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 چکیده

 یئو آرک هایدر اکثر باکتر یاکتس  اب یمنیا س  ت یس  یک عنوان به CRISPR-Cas س  ت یس  : مقدمه

 تیبلژنوم با قا یمهندس   یتکنولوژ کیعنوان به س  ت یس   نیا ریاخ یهاس  ال یوجود دارد. ط هایباکتر

 ده است.ش یمعرف یوتیوکاری یهادر سطح سلول یشگاهیمختلف آزما طیبالا در شرا اریبس قیتطب

ضر تلاش دارد پ مروری مطالعه کار: روش و نکات کلیدی در جهت  ست  یس  نیا ریاخ یهاشرفت یحا

ای در این راس  تا واژه هقرار دهد.  یمورد بررس   های تحقیقاتی و بالینی راافزایش کارایی آن در کاربرد

 72مورد بررسی قرار گرفته و   PubMedبهبود کارایی و برش نابجا در پایگاه ، CRISPR-Casکلیدی 

 عنوان انتخاب و در نگارش مقاله مورد استفاده قرار گرفتند.  

مختلف ژنوم، موجب شده است  یهاگاهیجا یبرا CRISPR-Cas ست یس  یآسان بودن طراح ها: یا  ه

سترده برا به ست  یس  نیکه ا  یهاس  یانارگ جادیا ک،یمختلف ژنوم یهاگاهیمطالعه عملکرد جا یطور گ

ح در س   ط یکیژنت یها یمار یب ینیبال  قات یتحق نیو همچن یوانیش   ده تحت عنوان مدل ح    یمهندس    

انجام  یبرا  ست یس  نیراستا بهبود عملکرد و دقت ا  نی. در اردیگیاستفاده قرار م  ردمو یادیبن یهاسلول 

 است. یو مؤثر ضرور منیا یژنوم یهایورزدست

  CRISPR-Casهای اخیر راهکارهای متنوعی برای بهبود عملکرد س  یس  ت  در طی س  ال: گیتین یجه

اره اش   گاهیهدف، اتص  ال و برش جا ییش  ناس  ا ،یطراحتوان به بهبود ارائه ش  ده اند که از آن جمله می

 نمود.
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 Abstract 

Introduction: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR 

associated (CRISPR-Cas) system is an adaptive immune system present in the most 

of bacteria and archaea. During the recent years, CRISPR-Cas has been introduced 

as a genome editing technology with high compatibility to different laboratory 

conditions in eukaryotic cell. 

Methods: In the present review study, recent advances of this system and key points 

with regard to improving its efficiency in research and clinical application will be 

covered. In this regard, keywords including CRISPR-Cas, efficiency improvement, 

and off target have been analyzed in PubMed and 72 titles were selected and used in 

this paper.   

Results: CRISPR-Cas system is widely used for studying the function of genomic 

loci, development of engineered organisms as animal models and also clinical 

research of genetic diseases in stem cells due to the simplicity of its design. In this 

regard, improving the performance and precision of this system is necessary for the 

accomplishment of the efficient and safe genetic manipulation. 

Conclusion: Different approaches have been used for improving the function of 

CRISPR-Cas system including optimization of the design, target recognition, binding 

and cutting of the target sites. 

  Keywords: CRISPR-Cas, DNA repair, double-stranded DNA break 
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 مقدمه

 1ی شوندهزیربرنامه ینوکلئازها یمعرف ریاخ یهادر سال

 ت.داده اس شیافزا یادیهدفمند ژنوم را تا حد ز شیرایو ییکارا

در چهار کلاس اصلی  توانیمرا  شونده یزیربرنامه ینوکلئازها

، نوکلئازهای انگشت (1)(MN)2ی کرد: مگانوکلئازها بندطبقه

ویسی رون کنندهفعالشبیه  مؤثر، نوکلئازهای (2) (ZFN)3روی 
4(TALEN) (3)  5وCas-CRISPR (4) نیهمه ا. عملکرد 

و هدف  DNA یی و اتصال اختصاصی بهابزارها شامل شناسا

در سه . باشدیم آن( در DSB)6 یادو رشته سپس ایجاد برش

از جنس پروتئین است.  DNAکلاس اول بخش شناسایی کننده 

و  یراحبه ط ازین لیبه دل هاست یسی این ریکارگبهدر نتیجه 

 نهیهزبر و پرسخت، زمان اریبس شیدر هر آزما نیپروتئ یمهندس

بخش  CRISPR-Casدر سیست   که یحال. در باشدیم

است. در نتیجه  RNAهدف از جنس  DNAشناسایی کننده 

در  CRISPR-Casاین سیست  بسیار سریع، ساده و ارزان است. 

که اولین  دباشیم هایباکترواقع یک سیست  ایمنی اکتسابی در 

 . (5)کشف شد  1987 بار در سال

مواجهه سلول باکتریایی با  فعالیت این سیست  در زمان

باکتریوفاژ و یا اسید نوکلئیک مهاج  موجب حذف عنصر 

ت  سه کلاس اصلی از این سیس تاکنون. شودیمژنتیکی خارجی 

یست  . سشده استی مختلف باکتریایی شناسایی هاهیسودر 

، موسوم به وژنزیپباکتری استرپتوکوکوس  IIکلاس 

CRISPR-Cas9 (SpCas9) یهااستفاده در سلول یکه برا 

 و  نیترمه  ،شده است نهیبه وتیوکاری

. این سیست  شامل سه (6) باشدیم هاست یساین  نیپرکاربردتر

و پروتئین اندونوکلئاز  7crRNA ،8tracrRNAبخش است: 

Cas9 ( 1شکل .)crRNA  بخشی از توالی ژنوم مهاج  است

                                                           
1. programmable nucleases 

2. meganuclease 

3. Zinc finger nuclease 

4. transcription activator-like effector nuclease 

5. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) / 

CRISPR Associated protein 

6. Double stranded break 

 هایباکتردر  CRISPRی تکراری جایگاه ژنی هاهیآراکه در 

در معرض عنصر  مجدداًباکتری  که یزمان. شودیمذخیره 

این قطعه بیان شده و با اتصال به رشته  ردیگیممهاج  قرار 

 tracrRNAدر ژنوم مهاج  و در ادامه با هیبرید شدن  مکملش

 .شودیمبه جایگاه هدف  Cas9موجب فراخوانی  crRNAبا 

ی در ژنوم عنصر مهاج ، ارشتهبا ایجاد برش دو  Cas9در نهایت 

. در تحقیقات مهندسی ژنوم، شودیم نآ شدن رفعالیغموجب 

و مولکول  اندشدهمتصل  به ه  tracrRNAو  crRNA دو قطعه

یا (sgRNA)9 راهنما منفرد RNAحاصل تحت عنوان 

، جایگزین این دو قطعه شده است gRNAخلاصه  صورتبه

دارای دو دمین برش دهنده،  Cas9(. پروتئین 1شکل ) (7)

