باشد و با استفاده از قلمروهايرا دارا مي DNAبه توالي خاص 

(Domains)  كاتاليتيك ايجاد شكافDNA مـوردنظر   در ناحيه
 ).3،4شود (را منجر مي

هـا نيـاز بـه    براي فهم بهتر تنظيمات اپي ژنتيكي و فعاليت ژن
. استهاي كارآمد در ويرايش ژنوم و در موجودات الگو ياورفن

توان توسط روش فنوتيپ به هاي مستقيم ژنتيكي ميبا بررسي
ژنوتيپ، يك تغيير ژنتيكـي خـاص در ژنـوم را كـه منجـر بـه       

تحت ارزيابي قـرار داد. بـه طـور     ،فنوتيپ مشخصي شده است
ت هـا در ژنـوم تح ـ  در خلال اين تغييرات شـماري از ژن  ،كلي

ها و موجـودات  توان سلولگيرند، بدين ترتيب ميتأثير قرار مي
با فنوتيپ مشخص را انتخاب كرده و سپس مكان تغيير يافتـه  

هاي ژنتيكي ايجـاد  را تعيين توالي كرد تا به واسطه آن ويژگي
كننده فنوتيپ مذكور شناسايي شوند. فنون جديدتر بر اسـاس  

هـاي كوتـاه    RNAه ويـژ  RNA  (RNA interference)تداخل 
به جهت ايجاد تغييـرات هدفمنـد در    (shRNA) سنجاق سري

ژنوم، انقلابي شگرف در حوزه بررسي ژنوم در موجودات ايجـاد  
بـا   shRNAاند. ساز و كار اين فرايند بدين نحو است كـه  كرده

ي mRNAي درون سـلولي تـوالي   RNAبه كار گرفتن ماشين 
آن ژن مربوطـه را نـاك    مكمل را هدف قرار داده و بـه واسـطه  

در بررسي شماري  RNAiكند. بر خلاف كاربرد فراوان دان مي
از فرايندهاي زيسـتي ايـن روش داراي معـايبي هماننـد عـدم      
خــاموش ســازي كامــل رونوشــت، طيــف وســيعي از رخــداد   

ي خود به سيگنال ضعيف هاي ناخواسته است كه به نوبهجهش
  ).5-8نجامد (امي و ايجاد اختلال در تفسير درست نتايج

پژوهشگران از ابزارهـاي   CRISPRگيري فناوري پيش از شكل
باشند مي DNAمتفاوتي كه قادر به ايجاد شكست دورشته در 

كردنـد. بـراي   براي ايجاد انواع تغييرات در ژنـوم اسـتفاده مـي   
 DNAنوع متفاوت از نوكلئازهـاي متصـل شـونده بـه      4نمونه 

 Zinc Finger) زهـاي انگشـت روي  شامل مگانوكلئازها، نوكلئا

Nucleases: ZFN)   ــال ــابه فع ــاركرد مش ــا ك ــايي ب ، نوكلئازه
 Transcription Activator-like)هاي عوامل رونويسـي  كننده

Effector Nuclease :TALEN)  ــاز ــه  Cas9و نوكلئـ را كـ
  .)9( توان نام بردجديدترين نوع كشف شده است را مي
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هـايي  شده در بالا با محـدوديت  هر يك از نوكلئازهاي نام برده
هـاي محـدودگر عمـل    اند. مگانوكلئازها مشابه آنزيمروبرو بوده

اند كـه قـادر بـه هـدف گيـري      اي طراحي شدهكرده و به گونه
جفت باز هستند. مگانوكلئازها به  40تا  14هايي به طول توالي

دليل دارا بودن كاسـتي هـايي ماننـد عـدم ويژگـي كـافي در       
هـا بـه   ي هدف و نياز قلمرو هاي شـكافنده آن DNAشناسايي 

ادغام با توالي هدف، تنها در مدت كوتاهي استفاده شده اسـت.  
ZFN  هــا وTALEN  هــا داراي كاركردهــاي نســبتاً مشــابهي

با هم تفـاوت   DNAهستند، اگرچه در قلمرو متصل شونده به 
شـود. ايـن   هاي سه و تك نوكلئوتيدي را شامل ميدارند و الگو

ي جداگانـه و  DNAها داراي قلمرو هاي متصل شونده به يمآنز
يك قلمرو شـكافنده غيراختصاصـي تحـت عنـوان انـدونوكلئاز      

FokI    مي باشند. اين ويژگي ها البته به برتري كـارايي ايـن دو
  ).9،10آنزيم نسبت به مگانوكلئازها انجاميده است (

هـا  ترين چالش طراحي و ساخت آنها، بزرگZFNدر رابطه با 
با توجه به ايجاد خصوصيت اتصال اختصاصي به هدف اسـت و  

ها بر خلاف داشتن خصوصيت اتصـال يـك    TALENدر مورد 
و هر يـك از بازهـاي تـوالي هـدف      TALEبه يك بين قطعات 

هاي پيچيده كلونينگ مولكولي براي طراحي اجزاي نيازمند فن
TALE   سـرانجام ابـداع روش   اسـت مشخص و حفاظت شـده .
تـر  تـر و آسـان  هاي به مراتب به صرفه، روشCRISPRد توانمن

، در براي ايجاد انـواع تغييـرات در ژنـوم و مهندسـي پـروتئين     
  ).11) (1هاي پيشين شكل گرفت (جدول مقايسه با روش

تـر  تـر و پـايين  تر، مراحـل سـاده  با توجه به دست ورزي راحت
قلابي به عنوان سيستم برتر و ان CRISPR/Cas9ها بودن هزينه

د. اين سيستم شبزرگ در پژوهش هاي زيست شناسي انتخاب 
هاي درماني به بهبود شـرايط سـلامتي   روش يبه واسطه ارتقا

  ).12ها منجر شده است (ها و مقابله با بسياري از بيماريانسان
ها مقاله معتبر و جديد در اين مقاله مروري با بهره گيري از ده

وچكي به كارآمـدترين روش  و تجارب كسب شده علمي نگاه ك
هـاي  ، سـپس روش "CRISPR/Cas9سيسـتم  "مهندسي ژنوم 

مطرح شده براي ارتقاء اين روش و توانايي اين سيستم در انواع 
ها در معرض معرفـي و بحـث اجمـالي قـرار     هاي بيماريدرمان

  گرفته است.
  

CRISPR/Cas9 هادر ايمني اكتسابي باكتري  
اي ان تكرارهـــاي خوشـــهو همكـــار Ishiuo، 1987در ســـال 
CRISPR      را در باكتري اشرشيا كـولي شناسـايي كردنـد. ايـن

ــد     ــك بارك ــواحي داراي ي ــن ن ــه اي ــد ك ــگران دريافتن پژوهش
اختصاصي تحت عنوان فاصله انداز ناشي از منشأ پلاسميدي و 

، فرضيه دخالت داشتن 2007در سال  .هستنديا ويروسي خود 
كاريوت ها به اثبات رسيد. به اين تكرارها در دفاع اكتسابي  پرو

گيري توالي فاصله در خلال مواجهه با فاژها شكل ،عبارت ديگر
هـا  دهد و ميزان حساسيت باكتريانداز در ژنوم باكتري رخ مي

در آلوده شدن توسط فاژهـا بـه محتـواي تـوالي فاصـله انـداز       
بـه   CRISPRبستگي دارد. مطالعات بعـدي نشـان دادنـد كـه     

كند، بدين نحـو  كار مي Cas9با اندونوكلئاز شكل يك مجموعه 
ــروتئين    ــده پ ــد كنن ــه ژن ك ــوس   Cas9ك ــاورت لوك در مج

CRISPR    قرار گرفته و به ايجاد شـكاف در تـواليDNA   و يـا
RNA شود.منجر مي  

هـا، شناسـايي اجـزاي    ها شماري از پژوهشبر اساس اين يافته
انش و استفاده از اين د CRISPR/Cas9تشكيل دهنده سيستم 

در مهندسي ژنتيك و ايجاد تغييرات مختص جايگاه در ژنوم را 
  ).13در كانون توجه خود قرار دادند (

