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 چکیده

نی  ک  تک پیداکش بسب ک  توسع  اکن سیسهم دکشف ش هام اکمنی در باکهریساال ذششه  ک  سیسه چنددر طی  

ذسهرده اسهفادهمنجر ب  آن  پشکریانعطاف و سادذی دلیلب  تکنولوژی کرکسپر .شد CRISPR/Cas9ب  نام  وکراکش ژنقوی 

 داشه  یذیاهو  داروسازی ،پزشکی ،میکروبی ،یحیوانعلوم  ی مبهنی بر وکراکش ژنوم درتحقیقات هایزمین  از بسیاری درای 

آن در بهبود عملکرد  هایو پهانسیل CRISPR/Cas9ی سیسهم کاربردها و پاک  هایمکانیسم ،تارکخچ  ،مقال  اکن در. است

با توج  ب  اسهقبال ذسهرده هم  موسسات وکراکش ژنوم حیوانی در دنیا از اکن تکنولوژی و  خواهد شاد.بحث حیوانات اهلی 

ب  زودی  CRISPR/Cas9 سیسهم های آن انجام شده است، بدکهی است ک هاکی ک  در تکامل و افزاکش قابلیتنیز پیشرفت

 یهاشاارفتیپ ن،کبراعلاوه. آوردخواهد وجود  بحیوانات با صاافات دلخواه ی از کها و نژادهالاکنذیری در اکجاد تحول چشاام

 ینواح شکراککاهش شااانو و زیهدفمند ژنوم و ن شکراکو یبرا یتکنولوژ نکا یها و بازدهیبهبود توانمند یبرا یاذسااهرده

 درحال انجام است. رهدفیغ
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 مقدم 

د را قابل انتقال به نسل بعد باش کهطوریانتقال یک یا چند ژن خارجی به ژنوم میزبان به تغییر در ژنوم حیوان با استفاده از

-تهانجام آمیخامروزه بدون تولیدات دامی متداول نیست. بهبود در  استفاده از ترانسژنزیز .گویندمی( Transgenesis)تراریختگی 

های یا ایجاد یک آلل جدید در ژنوم از طریق تکنولوژیژن خارجی و  یک وارد کردن، (Crossbreeding) گری بین دو نژاد

های یا آللرشد عضلات و  دهنده میزانهای افزایشتوان آللمی ،قابل انجام است. برای مثال( Genome editing)ویرایش ژنوم 

 ژنوم، لک یابیتوالی هایروش تکامل با. نمودایجاد در یک فرد یا نژاد طی یک نسل  رابیماری  یک یا چند مقاومت به ایجادکننده

 ویرایش. اندخصوصی شده پزشکینیز  وها ژندقیق  عملکرد کشف مانند جدیدی هایچالش مجذوب جهان سراسر در دانشمندان

 DNA قطعات افزودن و توان با حذفمی کنیم. ویرایش را هدف سازد تا بتوانیم ژنوممی قادر را ما که است فناوری یک ژنوم

در  .(Doudna et al., 2014) ددست آورهطراحی شده، نتیجه دلخواه را ب اندونوکلئازهای توسط ارگانیسم یا سلول در خاص

 از ارجخ هایتاثیر بر ژن مستعد و ناکارآمد بسیار بودکه همولوگ نوترکیبی گیریهدف فناوری بر مبتنیها ژن ویرایشابتدا، 

 .داد تغییر را وضعیت این هدفمند برای بخش خاصی از ژنوم اندونوکلئازهای بعدی توسعه. (Hsu dd et al., 2014) بود هدف

 :ZNF) ویر انگشت نوکلئاز: شده اند استفاده ژنوم ویرایش برای گسترده طوربه هدفمند اندونوکلئازهای از اصلی نوع سهتاکنون، 

Zinc-finger nucleases) طور ای از اسیدهای آمینه که بهیک سیستم ویرایش ژنومی هدفمند است که مبتنی بر یک مجموعه

 36با توالی هدف غیراختصاصی است. در این سیستم، تقریبا هر  Fok1شوند و نیز اندونوکلئاز اختصاصی به ژنوم هدف متصل می

شود. در این . هر انگشت روی به سه نوکلئوتید متوالی متصل می(Carroll, 2011) اسیدآمینه به یک مولکول روی متصل است

 حالت، یک مجموعه انگشت روی به رشته بالا و یک مجموعه دیگر انگشت روی مکمل رشته پایین بوده و در بین این دو مجموعه

است که در ادامه هر دو مجموعه انگشت روی بالا و پایین قرار  Fok1جفت بازی قرار دارد که محل برش آنزیم  0-5یک ناحیه 

 شبه کنندهفعال اندونوکلئاز. تکنولوژی ویرایش ژنوم دیگر، (Carroll, 2011)داشته و ایجاد کننده یک آنزیم فعال دیمر است 

 ZFNو  TALENنام دارد . دو سیستم ویرایش ژنوم ( TALEN: transcription activator-like endonuclease) رونویسی

 است DNA double strand break (DSB)دورشته یا  DNAبوده که ایجاد کننده برش  Fok1مبتنی بر آنزیم برشی دیمر 

(Sun & Zhao, 2013) در سیستم .TALEN کننده رونویسی های تکراری که فاکتورهای مشابه فعالای از توالییک مجموعه

اسیدآمینه ای شناساگر یک نوکلئوتید است و آخرین  35-33باشد. هر تکرار هاند میجداشده  Xanthomonasبوده و از باکتری 

دارای قابلیت طراحی و نیز بازدهی هدفمند  TALEN، سیستم ZFNsاسیدآمینه تشکیل شده است. در مقایسه با  26تکرار از 

. با این وجود، هر دو سیستم (Sun & Zhao, 2013) تری داردکم off-targetبسیار بالایی بوده و امکان ویرایش غیردلخواه یا 

یستم ویرایش ژنوم های خاص در دنیا کرد. سرا محدود به آزمایشگاهنیازمند سنتز پروتئین بوده که طراحی و امکان ایجاد آن

 Clustered regularly interspaced (CRISPR/Cas) ایخوشه منظم فاصله با تکراری دوسرخوانا کوتاه هایسوم، استفاده از توالی
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short palindromic repeat  است که مبتنی بر اتصال اسیدآمینه به توالی هدف نبوده و بر مبنای اتصالRNA  به توالی هدف کار

این به بررسی  این مقالهدر های دنیا قابل انجام است. بسیار ساده بوده و در عمده آزمایشگاه RNAکند. طراحی و سنتز می

 پرداخته خواهد شد. سیتسم ویرایش ژنوم

 (CRISPR/Cas9)کرکسپر  سیسهم

ط برای اولین بار توس کریسپرتکنولوژی تغییرات بنیادین در مهندسی ژنوم ایجاد کرده است.  CRISPR/Cas9آوریاخیرا فن

Barango et al (2007)گزارش شد. آنها نشان دادند که باکتریS. Thermophilus   با استفاده از این سیستم قابلیت از بین بردن

 . ( Horvath P et al., 2008)د ژنوم باکتریوفاژها را دار

کی های ژنتیها به ویژه درمان بیماریهای مختلف دامویژگی رود که این تکنولوژی سبب تحول درانتظار می از دیدگاه کاربردی،

، انتخاب مکان هدف، Cas9دهند که هر کدام از عوامل وابسته به این سیستم، شامل فعالیت پروتئین شوود. مطالعات نشوان می

، توواثیر HDR (Homology-Directed Repair)هوای انتقوال، اثرات منواطق غیر هوودف و میزان بروز ، روشgRNAطراحی 

گذارند. البته با شووناسووایی و مشووخ  کردن هر کدام این فاکتورها در مورد هر فراوانی بر روی بازدهی و کاربری این تکنیک می

صوورت دسوتی یا با استفاده از برای اهداف مختلف به  sgRNAsتوانیم از این تکنولوژی بهتر بهره مند شوویم. پروژه خاص، می

در یک وکتور کلون کرد. سووپو وکتور کامل شووده به داخل  Cas9توان با را می sgRNAsشوووند. میافزار مناسووب طراحی نرم

ی که های. معرفی پلاسمیدباشدمیهای انتقال ژن سازی روشهای هدف منتقل کرد. دسوتیابی به این هدف مستلزم بهینهسولول

های الکتروپوریشوووین، محل هدف، با اسوووتفاده از روشدهند و آن را به را در خود جای می Cas9و  sgRNAزموان بوه طور هم

ای سلولی هتواند برای طیف وسیعی از لاینکنند، یک روش سریع و رایج است که مینوکلئوفکشون و یا لیپوفکتامین منتقل می

 (Eghbalsaied et al., 2020).اعمال شود

 و مراحل کشف پازل مکانیسم کارکرد سیسهم کرکسپر تارکخچ 

 هادر طی تکامل، باکتری آمده اسووت. 1کشووف و شووناخت مکانیسووم و کاربردهای سوویسووتم کریسووپر در شووکل تاریخچه 

در ژنوم خود  ویرو  DNA وروداند تا از ها و فاژها کسووب کردههای ناشووی از ویرو های زیادی برای فرار از آلودگیاسووتراتژی

وگیری از برای جل منحصر به فردتکنیک  که از یک کشف شدها گذشوته یک سیستم ایمنی در باکتری دههجلوگیری کنند. در 

خارجی به داخل ژنوم  DNAکه هم مانع از درج  دهد. این سیستم ایمنی به باکتری اجازه میها بودآلودگی ویروسوی در باکتری

برای  E. coliوجود یک توالی تکراری غیرمعمول در ساختار ژنوم خارجی را برای تخریب مورد هدف قرار دهد.  DNAشود و هم 

های دلیل نبود دادهبهاین سوویسووتم . با این وجود، کاربرد واقعی (Ishino et al., 1987) گزارش شوود 1097اولین بار در سووال 

اهمیت اسپانیا  Alicanteدانشگاه در  موجیکافرانسیسکو . سپو، (Ishino et al., 2018)انجام نشد  1003سال  توالی کافی تا
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عنوان یک را به کریسپردر یک گزارشوی سیستم  2663وی در سوال . (Mojica et al., 1993) شوناسوایی شوداین سویسوتم 

 Nature ،Proceedings of the Nationalمتاسفانه مقاله ایشان در مجلات متعددی نظیر نوشوت. سویتسوم ایمنی تاتی باکتریی 

