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 مقذمٍ     

ّبی دػتکبسی طًَم عی چٌذ ػبل گزؿتِ ثِ عشص چـنفٌبٍسی

هٌظَس  اػت. عی چٌذیي دِّ، هحققبى ثِ پیـشفت داؿتِگیشی 

ّبی طًَهی خبف، دس خبیگبDNAُؿٌبػبیی یب اكلاح تغییشات 

هتکی ثَدًذ. اگشچِ  1(HRّبی ّوؼبى ًَتشکیت )ثش تَالی

ّبی ًَتشکیت سٍیکشد اسصؿوٌذی سا دس ؿٌبػبیی ّوَلَگ

ّبی ثیوبسی پذیذ آٍسدُ اػت، ٍلی فشاٍاًی ػولکشد طى ٍ هکبًیضم

ّب ٍ اًذک دس ؿٌبػبیی ّذفوٌذ تَالی طًَهی ثؼیبسی اص اسگبًیؼن

2ّبی پیچیذُ ُ صیبص ثِ ػبدسًتیدِ ً
DNA،  اػتفبدُ گؼتشدُ آى سا

هغبلؼبت  ثِ ػٌَاى یک اػتشاتظی ٍیشایؾ طى هحذٍد کشدُ اػت.

ّبی ًَتشکیت دس ػلَل ّبی یَکبسیَتی اٍلیِ دس هَسد ّوؼبى

ای، کِ حبكل اص قغؼبت دٍ سؿتDNAِّبی پبیبًِ کِ ًـبى داد

DNAِایدٍ سؿت( اًذDSBs)3 ًَتشکیجی ثؼیبس ثبلایی ، قبثلیت

 ,.Xue and Greene., 2021; Bollag, et alداسًذ )

                                           1
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2
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3
 DNA Double-Strand Breaks (DSBs) 

4
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ای ثبػث ؿذ تب هحققبى دٍسؿتDNAِّبی (. ٍیظگی پبیب1989ًِ

دس ای دٍسؿتDNAِثشسػی کٌٌذ آیب قشاس دادى داٍعلجبًِ یک 

ثبػث افضایؾ ّوؼبى خبف یک خبیگبُ اختلبكی دس یک طًَم

خَاّذ ّبی ًضدیک آى یب خبیگبُ ّبی ًَتشکیت دس ّوبى خبیگبُ

اص هحققیي اص  ّبی هختلفی خیش. ثشای ایي هٌظَس گشٍُ یب ؿذ

دس هشحلِ  . دس ایي اػتشاتظیای اػتفبدُ کشدًذ هشحلِ اػتشاتظی دٍ
 ّبجًََکلئبصیاص اًذٍس یگشٍّ) اٍل، یک خبیگبُ ثشؿی هگبًَکلئبص4

 یادٍسؿتDNDِ بصیخفت ث 13 الی 12 یّبیّؼتٌذ کِ ثِ تَال

ّبی ًَتشکیت تَػظ ّوؼبىصًٌذ( هیسا ثشؽ ّب  آىل ؿذُ ٍ لهت

DNAهشحلِ ثؼذ یک دس ٍ  ؿذُثب فشاٍاًی اًذک دسج 

گشدد. ًَکلئبص ّودٌغ دسج هی ای ثَػیلِ ثیبى یک هگب دٍسؿتِ

دٍسؿتِ ای دس ّش خبیگبُ DNAّب دسیبفتٌذ کِ دسج داٍعلجبًِ آى

ّبی ًَتشکیت  هیضاى ّوؼبىخبف، ػجت افضایؾ چٌذیي ثشاثش 

 ,.Cohen-Tannoudji, et alؿَد )خبیگضیٌی طى هی

                                           
5
 Zince-Finger Nucleases (ZFNs) 
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In recent decades, genetic engineering has relied on techniques that took years, as well as 

the construction of complex DNA constructs such as selective markers that were used for 

only a few specific species. With the advent of targeted nuclease enzymes, including ZFN, 

TALEN, and CRISPR-Cas9 technologies, the genome of different species are easily 

editable. Targeted nuclease enzymes are used in inactivation of specific genes in livestock 

to improve animal production traits and increase productivity, animal models to study 

various human diseases, reduce the transmission of common human and animal diseases, 

Inactivation of genes involved in various infections, resistance to pathogens, and finally 

modification and treatment of complex genetic disorders. This developments has provided 

countless opportunities that not only contribute to our understanding of gene functions and 

disease mechanisms, but also to the identification of various pathogenic mutations, the 

improvement of agricultural and livestock products, and the improvement of our 

environment. 
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ای کِ دس ایي هغبلؼبت هشحلِ (. ثب ایي ٍخَد، اػتشاتظی د1998ٍ

-سیضی هدذد ًَکلئبص سا ًذاؿت ٍ ثِاػتفبدُ ؿذُ ثَد، اهکبى ثشًبهِ

عَس قبثل تَخْی اػتفبدُ اص ایي اػتشاتظی سا ثشای ٍیشایؾ طًَم 

ثِ دًجبل یک سٍؽ اًؼغبف پزیشتش خْت دسج کشد.یهحذٍد ه

دٍسؿتِ ای ثِ دسٍى طًَم، گشٍُ کبسٍل اػتفبدُ اص DNAقغؼبت 

ّبی اًذًٍَکلئبصی هلٌَػی ثِ ًبم یک کلاع خذیذ اص آًضین

سا هَسد ثشسػی قشاس  5(ZFNsّبی ًَکلئبص اًگـت سٍی )آًضین

(. ایي ًَکلئبصّب ثِ كَست Bibikova, et al., 2001دادًذ )

ّبی . پشٍتئیيؿًَذّبی یَکبسیَتی هتلل هیDNAدایوش ثِ 

ػجت ّذایت فؼبلیت کبتبلیضٍسی آًضین 6(ZFPsاًگـت سٍی )

 ,.Bogdanove, et al) ؿًَذثِ دسٍى طًَم هیFok1ّبی 

2018; Nwankwo and Wilson., 1987 ثشخلاف .)

سا DNAشیف ؿذُ ّبی اص پیؾ تؼهگبًَکلئبصّب کِ تَالی

( هیZFPsّبی ًَکلئبص اًگـت سٍی )دٌّذ آًضینتـخیق هی

( ثشای ّذف قشاس ZFPsّبی اًگـت سٍی )تَاًٌذ ثب تغییش پشٍتئیي

سیضی ؿًَذ. ثشًبهِ اًدسٍى طًَم، هدذد خبفدادى ّش هکبى 

تَاًذ خبیگضیٌی خبیگبُ ّب هیZFNاػتفبدُ اص  ثش ایي، ػلاٍُ

ّبی ًَتشکت سا چٌذیي ثشاثش ثْجَد ّوَلَگاختلبكی طى ثَػیلِ 

,Bibikovaثخـذ  et al., 2001; Nwankwo and 

Wilson., 1987)

(. ثب ایي حبل، پیچیذگی
ّبی هَخَد دس 

ّب ZFNهبًغ اص پزیشؽ گؼتشدُ ثکبسگیشی تب حذ صیبدی عجیؼت 

(. یک Urnov, et al., 2010تَػظ خبهؼِ ػلوی ؿذُ اػت )

ب ثِ ػٌَاى اثضاسّبی ٍیشایؾ طًَم ثکبس ZFNّدِّ پغ اص ایٌکِ

گشفتِ ؿذًذ، کلاع دیگشی اص ًَکلئبصّبی ّذفوٌذ تَػؼِ یبفتٌذ. 