از ژنـوم خـود در    CRISPR/Cas9ها توسط ها و آركئيباكتري
ي نوكلئيـك اسـيد فـاژ هـا و پلاسـميدهاي ادغـام       برابر حمله

بـه   CRISPR/Cas9كنند. در واقع سيستم شونده محافظت مي
هاي هماهنگ شده ستم ايمني آمده و توسط فعاليتكمك سي

هـاي مهـاجم اعـم از    هـا و اسـيد نوكلئيـك   شماري از پروتئين
DNA  وRNA 1دهد (شكل را هدف قرار مي.( 

ــر اســاس كــاركرد اجــزاي  CRISPR/Cas9هــاي سيســتم را ب
 كننـد. رده خود بـه دو رده اصـلي تقسـيم مـي     تشكيل دهنده

 مقايسه انواع نوكلئازهاي با قابليت برنامه ريزي .1جدول

 ZFN TALEN CRISPR هاويژگي

 RNA پروتئين  پروتئين DNAجزء متصل شونده به 

 22 30-40 14-40 اندازه توالي هدف

 FokI FokI Cas جزء نوكلئازي

 پايين پايين بالا - متغير ميزان سميت

 ساده پيچيده پيچيده ستمطراحي سي

 بالا پايين پايين ميزان كاركرد سيستم

ZFN, zinc finger nuclease; TALEN, transcription activator-like effector nuclease; CRISPR, clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats. 
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هستند كه از چنـد ريـز    CRISPR/Cas9هاي نخست، سيستم

اند و شامل تيپ  تشكيل شده RNAجزء عمل كننده از جنس 
I  وIII  ــپ ــتند  IVو  تيـ ــتمو ردههسـ ــاي ي دوم، سيسـ هـ

CRISPR/Cas9  كننـده از جـنس   از يك تك جزء عمـلRNA 
  ).14باشند (مي Vو تيپ  IIتشكيل شده اند كه شامل تيپ 

ين سيستم ايمني كاركردي مانند ماش CRISPR/Cas9سيستم 
هـاي  مولكول دارد و با ايجاد يـك حافظـه مولكـولي از تهـاجم    

پيشين به شكل يك توالي فاصله انداز به كمك سيستم ايمني 
گيـري  انـداز بـراي هـدف   فاصـله  آيد. در واقع از توالي قطعهمي

 crRNAيا به اختصار  CRISPR RNAاسيد نوكلئيك به شكل 
ــواعاســتفاده مــي ــروزه ان هــاي متفــاوتي از سيســتم شــود. ام

CRISPR/Cas9      ــري ــدف گي ــه ه ــادر ب ــه ق ــده ك ــت ش ياف
ــول ــاي مولكـ ــطه  RNAو  DNAهـ ــه واسـ ــه بـ ي مجموعـ

 IIتـرين نـوع آن تيـپ    . سـاده هستندچندريبونوكلئوپروتئيني 
هـدايت آن توسـط    ود را دار Cas9است كه تنهـا انـدونوكلئاز   

RNA  راهنمـا(guide RNA)    متشـكل ازCRISPR  و تـرانس 
 (Trans activating CRISPR RNA :tracrRNA) كتيــوا

CRISPR/RNA پذيرد. اين مولكول انجام ميRNA ايبه گونه 
 RNAمهندسي شده است كه توالي مربوطه را بـه شـكل يـك    

ارائه دهد و در خـلال اتصـال بـه    sgRNA راهنماي تك رشته 
ــدونوكلئاز  ــه  Cas9انـــ ــد. مجموعـــ ــدايت كنـــ  آن را هـــ

بـه   RNAو  Cas9ي متشـكل از انـدونوكلئاز   ريبونوكلئوپروتئين
، شروع به اسـكن كـردن   DNAمنظور يافتن توالي مكمل روي 

DNA كند و در پي آن، پيش از موتيـف مـرتبط بـا تـوالي     مي
تـوالي   )PAM )Protospacer Associated Motifفاصله انـداز  

NGGكند. توالي ، يك برش ايجاد ميPAM     كـه بـراي ايجـاد
ضروري است، قادر به تشـخيص   Cas9كلئاز برش توسط اندونو

DNA  خــودي از بيگانــه اســت و بــه همــين دليــل اســت كــه
ي خـودي شـكاف   DNAاي در هـاي باكتريـايي و آركئـي   گونه

بـراي   sgRNAاز  CRISPR/Cas9كننـد. سيسـتم   ايجاد نمـي 
هـدف اسـتفاده كـرده و بـه      DNAشناسايي توالي مكمـل در  

شود. به همين منجر مي اي در ناحيه موردنظرشكست دورشته
به شدت به قانون جفت شـدن    CRISPR/Cas9دليل سيستم 

هدف كه به راحتي  DNAو  RNAبازهاي واتسن و كريك بين 
توان توسط فنون مهندسي ژنتيـك در آن دخـل و تصـرف    مي
وابسته است. لازم به تاكيد است كه استفاده از اين روش  ،كرد

ها نيازمنـد دسـتكاري تـوالي    ها تنبراي ويرايش ژنوم يوكاريوت
هـاي پيچيـده   ورزياست و هيچ نيازي به دست sgRNAكوتاه 

. با عنايت به سـادگي نسـبي ايـن    نيستها ي پروتئيندر حوزه
سيستم، كارايي بالا و قدرت تمايل زياد براي كاركرد چندگانـه  

ها و رده هاي سلولي توان از آن در گونهمي ،و ساخت كتابخانه
). اگرچه كـه ايـن سيسـتم نيـز     2مند شد (شكل متفاوت بهره

 هـايي  مشـتمل بـر هـدف    مانند هر فناوري ديگر با محدوديت
روبـرو اسـت. اهميـت     Cas9هاي غيراختصاصي پروتئين گيري

-هاي باليني به پيدايش راهي آزمونبالاي اين چالش در حوزه

هاي متعدد براي مقابله با آن منجر شده است. در ايـن راسـتا   
گيري غيراختصاصي ميـان انـواع   هاي اين هدفبه تفاوت توجه
هاي سلولي حائز اهميت اسـت. بـه همـين دليـل     ها و ردهگونه

ــتم     ــي سيس ــزايش ويژگ ــر روي اف ــگران ب ــماري از پژوهش ش
CRISPR/Cas9 هـا شـامل طراحـي    اند. اين يافتـه تمركز كرده

بـدون كـاركرد    Cas9كايمريك سيستمي است كه از پروتئين 
 شـده تشـكيل   FokIيك و قلمرو كاتاليتيك اندونوكلئاز كاتاليت

تـوان از  است. از سوي ديگر در روش ايجاد جفـت شـكاف مـي   
با قلمرو هـاي تكـي بـا كـاركرد نوكلئـازي       Cas9واريانت هاي 

. هسـتند استفاده كردكه هر يك قادر به ايجاد يك تك شـكاف  
توان دو شـكاف مـرتبط و   مي sgRNAبا استفاده از يك جفت 

را شكل  DNAديك به هم در مجموع يك شكاف دو رشته در نز
داد. اگرچه روش ايجـاد جفـت شـكاف موجـب افـزايش ميـزان       

هـاي  شود، به نـدرت شـكاف  مي CRISPR/Cas9ويژگي سيستم 
رخـدادي   ؛يابـد به درستي ترميم نمي DNAتكي ايجاد شده در 

  ).15تواند پيامدهاي خطرناكي داشته باشد (كه مي
fdCas9, fCAS9  وRFN هايي هستند كه از ادغـام  ها واريانت
غيرفعـال از لحـاظ    Cas9بـا پـروتئين    FokIقلمرو كاتاليتيـك  
شوند و ميزان ويژگـي و  حاصل مي (dCas9)فعاليت كاتاليتيك 

را در ايجاد تغييـرات در سـطح    CRISPR/Cas9دقت سيستم 
هـا برپايـه   دهنـد. سـاير روش  ژنوم به مقدار زيادي افزايش مي

و يـا   Cas9و پـروتئين   sgRNAهاي تراسيون ميزان مولكولتي
 sgRNAهاي پروتئين كوتـاه شـده   طراحي و ايجاد ساير شكل

