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های های مرتبط با آن، سیستمای و پروتئیندار منظم خوشههای کریسپر یا تکرارهای کوتاه پالیندرومی فاصلهسیستم

اند. برای ایجاد اثرهای ای برای ویرایش ژنی مورد استفاده قرار گرفتههستند که به عنوان وسیله ایمنی طبیعی میکروبی

های متفاوتی برای انتقال وجود دارد. های هدف منتقل شود. روشدرمانی، اجزای کریسپر باید به طور مستقیم به سلول

سی و غیر ویروسی های انتقال ویروهای انتقال از طریق غشای سلول، شامل سیستمدر این مطالعه به برخی سیستم

هایی مانند وکتور ویروس وابسته به آدنو است ولی پرداخته شده است. سیستم انتقال ویروسی، استفاده از ویروس

تر بالینی آن وجود دارد. در روش انتقال فیزیکی دوز، مدت زمان و اختصاصیت انتقال دقیق هایی در استفادهنگرانی

 در روش باشد.روپوراسیون، تزریق هیدرودینامیکی و میکرواینجکشن میهای الکتشود که شامل روشکنترل می

مانی سلول را تهدید الکتروپوراسیون ممکن است تغییرهای غیرقابل برگشت در فیزیولوژی غشا ایجاد شود که زنده

ی انسانی کند. در تزریق هیدرودینامیکی حجم لازم برای شروع تزریق زیاد است و روش مناسبی برای کاربردهامی

نیست. میکرواینجکشن دارای کارایی بالا و دوز دقیق کنترل شده است ولی برای کاربرد زیاد غیر عملی است. اگرچه 

های فیزیکی به طور معمول در محیط آزمایشگاه بسیار موفق هستند، اما به طور کلی مقیاس خوبی ندارند و رویکرد

های انتقال های با ظرفیت بالا در آزمایشگاه کمتر کاربرد دارد. در روشبرنامهبنابراین برای انتقال در شرایط زنده یا 

تواند تغییر یابد. انتقال شیمیایی به دو شکل شیمیایی، به جای القای تغییر در سلول هدف، خود محموله قابل انتقال می

تواند محموله را از سازی میسولهانتقال پذیر وجود دارد. کپ سازی و روش تغییر شیمیایی مادهشامل روش کپسوله

های ایمنی محافظت کند و اختصاصی بودن انتقال را ارتقا بخشد. انتقال با تغییر ماده انتقال تخریب آنزیمی یا پاسخ

گیری خاص سلول نیستند. کند، همچنین قادر به هدفتوسط پروتئازها را تامین نمی پذیر، محافظت در مقابل تخریب

های انتقال دارد. با توجه به این که هر سازی یا سایر روشه موفقیت آمیز نیاز به ترکیب با روش کپسولهبنابراین استفاد

هایی هستند، لازم است موثرترین روش انتقال انتخاب شود، تا سیستم ها و مزیتهای انتقال دارای عیبکدام از روش

 کریسپر برای ویرایش ژن کارآمد باشد.

 های کلیدیواژه
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Abstract 

CRISPR systems or clustered regularly interspaced short palindromic repeats and related proteins are natural 

microbial immune systems, which have been used as a tool for gene editing. To produce therapeutic effects, 

CRISPR components must be delivered directly to the target cells. There are different methods of delivery. In this 

study, some delivery systems through the cell membrane have been reviewed, including viral and non-viral 

delivery systems. The viral delivery system is the use of viruses such as adeno-associated virus vectors but there 

are concerns in its clinical use. The non-viral delivery system consists of various methods, including physical 

delivery and chemical delivery. In the physical delivery; the dose, duration, and specificity of the transfer are 

controlled more precisely, which includes the methods of electroporation, hydrodynamic injection, and 

microinjection. In the electroporation method, irreversible changes may occur in the physiology of the membrane, 

which threatens the cell's viability. In hydrodynamic injection, the volume required to start the injection is large and 

it is not a suitable method for human applications. Microinjection has high efficiency and precisely controlled dose, 

but it is very impractical for high-capacity cases. Although physical approaches are typically very successful in the 

laboratory, they generally do not scale well and are therefore less applicable for delivery to live conditions or high-

throughput applications in the laboratory. In chemical delivery methods, instead of inducing a change in the target 

cell, the transferable cargo itself can be changed. There are two main forms of chemical delivery, including the 

method of encapsulation of the transferable substance and the method of modification of the transferable substance. 

Encapsulation can protect the cargo from enzymatic degradation or immune responses and enhance the specificity 

of delivery. Modification does not protect against degradation by proteases, nor are they capable of specific cell 

targeting. Therefore, successful use needs to be combined with encapsulation or other delivery methods. 

Considering that each delivery method has advantages and disadvantages, it is necessary to choose the most 

effective delivery method so that the CRISPR system be efficient for gene editing. 