Academy of Sciences ،Molecular Microbiology   وNucleic Acid Research  در مجله  2665رد شوود و درنهایت در سووال

Journal of Molecular Evolution   پذیرش شد(Mojica et al., 2005) . وی در تحقیقات بعدی خود اثبات کرد که پروتئین

Cas9  از طریق دو دامین کاتالیکیRuvC  وHNH  اقدام به برش دو رشووتهDNA کندمی(Mojica et al., 2009) . جان ون در

 ,.Brouns et al)ریزی کریسپر ایفا کرد سوزایی در شوناسوایی سویسوتم قابل برنامه( نقش بهJohn van der Oostاووسوت )

 Brouns et) کننده مکانیسوم دفاعی باکتریایی علیه ویرو  هاستکوچک هدایت RNA. او نشوان داد که یک مولکول (2008

al., 2008) .در باکتری  کریسپر سویسوتمEcoli  ،دواز تیپ یک بوده که پیچیده تر از تیپ دوم کریسپر هست. در این باکتری 

 تر ازنوکلئوتید پایین 21از این توالی ها از  یکی شووناسووایی شووده اسووت که کریسوپرجفت بازی که به موتیف  20توالی تکراری 

کیلوجفت باز  21معروف اسووت و دیگری حدود  CRISPR2و یا  iapقرار دارد و به تکرار  iap ژندر پایین دسووت  3'ی ناحیه

چسبیده . (Díez-Villaseñor et al., 2010)معروف است  CRISPR4یا  Ypestقرار گرفته که به تکرار  ygcFپایین تر از ژن 

-CRISPRها را های کدکننده پروتئین اندونکلئازی وجود دارد که آنها توالیهای کریسوووپر و در همسوووایگی آنبه این توالی

associated protein (Cas)  .جای پروتئین اندونوکلئاز هدر تیپ یک بگویندCas9  یک کمپلکوCascade  که خود شووامل

ساز طولانی پیش RNA یک توالیرونویسوی آن  ازکریسوپر رونویسوی شوده و  جایگاه ژنیقرار دارد. هسوت،  Casپنج پروتئین 

(long precurcor RNAنسخه برداری می )  شود. این طوالیRNA  کمپلکو توسطCascade  کوتاه بریده شده تا یک توالی

توسووط همین  crRNAsبررسووی توالی . (Lander, 2016)ایجاد کند ، (crRNAs)، معروف به  CRISPR RNAs تری به نام

وند و در ادامه یک جفت بازی شووروع می شوو 9با یک توالی مشووترت تکراری  crRNAگروه نشووان داد که تمامی مولکول های 

قرار می گیرد و مجددا در انتها نیز توالی تکراری دیگری قرار  است،که مکمل توالی هدف در ژنوم میزبان  (spacer )خاص توالی

( در ایجاد ساختار دوم palindromic. نتایج آنها نشان داد که توالی های تکراری دو سرخوانا )(Sorek et al., 2008)می گیرد 

crRNA  .های کریسپر که چند ژن اصلی مطالعه اثبات سویستم پیشنهادی خود را با کلون کردن توالیها در یک آننقش دارند

های مقاومی باکتری ایجاد کنند که نسبت به این باکتریوفاژ مقاوم بود. داد، توانسوتند سوویهرا در باکتریوفاژ لامبدا هدف قرار می

هدف قرار  RNAرا در   antisenseیا رشووته  DNAدر  را senseکه رشووته  gRNAگروه اووسووت در این مطالعه با طراحی 

 RNA (Sorek etهای دهد و نه مولکولرا مورد هدف قرار می DNAداد، مدارت محکمی ارائه دادند که سویسوتم کریسوپر می

al,. 2008) .فینیفرد دیگری که در شوناخت مکانیسوم عمل سیستم کریسپر موثر بود، لوسیانو مارا (Luciano Marraffini )

نمی تواند مانع عملکرد ( RNAi)مداخله گر  RNAسیستم کریسپر از طریق  دنبال کرد کهنام داشوت. وی ابتدا این فرضویه را 

 هدف باشووود DNAبواکتریوفواژهوا گردد، بلکوه مکوانیسوووم عمول می بوایسوووت از طریق آنزیم های محدودکننده برای برش 



 0شاهین اقبال سعید و احمد پیرعلی                                                                                       پتانسیل ها و کاربردهای تکنولوژی کریسپر

 
 

(Marraffini & Sontheimer, 2008) . مارافانی و سونتیمر از یکspacer  که ازstaphylococcus epidermidis  جداشده

ها موجود در تمامی پلاسوومیدهای سووازگار با اسووتفیلوکوکو  nickase (nes)اسووتفاده کردندکه توالی آن با توالی نیکاز  بود، 

ها فقط که این جهشطوری، بهپلاسووومید هدف ایجاد کردند nesجهش هدفمند را در داخل توالی  0ها هومولوژی داشوووت. آن

را تغییر  spacerکردند ولی هومولوژی بین پلاسوومید و های خاموش بودند و در توالی اسوویدآمینه هیت تغییری ایجاد نمیجهش

 هدار بودند تکثیر شدها باعث شد که تنها پلاسمیدهایی که جهشبه داخل باکتری spacerدادند. انتقال پلاسومید حامل ژن می

که  ندنشووان دادها ها تکثیر نشوود. آنهومولوگ بود، در داخل باکتری spacerها با توالی و پلاسوومیدهای معمولی که توالی آن

شود. در واقع، و نیز فاژهای دارای همین توالی هدف می spacerسویستم کریسپر مانع از تکثیر پلاسمید حامل یک توالی هدف 

با توجه به اینکه توالی کند. و توالی هدف کار می spacerهومولوژی بین توالی که سویستم کریسپر از طریق  نداثبات کرد هاآن

spacer   کاملا مشووابه و )نه مکمل( توالیmRNA ها نتیجه گرفتند که مکانیسووم اثر سوویسووتم ناشووی از بیان ژن هدف بود، آن

این مدرت،  برعلاوه. (Marraffini & Sontheimer, 2008) هدف اسووت mRNAو نه  DNAکریسووپر از طریق هدف گرفتن 

 mRNAکه در طوریدر پلاسووومید قرار دادند، به spacerدر آزموایش دیگری یوک توالی اینترونیک در داخل توالی هدف هوا آن

ایجاد ها نشان داد که گرفت. نتایج آنشکل می mRNAهدف در داخل شد و مجددا توالی حاصل این توالی انترونیک حذف می

پلاسمید  و شودکنندگی کریسوپر بر تکثیر پلاسمید هدف جلوگیری اثر ممانعتباعث شود که یک اینترون در داخل توالی هدف 

قرار نگرفت. مورد هضم پو از حذف اینترون توسط سیستم کریسپر  ایجادشده mRNAتوالی شود. از سوی دیگر، تکثیر بتواند 

را مورد هدف قرار  DNAکند و بلکه مستقیما توالی کار نمی RNAiها نتیجه گرفتند که سویستم کریسپر از طریق بنابراین، آن

 .هدف ناشناخته ماند DNAبا این وجود، مکانیسم اثر کریسپر بر  .(Marraffini & Sontheimer, 2008) می دهد

پایگاه داده ای کریسپر  2667فرانسه در سال  Paris-Sud( از دانشگاه Christine Pourcelگروه تحقیقاتی کریستین پورسل )

( و اقدام به آنالیز CRISPRdbها ایجاد کردند )ها و آرتاز کریسووپر در باکتری های منتشوورشوودهرا براسووا  مقالات و توالی

توانند در ها بوده و میهای تکراری کوتاه مشابه توالی ژنوم ویرو ها نمودند. در مجموعه کریسپر، توالیبیوانفورماتیک این توالی

های آن مکمل نواحی مختلفی از ژنوم ویرو  یا ویرو باشند که قطعات  RNAصوورت بیان ژن و رونویسی ایجاد کننده توالی 

. (Grissa et al., 2007)گویند  Spacerجفت باز طول دارند را نواحی  72-20های تکراری کوتاه که مهاجم اسووت. این توالی

دیگر ایجاد یک فرم های تکراری با همکه توالیطوریاند بهها توسوووط یک توالی تکراری دربر گرفته شوووده spacerهر کدام از 

طراحی کردند که بتواند یک  CRISPRFinderمی کند. این گروه یک برنامه پیداکننده کریسووپر یا  hairpinسوونجاس سوور یا 

spacer های تکراری ها و توالیرا در ژنوم باکتریایی تشووخی  داده و سووپو آن مکان ژنی را برای وجود یک کلاسووتری از ژن

گرفت. برنامه را یک ناحیه کریسپر درنظر میبه همراه حداقل سه توالی تکراری بود، آن Spacerکه یک کنترل کند. در صوورتی

تر موجودات که در ژنوم بیش پشت سرهمهای تکراری از توالی spacerقیم اطراف های تکراری مستتوالی به تشخی ها قادر آن
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کرد که دارای حداقل دو هایی را یک مجموعه کریسووپر شووناسووایی میها منحصوورا توالیدرمجموع، برنامه آن .بودحضووور دارند، 

ها توسط دو توالی تکراری مستقیم محصور شده باشند، یعنی در مجموع برای یک داشوته و هر کدام از این توالی spacerتوالی 

صورت یک کلاستر باشند.  نتایج دیگر بهبایست در کنار همو سه توالی تکراری مستقیم می spacerسویسوتم کریسپر تعداد دو 

 32طور متوسووط اندازه آن بوده و به  spacer هایها دارای اندازه مشووابهی از توالیها، باکتریها نشووان داد که برخلاف آرتآن

. از سوووی دیگر، طول توالی(Grissa et al., 2007)توانند متفاوت باشووند جفت باز می 72تا  20ها از جفت باز بوده و در آرت

-29جفت باز،  25-21بندی هستند: ها مشوابه بوده و به سه دسته کلی قابل تقسیمها و آرتهای تکراری مسوتقیم در باکتری

 Grissa et)است  spacerتوالی  766تا  2جفت باز.  در یک باکتری، هر مجموعه کریسپر دارای تعداد  37-30جفت باز و  36

al., 2007)ها ها و یا تفاوتد. این جهشای برای توالی کریسوووپر بوهای داخل گونه. از دیگر نتایج جالب این گروه، وجود تفاوت