 CRISPR/Cas9نيز به نوبه خود در افـزايش ويژگـي سيسـتم    
  كنند.سزايي ايفا ميه نقش ب

هاي فنون استفاده شده در اين حوزه به علت اعمال محدوديت
 يي پژوهشگران بـراي شناسـايي همـه   همچون توالي يابي، توانا

شود. بـه ايـن دليـل    گيري هاي غيراختصاصي كاسته ميهدف
همـراه بـا    Cas9هاي جديد پـروتئين  نياز روز افزون به واريانت

شود تا به واسطه آن بتوان به ويژگي افزايش يافته احساس مي
هاي باليني و به ويژه كار تري در حوزه درمانهاي مطمئنروش
هاي زاينده دسترسي پيدا كرد زيـرا يـك تغييـر    ي سلولبر رو

ها به يك تغيير عظـيم در دودمـان   كوچك در توالي اين سلول
   ها منجر خواهد شد. به همين جهت، دستيابي بهحاصل از آن



 227/ و همكاران ييدلو يمحمدرضا نور                                                                                   96 زمستان    4 شماره   27 دوره

  

 
ها آنزيم ي بيگانه به درون باكتريDNA. به محض ورود CRISPRو استفاده آن از سيستم سازوكار سيستم ايمني اكتسابي ميكروبي  .1شكل 

ي بروني كسب كرده و آن را درون انتهاي DNAرا از  Spacerيك توالي جداكننده تحت عنوان  Cas9تحت عنوان  CRISPRنوكلئاز وابسته به 
گيرد و اگر در در باكتري تحت پردازش قرار مي CRISPRوشت حاصل از كند. سپس روندر ژنوم باكتري وارد مي CRISPRگر لوكوس هدايت

عمل كرده و  Casي به عنوان يك راهنما براي مجموعه crRNAتحت عنوان  CRISPRي بالغ لوكوس RNAآينده حمله ديگري شكل گيرد 
DNAكند. ي مهاجم مكمل را تخريب ميA اكتساب (B ساخت (crRNA Cتغييرات (  

 
  ي راهنما.RNAي انتخاب هدف تا طراحي از نحوه CRISPR/Cas9ش ساده اي از فناوري ويرايش ژنوم نماي. 2شكل 

A(  انتخاب ژن مورد هدف و طراحيRNA راهنما؛B ايجاد جفت بازهايsgRNA  وDNA ي ژنومي؛C جستجوي موتيفPAM  توسطCas  و
 يجاد شده در ژن مورد نظرتأييد نهايي تغيير اDشكافتن ژن هدف به واسطه القاي شكست دو رشته؛ 
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بسيار دقيق كـه افـزون بـر كوچـك بـودن       Cas9يك پروتئين 

اء طيف تواند به ارتقمي ،باشد PAMداراي انعطاف براي قلمرو 
وسيعي از كاربردهاي ايـن سيسـتم بيانجامـد. امـروزه از روش     

CRISPR/Cas9  با ويژگي و كارايي براي ايجاد انواع تغييرات و
هـــاي ســـلولي و ويـــرايش در ســـطح ژنـــوم شـــماري از رده

شـود. طراحـي طيفـي از    هاي پستانداران استفاده ميارگانيسم
هـاي  وديتقـادر بـه كـاهش محـد     Cas9هاي پروتئين واريانت

آورد باشد و اين امكـان را فـراهم مـي   مرتبط با اين سيستم مي
 Cas9كه بتوان توسط هريك از ايـن واريانـت هـاي پـروتئين     

تـوان بـه   اي  استفاده كـرد. بـراي نمونـه مـي    براي هدف  ويژه
اشاره كرد كه براي ايجاد انواع تغييرات در  cpf1Cas9واريانت  

ها مـورد اسـتفاده   ي از پژوهشسطح ژنوم پستانداران در شمار
توانايي آن در ايجاد  cpf1Cas9قرار گرفته است. از خصوصيات 

گيري انتهاهاي چسبنده اسـت كـه   اي و شكلشكست دورشته
شـود. از  منجـر مـي   HDRبه افزايش كارايي سيستم ترميمـي  

تر بودن انـدازه آن نسـبت بـه    كوچك cpf1Cas9ديگر مزاياي 
  .تاسمعمولي  Cas9پروتئين 
هــاي رود كــه كيــتاي نــه چنــدان دور انتظــار مــيدر آينــده

CRISPR/Cas9  به عنوان ابزارهاي مولكولي متشكل از واريانت
و انــواع  sgRNAو ســاختارهاي متنــوع  Cas9هــاي پــروتئين 

-ها براي اهداف ويژه گسترش يابنده افزون بر اين، ردهمولكول

شـابه بـا   ي اختصاصـي م گيرنـده هاي جديد نوكلئازهاي هـدف 
CRISPR/Cas9 هـا وابسـته بـه جفـت بازهـاي      كه كاركرد آن

هـاي كنـوني   توانند مكمل سيستمباشد ميواتسن و كريك مي
اي تـوان تاكيـد كـرد كـه آينـده     شوند. در مجموع، آشكارا مـي 

روشن در انتظار فنون مهندسي ژنـوم اسـت. هـم اكنـون نيـز      
ماري از پژوهشگران به ابزارهـايي كارآمـد بـراي پاسـخ بـه ش ـ     

اي و ايجـاد تغييـرات در ژنـوم بـراي بهبـود      هـاي پايـه  پرسش
هـا مجهـز   هاي ژنتيكي و شناخت اسـاس مولكـولي آن  بيماري

  ).16اند (دهش
  تنظيم هدفمند در سطح رونويسي

بيشترين توجه پژوهشگران مولكـولي در ايـن مبحـث بـر روي     
 توانايي القاي شكست دورشته در ژنـوم و اسـتفاده از آن بـراي   

مطالعات كاركردي و اهداف درماني متمركز شده است. از ايـن  
اي طراحي كردكـه حتـي   توان به گونهرا مي Cas9رو پروتئين 

در  DNAفارغ از فعاليت نوكلئازي نيز ويژگي اتصال بـه تـوالي   
همـين دليـل اسـتفاده از    ژنوم هدف را در خود حفظ كنـد. بـه  

بـه عنـوان    TALEsهاي كايمريك انگشـت روي و يـا   پروتئين
و ديگـر قلمروهـاي كاتـاليكي     DNAبخش متصل شـونده بـه   

تنظيم كننده رونويسي از ملزومات كنترل رونويسـي در سـطح   

كـه از   Cas9هـا بـا پـروتئين    روند. اين قلمروژنوم به شمار مي
لحاظ كاتاليكي غيرفعال است ادغام شده و بدين وسيله تنظيم 

 CRISPR/Cas9س هــاي مصــنوعي رونويســي را براســاكننــده
  ). 17دهند (تشكيل مي

هاي كايمري، در واقع رونويسي را  به شكل مصـنوعي  پروتئين
كننـد.  در سطح بيان يك ژن و يا حتي چندين ژن كنترل مـي 

در نتيجه قادر به فراهم كردن يك بسـتر مناسـب و قدرتمنـد    
ها و يا حتي ژنوم در محـيط  براي انجام مطالعات كاركردي ژن

ها و يا تحت شرايط فيزيولوژيكي و مراحل تكـويني  طبيعي آن
هـاي دوگانـه بـر روي    ). انجام كنترل2باشد (جدول خاص مي
هـاي  هـا و مهاركننـده  ي فعـال كننـده  هـا بـه واسـطه   بيان ژن

هاي خاص ي كروماتين در سلولرونويسي و عوامل تغييردهنده
كل ها به شيا مراحل تكويني ويژه براي مطالعه ي كاركردي ژن

هـا و مسـيرهاي   كـنش  ميـان ژن  اي از بـرهم منفرد و يا شبكه
ها بسيار ارزشمند اسـت. ايجـاد كـردن ايـن     مرتبط با بيان آن

بستر يك ابزار با ارزش براي رسـيدن بـه مطالعـات كـاركردي     
هـا بـه شـمار    هـاي متفـاوت يوكـاريوت   قدرتمند درميان گونـه 

 ـرود، بدين ترتيب ميمي ه غيـر فعـال   توان آشكار كردكه چگون
ها بـراي ارگانيسـم   اي از ژنكردن يك ژن منفرد و يا مجموعه