ثش دس سًٍَیؼی ؤّب، اًذًٍَکلئبصّبی ؿجِ فؼبل هZFNّوبًٌذ 

(TALENs)7 ّبی هتلل ؿًَذُ ثِ  کِ حبكل اص اهتضاج پشٍتئیي

DNA داهیي کبتبلیضٍسی ٍFok1ؾ ٍیشایپشٍػِ ذ، دس ٌهی ثبؿ

ًیض ّب (. ایي آًضینKita, et al., 1989طًَهی ثکبس گشفتِ ؿذًذ )

تب  ؿکؼتِثش ؤسا ثِ عَس هDNAکٌٌذ ٍ ثِ ػٌَاى دایوش ػول هی

ثِ كَست ّذفوٌذ دسٍى  ٍ ثتَاًٌذ ٍیشایؾ طًَهی سا فؼبل کٌٌذ

ػبدگی، ّوچٌیي  .(Miller, et al., 2011طًَم قشاس گیشًذ )

                                           
6
 Zince-Finger Proteins (ZFPs) 

7
 Transcription Dctivator-Like Effector endonucleases 

(TALENs) 

ثیٌی ثَدى کذّبی  قبثل پیؾ ّوؼبًی تَالی ثیي تکشاسّب ٍ

TALEِپزیش هی سیضی هدذد ایي اًذًٍَکلئبصّب سا اهکبى ، ثشًبه-

ًـبى دادًذ ػیؼتن  2012ٍ ّوکبساى دس ػبل  Jinekػبصد.

ّبی هٌظن ثیي )خَؿِ 8(CRISPR-Cas9) 9کشیؼپش کبع 

ّبی تکشاسی کَتبُ(، دس ثبکتشی اػتشپتَکَکَع پبلیٌذسٍم
تَاًذ  ی طًَهی ػبصگبس ؿذُ اػت، هیکِ ثشای هٌْذػ پبیَطًض9

خشقِ اًقلاة ػظیوی دس ٍیشایؾ طًَم پذیذ آٍسد. ػیؼتن 

CRISPR-Cas9 خْت اًدبم ٍیشایؾ طًَهی داسای یک

 "ساٌّوبRNA"ای ثِ ًبم سؿتِکَچک تکRNAهَلکَل 

(sgRNA)10  یک آًضین اًذًٍَکلئبص غیشاختلبكی ثِ ًبم ٍ

Cas9هی ( ثبؿذJinek, et al., 2012 .)RNAکَچک تک

ٍ اتلبل ثبصّبی  دادُیک کوپلکغ تـکیل Cas9ای ثب سؿتِ

RNA ساٌّوب ثِ تَالی طًَم ّذف عجق هذل ٍاتؼَى ٍ کشیک

ّب ٍ ZFNپزیشد. هکبًیؼن ػیؼتن کشیؼپش دس هقبیؼِ ثب اًدبم هی

TALENّب ّب، کِ ًیبصهٌذ ثِ ثشًبهِ سیضی هدذد کبهل آًضین

ؿَد تب ساٌّوب ثبػث هیRNAػبدُ دس  ّؼتٌذ، تٌْب ثب یک تغییش

ثِ ّش ًَع تَالی ّذف هتلل گشدد Cas9ثب ثشًبهِ سیضی هدذد 

(Kumar, et al., 2019; Jinek, et al., 2013 کبسایی .)

ػبدگی ثشًبهِ سیضی هدذد ػیؼتن  ٍ قبثلیت چٌذگبًِ، ثبلا

CRISPR-Cas9،  ٍیشایؾ طًَهی  اٍلایي تکٌَلَطی سا ثِ خظ

كَست  ثِ تبصگی ای کِدس هغبلؼِّوچٌیي  تجذیل کشدُ اػت.

کشیؼپش  2ثٌذی خذیذ کلاع  یک ػیؼتن عجقِ ،گشفتِ اػت

ثِ Francisella novicida U112ؿٌبػبیی ؿذ. دس ػیؼتن 

-CRISPRاص ػیؼتن  تب حذٍدیّب،  دلیل داؿتي ثشخی ٍیظگی

Cas9 ػیؼتن ٍیشایؾ طًَهی  تَاًذ ثِ ػٌَاى یکهیٍ  ثَدُهتوبیض

 (.Zetsche, et al., 2015هَسد اػتفبدُ قشاس گیشد )

(ZFNsَبی وًکلئبز اوگطت ريی ) آوسی 

ZFN ّب اًذًٍَکلئبصّبی هلٌَػی ّؼتٌذ کِ اص تشکیت اًَاع

ؿبهل DNAؿًَذُ ثِ  هتلل 11(TFsثشداسی ) فبکتَسّبی ًؼخِ

Fok1( ٍ داهیي کبتبلیضٍسی ZFPsّبی اًگـت سٍی ) پشٍتئیي

                                           
8
 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeat (CRISPR) - CRISPR- associated 9 (Cas9) 
9
 Streptococcus pyogenes 

10
 Single guide RNA (sgRNA) 

11
 Transcription Factors (TFs) 
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(. دس هقبیؼِ ثب ػبیش اًذًٍَکلئبصّبی 1 اًذ )ؿکل حبكل ؿذُ