عبارتی دیگر، توالی. به(Grissa et al., 2007) در بین دو توالی تکراری مسوتقیم مشابه بود spacerدلیل حذف یک یا چند به

، DNAشووووند که در هنگام همانند سوووازی عمل کرده و باعث می tandem repeatsهای تکراری مسوووتقیم مشوووابه همانند 

 (Bzymek و یک وارینت جدید با توالی حذف شووده یا داپلیکیت شووده ایجاد کند slippageسوورخورده یا  پلیمراز DNAآنزیم

& Lovett., 2001))هایی بود. برنامه . لوازم به تکر اسوووت که نتایج این تحقیق دارای محدودیتCRISPRFinder  این گروه

طور کامل شناسایی شده تشخی  دهد. ها نیز بههایی که حتی توالی ژنوم آنهای کریسپر را در برخی از باکترینتوانستند توالی

توالی کریسوپر را شوناسوایی کنند ولی بعدا توالی کریسپر در این  Staphylococcus aureus ها نتوانسوتند در برای مثال، آن

تر است و کاربردهای خاص خود را کوتاه SpCas9حدود هزار جفت باز از  SaCas9(. پروتئین SaCas9باکتری شوناسایی شد )

ا ههای کریسپر نشان دهنده این است که این توالیبررسی این توالی ل ژن از طریق سیستم ویروسی دارد.خصووص برای انتقابه

اند. به عبارتی دیگر، باکتری توانسته یک توالی خاصی از د شدهدر طی زمان از ژنوم خود ویرو  هدف به داخل ژنوم باکتری وار

 ژنوم ویرو  را گرو بگیرد تا براسا  آن بتواند یک سیستم دفاعی موثری را علیه آن ویرو  ایجاد کند.   

( Rodolphe Barrangouبارانگو )در کبک کانادا و  Laval( از دانشگاه Sylvain Moineauمویناو ) همکاریگروه دیگری به  

که سویسوتم کریسوپر از طریق پروتئین  دهندنشوان  تحقیقات مداوم و مرحله به مرحله توانسوتند در .Danisco USA Incاز 

 proto-spacer adjacent motif (PAM)هدف در سه نوکلئوتید بالادست ناحیه  DNAو با هضوم آنزیمی  Cas9اندونوکلئاز 

در هر  Casو نوع پروتئین  کریسپرها نشان دادند که یک رابطه تکاملی بین توالی آن. (Horvath et al., 2008)انجام می شود 

جفت باز و طول  37تا  32داد که طول توالی تکراری مستقیم بین های مختلف نشوان گونه باکتری وجود دارد. بررسوی باکتری

در   spacerبررسی توالی . (Horvath et al., 2008)اسویدآمینه متغیر است  3620تا  1029ها از وابسوته به آن Casپروتئین 

 spacer 23به طور متوسووط در هر واریته  CRISPR1برای  نشووان داد که S. thermophilusسووویه مختلف از باکتری  129

نت ها مشاهده ااز واری %02در  CRISPR2های مختلف این گونه متفاوت بود. عدد در سویه 51تا  2وجود دارد که این تعداد از 
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ها سوویسووتم عدد در هر جایگاه ژنی بود، که از صووفر تا هشووت عدد متغیر بود. آن 3به طور متوسووط  spacerشوود و تعداد 

CRISPR3  نت ها مشاهده کردند و تعداد ااز واری %96را درspacer  عدد در هر جایگاه ژنی بود، که از صفر  13به طور متوسط

 proto-spacer و یا  spacerساز ناحیه پیش الی موتیف درترین دسوتاورد این تحقیق شوناسوایی تومهم عدد متغیر بود. 20تا 

های توالی 5-2بود که وجود بازهای پورینی آدنین و گوانین در نوکلئوتیدهای  CRISPR3و  CRISPR1هوای دو کلواسوووتر 

را نشانه  CRISPR1در سیستم  proto-spacer ابتدای از  NNAGAAWها وجود موتیف آنداد. پروتواسوپیسور را نشان می

و وجود موتیف  Cas1یا  CRISPR1-associated proteinیک جایگاه اختصواصی برای تشخی  و هضم اندونوکلئاز پروتیئن 

NGGNG ابتدای از proto-spacer  در سیستمCRISPR3  را نشانه یک جایگاه اختصاصی برای تشخی  و هضم اندونوکلئاز

 AGAAدر مقاله دیگری توسط همین گروه، اهمیت موتیف  تکر کردند. Cas3یا  CRISPR3-associated proteinپروتیئن 

باعث ناکارایی سویسوتم کریسوپر در سرکوب کردن ژن هدف  AGAAبه قدری بود که وجود حتی یک جهش در توالی موتیف 

احتمال مداخله سویستم کریسپر در در هر دو مقاله ارائه شوده توسوط این گروه، با این وجود،  . (Deveau et al., 2008)شود 

 Makarova)که توسط گروه کونین پیشنهاد شده بود  RNAiاز طریق سیستم  طور پلاسمیدها راسرکوب باکتریوفاژها و همین

et al., 2006)ممکن دانستند ، (Horvath et al., 2008) . همین گروه به رهبری مویناو از کبک کانادا در یک 2616در سال ،

منتشور شود، برای اولین بار اثبات کردند که سویسوتم کریسپر از طریق هضم آنزیمی در یک ناحیه  Natureمقاله که در مجله 

-protoمتصل به ابتدا نشان دادند که توالی  . این گروه(Garneau et al., 2010)کار می کند  proto-spacerخاصوی از توالی 

sspacer  یاproto-spacer adjuscent motif (PAM)  در شوناسوایی و اتصال پروتئینCas  .به توالی هدف بسیار مهم است

در حالت طبیعی و  نشان دادند که این سیتسم کریسپر Streptococcus thermophilus CRISPR1/Casبا استفاده از  هاآن

صوورت فعال بگیرد و با داشتن این توالی در را از پلاسومید به spacerبسویار پویا بوده و قادر اسوت یک توالی  در داخل باکتری

 انتنقالبا  ،این آزمایشدر . (Garneau et al., 2010) مرحله بعد باعث هضووم آنزیمی پلاسوومید شووده و مانع از تکثیر آن شووود

انتخاب یک سووویه مقاوم از سوپو ها و بیوتیک کلرامفینکل بود به داخل باکتریکه کدکننده مقاومت به آنتی pNT1پلاسومید 

ها ایجاد شده از این باکتریهای درصد از کلونی 3که در  دادندپاسواژ نشان  06ها برای بیش از ها و کشوت مداوم این باکتریآن

بدین ترتیب  .دسووت آوردندهب خود در انتهای جایگاه ژنی کریسووپر spacerعنوان بیوتیک را بهیک توالی از ژن مقاومت به آنتی

ولین بار این گروه برای ا. بردنداز بین  ها منتقل شود رایی را که به آندر پلاسومیدهارا بیوتیک کلرامفینیکل مقاومت به آنتیژن 

در پلاسمید هدف  هدف را DNAهر دو رشته  بوده و PAMجایگاه هدف در سه نوکلئوتید بالادست دادند که محل برش نشان 

 .  (Garneau et al., 2010)دهد برش می و نیز باکتریوفاژ هدف

( از دانشگاه Emmanuelle Charpentierبخش دیگری از معمای مکانیسوم کارکرد سیستم کریسپر توسط امانوئل شارپنتیه )

Umeå   سوئد و دانشگاهVienna اتریش کشف شد(Deltcheva et al., 2011)  . این مولکولtrans-activating CRISPR 
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RNA  و یا به اختصارtracrRNA  نام دارد که یکی از فراوان ترینnon-coding RNA  .ها را تشکیل می دهدtracrRNA  از

 کریسپرنوکلئوتیدی که کاملا مکمل توالی  25رونویسی شده و یک قطعه در رشته ترانو آن  کریسپرناحیه همسایه جایگاه ژنی 

نموده که  RNAایجاد یک داپلکو  crRNAبه همراه توالی مکمل خود در  tracrRNAمی کنود. این رونویسوووی هسوووت را 

برای فعال کردن و ایجاد یک رشوووته  tracrRNAکند. بنابراین، را فراهم می RNaseIIIجایگاه فعالی برای برش توسوووط آنزیم 

و فعال کردن آن  Casدر اتصال به پروتئین  tracrRNAاهمیت دیگر .  (Deltcheva et al., 2011)لازم هسوت crRNAبالغ 

 ( گزارشVirginijus Siksnysسوویسووکنیو )ویرژینیو  بعدا توسووط همکاری گروهی شووارپنتیه و جنیفر دودنا و نیز گروه 

 . (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012)شد

 .به رهبریبه طور همزمان توسووط دو گروه پژوهشووی به صووورت مسووتقل ارائه شوود. یک گروه  2612در سووال ن سوویسووتم ای

 CRISPR-associatedلتونی با اسووتفاده از آنزیم Vilniusاز دانشووگاه ( Virginijus Siksnysسوویسووکنیو )ویرژینیو  

protein 9) ) Cas9  جداشووده ازStreptococcus thermophilus   (Gasiunas et al. 2012) و گروه دیگر به رهبری مشووترت

جداشووده از  Cas9آمریکا با اسوتفاده از آنزیم  Berkeleyسووئد و خانم دودنا از دانشووگاه  Umeaها شوارپنتیر از دانشوگاه خانم

Streptococcus pyogenes  این سویسوتم را طراحی و توسعه دادند(Jinek et al., 2012)  . براسا  اطلاعات موجود در وب

به چاپ  2612ارسال شد و در سپتامبر  PNASبه مجله  2612مقاله گروه سیکسنیو در ماه می سوایت مجلات منتشر کننده، 

 2612ارسال و در همان ماه پذیرش شد و در آگوست  Scienceبه مجله  2612رسوید و مقاله گروه شوارپنتیه و دودنا در ژوئن 

ر دمنتشور شود. به عبارت دیگر، علیرغم اینکه مقاله سیسکنیو زودتر ارسال شد و دیرتر از مقاله شارپنتیه و دودنا منتشر شد. 