Keywords:  Cas9, Cas/CRISPR , G editin enome g, Nonviral delivery, Viral delivery 

 

  مقدمه

های کریسپر در طبیعت به عنوان سیستم ایمنی ذاتی سیستم

-ترین سازوکارهای سیستم ایمنی تطابقمیکروبی و یکی از مهم

عنوان ابزار ها بهاند. این سیستمپذیر پروکاریوتی شناخته شده

اند مهمی برای مهندسی زیستی و ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته

تر مانند هزینه بالا و ویرایش ژن قدیمیهای های سیستمکه عیب

این . (Ashaar-Ghadim et al., 2022)بر بودن را ندارد زمان

زا را به طور بالقوه تصحیح های بیماریتوانند جهشابزارها می

های حیوانی برای تواند باعث توسعه مدلکنند. این فناوری می

های عصبی در حیوانات بزرگ و های مختلف مانند بیماریبیماری

زایی را تواند درک ما از بیماریپستانداران غیر انسانی شود که می

واقع سیستم کریسپر یک ابزار اصلاح ژنوم است افزایش دهد. در 

های زایا و تواند هر ژن موجود در ژنوم را در سلولکه می

های مختلف به طور موثر مورد هدف قرار دهد سوماتیک گونه

(Tu et al., 2015) سیستم کریسپر ممکن است در انسان برای ژن .

مختلف مانند  های ارثی و اکتسابیدرمانی بیماران مبتلا به بیماری

های قلبی استفاده شود. موفقیت ژن سرطان، دیابت و بیماری

هایی که به طور موثر، انتخابی و با کمترین درمانی به انتقال دهنده

های هدف برسانند، وابسته است سمیت یک ژن را به سلول

(Hashemabadi et al., 2023; Mohammadinejad et al., 2019). 

برای این که اجزای کریسپر اثرهای درمانی را ایجاد کند، باید به 

های هدف منتقل شود. یک مانع ی سلولطور مستقیم به هسته

مهم در شرایط زنده برای دستکاری ژنتیکی با واسطه کریسپر، 

های ی موثر و هدفمند است. بنابراین روشدهندهیافتن ابزار انتقال

های دستکاری ژنتیکی درمانی موثر انتقال، برای موفقیت برنامه

اهمیت دارد. برای این منظور، انواع متعددی از وکتورهای انتقال 

معرفی شدند.  Cas9دهنده فیزیکی و شیمیایی برای انتقال 

دارد که اهمیت  Cas9همچنین شکل انتقال اجزای کریسپر مانند 

 DNAبه طور مناسب انتخاب شود که ممکن است به شکل

،mRNA هر کدام از این  ها منتقل شود، کهو یا پروتئین به سلول
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های خاص هستند و به ابزار ها و عیبها، دارای مزیتشکل

 ;Glass et al., 2018)ی منحصر به فردی نیاز دارند. دهندهانتقال

Mohammadinejad et al., 2020) با توجه به اهمیت روش .

انتقال سیستم کریسپر برای دستیابی به بهترین و کارآمدترین 

های مختلف اجزای نتیجه، در این مقاله به مرور برخی از شکل

-با تمرکز بر سلولهای انتقال این سیستم سیستم کریسپر و روش

  های انسانی پرداخته شده است.

 انتقال سیستم کریسپر

های زیادی برای انتقال اجزای سیستم کریسپر دانشمندان گزینه

ها به محل مناسب در سلول gRNA( guide RNAو ) Cas9مانند 

اند. به و در بازه زمانی مناسب در محیط آزمایشگاهی معرفی کرده

 Cas9توان با لنتی ویروس حمل کننده را میها عنوان مثال سلول

کدگذاری ژنتیکی شده یا از طریق الکتروپوراسیون ترانسفکت 

های های آزمایشگاهی معمول، روشکرد. با این حال روش

ها باشند. اگرچه بعضی از بیماریمناسبی برای بیماران انسانی نمی

دن درمان توانند از طریق ویرایش ژنتیکی خارج از بهستند که می

تواند شوند، مانند لوسمی که در آن مغز استخوان ویرایش شده می

 Cas9ها نیاز به تحویل به بیمار پیوند زده شود، ولی بیشتر بیماری

به داخل بدن دارند. برای رسیدن به این هدف نیاز به  gRNAو 

های انتقال قدرتمند وجود دارد تا از انتقال خاص و کارآمد روش

های به داخل بدن و به دست آوردن نتیجه gRNAو  Cas9هر دو 

ها در درمانی مطلوب، اطمینان حاصل شود. برای درمان بیماری

سطح ژنتیکی، به جای پرداختن به علائم بالینی، بیشتر به در نظر 

گرفتن زمان دقیق رشد و پیشرفت دوره بیماری نیاز است. به 

ید در مراحل اولیه های ژنتیکی باعنوان مثال بسیاری از اختلال

ها کاهش یابد و توسعه مورد توجه قرار گیرند تا علائم آن

ترین زمان ممکن مورد هدف ها باید در سریعهمچنین سرطان

 ,.Glass et al)ها جلوگیری شود قرار گیرند تا از گسترش آن

2018).  