آور است. به علاوه امروزه تغييرات ايجادشده هدف مضر و مرگ
در سطح وسيع ژنـوم اسـتفاده    CRISPR/Cas9توسط سيستم 

گيـري  تـرين هـدف  هـاي گسـترده بـا كـم    شـود و بررسـي  مي
دي ميـان  غيراختصاصي نشان دهنده قـدرت مطالعـات كـاركر   

  ).18هاست (انواع يوكاريوت
 

CRISPR/Cas9     ادغام شده بـراي نقشـه يـابيde novo 
  هاي ژنتيكيكنشبرهم

شود كـه  زمان دو ژن موجب ايجاد فنوتيپي ويژه ميجهش هم
هاسـت.  بسيار متفاوت از جهش تك تك در هريـك از ايـن ژن  

هـاي  اين موضوع نشان دهنده ارتبـاط ژنتيـك بـا كـاركرد ژن    
ها در يك مسـير  نده يك مجموعه پروتئيني و مشاركت آنساز

هـاي  زيستي است. به همين جهت براي شناخت بهتر سيسـتم 
زيستي بايد يك چارچوب و نقشه واضح از ايـن كاركردهـا بـه    

توان از اين ارتباطات ژنتيكـي در  دست آورد. از سوي ديگر مي
ن ها سـود جسـت. اي ـ  اهداف درماني به ويژه در درمان سرطان

ها در افراد مختلف با هم متفاوت ها در انواع سرطاننوع درمان
  .هستند

براي به دست آوردن يـك نقشـه مناسـب از شـبكه اطلاعـات      
اسـتفاده كـرد كـه     CRISPR/Cas9تـوان از روش  ژنتيكي مـي 

  ها هم مناسب است. ها براي جفت ژنافزون بر تك تك ژن
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 Cas9پـروتئين  به همراه  gRNAراهنما  RNAدر اين سيستم 

باشد، هدف قرار مي gRNAهايي از ژنوم را كه هومولوگ توالي
و بـا   gRNAدهد و به همين ترتيـب بـا دسـتكاري كـردن     مي

زمـان اهـداف   در يك مجموعه، هـم  gRNAاستفاده از چندين 
متفاوتي را در يك سلول مورد ويرايش قرار داد. در اين راسـتا،  

ــردن هـــدف  ــام كـ ــا ادغـ ــهبـ ــري چندگانـ ــه گيـ ي مجموعـ
CRISPR/Cas9 هاي اليگونوكلئوتيدي، فني بـه دسـت   با آرايه

جفـت ژن و   510آمده است كه قادر بـه شناسـايي و ويـرايش    
باشد. هر يـك از  مي dual-gRNAهاي دوگانه ساخت كتابخانه

gRNA  ها قادر به شناسايي يك ژن يا يك توالي نامنظم حذف

ن سيستم در شناسـايي  شده از ژنوم هستند. در واقع توانايي اي
يك تـك ژن و يـك جفـت ژن موجـب يـك كيفيـت سـنجي        

شود. به همـين  سيستماتيك از ارتباطات ژنتيكي در انسان مي
 dual-gRNAداكت كـردن كتابخانـه ويروسـي    منظور با ترانس

را بيـان   Cas9درون يك جمعيت سلولي كه بـه شـكل پايـدار    
در  gRNAهــا و بررســي تغييــرات كننــد و رشــد دادن آنمــي
توان ارتباطات ژنتيك را بررسي كـرد. بـا   هاي متفاوت ميزمان

هـاي سـركوب   جفـت ژن شـامل ژن   73استفاده از ايـن روش  
هاي هدف داروهاي ضد سرطان را ها و ژنكننده تومور، انكوژن

هـا را بـا   به شكل تركيبي غيـر فعـال كـرده و ارتبـاط بـين آن     
هـا،  ي ايـن پـژوهش  هجزئيات مورد بررسي قرار دادند. در نتيج

 هاي ژن هاي تغيير يافته در انواع رده هاي سلولينمونه. 2جدول

ئازنوكل تحويل راهكار ژن هدف بيماري دودمان سلولي  منبع 
HBE, CFTE Cystic fibrosis CFTR HDR-mediated cDNA 

knock-in 
Plasmid ZFN Lee et al. (2012) 

K-562, Hep3B Hemophilia B hF9 HDR-mediated addition 
of corrective cDNA 

AAV ZFN Li et al. (2011) 

K-562 Sickle-cell 
anemia 

HBB HDR-mediated cDNA 
knock-in 

Plasmid TALEN Voit et al. (2014) 

K- 562, hCD4+ 
T cells, HEK-
293, 
lymphoblastoid 
cells, Jurkat 
cells, hESCs 

SCID IL2Rγ HDR-mediated cDNA 
knock-in 

IDLV, 
mRNA 

ZFN/TA
LEN 

Lombardo et al. 
(2007) 
Urnov et al. (2005) 

Matsubara et al. 
(2014) 
Genovese et al. 
(2014) 

Immortalized 
patient myoblasts 

DMD DMD Excision of exons 51 or 
45–55, restoring the 
reading frame 

Plasmid ZFN/CRI
SPR 

Ousterout et al. 
(2015) 
Ousterout et al. 
(2015) 

Addition of the 
microdystrophin gene 

Plasmid ZFN Benabdallah et al. 
(2013) 

NHEJ restoration of 
reading frame 

Plasmid TALEN Ousterout et al. 
(2013) 

Patient 
fibroblasts 

Epidermolysis 
bullosa 

COL7A1 HDR using a ssODN Plasmid TALEN Osborn et al. (2013) 

SiHa, C33-A, 
Caski 

HPV E6, E7 NHEJ-mediated 
disruption of promoter, 
E6, and E7 gene 

Plasmid CRISPR Zhen et al. (2014) 
Kennedy et al. 
(2014) 
Hu et al. (2014) 
Yu et al. (2015) 

Huh7, HepG2, 
HepAD38, 
HepaRG 

HBV Multiple NHEJ-mediated 
disruption of multiple 
genes 

Plasmid CRISPR Lin et al. (2014) 
Seeger et al. (2014) 
Zhen et al. (2015) 
Dong et al. (2015) 
Liu et al. (2015) 
Kennedy et al. 
(2015) 
Ramanan et al. 
(2015) 

CHME5, HeLa. 
TZM-b1, U1 

HIV LTR U3 
region 

NHEJ-mediated 
disruption of viral genes 

Plasmid CRISPR Hu et al. (2014) 

HDR, homology-directed repair; ZFN, zinc finger nuclease; hF9, human F9; AAV, adeno-associated virus; TALEN, 
transcription activator-like effector nuclease; SCID, severe combined immunodeficiency; IDLV, integration-deficient lentiviral 
vector; DMD, Duchenne muscular dystrophy; CRISPR, clustered regularly interspaced short palindromic repeats; NHEJ, 
nonhomologous end joining; ssODN, single-stranded oligonucleotide; HPV, human papilloma virus; HBV, hepatitis B virus; 
HIV, human immunodeficiency virus; LTR U3, long terminal repeat U3. 
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ها هاي عمومي و كلي بين ژنوابستگي چشمگيري بين ارتباط

ها به تنهـايي مشـاهده   و برازندگي تكامل زيستي هر يك از ژن
گرديده است. اين امر پيشنهاد كننده ايـن موضـوع اسـت كـه     

هاي فعـال در مركـز شـبكه ارتباطـات از لحـاظ كـاركردي       ژن
باشـند. بـه   تر مـي ، بسيار مهمهاي با ارتباط كمترنسبت به ژن

علاوه مشخص شده است كه اين ارتباطـات ژنتيكـي در ميـان    
باشند و حتي يك هاي سلولي مختلف نيز با هم متفاوت ميرده

ها يافـت نشـده اسـت.    ارتباط مشترك هم بين هيچ يك از آن
 ,BRCA1-PARP1شـــماري از ايـــن ارتباطـــات هماننـــد  

PTEN/mTOR هـا در  توان از آند و مياناز پيش شناخته شده
  ).19هاي هدفمند سود جست (درمان