اتلبل ّبی  هکبىسا داخل یب ًضدیک ثِ DNAکِ IIهؼوَل ًَع 

اػت IISیک ًَع اًذًٍَکلئبص ًَع Fok1، دٌّذ ّب ثشؽ هی آى

کٌذ  اص هحل اتلبل ثِ ػبیت ثشؿی آى خذا هی سا دقیقبDNAًکِ 

(Nwankwo and Wilson., 1987 دس .)Fok1 داهیي ،

ٍ داهیي داسای خبكیت ًَکلئبصی سا DNAؿًَذُ ثِ  هتلل

 ,.Kim, et alكَست فیضیکی اص ّن خذا ًوَد ) تَاى ثِ هی

سا Fok1(، کِ ایي ٍیظگی اخبصُ تلقیق داهیي کبتبلیضٍسی 1994

ّب یب ZFPهبًٌذ DNAّبی هتلل ؿًَذُ ثِ  ثب ػبیش داهیي

TALEدّذ.  ّب هیFok1ػوبل فؼبلیت کبتبلیضٍسی ثشای ا

 ,.Smith, et al) اػت دایوشیضاػَى12دٍ ثخـی ؿذى یب ًیبصهٌذ 

ثشای دایوشیضاػیَى Fok1ٍاحذ کبتبلیضٍسی  (. تٌْب دٍ صیش2000

کبفی ًیؼت. ثَػیلِ DNAٍ خلَگیشی اص ثشؽ تلبدفی 

 ٍّب TALEّب، ZFPهبًٌذ DNAؿًَذُ ثِ  ّبی هتلل داهیي

دس طًَم  یثِ ّش خبیگبFok1ٍّاحذ  صیش، دٍ Casّبی  پشٍتئیي

گشدًذ  ػجت ؿٌبػبیی دٍ خبیگبُ اتلبل هدبٍس هی ؿذُ ٍهتلل 

(Smith, et al., 2000خْت دایوشیضاػیَى صیش .)  ٍاحذّبی

ٍ  فبكلِ هٌبػت ثیي دٍ خبیگبُ اتلبل لاصمٍخَد  کبتبلیضٍسی، 

 Smith, et al., 2000; Miller, et( )1)ؿکل  ضشٍسیؼت

al., 2011 دس .)ZFNّبی  ّب، تَالی ّذف تَػظ داهیيZFP

DNAؿًَذُ ثِ  ّبی هتلل ّب داهیيZFPؿًَذ.  ؿٌبػبیی هی

 کِ اثتذا دس فبکتَسّبی (Bogdanove, et al., 2018) ّؼتٌذ

 Miller, etثشداسی یَکبسیَتی ؿٌبػبیی ؿذًذ ) ًؼخِ هشثَط ثِ

al., 1985 .)ZFPِّبی  ّبی پـت ػش ّن اًگـت ّب ؿبهل آسای
13

Cys2-His2ُثَد ( کِ ّش حلقِ داسای یک یَى سٍیII)14 

ّب ثِ ZFPثبؿذ. هیDNAؿًَذُ ثِ  خْت تـکیل داهیي هتلل

ٍ ّش  ؿذُای هبسپیچ آلفب هتلل  دٍسؿتDNAِدسٍى ؿیبس ثضسگ 

ّذف سا ؿٌبػبیی DNAثبص اص تَالی طًَم   خفت 3 اًگـت تقشیجبً

تؼذاد ػِ اًگـت یب ِ ثب تَخِ ثِ ایٌک(. Berg, 1988کٌذ )هی

ّب ثب ػِ ZFN ،ثبؿذ کبفی هیDNAثیـتش خْت اتلبل ثِ طًَم 

ای هَسد اػتفبدُ  دٍسؿتDNAِتب ؿؾ اًگـت ثشای ؿٌبػبیی 

                                           
12

 Dimerization 
13

 Cys2-His2 Fingers 
14

 Zinc (II) Ion 

گیشًذ. ّش آسایِ اص ػِ تب ؿؾ اًگـت تـکیل ؿذُ اػت قشاس هی

کٌذ ٍ طًَهی سا ؿٌبػبیی هیDNAخفت ثبص اص تَالی  18تب  9کِ 

گیشد. ًَکلئَتیذ سا دس ثش هی 36تب  18ّب ثیي  ZFNّش خفت اص 

ثِ اًتْبی  3'ّب اص اًتْبی  ّبی پـت ػشّن تکشاسی اص اًگـتآسایِ

 Pavletich and( )1ؿًَذ )ؿکل هتلل هیDNAثِ  5'

Pabo., 1991ٍاحذّبی  (. خْت اًدبم دایوشیضاػیَى صیش

کِ تَػظ خفت DNAّبی هقبثل ، تَالیFok1کبتبلیضٍسی 

ZFN 6تب  5دٌّذُ  اًذ، ثبیذ ثَػیلِ یک فبكلِ ؿٌبػبیی ؿذُّب 

 Handel, et al., 2009; Bibikovaثبصی خذا ؿًَذ ) خفت

et al., 2001 یکی اص هَاًغ اكلی دس اػتفبدُ اص .)ZFN ِّب ث

 یّب ثِ تبثیشات هحیغحؼبػیت آى ،ػٌَاى اثضاس ٍیشایؾ طًَهی

DNAثبؿذ )ّذف، خْت اتلبل هیMaeder, et al., 

ّبی اًتخبة ٍ سٍؽ 15ّب ّبی هًَتبط هبطٍلسٍؽ (.2008
عشاحی  خبف یّبZFPخْت هٌْذػی ًوَدى  تشکیجی16

ّب، ثشاػبع کبسکشد هؼتقل ّش  ّبی هًَتبط هبطٍلاًذ. سٍؽ ؿذُ

اػت. ثب اتلبل ػِ یب DNAخفت ثبصی  3ّبی ثب ثخؾاًگـت 

پپتیذ، یک داهیي  عجیؼی یب هلٌَػی ثِ یک پلیچٌذ اًگـت 

ؿَد  ثلَست اختلبكی ایدبد هیDNAؿًَذُ ثِ  هتلل

(Segal, et al., 2003ثب تَخِ ثِ ػبدگی ایي سٍؽ .)ثِ  ٍ ّب

ػٌَاى یک فبکتَس هؼتقل ّب ثZFNِ ،دلیل کبسایی ضؼیف

 ;Pruett-Miller, et al., 2008ؿًَذ )هحؼَة ًوی

Ramirez, et al., 2008 .) ثشای ایٌکِ ثِ ػٌَاى یک فبکتَس لزا

ّبی سٍی کِ ثِ خَثی ثب  ، ثبیذ خفت اًگـتؿًَذتقل هحؼَة هؼ

ّب ّبی هًَتبط هبطٍلکٌٌذ هـخق ؿذُ ٍ ثشای سٍؽّن کبس هی

 ,Moore, et al., 2001; Guptaهَسد اػتفبدُ قشاس گیشًذ )

et al., 2012 تغییشاتی هبًٌذ قشاسدادى تَالی کَتبُ یب ثلٌذ ثیي .)

ّب ثِ ّبی هًَتبط هبطٍلسٍؽتَاًذ ػجت تجذیل اًگـتبى سٍی، هی

 Moore, etخفت ثبصّب گشدد ) DNA Bٍثشای فشم  یاكلاح

al., 2001ّبی اًتخبة تشکیجی ؿبهل خؼتدَی تلبدفی (. سٍؽ

ّبیی ثب قبثلیت اتلبل ZFPّبی ثضسگ خْت اًتخبة  اص کتبثخبًِ

 ,.Hurt, et al)ثبؿذ  هیDNAٍ تخللی ثَدى ثبلا ثِ تَالی 

ّبیی ثب فؼبلیت ثبلا ٍ ZFNّب  ي اػتشاتظی(. اگشچِ ای2003
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ّبی ثؼیبس آصهبیـگبُ ثِکٌذ، اهب هـخق هیسا ػویت کن 

 (.Cornu, et al., 2008) ًیبص داسدتخللی 

 يسیثر در ريوًؤضبٍ فعبل م یاوذيوًکلئبزَب

(TALENs) 