HNH  وRuvC ،که به ترتیب رشته مکمل و غیر  باشدیم

. لازم به ذکر است فعالیت نوکلئاز (8) دهندیممکمل را برش 

Cas9  علاوه بر عوامل ذکر شده به وجود توالی موسوم به
10PAM  اتصال  گاهیجا بالادستبلافاصلهcrRNA  در رشته

 صورتبه IIمکمل وابسته است. این توالی در سیست  کلاس 

NGG توالیباشدیم . PAM یهاهیدر آرا CRISPR  وجود

ش بنابراین امکان بر .دارد قرارمهاج   نداشته و تنها بر روی ژنوم

  (.10)وجود ندارد  Cas9ژنوم باکتری میزبان توسط 

ی ایجاد شده ارشتهی یوکاریوت برش دو هاسلول

 11NHEJتوسط دو مسیر تعمیر متفاوت اصلاح شود:  تواندیم

روشی مستعد خطا بوده و در آن برش دو  12HDR .NHEJو 

ی کوچک هاشدنی از طریق ایجاد حذف و اضافه ارشته

(Indel)  الباًغبنابراین در تحقیقات از این سیست  ؛ شودیمتعمیر 

 . دردشویمژن استفاده برای ایجاد موتاسیون و غیرفعال سازی 

 مسیری دقیق است که در آن مکانیس  تعمیر بر HDRمقابل 

7. CRISPR RNA 

8. Trans activating crisper RNA 
9. Single guide RNA 

1. Protospacer adjacent motif 

1. Non-homologous end joining 

2. Homology directed repair 
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سیر بنابراین از این م؛ باشدیماساس استفاده از یک رشته الگو 

ی هدف ژنوم و یا هابخشبرای حذف یا اضافه دقیق  عمدتاً

 ژنوم واردکردن دقیق ژن خارجی به یک محل شناخته شده در

 .(9) شودیماستفاده 

 

 .مریکا و یصورت وحشبه راهنما RNA ساختار :1 شکل
مکمل خود به رشته هدف  گاهیجا قیطراز  crRNAی توال)الف( در ابتدا 

متصل شده  crRNAبه مکمل خود در  زین tracrRNAی توالو سپس  شودیممتصل 

. )ب( شودیمهدف  گاهیجابه  Cas9 نیپروتئی فراخوانیی باعث فضاساختار  نیاکه 

ی شده است. چهار طراح tracrRNAو  crRNAراهنما که از ادغام  RNA مریکافرم 

 نیشتریب 85+ نیب نیادر  کهی شده معرفمختلف ( 85+ ,67+ ,54+ ,48+) انتیوار

ی متصل شونده به رشته هدف توال NX20. (72)را از خود نشان داده است  تیفعال

 ی را دارد.ژنومی مختلف هاگاهیجای اتصال به برای شدن طراح تیقابلکه 

 

یک ابزار قدرتمند برای  عنوانبه CRISPR-Casسیست  

ی هدفمند ژنوم از پتانسیل بسیار بالایی در تحقیقات دست ورز

ی هانهیزم نیترمه پایه و بالینی برخوردار است. از جمله 

به  انتویمشوند  مندبهرهاز این ابزار  تواندیمتحقیقاتی که 

دست ی بیانی هازبانیم، ایجاد (4)در سلول  هایماریبی سازمدل

و  (11, 10)ی نوترکیب هانیپروتئ مؤثری شده برای تولید ورز

ی ژنتیکی دارای هایماریبی درمانی برای راهکارهاطراحی 

                                                           
3. off target 

4. In vitro 

. یکی از (13, 12)شده اشاره نمود ی شناخته هاونیموتاس

در سطح  CRISPR-Cas9ی سیست  هاچالش نیترمه 

در این  13ی نابجاهابرشتحقیقات و درمان، شناسایی و کاهش 

تا  دتوانیمی اخیر این سیست  هاگزارش. طبق (14)سیست  است 

و ژنوم را تحمل  crRNAپنج نوکلئوتید عدم مطابقت در هیبرید 

 crRNA 3ʹ . هرچه این عدم تطابق به جایگاه(15)کند 

کمتر خواهد بود.  Cas9ی آن برای ریپذتحملباشد  ترکینزد

 non-Seedو  seedرا به دو بخش:  crRNAتوالی  رونیااز 

جفت باز  12حدود  عمدتاً seed. توالی کنندیمی بند یتقس

ی هایاستراتژ تاکنون. (16)است  crRNAقطعه  3 سمت

از  که اندشدهمعرفی  نابجای هابرشمختلفی در جهت کاهش 

راهنما مناسب،  RNAی و طراحی نیبشیپبه  توانیمآن جمله 

ی هاروشو استفاده از  Cas9مختلف  افتهیرییتغایجاد انواع 

و  کردهایروشاره کرد. هر یک از این اکارآمد انتقال ژن 

در ادامه مورد بحث  هاآنی اخیر صورت گرفته در هاشرفتیپ

 .رندیگیمقرار 

 کارروش

-CRISPR سیس   بتای gRNA مناسب طتاحی

Cas9 

در محیط  Cas9-CRISPRی اخیر هاشرفتیپ

ی هامدلو حتی در  15، در محیط داخل سلولی14آزمایشگاهی

و میمون، منجر به استفاده  16موش، گورخر ماهیحیوانی از قبیل 

 ن استآگسترده آن توسط محققین شده است. نکته قابل توجه 

، ZFN ی شونده شاملزیربرنامهی نوکلئازهاکه در مورد سایر 

TALEN به  یراختصاصیغ، هدایت نوکلئاز و مگانوکلئازها

 DNA -محل هدف بر روی ژنوم بر اساس برهمکنش پروتئین

این امر بر  CRISPR-Cas9. حال آنکه در سیست  باشدیم

بنابراین ؛ ردیپذیمهدف صورت  DNAبه  RNAاساس اتصال 

 ی نابجا را در ژنومهابرشحج  انبوهی از  تواندیماین سیست  

نابجا در  . علاوه بر وجود مقادیر فراوان از برش(14)ایجاد کند 

5. In vivo 

1. Zebrafish 
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، اندگرفتهقرار  NGG–با توالی  PAM یی که بالادستهامحل

، PAMی شامل توالی ثانویه هامحلامکان ایجاد برش نابجا در 

-NAG نیز برای ،SpCas9  بر همین (17)است  شدهمشاهده .