به درون سلول وجود دارد. از  Cas9موانع زیادی برای انتقال 

 Jinek)یک مولکول بسیار بزرگ است  Cas9که پروتئین جمله این

et al., 2014) همچنین ،gRNA  دارای ستون طولانی فسفاتی با بار

هایی هستند که ها به طور دقیق ویژگیباشد. اینمنفی بالایی می

مانع از وارد شدن این اجزا به سلول از طریق غشا تکامل یافته 

بنابراین با توجه به این که . (Sun et al., 2017)شوند سلول می

ای برای سلول است که کنندهغشا سلول به عنوان سد محافظت

شود، پس باید اجزای مانع ورود مواد مختلف به درون سلول می

های انتقال متفاوت به داخل ها و روشسیستم کریسپر با شکل

های انتقال مورد سلول منتقل شوند تا کارایی هر کدام از روش

قرار گیرد. برای رفع این مشکل تعدادی از رویکردهای  ارزیابی

های مختلف های مختلف انتقال و شکلمختلف از جمله روش

و پروتئین مورد  mRNAاجزای سیستم کریسپر مانند پلاسمید، 

های تحویل، بررسی قرار گرفته است، که هر کدام از این روش

ر گیرند.)شکل هایی دارند که باید مورد توجه قراها و عیبمزیت

1 .) 

مشکل بزرگ دیگر این است که مشابه سایر محصولات دارویی، 

ر د نظمقدار مناسب اجزای سیستم کریسپر باید در بازه زمانی مور

. بخشی درمانی دست یابد به هدف انتقال داده شوند تا به اثر

های مورد نظر باشد تا از روش انتقال باید مختص بافت

رایش ژن خارج از هدف جلوگیری شود. رویدادهای نامطلوب وی

مجموعه کریسپر باید از فرآیندهای تخریب سلولی از جمله 

سپر ها فرار کند. همچنین کری RNAseها و پروتئازها، لیزوزوم

. رساندای طراحی شود تا پاسخ ایمنی را به حداقل بباید به گونه

 جه بهای که به خوبی طراحی شده باشد، یعنی با توانتقال دهنده

به  شکل اجزای کریسپر و نوع سلول گیرنده برای انتقال هدفمند

ین تواند به کاهش اداخل سلول انتخاب و بررسی شده باشد، می

 ها با افزایش کاراییامروزه این مشکل ها کمک کنددشواری

است  ها تا حدی برطرف شدهسیستم کریسپر و ارتقا انتقال دهنده

(Glass et al., 2018) . 

برای دستیابی به ویرایش ژن با واسطه کریسپر باید در نهایت یک 

عملکردی در هسته  gRNAو  Cas9مجموعه ریبونوکلئوپروتئین 

مجموعه  سلول وجود داشته باشد. در حالی که انتقال مستقیم این

ترین گزینه به نظر برسد، ولی ریبونوکلئوپروتئین ممکن است ساده

انتقال یک پروتئین بزرگ از سراسر غشا سلولی بدون انتخاب 

تواند بسیار بحث برانگیز و روش مناسبی برای انتقال هدفمند می

ها دشوار باشد. بنابراین علاوه بر روش انتقال این پروتئین، مطالعه
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ال مواد ژنتیکی تمرکز دارند که سلول بتواند پروتئین بر روی انتق

Cas9  (. انتقال 1خود را در محل تولید کند )جدولDNA  به(

 mRNAشکل پلاسمید یا کدگذاری شده در ژنوم ویروسی( یا 

در داخل سلول هدف و در نهایت  Cas9تواند به بیان پروتئین می

. (Liang et al., 2015)منجر شود  Cas9به ویرایش ژن با واسطه 

هایی در اثر بخشی ها و عیبهای تحویل، مزیتهر کدام از روش

-کلی دارند و موانع انتقال منحصر به فردی برای هر کدام از روش

های ها همچنین ممکن است دوره(. آن2ها وجود دارد )شکل 

، که باید (Liang et al., 2015)زمانی بیان متفاوتی را نشان دهند 

 در هنگام طراحی یک روند درمانی مورد توجه قرار گیرند.