اغلب براي غير فعال كردن دوگانه  CRISPR/Cas9اغلب از روش 
شـود اگرچـه   ها و بررسي ارتباطات بين ژني استفاده ميجفت ژن

هـا در مواجهـه بـا    توان از اين روش براي بررسي پاسخ سـلول مي
نـي ايـن ارتبـاط بـه طـور      داروها نيز بهره گرفت. محصول پروتئي

مستقل توسط فنون سنجش پروتئين قابل بررسي است. سرانجام، 
تـوان  هاي يوكاريوتي ميبا ترميم چارچوب اين ارتباطات در سلول

اي از مسيرهاي پيام رساني ايجاد كننـده و دخيـل در   به مجموعه
ي سرطان پي برد و بدين ترتيب متوجه شـد كـه چگونـه شـبكه    

گـذارد و از سـوي   ها بر روي تومورزايي تأثير مـي ارتباطي بين ژن
ديگر با استفاده از ارتباطات كشنده ايجاد شـده توسـط داروهـاي    

هاي نوين را بهبود بخشيد. در ايـن  جديد ميزان حساسيت درمان
در ايـن مجموعـه توجـه     gRNAميان بايد به نقش حائز اهميـت  

سيستم تـلاش   داشت و با ارتقاء طراحي آن در بهبود اين ايويژه
هاي اختصاصي را افزايش داد، توان نرخ ويرايشكرد. بدين نحو مي

اي را طراحـي  gRNAميزان اهداف مثبت كاذب را كـاهش داد و  
دهد. از كردكه كه قلمروهاي پروتئيني كاركردي را هدف قرار مي

هـاي يـك رده و بـين    بـين سـلول   Cas9آنجا كه اخـتلاف بيـان   
ارايي ارتباطات و اخـتلال ايجـاد شـده    هاي متفاوت بر روي كرده

گذارد، مطالعـات متعـدد، بـه ويـژه پروتئـوميكس بـراي       تأثير مي
باشد. لازم به تاكيد تر اين چارچوب ارتباطي لازم ميترسيم جامع

هـاي  است كه اين چارچوب كـاري آزمايشـي تنهـا بـراي سـلول     
ستي هاي زيتوان از آن براي سيستمسرطاني كاربرد ندارد بلكه مي

ها در انواع سلول يوكـاريوتي بـا قابليـت    پيچيده و بررسي بيماري
ها و رشد در محيط كشـت  ترانسداكت شدن توسط لنتي ويروس

  ).20( استفاده كرد
 

CIRCLE-seq 
ريـزي  نحوي برنامـه را به  CRISPER/Cas9توان به راحتي مي

اي را كرد كه به شكل هدفمند در ژنوم يـك شكسـت دورشـته   

د. راحتي اين فرآينـد بـه اسـتفاده از آن در ويـرايش     ايجاد كن
اي گسترده ژنومي منجر شـده اسـت. ايـن شكسـت دو رشـته     

ترميم شده و بـه اخـتلال در   هاي ترميمي سلولتوسط سيستم
شود. به طور توالي هدف ژنوم سلول زنده و ارگانيسم منجر مي

 Streptococcus Pyogenesگرفته شـده از   SpCas9معمول از 
نوكلئوتيد تكميلـي بـين    20تا  17شود كه نياز به تفاده مياس

RNA ي راهنماsgRNA    و جايگـاه هـدفproto spacer   نيـاز
در مقاطع باليني  CRISPER/Cas9دارد. براي استفاده از روش 

هـاي  نياز به تشريح شمار دفعات رخداد و مكـان وقـوع جهـش   
در  غيرعمدي و ناخواسته، بسيار حـائز اهميـت اسـت. اگرچـه    

ها هاي برپايه سلول براي شناسايي اين نوع جهشگذشته روش
هـاي  ها قادر به شناسايي جهشانجام گرفته است اما اين روش

باشـد.  از  ناخواسته با نرخ رخداد كمتر از يك دهم درصد نمـي 
ها ها و كارايي آنهاي ترانسفكشن سلولسوي ديگر محدوديت

تكرار پذيري ايـن نـوع    بر روي امكان پذيري، مقياس پذيري و
 inهـاي  گذارد. بـه همـين دليـل روش   ها تأثير منفي ميروش

vitro هاي برپايه سلول دارد. مزاياي بي شماري نسبت به روش
ها از اجـزاي تخلـيص شـده اسـتفاده     جا كه در اين روشاز آن
-شود، نياز به ترانسفكشن و ترانسداكشن سلولي مرتفع ميمي

هــايي را تــوان بــالقوه تــواليمــي in vivoهــاي شــود. در روش
هـاي  هـا توسـط روش  ندرت تشـخيص آن  شناسايي كرد كه به

سلولي امكان پـذير اسـت. در ايـن روش از كتابخانـه تصـادفي      
DNA  هـاي ايجـاد شـده توسـط     براي شناسايي شـكافCas9 

  .)21شود (استفاده مي
هاي ناخواسته در سطح شناسايي جهش in vitroيكي از فنون 

ي باشـد. ايـن روش بـر پايـه    مـي  Digenome-seqوم، روش ژن
انتهاي  ي ژنومي و اتصال آداپتورهايي به همهDNAهاي شكاف

توان با استفاده از توالي يابي آزاد حاصل است كه در پي آن مي
هـاي شـكافته شـده را بـه شـكل      دقيق و بيوانفورماتيك مكان

 400ي بلند (هاگسترده بررسي كرد. اين روش البته به خوانش
هايي با نرخ ميليون) نياز دارد و به همين دليل شناسايي شكاف

شود. به ايـن دليـل روش   رخداد پايين يك چالش محسوب مي
ارائه شده است كه قادر به  CIRCLE-seqبا عنوان  تريمناسب

شناسايي نواحي شـكافته شـده بـه واسـطه تحريـك سيسـتم       
CRISPER/Cas9     اي اخـتلال  است كـه خـوانش هـاي زمينـه

كند. را حذف مي Digenome-seqبرانگيز در دسترس در روش 
اين ويژگي نـه تنهـا موجـب حساسـيت بيشـتر در شناسـايي       

، بلكه به عنـوان يـك مـاده خـام     شودهاي ناخواسته ميجهش
 CIRCLE-seqرود. عالي براي توالي يابي نسل بعد به شمار مي

رخ داده ناخواسته  هايجهش به تنهايي قادر به شناسايي همه
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ــط   ــه توس ــوده  HTGTSو  GUIDE-seqك ــايي ب ــدشناس  ،ان
هـاي  ي جهشتواند همهكه ميباشد. اين روش افزون بر اينمي

ناخواسته را در ژنوم شناسايي كند، قادر به انجـام ايـن فراينـد    
بدون نياز به ژنوم مرجع اسـت. ايـن خصوصـيت در رابطـه بـا      

ر دسترس نيسـت و يـا تـوالي    ها دموجوداتي كه تمام ژنوم آن
حائز اهميـت اسـت.    ،باشدها داراي هتروژني بالايي ميژنوم آن

ــرانجام،  ــش   CIRCLE-seqس ــايي جه ــه شناس ــادر ب ــاي ق ه
ــژهكــه توســط چندشــكلياســت اي ناخواســته تــك  هــاي وي

باشـد و بـه   اند ميافزايش و يا از بين رفته (SNP)نوكلئوتيدي 
رخ شخصي جهش ناخواسته نيماين دليل اين روش براي ايجاد 

  ).22در افراد از كارايي بالايي برخوردار است (
  

 CRISPR/Cas9اشاره اي بر كاربردهاي امروز و فرداي 

 الف) در پژوهش هاي سرطان

هاي پرشمار ها حاصل از جهشدانيم همه سرطانچه ميچنان
هـا و  و متنوعي هستند كه به رشد و تكثير بيش از حد سـلول 

شود. بستر رخداد و حيطـه  وتيپ هاي بدخيم منجر ميبروز فن
دسـته مجـزا    4توان بـه  ها را ميمختل شده توسط اين جهش

رده بندي كرد: (انكوژن ها، سركوب كننده هاي تومور، عوامـل  
هاي ايجادكننده مقاومت به شـيمي درمـاني)   ژنتيكي و ژناپي