تیئن که با پرو RNAیا  tracRNAنوکلئوتید و یک  23-26راهنما به طول  RNAنیاز به یک  در هر دو سووویسوووتمهرحال، 

Cas9  متصول شده تا ساختار فضایی لازم برای فعال شدن آن از طریقgRNA  نیز یک پروتئین  را فراهم کند وCas9  .هست

 Cas9کنندگی برای اتصال و هضم PAM. وجود استفاده کردند CRISPR/Cas9هر دو گروه برای اولین بار از ترکیب سیستم 

همچنین . (Jinek et al., 2012)ای ضروری نیستتک رشته DNAای ضروری است ولی برای اتصال آن به دو رشته  DNAبه 

دو  DNAاهمیت این دو جایگاه در هضوووم آنزیمی   HNH (N891A)و  RuvC ((D31Aها با القای جهش در دو دامین آن

 Gasiunas) برش رشته منفی را انجام می دهد RuvCاز طریق برش رشته مثبت و  HNHکه  شدهرشته ای را تایید و اثبات 

et al., 2012).  گروه شوووارپنتیوه و دودنوا بوا القای دو جهش متفاوت درSpCas9 ، جهشRuvC (D10A)  و جهشHNH 

(H840A) اهمیت ،RuvC  وHNH را اثبات کردند(Mojica et al. 2009). 

 (Jinek et al. 2012).  لازم به تکر اسوت کهgRNA  صورت دو تکه بود یا دو مقاله به هرمورد اسوتفاده درDual RNA  ولی

ادامه سه دوتکه کردند. در  tracrRNAو  crRNAیکپارچه سنتتیک را جایگزین  RNAها یک مطالعه شارپنتیه و دودنا آندر 

 ها به رهبری. این گروهرا ترویج دادنداسووتفاده کرده و آن sgRNA (single guide RNA)یکپارچه یا  gRNAاز گروه اصوولی 
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، رودولف جنیش از  ( et alHsu., 2013) آمریکا Massachusetts Institute of Technology( MIT(ژانگ از موسسه فنگ 

بودند که  (Bassett et al., 2013)لیو از دانشگاه آکسفورد انگلستان لانگ  و جی (Wang et al., 2013) آمریکا MITموسسه 

شووود. در اسووتفاده می gRNA. امروزه هر دو سوویسووتم یکپارچه و دو تکه دترویج این تکنولوژی داشووتنسووزایی در این نقش به

پو از این تواند یکپارچه یا دو تکه باشد. پلاسومیدها این سویسوتم یکپارچه اسوت و برای حالت سونتز شوده این سویسوتم می

عنوان یکی از به درون زیگوت بهsgRNA  و Cas9مربوط به  mRNAهمزمان  ات، گزارشوووات زیوادی مبنی بر تزریقمطوالعو

منظور تولید حیوانات مدل در موش، گوسفند، میمون و خوت منتشر شده است. محققان توانستند با تزریق های کارآمد بهروش

های موش اقدام به غیرفعال کردن هدفمند چند ژن و یا وارد کردن بوه داخل سووویتوپلاسوووم زیگوت gRNAو  Cas9پروتئین 

نکته جالب دیگر در خصوص مکانیسم اثر این تکنولوژی  .(Wang et al., 2013) میزبان نمایندزمان چند ژن به داخل ژنوم هم

هدف  RNAقادر به تداخل با  Cas9به تنهایی و مستقل از پروتئین  gRNAاین اسوت که اخیرا ثابت شوده اسوت که مولکول 

انجام خواهد شد و بر توالی  RNAi. البته این کار از طریق (Sharma et al., 2022) تواند باعث کاهش بیان آن شوداست و می

DNA  .از  یگرینوع دهدف در داخل ژنوم تاثیری نداردCRISPR/Cas یهابا مولکول RNA داردکنش برهم (Hale et al., 

 ,.Hale et al) مشوووخ  شووودند یگریدر مطالعه دموثرند،  RNAهای که بر مولکول Cas یکاربرد یهانیو پروتئ (2012

ست شناسایی شده ا یوتیوکاری یهاو سلول هایباکتر وفاژها،یدر باکتر کریسپرضد  یژنمجموعه  کیوجود  ن،یا برعلاوه. (2014

(Bondy-Denomy et al., 2013; Uribe et al., 2019). 

 

تارکخچ  کرکسپر: از ابهدای کشف توالی تکراری کرکسپر تا نامگشاری اکن سیسهم و شناساکی مکانیسم کارکرد آن و  :1شکل 

اسهفاده از اکن سیسهم در وکراکش ژنوم سلولی. در ادام  سیسهم های مخهلفی ک  برمبنای کرکسپر ذرفه  شد تا وکراکشگر 

 ه است.های ت  نوکلئوتیدی و سیسهم پراکم ادکهور ذکر شد
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 وکراکش ژنوم در CRISPR/Cas9 نت های مخهلف سیسهماوارک

رونویسی را  pre-crRNAو  tracrRNAبیان شوده و  کریسوپرمکان ژنی که در بخش قبل توضوی  داده شود، طوریهمان

-RNaseІІІ  ،preو  tracrRNAسپو با همکاری  شود.کددهی می Cas9کند و از ژن همراه جایگاه ژنی کریسپر پروتئین می

crRNA  یک مولکولcrRNA فعال دابلکوتواند یک می کوتاه ایجاد شوده که tracrRNA-crRNA  در نهایت دهد.شکل را ،

ترکیب شووده و سوواختار فضووایی فعالی را برای این آنزیم ایجاد کرده و کمپلکو  Cas9 با آنزیم crRNA-tracrRNAداپلکو 

CRISPR/Cas9  را بوه سووومتDNA  هدف هدایت می کند. مولکول فعالCas9  اقدام به ایجادDSB (Double Strand 

Breaks)  درDNA ز طریق دو دامین فعالا هدف RuvC  وHNH  می کند.ایجادDSB باعث فعال شوودن سوویسووتم ترمیمی 

DNA  یاDNA repair .مکانیسم ترمیمی اول می شوودNHEJ (non_homologous end joining)  در (2)شکل  نام دارد .

که شوند. با توجه به ایندیگر براسا  سیستم ناهومولوگ متصل میاین سویستم، دو انتهای کروموزوم دو تکه شده مجددا به هم

براسا  آن ترمیم شود وجود ندارد.  DNAشود، الگویی که معمولا هر دو کروموزوم دیپلوئید در جایگاه ژنی مورد نظر بریده می

های اگزونوکلئازی شروع به حذف نوکلئوتیدها از دو انتهای آنزیم توالی هدف در ژنوم میزبانبریده شودن سوو، به مح   یک از

های مرتبط اقدام به پلیمراز و سووایر آنزیم DNAاز سوووی دیگر، سوویسووتم ترمیمی با اسووتفاده از آنزیم  کنند.می DNAآزاد 

این اقدام، منجر به متصل شدن دو انتهای کروموزوم شده و در محل کنند. از دو انتهای آزاد شده می DNAبازسوازی دو رشته 

به طور تصادفی رخ می indels( و یا به اختصوار insertion/deletionsکم و زیادشودن نوکلئوتیدها )ای از ترمیم یک مجموعه

 Reading frameهای تصوووادفی در داخل ژنوم و عمدتا به منظور تغییر چارچوب خوانش یا این روش برای ایجاد جهشدهد. 

. پروتئین جهش یافته عمدتا غیرفعال بوده و اصطلاحا (Horii & Hatada, 2014) برای یک پروتئین خاص اسوتفاده می شوود

knockout .های زیادی در حیوانات اهلی از این روش برای غیرفعال کردن ژن می شووود(Eghbalsaied & Kues, 2021)  و

 . (Eghbalsaied et al., 2020) های خارجی وارد شده در ژنوم میزبان در موش استفاده شده استنیز ژن

توسط سیستم  DSBنام دارد. در این حالت، کروموزوم دارای  Homology-directed repair (HDR)سویستم ترمیمی دیگر، 

(. رشته الگو دارای هومولوژی در بازوی چپ و بازوی راست 2شود )شکل الگو بازسازی می DNAترمیمی براسوا  یک رشوته 

کند و بر اسا  آن دو الگو استفاده می DNA، می باشد. سیستم ترمیمی از این DSBخود، منطبق بر دو انتهای چپ و راسوت 

ین دو قطعه جداشووده جلوگیری در ب indelsدیگر متصوول نموده و از ایجاد به همکاملا منطبق بر الگو قطعه از هم جداشووده را 

از این تکنولوژی برای وارد کاربرد دارد.  point mutationهای تک نوکلئوتیدی دلخواه یا ایجاد جهش این روش برایکنود. می

بازی که کیلو جفت  7-0. برای مثال، قطعات (Platt et al., 2014) های بزرگ هم استفاده می شودیا ژن DNAکردن قطعات 

هومولوژی داشووتند  ژنکیلوجفت باز در سوومت چپ با محل ورود هدفمند  5/1-1کیلو جفت باز سوومت راسووت و  5/1-1حدود 

و یا دو  single strand donor DNA (ssODN)ای یا تواند از نوعی تک رشتهدهنده می DNAوارد ژنوم میزبان شوده است. 
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. برای وارد کردن قطعات بزرگ به (Yoshimi et al., 2016) باشوود double strand dodnor DNA (dsODN)رشووته ای 

 Bacterialها و بات (Nakao et al., 2016; Kanca et al., 2019)  هتر اسوووت از پلاسووومید و یا کاسووومیدهداخل ژنوم ب

artificial chromosomes (BACs) استفاده کرد (Suenaga et al., 2014) . 

 deadمرده یا  Cas9هاست. در این روش از یک پروتئین دیگر سویسم کریسپر در مطالعات اپی ژنتیک و تنظیم بیان ژنکاربرد 

Cas9 (dCas9)  اسوتفاده می شوود. این پروتئین با توجه به وجودgRNA  وPAM  قابلیت اتصال بهDNA  هدف را داشته، ولی

شود. از سوی دیگر، این پروتئین دلیل، فقط به جایگاه ژنی هدف متصول میهمین را ندارد. به HNHو  RuvCدو دامین برشوی 

dCas9  به صوورت فیوز شوده با یک پروتئین دیگر اسوت که باعث می شود که پروتئین دیگر بتواند در جایگاه ژنی مورد نظر به