 
 نیلئوپروتئبونوکیر کیبه عنوان  اید، نکیم گذاریکدرا Cas9  که ژن mRNA یا DNAممکن است به عنوان Cas9  مولکول .Cas9 لیتحو یهاروش -1شکل 

 تیموفق انتقالبه  دنیرس یبرا یروسیو ریو غ یروسیوی انتقال هااست. انواع روش یسلول یغشا قیانتقال از طر ،چالش نیشود. بزرگتر داده لیتحو (RNP) یعملکرد

 یدیپیذرات ل نانو :LNP، مرتبط با آدنو روسیو :AAV .است ی بیان شدهسلول یدر سراسر غشا زیآم
Fig 1. Methods of Cas9 Delivery. Cas9 may be delivered as DNA or mRNA, encoding for the Cas9 gene, or it may be 

delivered as a functional ribonucleoprotein (RNP). The largest challenge is delivery across the cell membrane. A variety of 
viral and nonviral delivery methods have been mentioned to achieve successful delivery across the cell membrane. AAV: 

adeno-associated virus, LNP: lipid nanoparticle. 

 

 

 و پروتئین DNA ،mRNAهایی از تحویل کریسپر به صورت های انتقال: نمونهشکل  -1جدول 

Table 1. Delivery Format: Examples of CRISPR Delivery as DNA, mRNA, and Protein 

Delivery format Editing target Model system Study objective References 

Plasmid DNA DMD23 Mouse primary satellite cells Functional gene knockdown (Tabebordbar et al., 2016) 

mRNA 

DNMT1 HEK293 cell culture 
Engineering of mRNA molecules 

for optimal translation efficiency 
(B. Li et al., 2017) 

HBV 

PCSK9 
Mouse in vivo model 

Functional viral resistance 

Functional gene knockdown 
(Jiang et al., 2017) 

GFP 

PCSK9 

GFP-HEK293 cell culture 

Mouse in vivo model 

Engineering of sgRNA molecules 

for optimal translation efficiency 
(Yin et al., 2017) 

HTI Fah gene Mouse in vivo model HDR-mediated repair of genetic mutation (Yin et al., 2016) 

Protein RNP 
GFP GFP-HEK293 cell culture Functional gene knockdown (Ming Wang et al., 2016) 

Mdx Mouse in vivo model HDR-mediated repair of genetic mutation (Lee et al., 2017) 

DMD: Duchenne muscular dystrophy, HBV: hepatitis B virus. 
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 نیپروتئ ای DNA ،mRNA شکل بهممکن است  Cas9 ، پروتئینژن موفق شیرایبه و یابیدست ی. برانیپروتئ ای DNA ،mRNAبه عنوان  Cas9 لیتحو -2شکل 

ژن  شیرایشروع و نیترعیمنجر به سر Cas9 (RNPs) یهانیبونوکلئوپروتئیر لیکه تحو یخاص خود را دارد. در حال لیتحو یهاچالش شکل، داده شود. هر لیتحو

 Cas9ژن  یکننده برا کد DNA لی. تحودارد را (یاهسته یو غشا یسلول ی)غشا یدو مانع سلول قیاز طر لیتحو یگذرا باشد و چالش اضاف اریبس تواندیم شود،یم

( قرار B( و ترجمه )A) یسینورو زیست شناسی یندهایتحت فرآ یدرمان ثربل از تحقق اق دیحال ژن با نیرا ارائه دهد، با ا Cas9 نیپروتئ انیب نیدارتریممکن است پا

حال،  نی. با ااست سمتوپلایدر س یترجمه سلول ندیفرآ رایداده شود، ز لیبه هسته تحو ستیلازم ن mRNA. شودمیژن  شیرایدر شروع و ریکه منجر به تاخ ،ردیگ

mRNA شود. لیترجمه تکم ندیافتد تا فرآیم قیبه تعو یتا حدود یو اثر درمان ستنده یمیآنز بیها به شدت مستعد تخر 

Fig 2. Cas9 Delivery as DNA, mRNA, or Protein. Cas9 may be successfully delivered in either DNA, mRNA, or protein format to achieve 

successful gene editing. Each format has its particular delivery challenges. While delivery of Cas9 ribonucleoproteins (RNPs) results in the 

most immediate onset of gene editing, it can be extremely transient and has the additional challenge of delivery across two cellular barriers 

(the cell membrane and the nuclear membrane). Delivery of DNA, encoding for the Cas9 gene, may offer the most stable expression of the 

Cas9 protein. However, the gene must undergo the biological processes of transcription (A) and translation (B) before the therapeutic effect 

can be realized, which leads to a delay in the onset of gene editing. mRNA does not need to be delivered into the nucleus because the cellular 

translation is in the cytoplasm. However, mRNAs are highly susceptible to enzymatic degradation, and the therapeutic effect is somewhat 

delayed until the process of translation is completed. 
 