ی آنلاین در جهت هاگاهیپااساس مطالعات جامعی برای طراحی 

ا ی بالقوه برش نابجا بر اساس مشابهت توالی بهاگاهیجاشناسایی 

 crRNAدر طول  قیتطب عدم گاهیجاجایگاه هدف و همچنین 

مناسب  gRNA(. طراحی 2و  1 -)جدول (18)انجام شده است 

مراحل در  نیتریدیکلیکی از  CRISPR-Casبرای تکنیک 

عواملی همچون  .باشدیمو از برش نابجا  جهت جلوگیری

، توالی اطراف محل gRNAدر طول  دهاینوکلئوتجایگاه خاص 

 ی گوانین و سیتوزیندهاینوکلئوت، درصد gRNAنشست 

(GC)  در طولgRNA  و ساختار ثانویه مناسب برایgRNA 

در طراحی مدنظر قرار گیرند تا برش در محل مناسب  ستیبایم

 1841. در یک مطالعه انجام شده در این زمینه، (19)حاصل شود 

gRNA ی کننده مارکرهای سطح سلولی با هدف غیر ریگهدف

مورد استفاده قرار گرفت. حذف مارکر  مارکرهای این سازفعال

بررسی شد. در این مطالعه  FACSسطح سلولی با تکنیک 

 کد کنندهدر نواحی  gRNAمشخص شد قرار داشتن توالی 

نتایج بهتری را در بردارد. با این وجود لازم است به برخی 

هایی  gRNAفعالیت  -1ی این مطالعه اشاره شود: هاتیدمحدو

با این مدل  توانینمرا  زندیرینم به ه خواندن را  چارچوبکه 

 توپیاپ دستنییپااگر تغییر چارچوب در  -2بررسی کرد. 

باشد  FACSی مورد استفاده در بادیآنتمورد شناسایی توسط 

 وجود نخواهد کیتکنامکان شناسایی آن با استفاده از این 

مختلف در  gRNA 218داشت. در مطالعه دیگری با بررسی 

 ، مشخص شدهاآنی مختلف ژنوم و بررسی فعالیت هاگاهیجا

و همچنین جایگاه  3ʹ جایگاه gRNAنوکلئوتید  20که در میان 

( همراهی آشکاری با برش PAM)نوکلئوتید مجاور جایگاه  20

. علاوه بر این در مطالعات ساختاری (21-19)مناسب دارند 

 ،Rلوپ  هیاولدر تشکیل  20شاهده شده است که نوکلئوتید م

                                                           
1. truncated gRNA 

 هدف DNAبا رشته  gRNA دیبریه ی شاملارشته سهساختار 

نقش مهمی  زین ،انداز ه  باز شده DNAکه دو رشته یزمان در

 نی آدنیریقرارگ. همچنین گزارش شده است (22) کندیماجرا 

. دهدیمکاهش  درصد 50در این جایگاه میزان برش را تا حدود 

نقش  Seedکلی نوکلئوتیدهای موجود در ناحیه  صورتبه

در ابتدا  .(23) کنندیمی برش مناسب اجرا کارآمدمهمی در 

ی در اکنندهنییتعنقش  non-seedتصور بر این بود که توالی 

اما در مطالعات اخیر مشاهده  باشدینمدارا  مناسب ایجاد برش

و گوانین در  تیمیدین یدهاینوکلئوتی ریقرارگشده است که 

منفی بر ایجاد برش مناسب خواهد داشت.  ریتأث 3و  2جایگاه 

 نیا 6ی آدنین در جایگاه ریقرارگهمچنین مشخص شده است 

 ،یکلصورت بهی نقش مهمی در بازده برش مناسب دارد. توال

به  gRNAنقش مهمی در اتصال  6-4و  2 هیناح یدهاینوکلئوت

جایگاه هدف داشته و در نتیجه موجب فراخوانی بهتر پروتئین 

Cas9  به هترودوپلکسRNA:DNA نین در همچ .شوندیم

ه مشاهدبه آن اشاره شد،  زیکه قبلاً ن gRNA 218مطالعه آماری 

اثرات منفی  نیتوزیو س نیگوان شد پائین بودن یا بالا بودن درصد

تا  40حدود  GCی دهاینوکلئوتدر برش مناسب داشته و میزان 

 .(24)برای برش مناسب مورد نیاز است  درصد 60

نیز نقش مهمی  DNAبه  gRNAجایگاه ژنومی اتصال 

 gRNAو مشاهده شده است که اتصال  کندیمدر برش ایجاد 

از  مدترکارآناحیه نزدیک پروموتر و شروع رونویسی بسیار  به

مناطق کروماتین در  نواحی بین ژنی است چراکه در این

 gRNA. تشکیل ساختار ثانویه توسط (25)است  تردسترس

 به محل Cas9فراخوانی  در Seedدر ناحیه توالی  مخصوصاً

هدف و نیز القاء ساختار فعال اندونوکلئازی این آنزی  مه  

 الف(.-2)شکل  (26)است

یکی از رویکردهای معرفی شده برای کاهش برش نابجا 

-17 که حدود 17gRNA-tru کوتاه شده یا gRNAاستفاده از 

معمول  gRNAدر مقایسه با  tru-gRNA. باشدیمباز دارد،  18
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 کندیمبرابر( ایجاد  500 حدوداًباز، برش نابجای کمتری ) 20با 

ایجاد شود  5gRNAʹشدن باید در انتهای  ترکوتاه. این (27)