)23-25.(  
نـد و بـا   بـه عنـوان يـك ابـزار قدرتم     CRISPR/Cas9سيستم 

هـا و درمـان تقريبـي    ويژگي بالا، توانايي به اصلاح اين جهـش 
جـا كـه تغييــرات   . از آندهــا را دارهـاي حاصـل از آن  سـرطان 

هـا و  هـا، افـزايش تكثيـر سـلول    انكوژني در شماري از سرطان
توان انكوژن هـايي ماننـد   وضعيت بدخيمي را در پي دارند، مي

طور مستقيم توسـط روش   را به Erb2گيرنده تيروزين كينازي 
CRISPR/Cas9   هدف قرار داد. از يك ديدگاه تكميلي توسـط

هاي عامل سـرطان را در  توان جهشمي CRISPR/Cas9روش 
هاي حيواني ايجاد كرد. در همـين  هاي سلولي انسان و الگورده

هاي ريه، لوكمي ميلوئيدي حـاد،  هاي سلولي سرطانراستا رده
 ).26اند (اس ساخته شدهسرطان كبد و سرطان پانكر

  هاي حيوانيب) در الگو
هاي حيواني مبتلا بـه  توان در الگومي CRISPR/Cas9از روش 

نيـز بهـره    -هـا هاي ارثي تـا سـرطان  از بيماري -انواع بيماري 
). تغييرات قابل توارث را توسط انتقال سيستم 3گرفت (جدول 

CRISPR/Cas9 در  گيري مستقيم يك و يا چنـد الـل  و هدف
هاي حيواني ترانسـژنيك، بيشـتر   تخم ايجاد كرد. در ميان الگو

اگرچـه   ،هاي موشي شـكل گرفتـه اسـت   ها بر روي الگوآزمون
هاي پريمات هاي غيرانسـاني  پژوهشگران موفق به ساخت الگو

ها اند. مزيت اين الگوها نيز شدهگيري چندگانه ژنتوسط هدف
ي پيچيده انساني ماننـد  هادر بازسازي و امكان بررسي بيماري

هـاي  . با اين وجود الگـو استهاي تحليل برنده اعصاب بيماري
موشي نسبت به سايرين از مزاياي بيشتري از جمله بـه صـرفه   

ها برخوردار هستند و علاوه بـر آن  بودن هزينه كار كردن با آن
 inزايي به شكل هاي موشي براي مطالعات گسترده جهشالگو

vivo 27(هستند ب بسيار مناس .(  
  ج) در زيست شناسي مصنوعي

در زيست شناسي مصـنوعي   CRISPR/Cas9استفاده از روش 
هــاي شــامل عمــوم مفــاهيم مــرتبط بــا طراحــي و انتقــال ژن

جـايي كـه ايـن    شـود. از آن هاي زنده ميمصنوعي درون سلول
هـا  هاي مصنوعي متشكل از حسگرها، پردازشگرها و محركژن

مصنوعي نه تنها داراي توانـايي ارتقـاء    هستند، زيست شناسي
بلكــه قــادر بــه ايجــاد اســت، زيســت شناســي  مطالعــات پايــه

هــاي كــاركردي بــاليني و هــايي چشــمگير در حــوزهپيشــرفت
هاي زيستي و توليد مواد شيميايي مفيـد  درمان، توليد سوخت

  ).28است (
در گياهـان در   CRISPR/Cas9تـرين كاربردهـاي   يكي از مهم

 ،ي مانند برنج، گندم، ذرت و تنباكو است. براي نمونـه محصولات
 MLOهـاي  تـوان ژن مـي  CRISPR/Cas9با اسـتفاده از روش  

(Mildew-resistance locus)  .هدف قرار داده و غير فعال كرد
هايي هستند كه بر عليـه بيمـاري   ها، كدكننده پروتئيناين ژن

powdery mildew كننـد  اي هگزاپلوئيـد عمـل مـي   هدر گندم
)29.(  

توان براي بررسي سيسـتماتيك  مي CRISPR/Cas9از سيستم 
هاي انسان نيـز بهـره گرفـت. كتابخانـه     ها در سلولكاركرد ژن

هـاي شناسـايي   توان بر عليـه ژن را مي sgRNAلنتي ويروسي 
هـاي كـاركردي آناليزهـاي حسـاس     شده به واسطه غربـالگري 

رود كــه يــد اســتفاده كــرد. انتظــار مــيتــوالي يــابي نســل جد
غربالگري ايـن كتابخانـه قدرتمنـد بـا رويكـرد از دسـت دادن       

هـايي شـود كـه نقشـي     كاركرد موجب تسـهيل شناسـايي ژن  
اساسي در فرايندهاي زيستي متفاوت ماننـد سـميت دارويـي،    

هاي درماني و بيان فنوتيپ هـاي مشـخص   گيري مولكولهدف
 ).30كنند (ايفا مي

هاي منفـرد راهنمـا    RNAهاي وسيع از ستفاده از كتابخانهبا ا
SgRNA  و اندونوكلئازCas9 توان با كـارايي بسـيار بـالا از    مي

ها و كسب كاركردهايي را كه به شماري از فنوتيپ دست دادن
شـوند بررسـي كـرد و بـدين وسـيله بـه       منجر مـي  هاي خاص

پاسخ ي زيست شناسي هاي پيچيده در حوزهشماري از پرسش
-CRISPRداد. براي نمونه، به جهت بررسـي كـاربرد سيسـتم    
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Cas9 هاي ژنـومي از روش غيـر فعـال كـردن ژنـوم      در ارزيابي
ــه CRISPR-Cas9 (Gecko)توســط سيســتم  هــاي و كتابخان

SAM ها توسط غير فعال كردن يا فعالسازي براي شناسايي ژن
، BRAF هاي سرطاني ملانوما را تحت تيمار با مهاركنندهسلول

Vemurafemib  ــي ــرار م ــه    ق ــت ب ــر مقاوم ــزون ب ــد. اف دهن
Vemurafemib ارزيابي توسط ،CRISPR-Cas9  هـاي  ديـدگاه

هـا بـه داروهـا و    جديدي بر روي فرآيند مولكولي مقاومـت ژن 
سموم، پاسخ سلولي به هيپوكسي و نقش عوامل ميزبـان طـي   

 گشـوده شـده اسـت.     (flaviviruses)هـا عفونت با فلاو ويروس
شكل گرفته اسـت،   in vitroها در شرايط اگرچه بيشتر ارزيابي

هـاي دنـدريتي   در محيط برون تنـي در سـلول   Cas9سيستم 
ي پاسخ به ليپوپلي سـاكاريدهاي باكتريـايي و در   براي مطالعه

براي شناسايي عوامل اصلي در ايجاد متاسـتاز   in vivoمحيط 

گرفتـه اسـت   هاي سرطاني ريه مـورد اسـتفاده قـرار    در سلول
)31.( 

بــراي بررســي نــواحي  CRISPR-Cas9بــه عــلاوه از سيســتم 
شـود بـدين شـكل كـه بـا      غيركدكننده ژنوم نيز اسـتفاده مـي  

، (SgRNA)ي راهنمـــاي تـــك رشـــته   RNAاســـتفاده از 
شود تـا بـه   هايي در لوكوس هاي غيركدشونده ايجاد ميجهش

، BCL11Aي ژن وســيله آن الــل هــاي كــاركردي در افزاينــده
هاي اتصالي عوامـل  و مكان CUL3، لوكوس POU5F1لوكوس 

  ).32يافت شوند ( ESR1و  P53رونويسي همانند 
براي يك هدف خـاص   SgRNAهاي اگرچه هريك از كتابخانه

هـا  ي آناي طراحي بـين همـه  اند، اما مراحل پايهطراحي شده
-مشترك است. در ابتدا نواحي ژنومي دلخواه به جهـت هـدف  

 SgRNAگيـري  توسط قوانين هـدف  SgRNAنه گيري كتابخا
گيـري  شـوند. بـراي نمونـه، هـدف    شناخته شده مشـخص مـي  

 نمونه هاي كاربرد درماني ويرايش هاي ژنومي در الگوهاي موشي .3جدول

كارراه ژن هدف بيماري ئازنوكل الگو (مدل) تحويل   منبع 
Hemophilia B hF9 HDR-mediated 

addition of 
corrective cDNA 

AAV Humanized 
neonatal, adult 
mice 

ZFN Li et al. (2011) 