پلاسمید پایدار و ارزان است که  DNAدر شرایط آزمایشگاهی، 

یک راه تحویل مناسبی  Cas9باعث شده است پلاسمید کد کننده 

 ,.Liang et al., 2015; Tabebordbar et al)ها باشد در تحقیق

های ده در سلولکدگذاری ش DNA. برای این که انتقال (2016

ای یوکاریوتی موثر باشد، باید بتواند به هر دو غشا سلولی و هسته

ی تحویل باید دقت شود که توالی پیشبر نفوذ کند. در این شیوه

(promoter یا در صورت لزوم توالی تکثیر رمزگذاری شده در )

در نظر گرفته شود. یک  Cas9پلاسمید، برای هدایت بیان 

های یشبر بیان باکتریایی، ممکن است با سلولپلاسمید حاوی پ

پستانداران سازگار نباشد. معرفی پلاسمیدها در مقایسه با سایر 

دهد. همچنین اگر بیان های تحویل، زمان بیان را افزایش میروش

پایدار برای ویرایش مورد نیاز باشد، روش تحویل پلاسمید 

اری بیشتر و در سودمند خواهد بود، ولی ممکن است به دلیل پاید

تر، باعث افزایش اثرهای خارج از هدف و نتیجه حضور طولانی

-های ایمنی را افزایش میهای نامطلوب شود که نگرانیویرایش

دهد تحویل دهد. علاوه بر این، شواهدی وجود دارد که نشان می

 ,.Hughes et al)شود زایی میپلاسمید باعث ایجاد پاسخ ایمنی

2009)   . 

پلاسمید، رمز DNAدر  Cas9یک جایگزین برای رمز گذاری 

های تواند توسط ریبوزوماست که می mRNAگذاری آن به عنوان 

موجود در سیتوپلاسم بیان شود. این روش از چالش عبور از 

کند. در تحقیق صورت گرفته برای ای جلوگیری میغشای هسته

به شکل  Cas9 های تحویل نشان داده شد که تحویلمقایسه روش

mRNA  به کشت سلولی، در مقایسه با روش تحویل پلاسمید

 DNAشود، در حالی که تر ویرایش ژن میمنجر به شروع سریع
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 ,.Liang et al)رونویسی شود  mRNAابتدا باید به  Cas9پلاسمید 

 mRNAتر این است که تحویل از نتایج این شروع سریع. (2015

شود. از این گذرا بودن بیان پروتئین منجر به بیان گذرا پروتئین می

در سلول  Cas9توان برای کنترل بیشتر مقدار و مدت حضور می

استفاده نمود که ممکن است به محدود کردن اثرهای خارج از 

که ممکن است برای ، Cas9هدف کمک کند. اما بیان پایدار 

های مفیدی از ویرایش ژن مورد نیاز باشد، در دستیابی به سطح

 DNAنسبت به  mRNAاین روش تحویل به دست نیاید. همپنین 

، هم RNAseهای پایداری کمتری داشته و به تخریب توسط آنزیم

در شرایط آزمایشگاهی و هم در داخل بدن حساس است. بنابراین 

در برابر  mRNAش تحویلی که از ممکن است انتخاب رو

مسیرهای تخریب با واسطه آنزیم محافظت کند، مفید باشد. به 

برای تنظیم  mRNAهایی در اصلاح شیمیایی تازگی پیشرفت

که ها صورت گرفته است ها در داخل سلولپایداری و بیان آن

بهبود  mRNA لیرا پس از تحو نیپروتئ انیب قیکنترل دق ییتوانا

 ;Pardi et al., 2015; Wang et al., 2013) ستا دهیبخش

Williams et al., 2010)های منحصر به فرد برای . یکی از ملاحظه

است. از آن جایی که هر  gRNA، روش تحویل mRNA تحویل

تک  RNAهای به طور معمول مولکول gRNAو  mRNAدو 

ای هستند، اغلب وکتور انتقال دهنده یکسانی برای این رشته

ها مناسب است. اما با این حال زمان تحویل ممکن است مولکول

 یابیدست یبه طور خاص، برا. (Jiang et al., 2017)بر باشد زمان

 نیهمزمان با پروتئ دیدست نخورده با gRNAژنوم،  شیرایبه و

Cas9 در سلول وجود داشته باشد، اما مولکول  یعملکردCas9 

mRNA ترجمه  نیدر محل به پروتئ دیداده شده ابتدا با لیتحو

به طور  mRNAو  gRNA یهااگر مولکول (.2شود )شکل 

 mRNAکه  ید، ممکن است تا زمانداده شون لیمشترک تحو

کند. در واقع، نشان داده  بیشروع به تخر gRNAترجمه شود، 

ساعت پس از  ششتا  gRNA لیدر تحو ریشده است که تأخ

mRNA دهد شیرا افزا شیرایو ییممکن است کارا (Jiang et 

al., 2017). خود مولکول  ییایمیاصلاح ش گر،یروش دgRNA 

دهد  شیافزا لیآن را پس از تحو یداریممکن است پاباشد که می

(Yin et al., 2017). استفاده  یبیروش ترک کیها از از گروه یبرخ

به همراه  Cas9 نیپروتئ یکدکننده mRNAاند که در آن کرده

 لیتحو کند،یم انیرا ب gRNAکه به طور سازنده  یروسیژنوم و

 اجتناب شود یکلبه یبندمشکل زمان نیتا از ا شده استداده 

(Yin et al., 2016).    