با پروتئین های افزایش دهنده یا  dCas9به این منظور، از فیوز کردن پروتئین . (2)شکل  انجام فعالیت کاتالیتیکی خود بپردازد

  Herpes simplex virus-based transcriptional activator VP64 domain (VP64) کاهش دهنده فعالیت پروموتور شوووامل 

برای کاهش بیان ژن  Krüppel-associated box repressor domain (KRAB) و (Maeder et al. 2013) برای افزایش بیان ژن

به پروتئین های فلورسونت برای شناسایی و برچسب دار  dCas9فیوز علاوه براین، . (Gilbert et al. 2013) اسوتفاده شوده اسوت

 . (Anton et al. 2014; Tabebordbar et al. 2021)کردن بخش خاصی از ژنوم استفاده شده است

اسووتفاده از آن برای ویرایش هدفمند یک تا چند  CRISPR/Cas9کاربرد چهارم از سوویسووتم قابل برنامه ریزی ویرایش ژنوم با 

( انجام شووده David Liu)که توسووط گروهی به رهبری دیوید لیو نامیده می شووود Prime editingنوکلئوتید اسووت. این روش 

و که یکی از دامین های برشی آن غیرفعال شده  CRISPR/Cas9یک مولکول . در این سیستم، (Anzalone et al. 2019)  اسوت

 Cas9دو رشوته ای نبوده و فقط یک تک رشوته را برش می دهد و اصطلاحا یک نیک ایجاد می کند و به  DNAقادر به بریدن 

nickase (nCas9) این مولکول (2)شووکل  معروف اسووت .nCas9 با پروتئین(RT) MMLV reverse transcriptase  فیوز

 ژن هدف عمل رونویسووی معکو  را ایجاد کندشووده و یک پروتئین کایمر و کامپلکو ایجاد می کند که قادر اسووت در محل 

(Anzalone et al. 2019).  در این روش، علواوه بر پروتئین فیوزnCas9+RT  از یوک رشوووتهRNA  کایمر بنامpegRNA 

هست.  reverse transcript template  (RT)و  gRNA ،Primer binding site (PBS)اسوتفاده می شوود که خود شوامل 

بوده و به ژن  gRNAدهند که یک بخش آن همان می RNAبه همدیگر متصول شوده و تشکیل یک مولکول  RNAاین سوه 

که به  RNAی های دلخواه هست و نیز یک توالالگو که حامل جهش RNAشود، یک بخش نقش یک مولکول هدف متصل می

هدایت پروتئین  gRNAتوالی  باشد.شود، میاستفاده می RT-RNAعنوان پرایمر برای شوروع عمل رونویسی معکو  از روی 

 gRNAکه مکمل  DNAاقدام به برش رشووته  nCas9را به جایگاه هدف انجام می دهد و سووپو آنزیم  nCas9+RTفیوزشووده 

اقدام به انجام رونویسی معکو  از روی  RTهست می کند و یک نیک برای اعمال تغییرات ایجاد می کند. از سوی دیگر، آنزیم 

RT-RNA  نموده و یک کپیDNA عنوان یک الگو برای انجام ترمیم سووازد. حال رشووته کپی شووده بهاز روی آن میDNA 
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کند و هر دو رشته توالی دلخواه را ته مکمل آن نیز به تناسب تغییر میکند. سپو رشهدف که در محل نیک باز شده است، می

مهار سیستم ز با استفاده اهمین گروه اخیرا، . (Anzalone et al., 2019) که شامل یک تا چند نوکلئوتید هست خواهند داشت

 درصوود افزایش یافته اسووت 37بازدهی این تکنولوژی به بیش از  DNA mismatch repair (MMR)ناجور یا  DNA ترمیمی

(Chen et al., 2021).  .با این وجود، استفاده از آن در ویرایش ژنوم حیوانات هنوز گزارش نشده است 

 

ی رشه  Cas9نوکلئاز  HNHدومین  sgRNA( با هداکت A در وکراکش ژنوم.  CRISPR/Cas9کابردهای سیسهم :2شکل 

در  DSBدهد، و باعث اکجاد را برش می DNAی دکگر رشه  RuvC-likeدهد و دومین را برش می sgRNAمهصل ب  

DNA ذردد. میB ):nCas9(paired Cas9 nikases)  sgRNA  برای جلوذیری از خارج شدن سیسهم از مسیر هدف مورد

ک  تواناکی برش در  می شود Cas9سبب اکجاد نوکلئاز  RuvC-likeو  HNHهای ذیرند.)جهش در دومیناسهفاده قرار می

با پروتئین های فلورسنت و افزاکش کا کاهش  sgRNA-guided dCas9 پروتئین فیوز شده( Cرا دارد.(  DNAک  رشه  از 

 dead Cas9مطالعات اپی ژنهی  و نیز افزاکش کا کاهش بیان ژنها اسهفاده می شود. در اکن روش از ک  برای  دهنده بیان ژن

(dCas9)  .اسهفاده می شودD سیسهم )Prime editing در اکن روش از پروتئین فیوزشده :Cas9 nickase (nCas9)   ب

کاکمر  RNAنیز ب  ک   CRISPR RNAاسهفاده  می شود. از سوی دکگر،  reverse transcriptase (RT)همراه آنزکم 

 .Anzalone et al)می باشد gRNA, Primer binding site, reverse transcription templateتبدکل شده ک  شامل 

2020). 

   CRISPR/Cas9سیسهم  برای طراحیفاکهورهای کلیدی 

ان پذیر برای ویرایش و تنظیم ژنوم نشخود را به عنوان یک ابزار قدرتمند و انعطاف کریسپراز زمان شوناسایی تا کنون، سیستم 

فعالیت ، sgRNAانتخاب مکان هدف، طراحی  شامل ،عواملبازدهی یک سویستم کریسپر وابسته به مجموعه ای از داده اسوت. 

Cas9 ،سوویسووتم ترمیمی ، سوویسووتم کریسووپر به داخل سوولول و جنین های انتقالروشDNA  ناجور یاMMR  و نیز اثرات

 در زیر به اهمیت هر کدام از این فاکتورها پرداخته خواهد شد. می باشد. off-targetغیرهدفمند یا 

. بسته به هدف از ویرایش ژنوم این ناحیه میتواند استانتخاب ناحیه هدف اولین و مهمترین نکته کلیدی در انجام ویرایش ژنوم 

هتروکروماتین و یوکروماتین کروموزوم نقش مهمی در قرار گرفتن یوا نزدیوک بودن محل ژن هدف به ناحیه متفواوت بواشووود. 

شود و در که در یک بافت بیان میی هایژنمقایسه با این وجود، . (Verkuijl & Rots, 2019) بازدهی سویسوتم کریسوپر دارد

اتصووال و کارکرد  بر بازدهیداری معنیمتیله شوودن یک ژن تاثیر شوووند نشووان داد که دلیل متیله شوودن بیان نمیبافت دیگر به
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عامل دیگری که در تفاوت نواحی هتروکروماتین و یوکروماتین  .(Cano-Rodriguez et al., 2016) نداشتسویسوتم کریسپر 

جفت  117عنوان کوچکترین ساختار کروماتین که یک توالی ( است. نوکلئوزوم بهnucleosomeمطرح اسوت، تاثیر نوکلئوزوم )

 DNAنوکلئوزوم در را به دورخود پیچانده، ممکن اسوت بر بازدهی سویستم کریسپر تاثیر بگذارد. هر چند وجود  DNAبازی از 

وجود نوکلئوزوم مانعی برای  in vivoعملکرد سیستم کریسپر شد، در شرایط سلولی و  مانع in vitroاستخراج شده در شرایط 

با این وجود، انتخاب ناحیه هدف در  .مراجعه فرمایید((Verkuijl & Rots, 2019))برای مرور به مقاله عملکرد کریسووپر نشوود 

دو ناحیه هدف  gene knockoutبرای اهداف غیرفعال کردن یک ژن یا داخل یک ژن نیز نیاز به درنظرگرفتن نکاتی هسوووت. 

پروموتور و نواحی محافظت شوووده پروموتور ها. با هدف قراردادن ناحیه توان درنظر گرفوت. نواحیوه پروموتور و نواحیه اگزونمی

توان این کار را انجام داد. با این نیز می ATGتوان مانع بیان یک ژن شوود. از سوووی دیگر، با هدف قراردادن کدان شووروع یا می

رای این باشد. بها میدر اگزون indelsحذف یا های تصادفی ورود و ترین روش غیرفعال کردن یک ژن، ایجاد جهشوجود، رایج

ا همین دلیل، معمولشووود. بهتر میتر باشوود، شووانو غیرفعال کردن پروتئین بیشکار، هر چه جایگاه هدف به ابتدای ژن نزدیک

شوود. با این وجود، اگر پروتئین مورد نظر دارای یک ناحیه سیگنالی در ابتدای خود ها برای اگزون یک در نظر گرفته میجهش

های بعدی استفاده کرد. باید درنظر داشت که ممکن است یک ژن چند وارینت از اگزون یک از اگزونباشد، بهتر است که بجای 

mRNA های مشووترت بین تمامی وارینت ها های فعال بهتر اسوت اگزونکند. بنابراین، برای جلوگیری از تولید وارینتتولید می

هاسووت در در یک اگزون خاص که غیرمشووترت بین وارینتدلیل این امر این اسووت که جهش مورد هدف ویرایش قرار بگیرد. 