ّؼتٌذ  یهلٌَػ یّب اًذًٍَکلئبصّبTALENّب، ZFNّوبًٌذ 

هتلل  یثِ ػٌَاى ٍاحذّبTALEدٌّذُ  اتلبل يیکِ اص داه

 یٍاحذّب شیثِ ػٌَاى صFok1ٍ اص اًذًٍَکلئبص DNAؿًَذُ ثِ 

ثِ Fok1رکش ؿذ،  کٌٌذ. ّوبًغَس کِ قجلاً یاػتفبدُ ه یضٍسیکبتبل

-TALEٍاحذ  شیصدٍ  ذیکٌذ ٍ ثبیػول ه وشیدا کیػٌَاى 

Fok1ثشؽ  ٌذآیتب فش شًذیقشاس گ گشیکذیدس کٌبس  گبُیدس ّش خب

DNAیّب يیثَاػغِ داه ٌذآیفش يی. اشدیكَست پز TALE

 ,.Bogdanove, et al) ؿَد اًدبم هیDNAهتلل ؿًَذُ ثِ 

کِ DNAهدبٍس ٍ هؼکَع  یّب دٍ تَال يیداه يیا .(2018

 یاًذ سا ثشا خذا ؿذُ یثبص خفت 20 الی 12 یّب یتَػظ تَال

 Miller, etذ )ٌکٌیه یعشاحFok1اًذًٍَکلئبص  َىیضاػیوشیدا

al., 2011.) TALENّؼتٌذ کِ  یثشداس ًؼخِ یّب، فبکتَسّب

دس صهبى Xanthomonas یگشم هٌف یبّیگ یّبیتَػظ ثبکتش

 یثشا ،یثشداس ًؼخِ یفبکتَسّب يیؿًَذ. ایتشؿح ه ضثبىیحولِ ثِ ه

 هتلل ضثبىیثِ ه ییبیٍ اًتـبس ثبکتش شیتکث ،ییصا یوبسیاص ث یجبًیپـت

 يیداه یکّب ؿبهل TALEN. ذٌٌک یه نیطى سا تٌظ بىیؿذُ ٍ ث

N-terminalًٍَع  ـيیتشاًؼلَک گٌبلیػ کی یحبIII
 کی ،17

TALEهؼئَل اتلبل  18یتکشاس یّب یتَال یحبٍ یهشکض ِیًبح

C-terminal يیداه کیٍ DNA یؿًَذُ ثِ تَال هتلل یّب

 یػبص فؼبل يیٍ داه 19یا هحل ّؼتِ يییتؼ یّب گٌبلیػ یحبٍ

(. Boch and Bonas., 2010ذ )ٌثبؿ یه 20یثشداس ًؼخِ

-N ِیاص ًبحC بًِیپب بفتِیشییثب ثخؾ تغFok1اًذًٍَکلئبص  تیتشک

terminaيیداه TALEذی، چبسچَة تَل TALEN ّب سا

ّب ZFPخلاف ثش(. Miller, et al., 2011فشاّن کشدُ اػت )

ّذف سا DNA یخفت ثبص 3 یتَال بًجیکِ ّش اًگـت تقش

 ذیٌَاػیآه 35تب  33کِ اص TALEشاس کٌذ، ّش تک یه ییؿٌبػب

 ییخفت ثبص اص طًَم ّذف سا ؿٌبػب کیؿذُ اػت، فقظ  لیتـک
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 ,Moscou and Bogdanove., 2009; Bochخَاّذ کشد

et al., 2009) ی(. تکشاسّب TALEثِ  ِیؿج بسیثؼ یاص ًظش تَال

 قشاس گشفتِهدبٍس،  ٌِیآهذیخفت اػ کیٍ دس ّش تکشاس  گشًذیکذی

 يی(. اMak, et al., 2012; Deng, et al., 2012اػت )

 21(RVD) ییآصاد دٍتب شیپزشییتغ یّب ثِ تکشاسّب ٌِیآهذیاػ

کٌٌذ.  یسا هـخق هTALE یتکشاس کذ ًبهگزاسی ؿذُ ٍ

هَسد NI ،HD ،NN ٍNGپش تکشاس هبًٌذ  ثخؾچْبس هؼوَلاً 

(، C) يیتَصی(، ػA) يیآدً تیتشت ثِ ٍ شًذیگ یاػتفبدُ قشاس ه

 Meckler, etکٌٌذ ) یه یی( سا ؿٌبػبT) يیذیوی( ٍ تG) يیگَاً

al., 2013ٌتیثب قبثل گشید ییدٍتب شیپزشییتغ یتکشاسّب يی(. ّوچ 

 Moscou and) اًذ گضاسؽ ؿذُ ضیً ـتشیثَدى ث یتخلل

Bogdanove., 2009Streubel, et al., 2012; 

Huang, et al., 2011;.) یثشخ یحبٍ یّبِ یآسا یّب تیفؼبل 

 Huang, et) ، کن گضاسؽ ؿذُ اػتيیگضیخب یّبRVDاص 

al., 2011.) ثشخلاف ZFNً ِیٌیپشٍتئ یّب ثِ ثخؾ یبصیّب ک 

ّب ػلاٍُ ثش تکشاس TALENًذاسًذ،  تیفؼبل یثشا یاضبف

TALE ،ًِیبص ّش تکشاس  یدس اًتْب یٌیپشٍتئ یّب یاص تَال یثشخ ث

ّب ثِ TALENتَػؼِ  یثشاّبی هختلفی  حبلت. اگش چِ داسًذ

یه ًظشثِ اهب اػتفبدُ ؿذُ اػت،  یطًَه ؾیشایاثضاس ٍ کیػٌَاى 

یظگیاص ٍ یکیداؿتِ ثبؿٌذ.  یهـبثْ یّبیظگیّب ٍ سػذ ّوِ آى

 یکِ اص لحبػ ػبختبساػت هْن، حضَس دٍ تکشاس کَچک  یّب

 يیا ثبؿذ. هی ضیهتوبTALE یثب تکشاسّب یهـبثِ اهب اص لحبػ تَال

ّذف DNA یؿشٍع تَال تیسا دس هَقؼ يیذیویتکشاسّب ت

TALEّذف  یتَال ّش گش،یٍ ثِ ػجبست د کٌٌذ ؿٌبػبیی هی

TALENثب  ذیثبT( ؿشٍع ؿَدMak, et al., 2012 اگش .)

اتلبل ثِ طًَم ّذف لاصم  یثشاTALEتکشاس  12 الی 10 تٌْبچِ 

 ی ؿذُشیگ ّذف هؼوَلاTALEًتکشاس  21تب  15اػت، اهب تؼذاد 

 یطًَه ؾیشایخْت اًدبم TALENٍ یسا ثشا یا ظُیٍ ضیٍ توب

 تیؿَد، فؼبل یه ذُیّب دZFNآٍسد. ّوبًغَس کِ دس یه ذیپذ

 22َىیلاػیهت قیاص عش ظُیّب ثِ TALENٍتَػظ DNAثشؽ 

یقشاس ه یکیطًت یاپ ظیؿشا شیثأتحت تی، ؼیعج ظیاؿشدس  یيتَصیػ

 يیغلجِ ثش ا یثشا .(Bultmann, et al., 2012) شدیگ
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 يیا ِاص خول یی دس ًظش گشفتِ ؿذُ اػت.ّبیّب اػتشاتظتیهحذٍد

23 یتشاًؼفشاصّب لیهت ییبیویّب، هْبس ؿیاػتشاتظ
DNAاػتفبدُ  بی

دس  يیکِ ػجت حفؼ آػپبسط اػت يیگضیخب یّبTALEاص  

ؿًَذ یّذف ه یتَال 13 گبُیٍ حزف آى دس خب 12 گبُیخب

(Valton, et al., 2012 .)یکذّب یػبدگ TALE ثِ ػٌَاى

ّذف ًؼجت ثِ DNA یتَال قیتـخ ؼتنیدس ػ یک هضیت

ZFNیاص تکشاسّب ٌگیکلًَ يیٍخَد اًدبم چٌذ يیّبػت. ثب ا 

TALEیاػت. ثشا ضیّب چبلؾ ثشاًگ آى یؿجبّت تَال لیثِ دل 

هبًٌذ  یاػتشاتظ يیچٌذ قیتلف ت،یهحذٍد يیفبئق آهذى ثش ا

 یثشا ٍ اتلبل ٍاثؼت26ِ ، اتلبل هؼتقل25فبص خبهذ24 ٌگیکلًَ

اػت ؿذُ  اػوبل ،یتخللTALE یػبخت تکشاسّب

(Reyon, et al., 2012; Briggs, et al., 2012; 

Cermak, et al., 2011; Schmid-Burgk, et al., 

2013.) 