به  آن است. طبیعی نیبه شکل پروتئ Cas9 لیسوم تحو نهیگز

 روش نیتراغلب سخت روش ، ایننیپروتئ ادیاندازه و بار ز لیدل

در  Cas9 نیپروتئ زیآم تیموفق لیتحو به تازگیاما  .است لیتحو

 ,.Lee et al)نشان داده شده است یو درون تن یشگاهیآزما طیشرا

2017; Wang et al., 2016). را  انیزمان ب نیگذراتر روش نیا

به  .دارد یدرمان تیرا در فعال ریتأخ نیاما کمتر دهد،یمارائه 

و ترجمه هر  یسیاست که رونو تیواقع نیا لیبه دل احتمال زیاد

 نیهر دو پروتئ ،اغلب .(Liang et al., 2015) شوندیم حذفدو 

Cas9  وgRNA و سپس  شوندیم دیتول یشگاهیآزما طیدر شرا

کمپلکس  کیو به صورت  شده بیترک RNPکمپلکس  کیدر 

 لی، به دلmRNA لیهمانند تحو .شوندیم داده لیواحد تحو

 یبرا ژهیبه مراقبت و زیروش ن نی، اRNPدر  gRNAوجود 

 ازین یاحتمال بیتخر ریسمحافظت از محموله در برابر هر گونه م

دشوارتر از به دست  زیخالص ن نیبه دست آوردن پروتئ دارد.

است، که ممکن است از نظر  mRNA ای دهایآوردن پلاسم

 دیبه طور خاص، تول باشد.هایی عیب یدارا کردیرو نیا یاقتصاد

 نیقابل توجه اندوتوکس یاغلب منجر به آلودگ نیپروتئ ییایباکتر

 ت،یدر نها حذف شود. دیبا نیاز استفاده از پروتئشود که قبل یم

 کیبه  ییایبا منشاء باکتر طبیعیریغ نیپروتئ کی یناگهان یمعرف

در  ایکند  کیرا تحر یمنیا یهاپستاندار ممکن است پاسخ

 کند جادیا تیبه دقت کنترل نشود، مسموم مقدارکه سطح  یصورت

(Glass et al., 2018).  البته ذکر این نکته اهمیت دارد که شکل-

های مختلف تحویل اجزای سیستم کریسپر برای انتقال سایر مواد 

های تحویل و تواند کاربرد داشته باشد که این مقاله بر شکلنیز می

ختلف اجزای سیستم کریسپر برای ابزارهای انتقال دهنده م

 ها تمرکز دارد. ویرایش ژن در سلول

 دهنده ابزارهای انتقال

هایی هستند که محموله را به هدف دهنده، حاملابزارهای انتقال

های بالینی رسانند. زمانی که صحبت از برنامهمورد نظر می

از  بعد Cas9کند. شود، موضوع انتقال اهمیت بسیاری پیدا میمی
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معرفی به بدن، باید بتواند به ارگان یا سلول مناسب در بدن منتقل 

شود و از فضای بینابینی عبور کرده تا به سلول مورد نظر دست 

یابد. سپس از غشای سلول عبور کرده و به هسته برسد. در همین 

های دفاعی بدن برای حذف و پاکسازی آن حین باید از واکنش

دهنده یا حامل مناسب ممکن انتقال جلوگیری شود. انتخاب یک

است انتقال در هر یک از این مراحل را تسهیل کند. همچنین 

ی عروق و فضای بینابینی، یک جز مهم در انتقال از طریق دیواره

انتقال بالینی است که ممکن است تحت تاثیر حامل انتقال دهنده 

. در این مطالعه به بررسی انتقال (Wang et al., 2006)قرار گیرد 

از طریق غشای سلول، از طریق برخی از ابزارهای انتقال دهنده 

 (.3پرداخته شده است )شکل 

 
 دهندهبندی ابزارهای انتقالخلاصه طبقه -3شکل 

Fig 3. Schematic classification of delivery vehicles 

 

 

 روسیانتقال وی

ها برای ترین روشدر شرایط آزمایشگاهی، یکی از محبوب

ها در محیط کشت سلول، استفاده از ویروس Cas9رسیدن به بیان 

ها اند که به سلولها به شدت تکامل پیدا کردهباشد. ویروسمی

های غیربومی را داخل میزبان القا کنند حمله کنند و بیان پروتئین

(Naso et al., 2017) . بنابراین ویروس توانایی ورود به سلول

میزبان و القای بیان تراژن را دارد، ولی دیگر قادر نیست که تکثیر 

ترین وکتور های جدید انتشار یابد. معمولیابد یا به سلول

، وکتور ویروس وابسته به آدنو Cas9ویروسی برای انتقال 

(Adeno Associated Virusمی ) باشد(Long et al., 2016; 