اسوووتفاده  gRNAاز دو یا سوووه  gRNAجای یک هتر مواقع، بدر بیشهایی که این اگزون را ندارند تاثیری ندارد. برخی وارینت

، امکان حذف یک قطعه از indelsبر ایجاد شود تا شانو ایجاد جهش و غیرفعال کردن ژن حداکثر شود. در این حالت، علاوهمی

DNA  که بین دوgRNA  قرار گرفته اسوووت وجود دارد(Eghbalsaied et al., 2020; Eghbalsaied & Kues, 2021) 

برای بیش از یک ناحیه از ژن اسوووت. معمولا دو اگزون  gRNAبهترین روش برای نوات اوت کردن یک ژن طراحی درمجموع، 

 دهند.ها مشترت باشد را مورد هدف قرار میپیاپی که بین همه وارینت

 DNAکه مبتنی بر برش  HDRتوان اسووتفاده کرد: روش که هدف ایجاد یک جهش هدفمند باشوود، از دو روش میدرصووورتی

طراحی بنابراین،  . و ایجاد نیک اسووت DNAکه مبتنی بر برش در یک رشووته از  Prime editing روش دورشووته ای اسووت و

gRNA در روش  ای اسوت که قرار است ویرایش شود.به ناچار محدود به ناحیهHDR برای یک ناحیه نزدیک به محل ویرایش ،

دهنده که برای قطعات کوچک  DNAشوود. سپو یک قطعه طراحی می gRNAف محل دلخواه دلخواه یا دو ناحیه در دو طر

باشد برای  BACای باشد و برای قطعات بزرگ از پلاسمید یا ای یا دورشتهتواند سنتز شده تک رشتهمی جفت باز(  06-1666)

جفت باز برای ویرایش  06-36ویرایش بوده )شوود. این قطعه باید دارای هومولوژی در ناحیه چپ و راست محل آن طراحی می

هووا ویرایش دلخواه )جهش تووک کیلو جفووت بوواز برای واردکردن قطعووات ژنی بزرگ( و در بین آن 2-1تووک نوکلئوتیوودی و 
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، Chopchopتوان از نرم افزار آنلاین  برای انجام این کار میقطعه بزرگ ژنی برای وارد شووودن( قرار می گیرد. نوکلئوتیودی یوا 

 (.  /http://chopchop.cbu.uib.noاستفاده کرد ) in-Knockنه گزی

 gRNAتوالی مورد نظر برای ویرایش یوک برای یووک محول نزدیوک بووه  Prime-editingبرمبنووای تکنولوژی در روش دیگر، 

. (Chen et al,. 2021) جفت باز از محل ویرایش قرار بگیرد 76تا  56بهتر اسووت در فاصووله  gRNAطراحی می شووود. محل 

که شووامل جهش  RNAنیاز به یک توالی ، gRNAبر که در بخش قبل توضووی  داده شوود، در این سوویسووتم، علاوهطوریهمان

در برای رونویو معکو  و نیز پرایمر برای شوروع رونویسی  RNAهای و توالی gRNAاین ه باشود. مجموعدلخواه هسوت، می

، gRNAبرای طراحی . (Chen et al., 2021) دوشووومیکه تحت یک پروموتور بیان  قرار گرفتکایمر  RNAقطعه قالب یک 

PBS  و توالیRT حوامول تغییر چنودنوکلئوتیودی مورد نظر می( توان از نرم افزار آنلواینhttp://pegfinder.sidichenlab.org/) 

محدودیت این روش این اسووت که برای ایجاد جهش های تک نوکلئوتیدی یا ورود و حذف چندنوکلئوتیدی قابل  .اسووتفاده کرد

هر چند ممکن است این تکنولوژی نوپا به زودی بهبود پیدا کند اسوتفاده است و برای ورود ژنهای بزرگ غیرقابل استفاده است. 

  و این محدودیت نیز برطرف شود.

توسووط دو  StCas9و  SpCas9تواند در برخی مطالعات مهم باشوود. هرچند که همزمان هم هم می Cas9انتخاب منشووا آنزیم 

دلیل در دستر  قرار گرفتن به SpCas9استفاده از (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012)گروه مختلف منتشر شد 

طراحی  Cas9تر مورد اسوتفاده است. اکثر نرم افزارهای آنلاین این گزینه را دارند که براسا  منشا آن توسوط گروه ژانگ بیش

gRNA  .در واقع، توالی انجام دهندPAM  برایCas9  ها برای انتقال ژن های مختلف متفاوت است. در مطالعاتی که از ویرو

 شوداستفاده می SaCas9 (Staphylococcus aureus Cas9)شود، با توجه به محدودیت اندازه ژن برای انتقال از استفاده می

(Tabebordbar et al., 2021)  در جدول زیر نرم افزارهای آنلاین طراحیgRNA  .تکر شده است 

 .برای سیسهم کرکسپر gRNAطراحی آنلاکن ابزارهای  :1جدول 

Tool name 

Off-

target 

analysis 

Webpage link 

CRISPR Design Tool Yes https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-design-tool/ 

PNA Bio Yes https://www.pnabio.com/support/gRNATool.htm 

Cas-Designer No http://www.rgenome.net/cas-designer/ 
CRISPR MultiTargeter No http://www.multicrispr.net/ 

CRISPR Genome Analysis Tool Yes http://cbc.gdcb.iastate.edu/cgat/ 

GeneArt Yes 
https://www.thermofisher.com/sa/en/home/life-science/genome-
editing/geneart-crispr/geneart-crisprsearch-and-design-tool.html/ 

ZiFiT Targeter Version 4.2 No http://zifit.partners.org/ZiFiT/ChoiceMenu.aspx/ 

CRISPR/Cas9 target online predictor Yes https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/ 
Cas9 online designer Yes http://www.rgenome.net/cas-designer/ 

CHOPCHOP Yes http://chopchop.cbu.uib.no/ 

sgRNAcas9 Yes http://www.biootools.com/col.jsp?id=103/ 
E-CRISP Yes http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ 

 

  (Off-target) هدفاثرات غیر 

http://chopchop.cbu.uib.no/
http://pegfinder.sidichenlab.org/
https://www.pnabio.com/support/gRNATool.htm
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اولیه بر روی  مطالعات ،. با این وجودکندمی عمل (On-target) توالی هدف بر Cas9 پروتئین با اثر CRISPR/Cas9سویستم 

 Fu)ندرا ایجاد ک( Off-target(های غیر هدف تواند مقادیر قابل توجهی از جهشکه این سیستم می دادنشان  سیستم کریسپر

et al., 2013) .ده عم .باعث ایجاد تغییرات فنوتیپی غیردلخواه و حتی مرگ سوولولی گرددممکن اسووت مند این اثرات غیر هدف

توان با براین، میدهند. علاوهرا نیز گزارش می off-targetهای دهند، توالیرا انجام می gRNAنرم افزارهوای آنلاین که طراحی 

بینی کرد طراحی شووووده پیش gRNAژنوم برای را در داخوول  target-offهووای اسوووتفوواده از نرم افزار آنلوواین زیر توالی

(offinder-http://www.rgenome.net/cas/  .) کواهش احتموال وقوع جهش هوا در مکانهای ژنی غیردلخواه یا برایtarget-off 

 :ه استپیشنهاد شد راهکارهای زیر

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

درصد اثرات خارج از هدف کمتری دارد. در صورتی که محتوای بالای  35تقریبا  GCکه توالی مکان هدف با محتوای نسوبتا کم 

GC  که هیبرید  می شوودباعثRNA  وDNA پایدار شوود و قدرت تحمل غیر انطباس نوکلئوتیدی افزایش یابد (Jiang et al., 

ی عدم انطباس نوکلئوتیدی هسوتند که از شکل برآمدگی دارای حداقل سوه ناحیه PAMبر این توالی هدف و توالی علاوه.(2013

DNA  نوکلئوتید مجاور  7تا  5و  5'و  3'در انتهاهایPAM کند.جلوگیری می 

 ,.Cho et al) را برش می دهد DNAفقط یک رشوته از  Cas9 nickaseسویسووتم : paired Cas9 nickaseب( اسوتفاده از 

قابلیت ایجاد برش در یک  ایجادشووده Cas9جهش ایجاد شووود،  RuvC-likeیا  HNHهای اگر در هر کدام از دومین .(2014

تشووکیل باشووند،  DNAکه هر کدام مربوط به یک رشووته از  sgRNAدو  و Cas9 nickase را دارد. با اسووتفاده از DNAی رشووته

ایجاد  Off-targetایجاد شده و حداقل  DSBهدایت کرد که در نهایت قابلیت تشوکیل طوری توان ای را میهای تک رشوتهبرش

  . (Kim et al., 2015)شود

، دایمر Case9 nickase( همانند می شودالحاس  Foklبه دومین نوکلئازی  dCas9: )sgRNA-guided fCas9ج( اسوتفاده از دایمر

dCase9  وFokl توانند میendogenous ی تشوووکیل دادن یک اندونوکلئاز را به وسووویلهFokl  .عملکردی ویرایش کنندfCas9 

تری های سلول انسانی دارد و اثرات غیر هدف کمدر رده Cas9نشوان داده اسوت که عملکرد بهتری برای نواحی هدف نسبت به 

چنان بخشوووند. اما همی هدف را بهبود میها به طور خاص اثرات تشوووخی  ناحیه. اگرچه این اسوووتراتژیباشووودمیرا نیز دارا 

، اجتناب کامل از نواحی غیر هدف و کاهش sgRNA، نیاز به چندین Casی بزرگ پروتئین ازههوایی نیز دارنود. از قبیل: اندنق 

های های انتقال و یا کشف ویژگیسوازی روش، بهینهsgRNAی طراحی تر در زمینههای بیشکارایی در نواحی هدف. پیشورفت

 .کند کریسپرگیری به سیستم های چشمتواند در آینده کمکمی Casهای جدید در پروتئین

http://www.rgenome.net/cas-offinder/
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بوده و به یک باز ناجور  wild type SpCas9که بسیار حسا  تر نسبت به  High fiedelity SpCas9 (Cas9-HF)د( اسوتفاده از 

به  SpCas9-HF. با این وجود، اسووتفاده از (Kleinstiver et al., 2016) حسووا  بوده و برش نمی دهد gRNAدر توالی هدف با 

 با استفبال زیادی مواجه نشده است.  on-targetبرای ویرایش  تردلیل بازدهی کم

 حیواناتدر  کرکسپرکاربردهای سیسهم 

 ایگسترده طیف کنجکاوی که است جالبی ایده DNA های توالی مستقیم تغییر طریق از متغیر و جدید های فنوتیپ تولید

 ژنتیک در ایالعاده فوس هایپیشوورفت توجه، قابل هایتلاش اسووا  بر. اسووت برانگیخته گذشووته دهه چند در را محققان از

 انجام دام یک ژنوم در خطا بدون و دقیق تغییرات که دهدمی را امکان این ما به ژنوم ویرایش است. روش آمده دستبه حیوانات

 ایم.آوردهما ده موضوع مختلف را در این مطالعه  دهیم. ها را فزایشعفونت برابر در مقاومت و وری در تولیدبهره تا دهیم