موجب کمتر شدن و حتی از  3ʹشدن در انتهای  ترکوتاهچرا که 

. همچنین کاهش دادن (15) شودیم gRNAبین رفتن فعالیت 

 gRNAنوکلئوتید کاهش شدید یا حذف فعالیت  1-3 ازبیش 

 20معمول با  gRNA رسدیمخواهد داشت. به نظر  به دنبالرا 

 کندیمایجاد  Cas9ی را برای انرژنوکلئوتید میزان بیشتری از 

ی برای انرژ زانیمحداقل  tru-gRNAرد در مو که یحالدر 

Cas9  ودشیمایجاد شده و در نتیجه از برش نابجا جلوگیری 

 ب(.-2)شکل 

 gRNA  5) 5ʹبا داشتن گوانین اضافی در انتهای’-

GGGX19 5 یا’-GGX20 )عمل کند.  تریتخصص تواندیم

ست اما نشده ا ارائه مسئله هنوز مکانیس  دقیقی برای این اگرچه

 تواندیم، میزان بیان و یا ساختار ثانویه آن gRNAتغییر پایداری 

 ج(.-2)شکل  (28)مورد توجه قرار گیرد 

در افزایش احتمال  توانندیماز جمله عوامل دیگری که 

باز  به اضافه شدن جفت توانیمباشند  مؤثراتصال اختصاصی 

A-U  به داربستgRNA ) ی توال(tracrRNA  که موجب

و نیز اضافه شدن جفت باز به  شودیمپایدار شدن داربست 

در ساختار فضایی داربست که موجب  سرسنجاقساختار 

به جایگاه هدف و در نهایت  gRNAاتصال  بیضرافزایش 

 .(29)، اشاره کرد شودیمافزایش برش اختصاصی 

 ست  یس ی وحش فرم  -، بCRISPR ست  یس ی وحش فرم  -الف

CRISPR  باtru-gRNAست  یس ی وحش فرم  -، ج CRISPR  

 دو جفتکه به  Cas9n س   ت یس    -، دافتهی شیافزا gRNAبا 

gRNA ست  یس  -دارد، ذ اجیاحت RFN  که از ادغامdCas9  و

FokI س  ت یس  ش  ده و همانند  جادیا Cas9n به دو جفت  ازین

gRNA  ش   دن   مریدادارد و در ص   ورتFokI  جاد یابرش 

 گاهیجابا سه جهش در   CRISPRی وحش  ست  یس  -، رشود یم

                                                           
1. nick 

 ست یس -(، زeSpCas9 1.1) non-targetی رشته راختصاصیغ

 یراختص  اص   یغ گاهیجهش در جا چهاربا  CRISPR یوحش  

:  DNAی هارشته ( : محل برش SpCas9-HF1) targetرشته  

ی هارش  تهبه  Cas9ی اتص  ال راختص  اص   یغ گاهیجاجهش در 

DNA  وgRNA 

 CRISPRسیس    تتقیدقو  کارآمدتتانواع 

نوکلئوتید در  20مطالعات اخیر نش  ان داده اس  ت که اگرچه هر 

برای عملکرد اختص   اص   ی و اتص   ال به هدف  gRNAتوالی 

 قابل هامحلض  روری هس  تند اما وجود چند عدم تطبیق در این 

جا در ژنوم           ناب تحمل اس   ت که این خود موجب ایجاد برش 

ی ارش  ته. برای جلوگیری از ایجاد برش دو (31, 30) ش  ودیم

( معرفی nCas9نیکاز ) Cas9ی، نوع راختص  اص   یغدر جایگاه 

دو دمین  Cas9ه ش  د پروتئین که اش  ار طورهمانش  ده اس  ت. 

ایجاد  DNAی هارشتهبرش دهنده دارد که هر یک در یکی از 

 هاومندبا غیرفعال نمودن هر یک از این  نی؛ بنابراکنندیمبرش 

دست  18یارشتهبه یک آنزی  با قابلیت ایجاد برش تک توانیم

ست. در این    Cas9یافت. این نوع موتان از  شده ا ، نیکاز نامیده 

که  باشدیم gRNAی نیاز به دو ارشتهحالت برای القا برش دو 

 5ʹاحیه ن که یصورتبه  شودیممتصل  هارشتههریک به یکی از 

له بین این دو          gRNAاین  فاص    به س   مت ه  بوده و   5ʹها 

(Offset )ند یم باش   د. در این حالت         0-20بین  توا باز  جفت 

ضافه  برش با انت شکل  شود یمهدف ایجاد  DNAدر  5ʹهای ا ( 

شناخته شده    double nickingاین سیست  تحت عنوان    (.د-2

معمول از آنزی  نیکاز دارای  ص  ورتبه. در این س  یس  ت  اس  ت

ستفاده   RuvC در دمین D10Aجهش  اهمیت  .(32) شود یما

که در ص  ورتی که هر یک از  آن اس  تاس  تفاده از فرم نیکاز 
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gRNA  ی به محلی متصل شده و در   راختصاص  یغ صورت بهها

ی ایجاد ش   ود، س   یس   ت  تعمیری  ارش   تهآن محل برش تک 
19BER شته و تنها برش دو  دینمایمرفع  آن را شده  ار ی ایجاد 