Nelson et al., 2016; Tabebordbar et al., 2016).  مشخص شده

های این ویروس کارایی انتقال است که هر کدام از سروتیپ

دهد. ها نشان میی خاصی از انواع سلولترجیحی به زیر مجموعه

دهد که سروتیپ این مسئله به پژوهشگران این اجازه را می

مطلوب را انتخاب کنند، تا انتقال هدفمند به ارگان مورد نظر ارتقا 

با واسطه این  Cas9اگرچه انتقال  .(Zincarelli et al., 2008)یابد 

کند، ولی ویروس در شرایط آزمایشگاهی به خوبی عمل می

ی بالینی آن وجود دارد. یک خطر این ستفادههایی در انگرانی

است که نفوذ تراژن به ژنوم هدف ممکن است ناخواسته بیان یک 

ژن حیاتی را مختل کند. همچنین یک محدودیت فیزیکی برای 

بندی کرد وجود توان داخل ویروس بستهکه می DNAمقدار 

 kb 7/4حداکثر ظرفیت این ویروس . (Naso et al., 2017)دارد 

است. بنابراین طراحی یک ویروس برای رمزگذاری چنین ژن 

چالش برانگیز است.  gRNAبه همراه پیشبر و  Cas9بزرگی مانند 

در  Cas9و  gRNAبندی یک راه حل برای این مشکل، بسته
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ی وکتورهای ویروسی جداگانه است. همچنین نسبت به استفاده

های کوچکتر استرپتوکوکوس پایوژنز، ارتولوگ Cas9معمول یعنی 

Cas9  مانندCas9  استافیلوکوکوس آرئوس نیز وجود دارند(Ran 

et al., 2015). بندی در ذرهاین انواع کوچکتر بیشتر قابلیت بسته-

 .(Glass et al., 2018) های ویروسی را دارند

 انتقال غیر ویروسی 

و یا  DNA ،mRNA)بصورت  Cas9چندین روش انتقال 

پروتئین( از سدهای سلولی وجود دارد که از اجزای ویروسی 

های انتقال روش. (Sun et al., 2017)کنند استفاده نمی

های فیزیکی برای تخریب سدهای غیرویروسی شامل روش

های ه سدسلولی، تغییرهای شیمیایی که انتقال محموله را با نفوذ ب

سازی فیزیکی محموله بخشد و روش کپسولهسلولی ارتقا می

. انتقال (Wang et al., 2017)داخل مولکول حامل هستند 

 های مهم است. عامل محدودغیرویروسی دارای تعدادی مزیت

های ویروسی به طور کامل حذف ی فیزیکی ذرهی اندازهکننده

ال شود. خطر خطاهای درج یا جا دادن که ممکن است در انتقیم

یابد. در نهایت ویروسی ژن رخ دهد به شدت کاهش می

ر ی غیرویروسی ممکن است به پژوهشگوکتورهای انتقال دهنده

ا رقال این اجازه را بدهند که مقادیر، مدت زمان و اختصاصیت انت

 یروسیای انتقال غیروتر کنترل کنند. همچنین اغلب رویکردهدقیق

ی های چند الگوتوانند به طریقی ترکیب شوند که از مزیتمی

 .(Glass et al., 2018) مند شوندمختلف تحویل بهره

 

  انتقال فیزیکی

انتقال فیزیکی یک روش انتقال است، که اغلب در شرایط 

به کار گرفته شده و به طور موقت  Cas9آزمایشگاه برای پروتئین 

شود را موانع فیزیکی که مانع از رسیدن محموله به مقصد می

ها در برابر کند. چنین اختلالی با قرار دادن سلولمختل می

رای باز کردن موقت منافذ غشای سلول نیروهای فیزیکی خفیف ب

های مطرح شده است. در این روش باید مراقبت شود تا از آسیب

های فیزیکی به دائم به غشا جلوگیری شود. زمانی که این اختلال

طور صحیح انجام شوند، اغلب در محیط آزمایشگاهی موفقیت 

 .(Glass et al., 2018)آمیز خواهد بود 

های انتقال فیزیکی، (، از روشElectroporationالکتروپوراسیون )