27کىىذٌ  تیَذا یوًکلئبزَب
RNA(CRISPR) 

ی اکتؼبث یوٌیا ؼتنیًَع ػ کیداسای ّب  یثبکتش یّب ٍ آسکیثبکتش

 بیفبطّب DNAاص  ییّب كَست کِ قغؼِ يی، ثِ اخبف ّؼتٌذ

ّب سا دسٍى طًَم خَد  ًوَدُ ٍ آى بفتیهْبخن سا دس یّبذیهصپلا

یثکبس ه ٌذُیدس آ یدفبػ ؼنیهکبً کیػٌَاى  کٌٌذ ٍ ثِیادغبم ه

قغؼبت کَچک  يی. ا(Shivram, et al., 2021) شًذیگ

DNAًعَل داسًذ، دس طًَم  ذیًَکلئَت 50 الی 20 کِ هؼوَلا

ثب عَل  دٌّذ28ُ ػٌبكش فبكلِ بىیّب دس هیثبکتش یّب ٍ آسکیثبکتش

 ّبیتَال يی(. اWestra, et al., 2012) شًذیگیهـبثِ قشاس ه

 شایًبم داسًذ، ص یکَتبُ تکشاس یّبٌذسٍمبلیپ يیهٌظن ث یّبخَؿِ

 اًذ. ؿذُ ٌدبًذُگ ضثبىیدسٍى طًَم ه یکَچک یّبّب دس خَؿِ آى

ثبس تَػظ  يیدٍه یثشا ٌکِیّب پغ اص ایثبکتش یّب ٍ آسکیثبکتش

 یّبDNA گشید بیخبًَادُ هـبثِ  کی یفبطّب بیفبط  يیّو

ؿذُ  ذیکَچک تَل یّبRNA ثب اػتفبدُ اص هْبخن آلَدُ ؿذًذ،

ػجت ّضن Casاًذًٍَکلئبص ثِ ًبم  کتَػظ یّب خَؿِ يیاص ا

هختلف  ؼپشیکش ؼتنیػ يٌذیچ بىیؿًَذ. اص هیطًَم فبط هْبخن ه
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 ًَع ؼتنیّب، ػیثبکتش یّب ٍ آسکیؿٌبختِ ؿذُ دس ثبکتش
II

ثِ  29

 ,Kumarاػت بفتِی یطًَم ػبصگبس ؾیشایٍ یثشا یػٌَاى اثضاس

et al., 2019; Makarova and Koonin., 2015).)

. ثخؾ اٍل، هختلف اػتػِ ثخؾ  یداساIIًَع  ؼپشیکش ؼتنیػ

30 ثِ ًبم ،RNAسًٍَؿت  کی
crRNA.سًٍَؿت  يیا اػت

RNAٍثبؿذ. یه یتکشاس یتَال کیدٌّذُ ٍ  فبكلِ کی یحب

31کذؿذُ ثِ ًبم RNAسًٍَؿت  کیثخؾ دٍم، 
TracrRNA

crRNAسًٍَؿت  یتکشاس یهکول ثب تَال یتَال یکِ داسا ػتا

کِ هتـکل اص دٍ  اػتCas9ثخؾ اًذًٍَکلئبص  يیثبؿذ. ػَهیه

32 ؿجِ يیداه کی ؿبهل یًَکلئبص يیداه
RuvCیکیدس ًضد N-

terminalیًَکلئبص يیداه کیٍ  يیپشٍتئ HNH دس ٍػظ

 ,.Kumar, et al., 2019; Jinek, et al) ثبؿذ هی يیپشٍتئ

 دادُ لیتـکسا  کیًَکلئجَیکوپلکغ س کی(. ّش ػِ ثخؾ 2012

ٍ ثِ ًبم  کشدُ ییسا ؿٌبػب یطًَهDNAاص  یخبك یکِ تَال

ػبختبس  لیتـک. ؿًَذیه هؼشفی 33دٌّذُ فبكلِ يیػٌبكش پشٍتئ

DNA فّذ یتَال crRNAٍ يیثDNA-RNA ذیجشیّ

(protospacer )یػجت ثشؽ تَال DNAؿَد )یهJinek, et 

al., 2012اًذًٍَکلئبص  قؾکِ ً ییّب ی(. تَالCasیه فبیسا ا-

protospacer هدبٍس فیثِ ًبم هَت یتَال کی بصهٌذیکٌٌذ، ً

34
(PAM)ثبؿٌذ.  یهPAMکَتبُ  یکِ تَالDNA دساػت 

 Jinek, et) تػٍاقغ ؿذُ اprotospacer 3' ِیدػت ًبح يییپب

al., 2012; Garneau, et al., 2010; Deveau, et al., 

 یاًذًٍَکلئبص دس ثبکتش نیآًض ،(. ثِ ػٌَاى هثبل2008

35 َطًضیپب َکَعاػتشپتَک
SPCas9اًدبم  یثشاکِ  ،ًبم داسد

تَاًذ  هیNًیبص داسد. NGG-'5-3' یتَال کی ثِهغلَة  تیفؼبل

 ,.Hsu, et alثبؿذ ) هَخَد ذیًَع ًَکلئَت چْبسکذام اص  ّش

ؿًَذ یه تیػجت کبّؾ فؼبلNAG-'5-3' یّبی(. تَال2013

 یتیذٍدهح یتَال يیاص ا شیغ گشیگبًِ د ػِ تیکِ ّش تشکیدس حبل

 یتَال(. ٍخَد Hsu, et al., 2013) کٌذ ایدبد ًوی تیدس فؼبل
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PAM ؼتنیًَع اص ػ يیچٌذ یثشا CRISPR-Cas  ُؿشح داد

ػبصگبس  یطًَهّبی  یؾشایٍ یّب ثشا اص آى یؿذُ اػت کِ ثشخ

 Deveau, et al., 2008) Horvath, et( 1اًذ )خذٍل ؿذُ

al., 2008;.)

 

 CRISPR يیرایص شوً  بٍ ريش در PAM ياوًاع تًال (1 جذيل

 هٌجغPAM یتَال ؼنیاسگبً

Streptococcus pyogenes

(VRER variant) 

NGCG(Kleinstiver, et al., 2015) 

Streptococcus pyogenes

(VQR variant) 

NGAG(Kleinstiver, et al., 2015) 

Streptococcus pyogenesNGG(Hsu, et al., 2013) 

Streptococcus mutansNGG(Van der Ploeg, 2009) 

Staphylococcus aureusNNGGGT

NNGAAT

NNGAGT

(Kleinstiver, et al., 2015) 

Streptococcus

thermophilus

(CRISPR3) 

NGGNG(Fonfara, et al., 2014) 

Streptococcus

thermophilus

(CRISPR1) 

NNAAAAW(Fonfara, et al., 2014) 

Treponema denticolaNAAAAN(Esvelt, et al., 2013) 

Francisella novicidaNG(Fonfara, et al., 2014) 

Pasteurella multocidaGNNNCNNA(Fonfara, et al., 2014) 

Neisseria meningitidisNNNNGATT(Hou, et al., 2013) 

