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 سیستم یا کریسپر سیستم عنوان با که ای خوشه منظمِ دارِه فاصل پالیندرومِ کوتاهِ های تناوب توانستند ها، باکتر آرکئی و ها باکتری ژنوم از بسیاری در

 .کنند شناسایی را است cas ژن با مرتبط کریسپر

 های اصلی عناصر از. است شده داده تشخیص خارجی، مهاجم مقابل در دفاعی ایمنی سیستم عنوان با ها پروکاریوت در سیستم این فیزیولوژیکی نقش

 کشف به قادرکریسپر باکتری را  ).کنندیم هدایت ها سمیدلاپ و ها ویروس در خود مکمل های نوکلئیک اسید سوی به را ها نوکلئاز که ، RNA کوچک راهنما

 (کندمی نابودیشان بعد و ویروس ایاندی

 

 کریسپر:

 ای پالیندرومیکخوشه منظم دارکوتاه فاصله هایتوالی

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

 

 است: شده شناسایی CRISPR سیستم از کلاس سه

I.  با وجود ژن  1نوعcas3 

II.  با وجود ژن 2نوع  cas9 

III.  با وجود ژن  3نوعcas10 

 .است گرفته قرار مطالعه مورد بقیه از بیشتر( Class II) ۲ نوع که 
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 کریسپری جایگاه در آن از بخشی سپس و شود می شکسته Cas نوکلئازی های آنزیم توسط DNA این باکتری، درون به مهاجم خارجی DNA ورود هنگام در

 RNA های توالی تولید منظور به الگوههایی عنوان به spacer های توالی. شود می گفته spacer آن به حالت این در که گیرد می قرار تکراری توالی دو بین و

 توالی یک عنوان به هم همراه به توالی دو این. دهد می تشکیل tracrRNAمولکول با را کمپلکسی و گرفته قرار استفاده مورد( crRNA) کریسپری کوتاه

 مکمل خارجی DNA توالی پروتئین این مهاجم، DNA به Cas9 پروتئین اتصال محض به. کنند می هدایت مهاجم DNA سمت به را Cas9 پروتئین راهنما،

crRNA نوکلئازی های دومین طریق از ترتیب به آنرا مقابل توالی و NHN و RuvC1-Like برد می 
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 .دارد خاص روشی به ار DNA جایگزینی سرانجام و زدن برش جستجو، قابلیت که است،( Cas9) نام به پروتئینی کریسپر، سیستم از بخشی

 ( HNHو  RuvCشامل  Cas9)دومین های نوکلئازی 

 

Figure 1 

 

 (با هزینه کم )در زمان کوتاه چند هفته.میشود )چه ویروس چه جانور(هاسلول DNA در تغییراتی موجب کریسپر فناوری

 : دارد وجود سیستم این در جزء دو

  Cas9 نام به DNA برش پروتئین یک(1

 شود می شناخته راهنما RNA عنوان به که RNA مولکول یک (2

 با ژن در عادی دنباله یک باید Cas9 اول دهد برش و کرده شناسایی را DNA از هایی بخش تواند می که دهند می تشکیل رو سازه یک باهم همراه دو این 

 RNA رشته کند می باز هم از را دوتایی مارپیچ ساختار راهنما RNA آنگاه شد متصل PAM به  آنکه بمحض شود وصل آن به و کرده پیدا را PAM نام

 از بخش آن Cas9 آنگاه کرد پیدا را صحیح دنباله آنکه بمحض شود وصل آن به بتواند و بوده متناسب DNA در بخصوص دنباله یک با تا شده طراحی طوری

DNA دهد می برش را. 
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Figure 2Cas9-RNA 

 

 

Figure 3RAN-DNA 
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 یا) Protospacer-associated motif نام به شدهحفاظت( نوکلئوتیدی ۵ تا ۲) کوتاه توالی یک که است این مستلزم همچنین Cas9 ایرشته دو اندونوکلئازیِ فعالیت

PAM)، مکملِ توالی( 3)‘ پرایمِ ۳ انتهای در بلافاصله crRNA (در DNA هدف )توالی این غیاب در نیز مکمل کاملاً هایتوالی حتی حقیقت در. باشد داشته وجود 

PAM، توسط Cas9-RNA شوندمی گرفته نادیده. 
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 هایcrRNA بصورت و رونویسی CRISPR لوکوس سپس. شودمی گنجانده CRISPR لوکوس در باکتریایی، ژنوم در( مهاجم) خارجی DNA اکتسابی، ایمنی در

 ۲۰ توالی یک حاوی خارجیِ DNA تواندمی که دهدمی را کمپلکسی یک تشکیل مجزا tracrRNA و crRNA یک با Cas9 اندونوکلئاز. شودمی پردازش کوچک

 بزند. برش را PAM توالی مجاورت در ،crRNA با مکمل نوکلئوتیدیِ

 

 این تعمیر در سعی سلول که حالی در شود می دوتایی رشته این کل شدن پاره باعث که کنند می ایجاد برشی یک هر آن( Nuclease) نوکلئاز ناحیه دو در

 گردد می ژن شدن استفاده بلا موجب که است ناخواسته های جهش دارای اغلب و بود خواهد خطا با همراه تعمیری فرایند این اما کند می شده پاره قسمت

 .باشد بخصوص های ژن کردن غیرفعال برای عالی ابزار یک CRISPR که شود می باعث موضوع این و

 

Figure 4برشRAN 
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Figure 5 ترمیمDNA 

 