 اکجاد ماهیچ  مضاعف در حیوانات 

ه ک. است عضله تولید و رشود افزایش برای محبوب هدف یک میوسوتاتین ژن هدفمند ژن ویرایش ژنوم، ویرایش منطقه در

 مورد Texel نژاد و آبی بلژیکی و Piedmontese گاوهای مانند سوونگین هایماهیچه با گاوهای و گوسووفندها در این ایده ابتدا

 9 رشوود تمایز فاکتور یا GDF8 عنوانبه همچنین) میوسووتاتین ژن بیان کاهش که شوود کشووف این، برعلاوه. گرفت قرار توجه

 همچون ییایبا مزا با این روش که یک روش کار آمد در تغییر ژنومشود. می عضلانی رشود افزایش به منجر( می شوود شوناخته

 نمویم، (Horii & Hatada, 2014; Eghbalsaied et al., 2020) هاموش نظیر یدر حیوانات ترنهیکم هز تر وسوواده اتیعمل

(Kang et al., 2015)، خوت(Wang et al., 2015b)  گوسفند برخی دام ها نظیر  (Crispo et al., 2015)و بز (Wang et 

al., 2015a) خرگوشبز و  جادیمحققان موفق به ا. استفاده شده است  ( فاقد ژن فعال میوستاتینMSTN KO  ) با استفاده از

غیرفعال کردن  .(Lv et al., 2016) رشوود عضوولات شووده اند شیافزا یو موثر برا با راندمان بالا Cas9 / کریسووپر سووتمیسوو

(knockout) ژن میوستاتین در خوت منجر به بروز جزیی صفت ماهیچه مضاعف شد (Wang et al., 2017).  

 بیماری ب  مقاوم حیواناتاکجاد 

 زنده، حیوانات تجارت دام، تولید و وریبهره بر مخربی تأثیر تواند می دهدمی قرار تأثیر تحت را هادام که هاییبیماری

 شامل که ژنوم، ویرایش .باشد داشته اقتصادی توسعه کلی روند بر نتیجه در و انسان سلامت حیوانی، محصولات سوایر و گوشوت

 تصور آنچه از ترسریع است ممکن و است پیشرفت حال در سرعتبه است، DNA توالی در ژن چند یا یک اصلاح یا حذف درج،

 مواد ولیدت در ژنوم ویرایش برای قدرتمند ابزار یک عنوان به اخیراً( کریسپر سیستم. شود تبدیل تجاری واقعیت یک به شودمی

های عفونی و از بیماری سل یکی .) et al.Islam, 2020( است  شوده ظاهر دام هایبیماری مدیریت جمله از کشواورزی غذایی

. عامل سوول گاوی به می باشوود  (Mycobacterium)قابل انتقال بین انسووان و حیوان اسووت. عامل سوول باکتری میکوباکتریوم
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سوول از  .می شووود)عامل سوول انسووانی( نامیده  میکوباکتریوم توبرکولوزیو یکی از اعضوواک کمپلکو میکوباکتریوم بویو نام

. باسوویل سوول علاوه بر انسووان و می باشوودهای مهم نشووخوارکنندگان به ویژه گاو و بز در سووراسوور جهان از جمله ایران بیماری

 با .کند، لذا امر کنترل و مبارزه با این بیماری مشووکل اسووتنشووخوارکنندگان، حیوانات خانگی و حیات وحش را نیز مبتلا می

 گاو 0 آنها. سل را ایجاد کنند به مقاوم ژنتیکی شدهاصلاح محققان توانسته اند گاو های  CRISPR/Cas9 سویسوتم  اسوتفاده از 

 هایبیماری ترینمهم از یکی مالت تب یماری. ب(Gao et al., 2017)دادند نشووان مقاومت سوول برابر در که اند کرده ایجاد

 شحاتتر با نزدیک تما  و خامنیمه یا خام گوشت غیرپاستوریزه، شیر مصرف. است مسری شدتبه و بوده دام و انسان مشترت

 و مدیترانه تب بروسلوز، هاینام با بیماری این .هستند انسوان به بیماری این انتقال اصولی دلایل از بیماری، به مبتلا حیوان بدن

 ژن ویرایش سیستم حاوی ویروسی لنتی هایناقل با را آلوده هایسلول. همکاران و کارپونی. شودمی شناخته نیز ناخواسوته تب

CRISPR/Cas9 حدت با مرتبط ژن ویژهبه میزبان، هایسوولول در بروسوولا تکثیر در درگیر ژن یک کردن غیرفعال برای virB10 

 ناقل با انتقال از پو چهارم و اول روز در که کردند گزارش هاآن. دادند انتقال( پلیمراز A RNA واحود زیر) RpolA یوا

CRISPR/Cas9 علیه RpolA عفونت چندگانگی نرخ با باکتریایی (MOI) 60، شوودت به شووده درونی هایسوولول/بروسوولا تعداد 

 عوارض. است ویروسوی بیماری یک( PRRS) خوت تنفسوی و تناسولی سوندرم .(Karponi et al., 2019) یافته اسوت کاهش

 کنیریشه زمان از که است اقتصادی نظر از بیماری ترینمهم PRRS. سنی هر در هاخوت در تنفسوی هایبیماری و مثل تولید

 ایالات خوت صوونعت برای دلار میلیون 056 حدود سووالانه و گذاردمی تأثیر متحده ایالات خوکی تولید بر کلاسوویک خوکی تب

 گیرنده حذف.اسووت سووال در یورو میلیارد 1.5 تقریباً آن هزینه که دهدمی نشووان اروپا در اخیر برآوردهای و دارد هزینه متحده

 خوت تنفسووی و مثل تولید سووندرم ویرو  برابر در که کندمی تولید را ژنتیکی شووده دسووتکاری های خوت، CD163 های

(PRRSV )تکنیک طریق از CRISPR-Cas9 هایگیرنده که هاییدام تمام. هسوووتند مقاوم CD163 برابر در دارند حذفی 

PRRSV ندادند نشووان را عفونت این علائم هرگز و شوووند می محافظت(2016 ,.et alWhitworth ) .یماری جنون گاوی، ب

اوم مغز که باعث ایجاد فرم مقدلیل تاخوردگی غیرمعمول پروتئین پریون در هبیماری تحلیل برنده نورون های عصبی است که ب

 انواع معرفی برای را Cas-CRISPR ژنوم ویرایشگرهای از استفاده با اولین برایمحققان  . آیدشوود، بوجود میاین پروتئین می

 کشنده بیماری یک( GBED) گلیکوژن انشوعاب آنزیم کمبود .( et alPark., 2020) گزارشوی ارائه کردند PRNP جدید آللی

 مولکول) گلیکوژن تخیره برای لازم آنزیم فاقد مبتلا های اسب. است شوده متولد تازه های کره  یا رشود حال در های جنین در

 اسکلتی، های ماهیچه و قلب نیاز مورد قند های مولکول توانند نمی بنابراین و هستند آن ایشاخه شوکل به( کننده تخیره قند

 می ژنوم، ویرایش در اخیر های پیشوورفت با .کنند کار درسووتی به توانند نمی ها اندام این نتیجه در. کنند تخیره را مغز و کبد

 جهش تصوووحی  برای CRISPR/Cas9 از محققووان ،ای مطووالعووه در. کرد ترمیم دقیقوواً را ژنتیکی جهش نوع این تووان

GBE1102C>A استفاده تاس شده مشتق بالا ژنتیکی شوایستگی هتروزیگوت یک از که فیبروبلاسوت اولیه سولولی رده یک در 



 22                                                                                                           1161زمستان، 1، شماره 2نژادی دام، دوره مجله اصلاح و به

-Pinzon)شووود اسووتفاده حیوانات جمعیت در مضوور های بیماری سووایر دادن قرار هدف برای تواند می چارچوب این .کردند

Arteaga et al. 2020). 

 تعیین جنسیت 

 یو تعیین جنسیت بسیار توسعه برای تواندمی ژنوم ویرایش قدرتمند روش این که دهدمی نشان ما نتایج لی و همکاران به

 تعیین حاضوور، حال در .(Lee et al. 2019) یابد گسووترش توجهی قابل طور گیرد و به  قرار اسووتفاده مورد مرغ هایمدل از

 این با. است رسیده تجاری کاربرد به گاو در تنها( FACS) فلورسانو با شده فعال سلولی سازی مرتب طریق از اسپرم جنسویت

 در جنسیت دهکنن تعیین ناحیه. یابد بهبود اطمینان قابلیت و کارایی به توجه با باید هنوز اسپرم جنسویت تعیین فناوری وجود،

 خوبی هایفرصت جدید هایفناوری این. کند می عمل مرد جنسویت رشود اصولی ژنتیکی کلید عنوان به Y (SRY) کروموزوم

 است ممکن ،CRISPR-Cas9 ین رویکرد.ا(Kurtz & Petersen 2019) می باشد هاخوت در کردن  جنسیت تعیین پیش از برای

 اورزیکش و آزمایشگاهی تحقیقات برای اخلاقی هایپیشرفت سوی به را هاییگام و باشد اجرا قابل دارمهره هایگونه سوایر برای

 کند.می ارائه

 رنگ وکراکش

مطالعه ای   در. است شده شناخته ها گونه سایر و انسان در مغلوب آلبینیسوم عامل عنوان به( Tyr) تیروزیناز ژن در جهش

 UTR خیر، یا کندمی کار خرگوش در UTRs کنندهتنظیم ناحیه جهش روی CRISPR/Cas9 سیستم آیا اینکه آزمایش برای ،

 رفت، می انتظار که همانطور. شد حذف دوگانه sgRNA با شدههدایت CRISPR/Cas9 سیستم یک توسوط خرگوش Tyr ژن '3

 در اطمینان بنابراین شوود، مشوواهده ،یافته جهش خرگوش در عنبیه و مو های فولیکول در ملانین کاهش و خاکسووتری رنگ

 نشان که شد یافت نیز F1 نسل در خاکستری فنوتیپ. یافت افزایش خرگوش در شدن خاکستری با Tyr 3' UTR جهش ارتباط

 و نینملا کاهش دهدمی نشان  شواهد بنابراین،. اسوت فرزنداناز والدین به  پایدار طور به یافته جهش آلل دهنده توانایی انتقال