منجر به فعال  به ه در فاصله نزدی   gRNAدر نتیجه اتصال دو 

. لازم به ذکر است  شود یم HDRو یا  NHEJی رهایمس شدن  

ی برای بررس   ی دقیق اثرات برش ت  ک مؤثرروش  ت  اکنون 

شته  ست  به میزان قابل       ار سی ست. این  شده ا ی وجه اتی معرفی ن

در  Cas9nاگرچه کارایی  ش   ودیموجب کاهش برش نابجا  م

شی پروتئین    سه با فرم وح کاهش  نیز به میزان کمی Cas9 مقای

 د(.-2)شکل  (33) ابدییم

 Cas9ی از ترقیدقدر راستای بهبود سیست  نیکاز، محققین نوع    

عال         نده غیرف که در آن هر دو دمین برش ده ند  را معرفی کرد

نامیده شده است. در ادامه،    20dCas9اصطلاحاً  شدند. این نوع  

به انتهای آمینوی  Fok1ی راختصاصیغ دهنده برش نیدماتصال 

dCas9     21سیست  موسوم بهRFN     را ایجاد کرد. در این سیست

dCas9  کننده تی هدا حامل و    عنوانبه Fok1     به جایگاه برش

است   double nicking. اساس این سیست  مشابه     کندیمعمل 

مس  تلزم دایمر ش  دن   Fok1با این تفاوت که فعالیت نوکلئازی 

 فبرخلابنابراین ؛ باش   دیمآن با همتای خود در رش   ته مقابل 

ست  نیکاز در     صال یک   RFNسی به تنهایی منجر به  gRNAات

ی نخواهد ش  د. این س  یس  ت  نیز همانند  ارش  تهایجاد برش تک 

double nicking    به طراحی دو یاز  به   ک  gRNAن ه هر یک 

، دارد. در این مورد ش  وندیممتص  ل  DNAی هارش  تهیکی از 

ها باید به س   مت یکدیگر بوده و فاص   له            gRNAاین  5ʹنیز 

                                                           
2. Base excision repair 

3. Dead Cas9 

باز   17-14، ها  gRNA 5ʹکارآمد بین     (34) باش   د  یم جفت 

 ذ(.-2)شکل 

شتر  ساز نهیبه منظوربه بعلاوه ست     RFNی هر چه بی سی ، از یک 

است.   شده  استفاده  gRNAدو یا چند  زمانه جدید برای بیان 

ئاز      ندوریبونوکل به همراه   Cys-4در این س   یس   ت  آنزی  ا نیز 

. همچنین محل ش ود یمدر س لول بیان   dCas9-FokIمجموعه 

بالادس   ت توالی    مورد  gRNA کد کننده  برش این آنزی  در 

یب   ش   ودیمنظر قرار داده  به این ترت  .gRNA      ها تحت یک

یک رونوشت بیان شده و سپس آنزی     صورت بهپروموتر واحد 

Cys-4  را از ه   هاآنبا ایجاد برش در محل اختص  اص  ی خود

 .کندیمجدا 

به لازم اس   ت طراحی  gRNAی معمول بیان ها س   ت یس   در  

گوانین قرار گیرد  gRNA 5ʹی انجام شود که در ابتدای  صورت 

یان      هت ب که این نحوه طراحی ج  از پروموتر RNA مؤثرچرا 

U6 ری اس   ت. حال آنکه در مدل بیانی بر پایه       ض   روCys-4 

 باشدیم Cys-4رونوشت شامل اولین توالی شناسایی  5ʹقسمت 

 gRNA 5ʹبن  ابراین اجب  اری ب  ه وجود گوانین در ج  ایگ  اه      

 رگذاریتأثبسیار مه  و   gRNAدر طراحی  مسئله . این باشد ینم

هدف مورد نظر را  یمناس  ب برا یها gRNAدامنه  اس  ت زیرا

سترده  ستفاده ه  . (36, 35) دینمایم ترگ و  tru-gRNAزمان ا

ست      سلول  یسرطان  یسلول  یهادر رده RFNسی  یادیبن یهاو 

یکی از  .(37)اس   ت  بالا را فراه  کرده زانیبرش مناس   ب با م

ی این سیست  اندازه بزرگ آن است که    هاتیمحدود نیترمه 

 دش   ویمی ویروس   ی وکتورها مانع از انتقال آن با اس   تفاده از

(38). 

1. RNA-guided FokI Nuclease 
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در ژنوم بیان  نابجایکی از موارد مه  در ایجاد برش 

در سلول  Cas9 مخصوصاً CRISPRطولانی مدت اجزا سیست  

امکان ایجاد برش نابجا را افزایش  مسئلهاست چرا که این 

.دهدیم

gRNAی طراح یهاگاهیپا :1جدول 

 

 ژنوم آدرس ا زارنتم
ساخ ار 

gRNA 
  تضشیپ

 نبعم  یمحدود  یمز

Cas9 

Design http://cas9.cbi.pku.edu.cn 
10 

 جیراژنوم 

اندازه 

هدف، داربست 

RNA  مخصوص

ی راب کنندهاستفاده

 اری ساختنیبشیپ

 تواندیم

یی شناسای برا

 رسسنجاقساختار 

در  زامشکل

sgRNA  بکار

 رود.

ردن ی نکنیبشیپ

 یکارآمدبرش نابجا و 

 یاختصاصبرش 

(61) 

CRISPR 
MultiTargeter http://www.multicrispr.net/ 

12 

 جیراژنوم 

G ای GG 

، ’5ی انتهادر 

طول هدف، 

PAM  مخصوص

، کنندهاستفاده

sgRNA جفت 

ی کار، راحت

 رییتغی هانهیگز

فراوان، حالات 

مختلف جداگانه 

 تواندیمکه 

 سودمند باشد

ی نیبشیپنبود 

 چندحالتهبرش نابجا، 

 تواندیمبودن 

 باشد. کنندهجیگ

(62) 

Cas 
OFFinder http://www.rgenome.net/casoffinder/ 

 اًبیتقر

 جیراژنوم  20

PAM ی ها

مختلف، تحمل 

 قیتطبعدم 

ی کار، راحت

 نیچند زیآنال

sgRNA برش ،

 9 تینهانابجا با 

 .قیتطبعدم 

نبودن  مشخص

 ،قیتطبعدم  گاهیجا

هر  در قیتطبتعداد عدم 

را نشان  گاهیجا

 .دهدینم

(63) 

SSFinder https://code.google.com/p/ssfinder/ N/A ندارد 

ی و ورود

ی ساده، خروج

 یروبر  عیسرکار 

 یتوالک   تعداد

 نهیگزنبود 

، نبود اطلاعات رییتغ

 ای و یاختصاصبرش 

 یراختصاصیغ

(64) 

 

محققین با بررس ی س اختار کریس تالی این پروتئین جایگاهی را    

قرار گرفتن  ریتأثبرای تقس   ی  پروتئین به دو بخش بدون تحت 

 Cas9 . این فرم جدید که   اند کردهی برش   ی کش   ف  ها دومن

نامیده ش   د توانایی س   ر ه  ش   دن مجدد پس از قرار        22مجزا

                                                           
2. Split Cas9 

مش   خص  اگرچه. باش   د یمرا دارا  gRNAگرفتن در معرض 

سازگار  tru-gRNAفعالیت این نوع آنزی  با سیست   است شده

 رفع وابس  تگی فعالیت س  یس  ت   منظوربه. در ادامه (39)نیس  ت 

Cas9 به   مجزاgRNA ی دایمر ش   ونده تحریک   ها نیدوم، از
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ن شدن ای ی کوچک برای القاء دیمر هامولکولشونده با نور یا  

اس  تفاده ش  د. در مطالعه انجام ش  ده توس  ط زیت  و   Cas9نوع 

پامایس   ین مورد اس   تفاده قرار         همکاران، دمین دایمر کننده را

ند س   ره گرفت. این دومین امکان    را در حض   ور  Cas9ی ب

. در مطالعه دیگر دیویس و (40) ش   ودیمراپامایس   ین موجب 

با ترکیب       23نینتئیاهمکاران یک    قا ش   ونده  را در  24HT-4ال

تنها در  نینتئیاوارد نمودند. این  Cas9محل مناسب در ساختار   

 Cas9. در نتیجه آنزی  ش  ودیماز آنزی  خارج  HT-4 حض  ور

و در عدم حض  ور آن غیرفعال   در حض  ور ترکیب القایی فعال 

 یهادرص  د در س  لول 25را تا  یاختص  اص   س  ت یس   نیااس  ت. 