Campylobacter jejuniNNNNACA(Fonfara, et al., 2014) 
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 ،یجیتشک یٍ عشاح یثب اػتفبدُ اص اعلاػبت ػبختبس ي،یػلاٍُ ثش ا

 ییؿذ تب تَاًبایدبد  یشاتییتغSpCasذًٍَکلئبص ًا نیآًضدس 

سا داسا ثبؿذ ٍ ثِ عَس قبثل PAM يیگضیخب یّبیتَال ییؿٌبػب

طًَم هَسد  ؾیشایٍ یّب سا ثشا یاص تَال یؼیٍػ فیع یتَخْ

 (. دس هدوَع،Kleinstiver, et al., 2015اػتفبدُ قشاس دّذ )

هختلف، قبدسًذ  یّبگCas9ًَِ ذًٍَکلئبصاً تَاى گفت کِ هی

 يیتشحیسادس طًَم سا تحت پَؿؾ قشاس دٌّذ.  یّبذیتوبم ًَکلئَت

 یاص ثبکتش یطًَه ؾیشایٍ یثشاCRISPR-Cas9 ؼتنیػ

ثب  یػِ خضئ ؼتنی. ػؿذُ اػتاػتفبدُ  َطًضیاػتشپتَکَکَع پب

ؿَد یه لیتـکsgRNAثِ crRNA ٍtracrRNAاتلبل 

(Jinek, et al., 2012تغ .)ساٌّوب دسٍى  یػبدُ تَال شاتیی

SpCas9اًذًٍَکلئبص خْت هؼتؼذ ػبختي sgRNAهَلکَل 

کبفیؼت. ّذف قشاس دادى ّش ثخؾ اص طًَم  یثشا

 ؼتنیًؼجت ثِ ػ دیهتؼذ یبیهضاCRISPR-Cas9 ؼتنیػ

TALEN ٍZFNداسد.  یطًَه ؾیشایٍ یثشا یثِ ػٌَاى اثضاس

اًذًٍَکلئبص ثبثت  کی ِیثش پبCRISPR-Cas9 یّب ؼتنی، ػاٍلاً

 یضیسهدذد ًذاسًذ. ثشًبهِ یضیس ثِ ثشًبهِ یبصیً يیّؼتٌذ ٍ ثٌبثشا

 ذیٍ تَل یعشاحثِ  بصهٌذیCRISPR-Cas9ً یّبؼتنیهدذد ػ

سا  یفشكت ؼتنیػ يیا یػبدگ ،بًیثبؿذ. ثبًیه ذیخذsgRNA کی

کٌذ. اًتقبل یکبسثشد گؼتشدُ ٍ چٌذگبًِ دس طًَم فشاّن ه یثشا

sgRNAهتؼذد ثِ ّوشاُ اًذًٍَکلئبص  یّبCas9دّذ یاخبصُ ه

. اهشٍصُ شدیهَسد ّذف قشاس گ گبُیخب يیتب ّوضهبى چٌذ

 ییدس ػشتبػش طًَم خْت ؿٌبػب یدهتؼذCRISPR یّب کتبثخبًِ

 ظیػلَل ٍ هقبٍهت ثِ داسٍ دس ؿشا یدس ثقب یبتیح یّبطى

ٍ هتبػتبص دس  تَهَس دس سؿذ یبتیح یّب طى يیٍ ّوچٌ یـگبّیآصهب

 ;Shivram, et al., 2021) دػتشع قشاس داسًذدس دسٍى ثذى 

Bassett, et al., 2015; Chen, et al., 2015; Shalem, 

et al., 2014) .یتکٌَلَط یّب تیاص هض گشید یکی CRISPR-

Cas9 ًِؼجت ثZFN ٍTALENدس  ایي ػیؼتن یی، دس تَاًب

 یکیطًت یاپ خلَكیتثذٍى تَخِ ثِ  یطًَهDNAثشؽ دادى 

(. دس ;Hsu, et al., 2013Chari, et al., 2015) اػتآى 

ًؼجت ثِ CRISPR-Cas9 ؼنیهکبًاكلی تفبٍت  ٌکِ،یا تیًْب

ZFN ٍTALENاػت کِ اًذًٍَکلئبص  يیدس اSpCas9یتَال 

DNAِیّذف ثشؽ ه یاتلبل تَال گبُیدس خب قیكَست دقسا ث-

 یا دٍسؿتDNAِ ی(. تَالJinek, et al., 2012صًذ )

ّوؼبى  یجیکشٍهَصٍم هبًٌذ ًَتشک نیتشه ؼنیتَػظ هکبً بفتِی ثشؽ

(HR )ًبّوؼبى بًِیاتلبل پب بی (NHEJ)36 ،یهحل ثشؽ تَال 

Cas9ٍ هبًغ اتلبل ٍ ثشؽ هدذد اًذًٍَکلئبص  دادُ شییّذف سا تغ

تَخِ  قبثل تیهض کیCRISPR-Cas9 یظگیٍ يیؿَد. ایه

 ثبؿذیه تیًَتشک یّبطًَم تَػظ َّهَلَگ ؾیشایٍ یثشا

(Xue and Greene., 2021). ّذف،  یتَال قیدق ییؿٌبػب

 یه تیحبئض اّو بسیثؼ یطًَه ؾیشایخْت اػتفبدُ ثِ ػٌَاى اثضاس ٍ

 یدس پبکؼبص یًقؾ هْوsgRNAاًتخبة  ي،یثبؿذ. ثٌبثشا

داسد. هغبلؼبت هتؼذد ًـبى دادُ اػت کِ اًذًٍَکلئبص  37ّب خْؾ

SpCas9تَاًذ ػجت تحول ثِ  یهMismatcheػذم  38ّب(

39 ی(، ثشآهذگیذیَتًَکلئ قیاتلبل دق
RNA(ذیًَکلئَت کی 

 یساٌّوب یتَال يیثDNA یسؿتِ( ٍ ثشآهذگ کیخفت ًـذُ دس 

crRNAّذف ؿَد ) یٍ تَالJinek, et al., 2012Hsu, et 

al., 2013;Mali, et al., 2013;et al., 2013;Cong,

Lin, et al., 2014;ًًحَُ  یثشا یٌیػبدُ ٍ هؼ يی(. اگشچِ قَا

هغبلؼبت  یٍخَد ًذاسد، ٍلSpCas9اًذًٍَکلئبص  نیآًض تیفؼبل

 یّب دس تَالMismatche تیاًذ کِ تؼذاد ٍ هَقؼ ًـبى دادُ

PAMاػت تیحبئض اّو بسیثؼ .Mismatcheدٍپلکغ  یّب

DNA-RNAیّب یهبًٌذ ثشآهذگ DNA ٍRNA کِ دس

 اًذًٍَکلئبص نیآًض تیقشاس داسًذ، فؼبلPAM یتَال یکیًضد

Cas9اگشچِ . کٌٌذ یسا هختل هMismatcheیّب 

اًذًٍَکلئبص  نیآًض تیثش فؼبل یاًذک شیثأت یذیًَکلئَت تک

SpCas9 ،چٌذ  بیتؼذاد دٍ  اهبداسًذMismatche ِثؼتِ ث ،

 نیآًض تیفؼبل یتَخْ عَس قبثل تَاًذ ثِ یّب، ه آى یشیقشاسگ تیهَقؼ

 شیحبل، هغبلؼبت اخ يیسا هختل کٌذ. ثب اSpCas9اًذًٍَکلئبص 

PAM یدػت تَال ثبلا ِیکِ دس ًبح یذیاًذ کِ ًَکلئَت ًـبى دادُ

 یهتلل ثِ تَالCas9ًَکلئبص  نیٍاقغ ؿذُ اػت هوکي اػت آًض

                                           
36

 Non Homologous End-Joining (NHEJ) 
37

 Tailoring Mutations 
38

 Tolerate Mismatches 
39

 RNA Bulges 
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DNAِتأثیش قشاس دّذسا تحت  یادٍسؿت (et al., 2014

Chari, et al., 2015; Doench,Xu, et al., 2015; .) 