Anguela et al. (2013) 

Hemophilia A, 
B 

mAlb HDR-mediated 
insertion of F8 and 
F9 cDNA, 
respectively 

AAV Humanized 
adult mice 

 Sharma et al. (2015) 

Hereditary 
tyrosinemia I 

Fah HDR of point 
mutation 

Hydrodynam
ic injection 

Adult mouse 
model 

CRISPR Yin et al. (2014) 

Cataract Crygc HDR-mediated 
correction 

Plasmid Zygote, mouse 
SSC 

CRISPR Wu et al. (2015) 

DMD Exon 23 of 
dmd gene 

HDR using a 
ssODN 

Cas9, 
sgRNA 

Zygote CRISPR Long et al. (2014) 

  NHEJ-mediated 
disruption of exon 
23 

AAV Adult or 
neonatal 

CRISPR Xu et al. (2016) 

  Nelson et al. (2016) 

  Tabebordbar et al. (2016) 

  Long et al. (2016) 

  NHEJ-mediated 
disruption of exon 
23 

Plasmid Adult CRISPR Xu et al. (2016) 

HBV Multiple NHEJ-mediated 
disruption of 
multiple genes 

Hydrodynam
ic injection, 
Plasmid 

Adult CRISPR Lin et al. (2014) 

Zhen et al. (2015) 
Dong et al. (2015) 
Liu et al. (2015) 
Ramanan et al. (2015) 

Cardiovascular 
disease 

Pcsk9 NHEJ-mediated 
disruption of 
PCSK9 

Cas9, 
sgRNA 

Adult CRISPR Ding et al. (2014) 

hF9, human F9; HDR, homology-directed repair; AAV, adeno-associated virus; ZFN, zinc finger nuclease; CRISPR, clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats; SSC, spermatogonial stem cell; DMD, Duchenne muscular dystrophy; ssODN, 
single-stranded oligonucleotide; Cas9, CRISPR associated protein 9; sgRNA, single guide RNA; NHEJ, nonhomologous end 
joining; HBV, hepatitis B virus. 
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حفاظت شده اگزون ها به جهت غير فعال كـردن ژن   5 ’سمت
ي آغــاز يــا هــدف قــرار دادن بالادســت و پــايين دســت نقطــه

رونويسي براي فعال كـردن و يـا سـركوب كـردن رونويسـي را      
توسط  SgRNAي اهداف احتمالي توان نام برد. سپس همهمي

 Cas9موتيف ارتولوگ جفت شـونده بـا هـدف در انـدونوكلئاز     
معيار شـكل   4شوند. انتخاب اين اهداف بر اساس شناسايي مي

 پذيرد:مي

هـاي  به حداقل رساندن فعاليت سيسـتم در ايجـاد جهـش    -1
  ناخواسته

به حداكثر رساندن حساسيت و ويژگي سيستم در شناسايي -2
 و ايجاد جهش اهداف

ــد    -3 ــوپليمري همانن ــاي هم ــواع تكراره ــتن از ان دوري جس
GGGG  ياAAAA 

 GCبه حداقل رساندن ميزان -4

هـا بـا هـم    اگرچه حساسيت و ويژگـي در بـين انـواع طراحـي    
 SgRNAتوان توسط مقـادير اضـافي از   ، اما ميهستندمتفاوت 

هــاي متفــاوت كــه ژن  SgRNAدرون كتابخانــه و اســتفاده از 
دهند، ميزان اين تفاوت را كـاهش داد.  ن را هدف قرار مييكسا

هـدف   SgRNAبايد توجه داشت كه افزون بر انتخاب درسـت  
هاي راهنماي غيرهدف گيرنـده نيـز بـه عنـوان       RNAگيرنده،

ها SgRNAكنترل منفي بايد حضور داشته باشند. در واقع اين 
نـاليز،  اي و ميزان موفقيـت آ براي ارزيابي اختلالات پس زمينه

 SgRNAضروري هستند. به همين ترتيب در انتهـاي فراينـد،   
گيـري در شـرايط آزمـون دچـار     هايي با حداكثر صحت هـدف 

افزايش و كاهش چشمگير نرخ در مقايسـه بـا شـرايط كنتـرل     
هـاي كنتـرل از نـرخ     SgRNAشوند، اگرچه از سوي ديگر مي

  ).33ثابتي در هر دو حالت برخوردارند (
 

هـاي فنـي سيسـتم    بط بـا پيشـرفت  هـاي مـرت  حوزه
CRISPR/Cas9 

در بيماران، ايمـن   CRISPR/Cas9پيش از استفاده از سيستم 
بودن و ميزان كارايي اين فناوري بايد مشخص و تأييـد گـردد.   
ميزان ويژگي و كارايي ايـن ابـزار توانمنـد ويـرايش ژنـومي را      

گيـري مسـيرهاي تـرميم دورشـته،     توان به واسـطه هـدف  مي
هـا  ي انتقال آنزهاي تغييردهنده و ايجاد تغيير در نحوهنوكلئا

  ارتقاء بخشيد.
تـوان نـرخ   تر اشـاره شـد مـي   چه پيشچنان .ترميم دورشته

را توسط دو سيستم تـرميم درون   DNAها و تغييرات ويرايش
بـراي اصـلاح ژن و    HDR سلولي شكست دورشته ارزيابي كرد.

بــه حــذف و  NHEJاســت زيــرا  NHEJتــر از درج آن مناســب

هاي كوچك و در نتيجه از دست رفتن كاركرد ژني منجر اضافه
در مواردي بيشـتر اسـت    NHEJشود. از سوي ديگر كارايي مي

ي سلولي فعال است و ي مراحل چرخهزيرا اين فرايند در همه
به هيچ الگويي براي ترميم نياز نـدارد. شـايان ذكـر اسـت كـه      

 G2و  Sتنها در مراحل  HDRبرخي از اجزاي سيستم ترميمي 
شوند، اين واقعيت بـه محـدود شـدن    ي سلولي بيان ميچرخه

هــاي تقســيم شــونده و ممانعــت در ســلول HDRاســتفاده از 
هـا و  هاي پسـاميتوزي ماننـد نـورون   ها در سلولاستفاده از آن

كارديوميوسيت ها منجر شـده اسـت. بـه ايـن دليـل، كنتـرل       
ها را براي رسيدن به لاشبيشتر ت HDRكارايي سيستم ترميم 

ها به خود اختصـاص داده اسـت   هدف افزايش تأثير اصلاح ژن
)3، 34 .(  

، سـركوب فراينـد   HDRيكي از راهكارها براي افزايش كـارايي  
NHEJ   در خلال ترميم دورشته است. به عبارت ديگر سـركوب

برابـري   19بـه افـزايش    NHEJهاي مهـم فراينـد   كردن آنزيم
انجاميـده اسـت. راهكـار ديگـر      HDRميم كارايي سيسـتم تـر  

هـاي پسـاميتوزي بـه    در سلول HDRتحريك اصلاحات مشابه 
اتصـال  "باشد كه با عنوان مي HDRي واسطه مسيرهاي برپايه
 Micro homology mediated end)"انتهاهاي ميكروهمولوژي

joining) هاي ميكروهومولوگ شوند. استفاده از تواليناميده مي
 Precise integration)جفت باز تحت عنـوان   5+025به طول 

into PITCH target chromosome) ــه غيرفعــال كــردن  ب

(Knock in)  شـود. بـه عـلاوه، بـه     هاي بسيار دقيق منجر مـي
ــت   ــرخ موفقي ــزايش ن ــي CRISPR/Cas9جهــت اف ــوان از م ت

انتهاهاي چسـبنده بـه جـاي انتهاهـاي صـاف در ايـن فراينـد        
  ).35استفاده كرد (

هـاي مـرتبط بـا    از ديدگاه باليني براي رفع نگرانـي  كلئازها.نو
فرايندهاي انجام شـونده نيـاز بـه يـك فنـاوري بسـيار دقيـق        