 واسووطه با بزرگ قطعات حذف این، بر علاوه. شووود ایجاد هاخرگوش در Tyr 3' UTR حذف با تواندمی شوودن خاکسووتری

CRISPR/Cas9 فنوتیپ به ژنوتیپ مطالعات تواندمی UTRs یا RNAکند تسووهیل آینده در را کدکننده غیر های(Song et al., 

 .در آینده با این سیستم محققان خواهند توانست برترین رنگ را برای حیوانات مختلف در میادین مختلف ارضه کنند .(2017

 افزاکش کیفیت شیر 

 ونینملات با شده غنی شیر تولید. دهد می نشان را مهمی دارویی و غذایی ارزش قوی اکسویدان آنتی یک عنوان به ملاتونین

 با کند،یم تولید ملاتونین با شووده غنی شوویر که گوسووفندی بیوراکتور یک مطالعه ای،  در. بود خواهد کنندگان مصوورف نفع به
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 نشان بلات وسترن و RT-PCR. اسوت یافته توسوعه میکرواینجکشون و CRISPR/Cas9 سویسوتم از ترکیبی فناوری با موفقیت

 ولیدت ملاتونین با شوودهغنی شوویر حیوانات این و کردند بیان خود پسووتانی اپیتلیال هایسوولول در را هاژن این هابره که دادند

 توجهی قابل سووطوح که دهدمی نشووان را ASMT و AANAT تراریخته حیوانی مدل یک که اسووت گزارشووی اولین این. کردند

 ه،مطالع این در اسووتفاده مورد پیشوورفته هایآوریفن. کندمی تولید خود وحشووی نوع همتایان با مقایسووه در را ملاتونین شوویر

 ایجاد نند،ک تولید ملاتونین شوویر از بالایی سووط  توانندمی که گاوها، مثال، عنوان به تراریخته، بزرگ هایدام تولید برای ایپایه

در . یکی از بزرگترین آلرژن های شویر گاو است که باعث هضم کم شیر می شود  (BLG)لاکتوگلوبولین .(Ma et al. 2017)کرد 

( ٪15.39) 20 از بنیانگذار چهار. (Zhou et al. 2017)شوودند تولید مختل BLG ژن با ژنی شووده ویرایش بزهای 2617سووال 

 مدل یک مطالعه این.  بودند شوویر در BLG پروتئین تولید لغو و BLG بیان کاهش دهنده نشووان که بودند BLG های ویرایش

 .(Zhou et al. 2017) کند تولید BLG بدون شیر تواند می که دهد می ارائه مفید بزی

 افزاکش تولید پشم

 یک( FGF5) 5 فیبروبلاسووت رشوود فاکتور اسووت. پشووم کیفی صووفات مهمترین از یکی پشووم طول گوسووفند، پرورش در

. در حیوانات شده است  پشمی پوشش ایجاد به منجر FGF5 ژن شدن خاموش یا حذف. است پشوم چرخه در غالب مهارکننده

 در(. P < 65/6) بود وحشی انواع از بیشتر توجهی قابل طور به گوسفندان جهش یافته  در پشم طول که محققان کشف کردند 

 و گوسووفند پرورش ژنتیکی سووریع بهبود برای کارآمد راهی تر، طولانی پشووم طول فنوتیپ با FGF5 حذفی گوسووفند مجموع،

  محققان.  است معروف عالی کیفیت الیاف با ارائه به کاشمیر  نژاد بز.  (Hu et al. 2017) بود خواهد پشم صونعت توسوعه ترویج

 دادند نشان کیفیت و ظرافت بر تأثیر بدون ٪71.5 میزان به را عملکرد افزایش ،CRISPR/Cas9 فناوری از استفاده با موفقیت با

(Li et al., 2019). 

 تولیدمثلی افزاکش عملکرد

و   BMPR-IB (FecB)  ژن در جهش. است دام نژاد اصلاح در  یکی از جنبه های مهم و اقتصادی تولیدمثلی عملکرد بهبود

GDF9  گوسووفند   2619محققان در سووال  شووود. می گذاری تخمک نرخ افزایش باعث که اسووت داده نشووان در گوسووفند و بز

 0 رشوود تمایز فاکتور ژن  بزهای ویرایش شووده   محققان .  (Zhou et al. 2018)ایجاد کردند BMPR-1B شووده ژن ویرایش

(GDF9 )  را با اسووتفاده از سوویسووتمCRISPR Cas9 تولید کردند (Niu et al. 2018). از ای مطالعه در CRISPR-Cas9 برای 

 .(Tripathi et al. 2021) شد استفاده بز گرانولوزای های سلول در BMP 15 ژن FecXGr جایگاه حذف
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 اناتحیو رفاه بهبود

 و حیوان به آسیب یا آسویب خطر. هسوتند شواخدار فنوتیپ دارای گاوها از زیادی تعداد مدرن، شویری گاوهای پرورش در

زدایی  شاخ به نیاز CRISPR/Cas12a تکنیک از استفاده با محققان نشان دادند میتوان. دهد می افزایش را کشواورزان همچنین

 انجام کشاورزی صنعت در معمول طور به که را دردناکی زداییشاخ به نیاز این سیستم (Schuster et al., 2020). بین برد از را و

 کند.می برطرف را آسیب برابر در کشاورزان و گاوها از محافظت برای می شود

 افزاکش عملکرد در حیوانات ورزشی

 هدف اینجا، در. می کند فراهم را کارآمدتر های ایجاد اسب برای ها،اسب در ژن ویرایش برای جدید هایآوریفن از استفاده

 تولید و CRISPR/Cas9 از اسووتفاده با عضوولانی، توده رشوود منفی کننده تنظیم یک ،(MSTN) میوسووتاتین ژن محققین حذف

 صوورت گرفت .محققان به این نتیجه رسویدند که با اسوتفاده از سویستم ها اسوب در بار اولین برای شوده ویرایش های جنین

CRISPR/Cas9 هایآلل توانمی فناوری این  با.  های کمک گرفت اسب ژنوم ویرایش برای کارآمد اسوت میتوان روش که یک 

 (Moro et al., 2020).داد توسعه را دقیق اصلاح برنامه یک و کرد تولید را مفیدی

 کم  ب  تولید اعضای بدن انسان در حیوانات 

 از بافت، مهندسی کار چندین انجام برای( iPS) القایی پرتوان بنیادی های، سولول CRISPR/Cas9 با اسوتفاده از سویسوتم

 .Cai et al)پیوند توسووط محققین انجام گرفت  برای خاص اهداکننده هایبافت سووازیآماده یا بیماری هایمدل ایجاد جمله

وجود اجزای رتروویروسی در ژنوم آن ها است که می تواند  در پیوند اعضای بدن خوت به انسان  یکی از مشکلات عمده  .(2016

این امر می تواند  .می نامند PERVs منجر به بروز بیماری در انسوووان شوووود. وجود این ویرو  ها که در مورد خوت آن ها را

اه ند در آزمایشگاه مخوت به انسوان را میسر کند. مطالعات نشان داده است که کلیه های خوت می توا پیوند بیگانهاسوتفاده از 

در سال  وجود داشوته اسوت. پیوند بیگانهها برای بابون دارای عملکرد باشود. اما تر  از این رتروویرو  ها سوال ها برای انجام 

 .استفاده کردند crispr/cas9از سیستم  برای غیر فعال سوازی رتروویرو  هایی که در ژنوم خوت وجود دارند  محققان 26117

 یک  همکاران و فن .( et alNiu., 2017) درتروویرو  ها را از ژنوم حذف کنن کریسپر و همکاران توانسوته اند با اسوتفاده از نی

 Fan et)اندکرده ارائه SCNT و CRISPR/Cas9 از استفاده با( CF) انسانی کیسوتیک فیبروز بررسوی برای جالب گوسوفند مدل

al., 2017).  CF دادن قرار هدف نویسندگان. کند می درگیر را بدن های اندام سایر و ها ریه بیشوتر که اسوت ارثی اختلال یک 

 فنوتیپ با -+/CFTR همچنین و -/-CFTR های بره و اند کرده معرفی را CF (CFTR) غشووایی گذر هدایت کننده تنظیم ژن

 برای امیدوارکننده حل راه یک عنوان به Xenotransplantation .اند شووده تولید انسووان به شووبیه CF شووناسووی آسوویب شوودید
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 شدند  لاحاص های خوت سیستم کریسپر ، با .شود می گرفته نظر در پیوند برای مناسب اهداکننده اعضای برای فزاینده تقاضوای

 .(Petersen et al., 2016) شوند استفاده پزشکی برای توانند می که

 جمع بندی 

تکنولوژی کریسوپر یک تکنولوژی نوظهور در مهندسی ژنتیک و ویرایش ژنوم است. به دلیل سادگی تکنولوژی و موثر بودن 

آن اسوتفاده از آن به سوورعت در تمامی موسوسووات مهم دنیا که در زمینه ایجاد حیوانات ویرایش ژنوم شووده کار می کنند مورد 

یک دهه از عمر این تکنولوژی، پیشوورفت های زیادی در حوزه های مختلف  قبول واقع شووده اسووت. از سوووی دیگر، در کمتر از

اسوووتفواده از آن برای افزایش بوازدهی نات اوت، ورود یک ترانسوووژن )نات این(،  ویرایش هدفمند تک نوکلئوتیدی، افزایش یا 

. در علوم دامی، این تکنولوژی کاهش بیان ژنها و نیز شوناسوایی محل یک ژن یا ترانسژن در داخل ژنوم میزبان انجام شده است

پیوند  و صفات تولیدی، تولیدمثلی، مقاومت به بیماری و نیز صفات کیفی برای بهبودبه سورعت توسوط موسوسات مختلف دنیا 

مورد اسووتفاده قرار گرفته اسووت. پیش بینی می شووود که این تکنولوژی هر تغییر دلخواه را در  بافت و ارگان بیگانه )زنوگرفت( 

ژنوم نژادهای مختلف حیوانی ایجاد کند و ضوومن حفن نژادها از آمیخته شوودن ژنوم آنها با همدیگر و ایجاد تغییرات نامناسووب 

 جلوگیری کند. 
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