ن   فزا  یانس    ا علاوه    (41) ده  دیم  شی ا ب خ .  نوع  راًی ا  ی  ک 

 Cas9   فعال ش  ونده با نور نیز گزارش ش  ده اس  ت. این نوع بر

شونده توسط نور به       صال یک دومین دایمر کننده القا  ساس ات ا

. ویژگی بارز این اس  تمجزا ایجاد ش  ده  Cas9ی واحدها ریز

القا  یهاس  ت یس  بودن آن اس  ت که در  برگش  تقابلس  یس  ت  

سین و یا       سط راپامای سی     نینتئیاشونده تو ستر شد یمنقابل د  با

(42). 

قدرت  تواندیموحش  ی  Cas9جایگزینی اس  ید آمینه در توالی 

اتص   ال این پروتئین را بیش   تر نموده و در نتیجه موجب عدم      

 eSpCas9ش   ود.  gRNAی عدم تطابق در توالی ریپذتحمل 

سید       SpCas9نوعی از  1.1 سه ا ست که در آن  آلانین  نهیآما

 نیا(. K848A/K1003A/R1060Aجایگزین ش  ده اس  ت )  

این جایگزینی  .ش   وندیم متص   ل هدف ریغ رش   ته بهها دنباله

نابجا در ژنوم و نیز افزایش برش   ها برشموجب از بین رفتن   ی 

شد          سبت به فرم وحشی  صی ن صا . در مطالعه (43)در محل اخت

دیگر ج  ایگزینی چه  ار اس   ی  د آمین  ه در ج  ایگ  اه اتص    ال  

                                                           
1. intein 

 ,gRNA (N497Aهدف با  DNAی رش   ته راختص   اص   یغ

R661A, Q695A,Q926A به دنبال( افزایش انرژی اتصال را 

ی در برش نابجا در ژنوم ریگچش    داش   ت و در نتیجه کاهش 

شد     شاهده  شکل   (44)م شکل  -2) ی این ریکارگبهز(. -2ر(، )

یکس  ان و در رده س  لولی یکس  ان در   gRNAا دو نوع آنزی  ب

ین . معرفی اخواهد بودبس  یار قابل توجه  هاآنعملکرد  س  هیمقا

برای س   طح  ترقیدقدو نوع جدید برای انجام مهندس   ی ژنوم      

مان   یار   ها یمار یبدر نده کمک ی ژنتیکی بس    هد بود   کن خوا

 (.3-)جدول

ی دارای فع  الی  ت   ه  انی پروتئ   کش   ف و معرفی انواع دیگر        

 تواندیماندونوکلئازی که برای مهندسی ژنوم نیز کاربرد دارند  

از این ابزار فراه   مؤثری را برای اس   تفاده  ترجامع ی ها دگاه ی د

اش   اره نمود که    Cpf1به پروتئین   توانیمکند. از این جمله   

ی تازگ به ی انس   انی ها س   لولعملکرد آن در مهندس   ی ژنوم  

واریانت معروف دیگر از    Cpf1. (45)بررس   ی ش   ده اس   ت  

  Type Vاس    ت ک  ه بن  ام  CRISPRس   ت  س   ی IIکلاس 

ی ش   ده اس   ت. این اندونوکلئاز از نظر س   اختاری و      گذار نام 

فاوت عملکردی  با  ها ت به       -1دارد:  Cas9یی  ها  یت آن تن عال  ف

به       crRNAوجود یک    tracrRNAوابس   ته اس   ت و نیازی 

فه        -2ندارد،   های اض   ا با انت جاد برش  که این خود   کند یمای

موجب افزایش ض   ریب واردکردن یک کاس   ت ژنی به ژنوم     

دارد که   TTTN- ʹ5-3ʹبا فرمت    PAMجایگاه    -3، ش   ودیم

تنها حاوی یک دمین برش     Cpf1 -4تیمیدین اس   ت،   غنی از

مش  اهده ش  ده که این  راًیاخ. (46)اس  ت  RuvCدهنده مش  ابه 

صیت  پروتئین علاو صیت   DNaseه بر خا ه  دارد  RNaseخا

که برای هدایت این     پیش س   از RNA ش   ودیمکه موجب   

2. 4- hydroxytamoxifen 
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. ساختار  (47)را ویرایش کند  شود یمپروتئین به جایگاه هدف 

 کریستالی این پروتئین و همچنین ساختار کریستالی این پروتئین

به خوبی مطالعه ش  ده اس  ت که  در اتص  ال به جایگاه هدف ه 

دیدگاه جامعی از چگونگی عملکرد آن را ارائه دهد        تواند یم

(45 ,48). 

 زمانه ی برش نابجا هاگاهیجای بررسو  gRNAی طراح یهاگاهیپا .2جدول 

 منبع یژگیو آدرس ا زارنتم

CCTop http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/ 
با اطلاعات جامع در  دیکاند ادیزتعداد  دیتولی برامناسب 

 یراختصاصیغی و اختصاص گاهیجامورد 
(65) 

CHPCHOP https://chopchop.rc.fas.harvard.edu  ادیزی تعداد طراحی برامناسب gRNA (66) گاهیجا کی یبرا 

Crispr.mit http://crispr.mit.edu/ 
با اطلاعات جامع در  دیکاند ادیتعداد ز دیتول یمناسب برا

 یراختصاصیو غ یاختصاص گاهیمورد جا
(17) 

ZiFiT http://zifit.partners.org/ZiFiT/ (67) یتوال کی یبرای نابجا هابرشهدف و  گاهیجاکردن  دایپ 

GT-Scan http://gt-scan.braembl.org.au/gt-scan/ (68) یتوال کی ینابجا برا یهاهدف و برش گاهیکردن جا دایپ 

COD http://cas9.wicp.net 
و  ینیبشیپی و توال کی یبرا هدف گاهیکردن جا دایپ

 نابجا یهابرش ی بهازدهیامت
(69) 