هـاي  شود. جهشها احساس ميمهندسي ژنتيك و ويرايش ژن
گيري هاي نادرست ممكن ناخواسته ايجاد شده به وسيله هدف

نجر شـود.  م است به سرطان زايي و يا از كار افتادن ژن مذكور
جا كه تغييرات ايجاد شده در ژنـوم پايـدار خواهنـد بـود،     از آن

هـاي نابجـا   گيـري ها براي كاهش نرخ هدفشماري از پژوهش
پذيرفته است. يكي از راهكارهاي در دسترس بـراي نيـل    انجام

در  Cas9به اين هـدف، ارتقـاء بخشـيدن ويژگـي انـدونوكلئاز      
مل دوري جسـتن  شا sgRNAگيري است. طراحي دقيق هدف

از اهداف با درصد بالاي بازهاي گوانين و سـيتوزين اسـت و از   
نيـز بايـد    sgRNAو  Cas9سوي ديگر ميـزان پايـداري بيـان    

كنتــرل شــود تــا بتــوان بــه حــداكثر ميــزان ويژگــي سيســتم 
CRISPR/Cas9 ) 36دست يافت.(  
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 sgRNAتغييريافته بـه همـراه دو    Cas9استفاده از اندونوكلئاز 

هـاي  ه كه هركدام يك شكاف تك رشته بـر روي رشـته  جداگان
كننـد موجـب كـاهش قابـل توجـه نـرخ       مخالف هم ايجاد مي

گردد. افزون بر اين، كوتاه ها ميگيري نابجا در انواع سلولهدف
اي كـه تـوالي هـدف مكمـل آن     به اندازه sgRNAكردن توالي 

-نوكلئوتيد شود نيز موجب كـاهش نـرخ هـدف    20تر از كوتاه

ي شود. از سوي ديگر پژوهشگران بـه واسـطه  ري اشتباه ميگي
كه از لحاظ كاتاليكي غيرفعال شده اسـت   Cas9ادغام پروتئين 

قـادر بـه شناسـايي     fCas9و تشكيل سـاختار   FokIبا نوكلئاز 
توالي هدف با نرخ بسيار بالاتري نسـبت بـه پـروتئين وحشـي     

  ).37( هستندهاي انسان درون سلول
ها يكـي  ل كارآمد ابزارهاي تغييردهنده ژنوم در سلول. انتقاانتقال

كارايي و ويژگي ايـن   يهاي پيش رو به جهت ارتقاديگر از چالش
هـاي ويروسـي و غيرويروسـي بـراي     ها است. انـواع روش سيستم

 in vivoهاي ها در محيطبه سلول Cas9انتقال و ارائه اندونوكلئاز 
است. بر اساس نـوع انتقـال و    مورد ارزيابي قرار گرفته in vitroو 

گيـري نابجـا و   ميزان پايداري بيان نوكلئازها هر دو احتمال هدف
  ).38رخداد واكنش ايمني امكان پذير است (

-Adeno)ناقلين ويروسي مانند ويـروس هـاي مجتمـع بـا آدنـو      

associated viruses: AAV) ــروس ــي وي ــجو لنت ــا راي ــرين ه ت
ي وزه به جهت استفاده در مرحلههاي انتقالي هستند و امرسيستم

به ويـژه يـك     AAVاند. ويروس باليني نيز مورد تأييد قرار گرفته
شود كـه مزايـايي   محسوب مي in vivoنامزد مناسب براي شرايط 

مانند تحريك سيستم ايمني در درجات بسـيار پـايين، سـروتيپ    
هـاي متفـاوت   گيري بافتهاي كاملاً شناخته شده و قابليت هدف

باشـد. از جملـه   تمل بر چشم، مغز، كبـد و عضـله را دارا مـي   مش
هـا بـه عنـوان ناقـل،      AAVهاي پـيش رو در اسـتفاده از   چالش

كيلوبـاز) اسـت. بـه ايـن دليـل       8/4ظرفيت پايين پذيرش آنهـا ( 
بـراي   AAVپژوهشگران در صـدد اسـتفاده از دو ناقـل جداگانـه     

روشي ديگـر   هستند. در sgRNAو  Cas9انتقال توالي كد كننده 
هـاي  تـوان از پـروتئين  به جهت غلبه بر اين محدوديت اندازه مي

تر استفاده كرد. علاوه بر طراحي شده با طول كوتاه Cas9ارتولوگ 
ي حمل شونده، ناقلين ويروسي بـه واسـطه   ي قطعهمشكل اندازه

ايجاد بيان پايدار نوكلئازها قادر به ايجـاد سـميت و ناپايـداري در    
  ).40 ،39 ،3شند (باژنوم مي

هـاي غيرويروسـي   شايان تاكيد است كه انواع متفاوتي از روش
به شـكل پـروتئين و    CRISPR/Cas9به جهت انتقال سيستم 

RNA   هـــــا شـــــامل  وجـــــود دارنـــــد. ايـــــن روش
ــدروديناميك و   (electroporation)الكتورپوريشــن ــال هي انتق

هـاي   mRNAهـا و  ليپوزوم ها هستند. بيـان موقـت پـروتئين   
ــال داده شــده توســط روش ا ــه درون  نتق ــاي غيرويروســي ب ه

گيري نابجـا نسـبت بـه    ها، موجب كاهش سميت و هدفسلول
  ).  41شود (هاي انتقالي ويروسي ميسيستم

شماري برخوردار اسـت.  از مزاياي بي CRISPR/Cas9اوري فن
توان از آن به عنوان ابزاري براي برطرف كـردن  براي نمونه مي
ايص كه به شكل سيستماتيك و يا از زمـان تولـد   شماري از نق

و هـانتينگتون    (CF) كنـد ماننـد فيبـروز كيسـتيك    بروز مـي 
مرزهاي كـاربرد ايـن    كردناستفاده كرد. با اين همه، مشخص 

روش و تعيين مبتلايان مناسب، امروزه معلوم شـده اسـت. بـا    
چنان در رابطه با امنيت و ميزان كـارايي فنـاوري   اين حال هم

CRISPR/Cas9 ــي از  بحــث ــه، يك ــود دارد. از جمل ــايي وج ه
ي افـراد  ها در رابطه با اين فنـاوري، اسـتفاده  بزرگترين نگراني

هاي انسـاني در راسـتاي   سودجو براي ايجاد تغييراتي در رويان
اهداف يوژنيك است. به همين دليـل نيـاز بـه يـك نظـارت و      

سـط يـك   كنترل دقيق، مسئولانه و انسـاني در ايـن حـوزه تو   
  ).42شود (سازمان معتبر بين المللي كاملاً احساس مي

 
 جمع بندي

به عنـوان سيسـتم ايمنـي در     CRISPR/Cas9اكتشاف فناوري 
عنـوان ابـزاري   هـا و اسـتفاده از آن بـه   ها در برابر پاتوژنباكتري

كارآمد در راستاي ايجاد تغييرات هدفمنـد در ژنـوم بـه انقـلاب     
شناسي منجر شده اسـت.  اي زيستهاي پايهعظيمي در پژوهش

ها اين فناوري در بررسي سيستماتيك كاركرد ژن قدرت فزاينده
ي انـواع تغييـرات ژنـومي در    هاي پسـتانداران، مطالعـه  در سلول

ي آن ها و توانايي بـالقوه ها و ساير بيماريخلال پيشرفت سرطان
هاي ژنتيكي مسبب اختلالات وراثتـي غيرقابـل   در اصلاح جهش

نكار است. در اين راستا شواهد حاكي از آن است كـه مطالعـات   ا
آتي تمركز خود را بر روي بهينه سازي اين فناوري گـزارده انـد.   
شناخت بهتر سازوكار سيستم هاي ترميمـي ايجـاد شـده درون    

موجب  Cas9سلول در پي شكست دورشته حاصل از اندونوكلئاز 
گيـري  د. شـكل شـو افزايش ويژگي تغييرات هدفمند ژنومي مـي 

و   Cas9هاي ويژه به جهت انتقال ايمن و كارآمـد پـروتئين  روش
RNA وري مناسب از اين ها و بافت ها براي بهرهراهنما به سلول

  .نياز است فناوري در ژن درماني انسان مورد
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