Figure 6اشتباه در نوکلئوتید 
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Figure 7غیر فعالسازی ژن 
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 آنزیم و اند کرده فعال غیر را Cas9 برش بخش دو هر یا یک محققان از برخی بکند تواند می CRISPR که نیست کاری تنها دوتایی رشته کردن پاره اما

 یک کرد استفاده DNA از بخصوص دنباله یک به ها آنزیم آن کردن منتقل برای توان می Cas9 از آنگاه ساختند وارد پروتئین این درون به را جدید های

 نهایت در که شود می DNA پایه عناصر در خاصی های جهش ایجاد موجب که است (deaminase) دآمیناز نام با Cas9 به آنزیم یک کردن وارد آن مثال

 بیماری ایجاد موجب که هایی جهش تواند می ژن ویرایش دقیق روش این شود می (Thymine) تیمین با (Cytidine) سیتیدین شدن جایگزین موجب

 .کنند ایجاد خاص مکان یک در ژن توقف بخش اینکه یا کند تبدیل سالم های ژن به را اند شده
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 با را کار این آنها هستند ژن رونویسی دادن ارتقا برای CRISPR از استفاده حال در ها آزمایشگاه از بعضی نیست ژن ویرایش خصوص در تنها آن همه اما 

 یا که شوند می اضافه Cas9 به رونویسی کنندگان فعال عوض، در دهد برش را DNA نتواند دیگر طوریکه به دهد می انجام Cas9 کامل ساختن فعال غیر

 فعال این شوند می جذب راهنما RNA به کنندگان فعال اساس این بر که (Peptide) ها پپتید از ای رشته بوسیله یا کنند می وارد را آن مستقیم صورت به

 ژن آن رونویسی افزایش باعث و آورند می هدف سمت به را پلیمراز RNA مانند فاکتورهایی و کنند می جذب خود به را سلول رونویسی دستگاه کنندگان،

 .شوند می
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 بیشتر فاکتورهای جذب با آنها سازند، می غیرفعال را رونویسی و کنند می Cas9 وارد را KRABناحیه دارد وجود نیز ژن دهی برش در اصولی چنین یک 

 . کنند می بلوکه را ژن فیزیکی صورت به خود به
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  سلول بهCRISPR/Cas9 سیستم انتقال و طراحی مراحل

1. sgRNA  موردنیاز برای هدف گیری ژن موردنظر و نیز پرایمر های مورد نیاز برای تعیین ژنوتایپ توسط ابزارin silico .طراحی میشوند 

2. sgRNA  در یک پلازمید بیانی حاویRNA  داربستی و توالی کد کننده پروتئینCas9 .کلون میشود 

 انتقال پلازمید به سلول هدف .3

 کننده پلازمیدتکثیر سلول های دریافت  .4
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 : دارد جزء دو CRISPR/Cas9 تکنولوژی از استفاده با هدفمند صورت به ژنوم ویرایش مدرن سیستم

  اندونوکلئاز یک .1

  راهنما کوتاه RNA توالی .2

 DNA برنده دومین دو Cas9 نوکلئاز. باشد می Streptococcus pyogenes از برگرفته باکتریایی Cas9 اندونوکلئازی پروتئین نظر مورد اندونوکلئاز

  بلانت صورت به ای رشته دو DNA شکستن به منجر و باشد می RuvC1-Like نوکلئازی دومین و HNH نوکلئازی دومین شامل که دارد

Double Strand Breaks شود می . 

. دارد را باکتریایی crRNA هم و tracrRNA نقش هم که دارد اشاره شده مهندسی ای رشته تک کایمر RNA یک به خاموشی سیستم این در gRNA واژه

 توالی این کند، می طراحی ویرایش و برش جهت نظر مورد ژنی توالی علیه بر محقق را gRNA به مربوط ˊ5 انتهای آخر نوکلئوتید جفت بیست

 . میکند هدایت RNA-DNA اتصال طریق از PAM جایگاه بالادست در درست نظر مورد ژنی جایگاه به را Cas9/gRNA کمپلکس نوکلئوتیدی20

 Streptococcus باکتری برای توالی این و دارد تفاوت CRISPR Cas های پروتئین انواع و مختلف های باکتری های استرین بین در PAM توالی

pyogenes 5 توالیˊ-NGG وسیستم باشد می CRISPR Cas توالی هر سمت به موجود استفاده قابل DNA 5 آدرس باˊ-N20-NGG به و شده هدایت 

 در که ترمیمی مکانیسم دو توسط سیستم این توسط شده بریده DNA رشته دو. شود می blunt صورت به DNA شکست موجب دقیق کاملا صورت

 ترمیمی مسیر و non-homologous end-joining (NHEJ همولوگ غیر انتهاهای اتصال ترمیمی مسیر و شود می یافت ها ارگانیسم انواع تمامی

 .شود می ترمیم دارند، نام(homology-directed repair (HDR )) شباهتی
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 منابع:

 ، فاطمه محمدی(  حبیب ضیغمی دکتردر درمان بیماری های عفونی) Cas-CRISPRکاربرد و مکانیسم سیستم  .1

 ، دکتر فرزانه محمدی فارسانی(  بروجنیدکتر صادق ولیان اری های ژنتیکی)مان بیمدرو کاربرد آن در  CRISPR/Cas9تکنولوژی  .2

3.  https://topazgene.com/ 

 (فرج زادهداوود ،  دکتر مسرور ذاکری نسبز میکروبیوم تا کریسپر ) ترجمه : دکتر مهسا آقائی ، ا .4

5. https://deyako.com/ 
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