CRISPRseek http://www.bioconductor.org/packages/ 

release/bioc/html/CRISPRseek.htm 

ی توالی چند برای هدف و برش نابجا توالکردن  دایپ

 RFNو  کازینی بررس، زمانه 
(70) 

E-CRISP http://www.e-crisp.org/E-CRISP/ 
 یتوال کی یهدف و برش نابجا برا یکردن توال دایپ

 gRNA تیفیکی بررس، RFNو  کازین یزمان، بررسه 
(71) 

 

 Cas9 نیپروتئی ها انتیوارانواع مختلف  :2شکل 
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 ی کاهش برش نابجاهایاستراتژی اجمالی بررس :3جدول 

 یعملکتدی ژگیو عمل س یمکان یژگیو یاس تاتژ

Tru-gRNA 
 5’ی انتهادر  دینوکلئوت 1-3

 شدهحذف

-RNAی اتصال انرژممکن است موجب کاهش 

DNA شود 

کمتر عدم  ای 2ی نابجا هابرش شتریب، افتهیکاهشبرش نابجا 

 تطابق دارند

gRNA 
 هافتی شیافزا

 gRNA 5’ی انتهابه  نیدیگوان

 شدهاضافه

ی نامعلوم اما ممکن اختصاص شیافزا س یمکان

یی انتها ’5و بخش  نیپروتئی تراکنش ثباتیباست 

 باشد ریدرگ

ی بعضها مشاهده شده و در  gRNAی از بعضبرش نابجا با 

 کرده دایپی ه  کاهش اختصاصموارد برش 

nCas9 

ی ها نیدمی از ککه ی Cas9دو 

با ه  عمل  شده فعالریغبرش دهنده 

 کنندیم

ی مکمل که هارشتهمجزا در  gRNAدو تا  ازمندین

 را القا کند DSBبا فاصله ک  از ه  قرار دارند تا 

 تیخاصی هنوز هر مونومر ولتعداد برش نابجا ک  شده 

 تیخاص هاگاهیجای بعضدارد که در  nick جادیا

 یی بالا نشان دادهزاجهش

RFN 
 مریدا ازمندین نیدمبه  dCas9ادغام 

 Fok1بنام 

تفاوت که هر مونومر  نیابا  nCas9 ست یسمشابه 

 دباش مریدا دیبا حتماًو  دهدینمیی برش تنهابه 

 هلیوسبهکرده اما هنوز  دایپکاهش  اریبسبرش نابجا 

 نشده قیدقی بررسی ژنومی گسترده هاروش

Cas9 
 ی شدهمهندس

از  گاهیجا 4-3در  نیآلانی نیگزیجا

 spCas9 نیپروتئ

با رشته هدف  Cas9ی راختصاصیغ وندیپکاهش 

(SpCas9-HF1) هدف ریغرشته  ای (eSpCas9 

1.1) 

ی بعضوجود ندارد، در  اصلاً اک  شده ی اریبسبرش نابجا 

 یی ممکن استزاجهشی هنوز راختصاصیغی هاگاهیجا

به  CRISPRی مخ لف بتای ان قال س  یس     هاس   یمکان

 درون سلول

در  مخص  وص  اًمراحل در طی مهندس  ی ژنوم  نیترمه یکی از 

این س  یس  ت  به درون   کارآمدمورد کاربردهای درمانی، انتقال 

. طبقه گفته دکتر ایندر ورما تنها س   ه       باش   د یمس   لول هدف  

ی وجود دارد: انتقال، انتقال و انتقال به درون درمانژنمشکل در 

ی انتقال ژن ویروس  ی و غیر ویروس  ی هاس  ت یس  . (49)س  لول 

و نیز  Cas9ی کد کننده هاژنگس  ترده برای انتقال  ص  ورتبه

gRNA    به درون س  لول اس  تفاده ش  ده اس  ت. همچنین امکان

تئین این اجزاء به س  لول نیز وجود دارد. انتقال رونوش  ت یا پرو

ی انتقال ژن کد کننده س  یس  ت   هاتیمحدود نیترمه یکی از 

CRISPR که بیان مقادیر زیاد این محص  ولات خود  آن اس  ت

. اگرچه انتقال (50) ش   ودیمموجب بیش   تر ش   دن برش نابجا 

                                                           
1. Cell penetrating peptide 

سلولی     شتری بر روی غلظت داخل  ریبونوکلئوپروتئین کنترل بی

 ندکیمو همچنین مدت زمان در معرض بودن این سیست  ایجاد 

اما س   اختار چهارم ش   کننده، اندازه بزرگ پروتئین و بار منفی 

RNA        .انتقال این سیست  از غشا سلولی را محدود نموده است

سیت     سا را  هاآنبه اندونوکلئازها تجزیه  RNAعلاوه بر این ح

 ی ش  یمیاییهایاس  تراتژداش  ت. در این راس  تا  خواهد به دنبال

به بر این   ند ش   دهیمعرف ها تی محدود مختلفی برای غل . (51) ا

شیمیایی از قبیل نوکلئوفکشن،    تاکنون  چندین روش فیزیکی و 

 یدها ی پپت نیز اس   تفاده از  و (52) پوفکش   نیل الکتروپرویش   ن،

به س   لول      نده  تار      25(53)(CPP)نفوذکن قال س    اخ برای انت

CRISPR  برده شده کاربهشده  دادهی کشت هاسلولبه درون 

ست   سانی و    هایژگیو. (54)ا صوص از قبیل بازده بالا، آ ی بخ
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ی قابل اطمینانی برای    ها حامل  را  ها روشافزایش بیان ژن، این  