ػبیت ثب قبثلیت دػتشػی آصاد خْت کوک ثِ اًتخبة  چٌذیي ٍة

sgRNAُاًذ.  ّب تَػؼِ دادُ ؿذPelletierدس ػبل  ٍ ّوکبساى

-CRISPR یپشٍطُ اػتفبدُ اص فٌبٍس یاخشا یدس ع 2015

Cas9 ،یَالت یسٍؽ اًتخبث sgRNAًوَدى  یهٌْذػ یسا ثشا

(. اگشچِ Pelletier, et al., 2015طًَم هَؽ تَػؼِ دادًذ )

 یاًتخبة تَال یّب سٍؽ شیػبثِ سٍؽ هوکي اػت ًؼجت  يیا

sgRNA توبماص  یخبهؼ  ثبؿذ، اهب فْشػت تش هـکلّب 

sgRNAِى طًَم خَد دسٍّذف  شیغ یّب گبُیوشاُ خبّ ّب ث

گشٍُ کِ ثب  يیثکبس گشفتِ ؿذُ تَػظ ا یاػتشاتظآٍسد.  یفشاّن ه

 فیدس هَسد تؼش یقبتیگشٍُ تحق يیهـبّذات چٌذ حیتَخِ ثِ ًتب

sgRNAدّذ کِ  یاػت، ًـبى ه شفتِیاًدبم پز یاًتخبث

 8)تب Mismatche يیتَاًذ چٌذ یهSpCas9اًذًٍَکلئبص 

 Lin, et) تحول کٌذsgRNA 5' بًِیپب ِی( سا دس ًبحذیًَکلئَت

al., 2014; Fu, et al., 2014; Jiang, et al., 2013; 

Hsu, et al., 2013; Cong, et al., 2013; Jinek, et 

al., 2012.) 

 یتَال یيچٌذ ییاخبصُ ؿٌبػبCas-OFFinder تیػب ٍة
اػیذ کِ تَػظ  اعلاػبت دیدیتبلی تَالی ًَکلئیک) سفشًغ طًَم40

سفشًغ هْشُ  شیطًَم غ یتَال( ٍ آٍسی ؿذُ اػت داًـوٌذاى خوغ

فشًذ  یلَػو شٍعیٍ ٍ 42یهؼتقل اص چبق بثتیهبًٌذ د 41داساى

(FLV)43 َِیػ Bکٌذ. ّوچٌیي ایي سٍؽ  سا فشاّن هی هَؽ

 ثب هَؽدس ثؼیبس اًتخبثی ّبی sgRNAتَاًبیی عشاحی 

 Pelletier, et) داساػتّذف سا  شیغ بیکَچک ٍ  یّب تیفؼبل

al., 2015Martinez, et al., 2015; .)ِیگشیًَع د تبصگی ث 

طًَم ػبصگبس ؿذُ  ؾیشایٍهجحث  یثشا ؼپشیکش 2کلاع  ؼتنیاص ػ

دس Vًَع  ؼپشیکش ؼتنی(. ػZetsche, et al., 2015اػت )

 يیپشٍتئ کی یداسا Francisella novicida(Fn)ی ثبکتش

 Prevotellaandٍ یاص ثبکتشCRISPRثضسگ ثِ ًبم 

(Cpf1)Francisella 1 ٍکی crRNAثبؿذ.  یکَچک ه

                                           

40
 Reference Genome 

41
 Nonreference Vertebrate Genomes 

42
 Non-Obese Diabetic 

43
 Friend Leukemia Virus (FLV) 

CRISPR-Cpf1 ؼتنی، ػIIًَع  ؼپشیکش یّب ؼتنیػثشخلاف 

crRNA 5' بًِیًذاسد. پب بصیtracrRNAًؿذى ثِ  لیتـک یثشا

 یهحبفظت ؿذُ اػت کِ ثشا بسیدٌّذُ ثؼ فبكلِ ِیًبح کی یحبٍ

دس  شییؿذُ اػت. تغ دس ًظش گشفتِ  حلقِ کَتب44ُ-فشم ػبقِ کی

-CRISPR یحلقِ ثبػث اختلال دس ػولکشد ثشؿ-ػبقِ بی یلتَا

FnCpf1 .کوپلکغ خَاّذ ؿذCrRNA-Cpf1 ػجت

قجل اص Tاص  یکَتبُ غPAMٌ یتَال کیؿَد کِ  یه ییّب ثشؽ

كَست  پشاکٌذُ ثِ یّبDSB ذیٍخَد داسد ٍ ػجت تَل ىؿشٍع آ

 ؼتنیػ ؿَد.یه ذیًَکلئَت 5 الی 4ثب عَل  545' ِیدس ًبح ضاىیآٍ

 ؾیشایٍ ؼتنیّوبًٌذ ػCRISPR-FnCpf1 ؾیشایٍ

CRISPR-Cas9ً ،یذیًَکلئَت 18دٌّذُ  فبكلِ کی بصهٌذی 

 یتَال يیسا ث یذیًَکلئَت تک یّبMismatcheتَاًذ  یاػت ٍ ه

، FnCpf1ّذف تحول کٌذ. ػلاٍُ ثش DNA یساٌّوب ٍ تَال

ثب  ضیً گشیدCRISPR-Cpf1 ؾیشایٍ ؼتنیػ يیچٌذ

اًذ  ؿذُ ییّب ؿٌبػب یدس ثبکتشPAM یدس تَال ییبّ تفبٍت

 یطًَه ؾیشایٍ ؼتنیحبل، ثشخلاف ػ يی(. ثب ا2)خذٍل 

CRISPR-Cas9یطًَه ؾیشایٍ یّب ؼتنی، ػ TALEN ،

ZFN ٍCRISPR-Cpf1ًيیداسًذ، ثِ ا یهـبثْ ؼنیهکب 

ٍ دس سؿتِ  18ؿوبسُ  ذیّذف ًَکلئَت شیكَست کِ دس سؿتِ غ

خَدؿبى  قیتـخ یسا دس خبسج اص تَال 23 ُؿوبس ذیّذف ًَکلئَت

 یکبف شاتییکِ تغ یتب صهبً ذدّیًـبى ه بفتِی يی. ادٌّذ یثشؽ ه

ٍخَد ِ ّذف ث یتَال گبُیثِ خبCpf1اص اتلبل  یشیخلَگ یثشا

ّذف اداهِ  گبُیثشؽ دس خبایي اهکبى ٍخَد داسد کِ ایدبد  ذ،یآ

 .بثذی

                                           
44

 Short Hairpin Loop 
45

 5′-Overhang 
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CRISPR-Cpf1 يشوًم صیرایي ست یس درPAM یَب يتًال( 2 جذيل

PAM  اسگبًیؼن  هٌجغ تَالی
Acidaminococcus sp. BV3L6TTTN(Zetsche, et al., 2015) 

Franciselle novicidaTTN(Zetsche, et al., 2015) 
Moraxella bovoculi 237T/C)(T/C)N) (Zetsche, et al., 2015) 

Lachnospiraceae bacterium 

MA2020

TTTN(Zetsche, et al., 2015) 

 وًکلئبز َذفمىذ  یَب یآوس يحاطر( 1ضکل  

کِ  ی اػتسٍ يیچْبس پشٍتئ یحبٍ سؿتِّش  :ZFN الف( عشح

ZFNّذف  گبُیکٌذ. خبیه ییسا ؿٌبػب خبفّذف  یتَال کی

 خْت ذیًَکلئَت 7 الی 5 تَػظکِ  ی اػتدٍ اًگـت سٍ یحبٍ

 .اًذفبكلِ گشفتِ یکذیگشاص Fok1 َىیضاػیوشیدا یػبص فؼبل

ZFN یتَال ثٍِاسًٍِ ثِ كَست ّب DNAؿًَذیهتلل ه ٍ 

 ییسا ؿٌبػب 3' ییتب ػِ ی، تَالZF يیپشٍتئN-terminal ِیًبح

 20 یداسا ِیآسا کیؿبهل  سؿتِّش  :TALEN کٌذ. ة( عشحیه

سا  یذیًَکلئَت 20ّذف  یتَال کیثبؿذ کِ  یهTALEتکشاس 

اتلبل  ثخؾدٍ  یداساTALENّذف  گبُیکٌذ. خبیه ییؿٌبػب

 خْت قشاس یذیًَکلئَت 20 الی 12ثخؾ  کیثبؿذ کِ تَػظ یه

ٍ C-terminal ِیدس ًبحTALENهضبػف  یدادى تَال

 دسّب کِ ZFNاًذ. ثشخلاف خذا ؿذFokIُ َىیضاػیوشیدا

ّب دس خْت TALENؿًَذ، یهتلل هDNAثِ  5'ثِ  3'خْت 

 5' یاًتْبٍ دس N-terminal ِیتکشاس دس ًبح يیـتشیثب ث 3'ثِ  5'

 لِیثَػTALE یتکشاسّب ی ثَدىاختلبكؿًَذ.  هتلل هی

 35اص تؼذاد  13ٍ  12 تیدس هَقؼ شیهتغ ییدٍتب یتکشاسّب

دس ایي هؼوَلاًؿَد. یحبكل هTALE یتکشاسّب ذیٌَاػیآه

کِ NI ،HD  ،NN ٍNGهبًٌذ شیهتغ ییچْبس تکشاس دٍتبحبلت 
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( T) يیذیوی( ٍ تG) يی(، گَاCً) يیتَصی(، ػA) يیآدً تیثِ تشت

. ػلاٍُ ثش شًذیگیهَسد اػتفبدُ قشاس ه ،کٌٌذیه ییسا ؿٌبػب

یتَالDNAّذف  یتَال یی، خْت ؿٌبػبTALE یتکشاسّب

: CRISPR-Cas9. ج( عشح ًیبص اػت ضیً یگشید يیپشٍتئ یّب

Cas9یاًذًٍَکلئبص اػت کِ حبٍ کی RuvCتیٍ فؼبل 

 یهَلکَل هلٌَػ کیساٌّوب RNAثبؿذ. یهHNH یًَکلئبص

 لِیثَػtracrRNAثب crRNA تیاػت کِ ثب اػتفبدُ اص تشک

ؿذُ اػت. کوپلکغ  لیتـک ٌکشیکَچک لRNA کی

ثِ ًبم DNA فّذ یثب تَالCas9-RNAاًذًٍَکلئبص 

protospacerاص  یکَچک یدس تؼبهل اػت. دس اثتذا تَالDNA

ٍاقغ protospacer یدػت تَال يییکِ دس پبPAMّذف ثِ ًبم 

 بیRavC تیدس فؼبل شاتییکٌذ. تغیه ییؿذُ اػت سا ؿٌبػب

 ثبػث کبّؾ فؼبلیت غیش ّذف دس تَاًذیهHNHًَکلئبص 

SpCas9عشح  . د(ؿَدCRISPR-FnCpf1: FnCpf1کی 

ثبؿذ.  یهRuvC یًَکلئبص يیدٍ داه یًَکلئبص داسا نیآًض

، اػتکَچک RNAدٍ هَلکَل  بصهٌذیکِ SpCas9ًثشخلاف 

FnCpf1هَلکَل  کی ثِ تیخْت فؼبلcrRNAًیبص داسد .

ی تَالثِ  تیفؼبل یثشاSpCas9ّوبًٌذ  ضیFnCpf1ًًَکلئبص 

PAMی. تَالًیبص داسد PAMیتَال 5' تیدس هَقؼ 

protospacer ٍ ٍاقغ ؿذُ اػتCpf1یتَال DNA ّذف سا

صًذ. ػلاٍُ ثش ایي، ثش خلاف  ثشؽ هیprotospacer 3'دس اًتْبی 

SpCas9 ثشؽ  46كبف یبْثلَست اًتکِ تَالی ّذف سا

 5 الی 4ثلَست  5' ِیّذف سا دس ًبح یتَالFnCpf1صًذ،  یه

 کٌذ. ایدبد هی ضاىیآًٍَکلئَتیذ 

 تًفیٍ تريیجي   

دسههبًی ٍ   ّبی ًَکلئبص ّذفوٌذ کهِ قبثلیهت طى   تَػؼِ ػیؼتن آًضین

ّبی خبف دس طًَم سا داساػت، ّذف ثِ هکبىDNAاًتقبل تَالی 

ّبی طًَم ثْجَد ثخـیذُ اػهت. خْهت    تَاًبیی هب سا ثشای دػتکبسی

ّهبی ٍیشایـهی ثهِ ثْجهَد    ّبی ایي هکبًیؼندػتیبثی کبهل ثِ قبثلیت

ّب هبًٌذ تؼییي اّذاف اختلبكی، اًتقبل آًهضین   ثشخی اص هحذٍدیت
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 Blunt Ends 

ّهبی   ي هکبًیؼهن دٌّهذُ ٍ ّوچٌهی   DNAًَکلئبص ّذفوٌهذ، تهَالی   

ًیبص اػت. دس ٍاقغ کیفیهت اًتقهبل، ؿٌبػهبیی ّهذف   DNAتشهین 

ٍ ؿٌبػبیی DNAّبی ٍیشایؾ اختلبكی، دسک ثْتش اص هکبًیؼن

توشکههض اكههلی دس هکبًیؼههن HRّههبیی ثههشای استقههبی هکبًیؼههن ساُ

گهشدد کهِ ایهي   ٍیشایؾ طًهَهی اػهت. دس ایهي ساػهتب پیـهٌْبد ههی   

ًتیک ٍ اكلاح ًظاد حیَاًهبت ثهشای   فٌبٍسی دس هجبحث هشثَط ثِ ط

كفبت هختلف ههَسد اػهتفبدُ قهشاس گشفتهِ ٍ ًتهبیح آى ثهش اػهبع        

 ؿشایظ هَخَد دس کـَس تحلیل ٍ تشٍیح ؿَد. 
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