 .کرده استی آزمایشگاهی تبدیل هایبررس

یی را در انتقال ژن خارجی به ی ویروس   ی کارایی بالاوکتورها

. چهار کلاس  (55) اند دادهنش   ان  ها س   لولطیف وس   یعی از 

وکتور ویروس   ی )لنتی ویروس، رتروویروس، آدنوویروس و 

 وانعنبهگسترده  طوربهکننده ادنوویروس( ی همراهیهاروسیو

 گرفتهمورد اس  تفاده قرار  CRISPRناقل برای انتقال س  یس  ت   

ست   سته  Cas9اندازه بزرگ  اگرچه. (52)ا ی ویروس را با بندب

کاهش       جه کرده و تیتر آن را  کل موا هد یممش    با  د . بعلاوه 

وجود این توالی بزرگ، فض ای زیادی برای کلون کردن دیگر  

باقی     ترکوتاه رفع این مش   کل، نوع   منظوربه . ماند  ینمعوامل 

Cas9  کیلو باز از باکتری اس تافیلوکوکوس ارئوس   3,3با طول

ی وکتورها. با این وجود اس   تفاده از (56)معرفی ش   ده اس   ت 

یی، تحریک  زاس   رطان یی همچون ها تی محدود ویروس   ی با  

 .(54)ی نابجا همراه است هایواردشدگسیست  ایمنی و 

حدود یکی از  قال ژن غیر ویروس   ی    ها تی م ی س   یس   ت  انت

سبتاً ی کارآمد شد یم هاآنک   ن ستا، حاملین نانو با با  . در این را

 اندتوانسته یخوببهی فیزیوشیمیایی و تغییرات سطحی هایژگیو

. (57)ی کوچک را به هدف مش   خص منتقل کنند       ها مولکول

در  که DNA 26(DNA NC)یک ذره نانو بنام نانوگوی  راًیاخ

شته  نانو ذراتواقع  شکل از جنس  ار شند یم DNAی  ، تهیه با

شابه اتصالی به       شد یم gRNAشده است که دارای یک ت . با با

بر روی این ن  انوذره  Cas9-sgRNAب  ارگ  ذاری کمپلکس 

این مجموعه به س  لول فراه  ش  د. همچنین با  مؤثرامکان انتقال 

امکان فرار   (PEI)27ایمین  لنیتایپلپوش   اندن این ذره با پلیمر   

به س   لول ایجاد ش   د       ندوزوم پس از ورود  . (59, 58)آن از ا

                                                           
1. DNA nano clew 

که موجب     ها روش  ریختگی موقتی دیواره  به ه  ی مکانیکی 

به   ها ماکرومولکول قال  در انت توانند یمنیز  ش   وند یمس   لولی 

سلول   شد. از جمله   مؤثردرون   توانیمی این روش هایژگیوبا

مود. اش  اره ن هاس  لولبه قابلیت اس  تفاده برای طیف وس  یعی از 

ستفاده از   راًیاخ شاها ا با ایجاد  که ردهندهییتغی میکروفلویدی غ

سلول منجر به ایجاد حفرات موقتی     سریع مکانیکی در  تغییرات 

، کارایی مناس  بی در انتقال س  یس  ت   ش  وندیمدر غش  اء س  لول 

CRISPR  ی هایژگیوی مختلف نشان داده است. از هاسلولبه

مه  این س  یس  ت  امکان کنترل دقیق ش  رایط آزمایش در زمان  

   روش نوین برای انتقال س  یس  ت. اس  تفاده از این باش  دیمانتقال 

CRISPR  چش  اندازهای جدیدی را پیش روی محققین قرار 

 .(60)داده است 

 CRISPRرش  د روزافزون هر تکنولوژی جدید مانند س  یس  ت  

اس  ت. در طی دو س  ال اخیر تحقیقات  ترقیدقنیازمند توجهات 

ست      سی سی  ی مهمی در تکامل مههاگام CRISPRبر روی  ند

نه کردن اجزا مختلف س   یس   ت      کردهژنوم ایجاد   اس   ت. بهی

CRISPR   ی نابجا بدون ایجاد تغییر در     ها برش، امکان کاهش

یت برش اختص    اص   ی را فراه  نموده اس    ت      عال بعلاوه  .ف

برای به حداقل رس  اندن برش نابجا  مؤثری هاروشی ریکارگبه

فاده از انواع     یل اس   ت ته ی رییتغ)از قب یدی در  Cas9 اف ( نقش کل

در  آن راو اس   تفاده از  اندداش   تهافزایش دقت این س   یس   ت   

بالینی      ند نموده ترمحتمل کاربردهای  ی ها روشی ریکارگ به  .ا

ویژه توس   ط  طورب  هی ن  ابج  ا ه  اجهشج  دی  د تش   خیص 

Digenome-seq   ی نابجا با فراوانی    ها برشامکان تش   خیص

 .دینمایمنی فراه  ی و س   لول درمادرمانژنک  را قبل از انجام 

2. Polyethylenimine 

 ن یجه گیتی
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ی جدید توالی یابی مانع هاس  ت یس  ه  اکنون ض  ریب خطای 

 ش  ودیم درص  د 0,1ش  ناس  ایی برش نابجا با فرکانس کمتر از 

شخ ی هات س یس ی ساز نهیبه بنابراین؛ (28) اربرد  ی جهت کص یت

در  ترجامعی هادگاهیددرمانی این س یس ت  در اولویت هس تند.    

ی هدف هاگاهیجامورد حالات کروماتین و س   طح بیان ژن در 

ست      ست  مورد       CRISPRسی سی ستفاده بهینه از این  نیز برای ا

یاز   ی زیادی که   ها داده. در طولانی مدت مجموعه   باش   د  یمن

ترس  ی   هاآنی نابجای هابرشو  gRNA توس  ط تعداد بیش  تر 

ی ی بیوانفورماتیکی برا ها ت یالگورخواهد ش   د، توانایی ایجاد    

نابجا را ایجاد            gRNA ترقیدقطراحی  با حداقل جایگاه برش 

قایس   ه   کند یم جام  ها س   ت یس   . همچنین م ی موجود برای ان

یکسان و در محیط سلولی یکسان، ما     gRNAمهندسی ژنوم با  

یک را            قاو قوت و ض   عف هر  تا ن هد س   اخت  قادر خوا را 

ش  ناس  ایی نموده و امکان انتخاب بهترین ترکیب را در ش  رایط 

 ی ایجاد ش  ده درهاش  رفتیپمختلف داش  ته باش  ی . در نهایت  

طراحی ناقلین ویروسی و غیر ویروسی که بهترین عملکرد برای 

قال   ند   ی حیوانی و انس    انی راها مدل  در CRISPRانت دار

ی در موجود زنده بیش از پیش  درمان ژنما را به انجام     توانند یم

 امیدوار کنند.

 تقدیت و تشکت

شکده   شگ هایفناوراین تحقیق با حمایت دان اه ی نوین دان

ست.         شده ا شتی انجام  شهید به شکی  وجهت اخذ کد  علوم پز

اخلاق این مقاله در کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی جیرفت 

 م       ط       رح و ب       ا ک       د اخ       لاق

 IR.JMU.REC.1396.13  .به ثبت رسیده است  

 تعارض منا ع

توس   ط نویس   ندگان بیان نش   ده   افعتعارض من گونه یه

 .است
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