یک روش است که میدان الکتریکی قوی را به غشای سلول وارد 

کند. میدان الکتریکی به طور موقت غشا را دوباره سازماندهی می

کند. افزایش نفوذپذیری تر و غیر انتخابی میو آن را متخلخلکرده 

های زیستی بزرگ، که ممکن است توسط دهد مولکولاجازه می

غشا پذیرفته نشوند، از غشا عبور کنند. این فرآیند به طور موفقیت 

در شرایط آزمایشگاهی در  RNPو  DNA ،RNAآمیز برای انتقال 

 ;Hashimoto et al., 2015)ت های سلولی به کار رفته اسلاین

Kim et al., 2014; Nelson et al., 2016) . با وجود این که این

رویکرد در شرایط زنده در زیگوت نشان داده شده است، ولی 

های درمانی در بیماران مناسب نیست. حتی در محیط برای استفاده

های ها که به طور طبیعی به ایمپالسکشت بعضی از انواع سلول

دهند، مانند ماهیچه و اعصاب، ممکن است با الکتریکی پاسخ می

کند، ژهای سطح سلول که الکتروپوراسیون تولید میافزایش ولتا

تحت تاثیر منفی قرار گیرند. میدان الکتریکی باید به خوبی تنظیم 

شود، در غیر این صورت ممکن است تغییرهای غیرقابل برگشت 

مانی سلول را در طولانی در فیزیولوژی غشا ایجاد شود که زنده

 .(Glass et al., 2018)کند مدت تهدید می

تزریق هیدرودینامیکی، به عنوان یک روش دیگر انتقال فیزیکی، 

های بزرگ را در شرایط زنده منتقل کند که تواند ماکرومولکولمی

ر حجم و فشار این کار با تزریق محلول مایع از راه وریدی د

شود. این افزایش ناگهانی در حجم باعث بسیار زیاد انجام می

ی شود که به محمولهی عروق میایجاد موقت منافذ در دیواره

دهد. های بزرگ اجازه رسیدن به بافت هدف را میماکرومولکول

شود و ها ترکیب میاین روش به طور معمول با سایر روش

ها در شرایط ی قابل انتقال به بافتهااگرچه در توزیع محموله

زنده برتری دارد، ولی روشی برای دور زدن غشاهای سلولی 

باشد. در تزریق هیدرودینامیکی از طریق سیاهرگ دمی در نمی

آمیزی صورت موفقیتبه ،gRNAو  Cas9موش، پلاسمید حامل 

ها، کبد و کلیه منتقل شده است های قلب، ریهبه داخل بافت

(Bonamassa et al., 2011; Kamimura et al., 2015; Yin et 
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al., 2014)های . در حال حاضر استفاده از این روش در مدل

های کوچک محدود شده است، زیرا حجم لازم برای شروع حیوان

درصد وزن بدن موش( زیاد است. از این رو،  10تزریق )حدود 

ها برای روش مناسبی برای کاربردهای انسانی نیست. پژوهش

های بزرگتر و انسان وش جهت استفاده در حیوانسازی این ربهینه

 .  (Glass et al., 2018)همچنان ادامه دارد 

های فیزیکی انتقال نیاز به تکیه کردن به دستکاری نیروها و روش

میدان الکتریکی برای ایجاد اختلال در غشای سلولی ندارند. به 

های ( از سوزنMicroinjectionعنوان مثال، میکرواینجکشن )

در مقیاس میکرون برای سوراخ کردن غشای سلولی استفاده کرده 

های کند. توسعه پیپتو محموله را مستقیم تزریق می

میکروسکوپی، میکرواینجکشن را به عنوان امکانی برای انتقال 

ها، شامل اجزای کریسپر، برای مولکولای از ماکروانواع گسترده

دادن سلول قرار داده است. این رویکرد برای انتقال هدف قرار 

Cas9  به شکلDNA ،RNA  وRNP  و همچنین انتقال مستقیم

gRNA شده است  استفاده(Crispo et al., 2015; Friedland et 

al., 2013; Tang et al., 2017) .تواند محموله میکرواینجکشن می

ی را به داخل سیتوپلاسم، یا در بعضی موارد به داخل پیش هسته

. میکرواینجکشن دارای (Li et al., 2013)تخم بارور منتقل کند 

کارایی بالا و دوز دقیق کنترل شده است و انتقال محموله به طور 

کند. نکته منفی این روش دقیق به مکان مورد نظر را تضمین می

های بافت هدف باید جداگانه به این است که هر کدام از سلول

های با ظرفیت بالا صورت دستی تزریق شوند و این برای حالت

سیار غیرعملی است، چه برسد به این که یک طرح بالینی یا ب

های تک سلولی ای در جنینهای نقطهدرمانی باشد. ترمیم جهش

، از طریق میکرواینجکشن نشان داده شده Cas9انسانی با واسطه 

 .(Tang et al., 2017)است 

 

 انتقال شیمیایی

فیزیکی به طور معمول در شرایط آزمایشگاهی  هایاگرچه رویکرد

بسیار موفق هستند، اما به طور کلی مقیاس خوبی ندارند و 

های با ظرفیت بالا در بنابراین برای انتقال در شرایط زنده یا برنامه

های انتقال شیمیایی، به آزمایشگاه کاربرد کمتری دارد. در روش

-له قابل انتقال میجای القای تغییر در سلول هدف، خود محمو

تواند تغییر یابد. رویکردهای انتقال شیمیایی، از فرمولاسیون 

برای دور زدن موانع  Cas9های مکمل استفاده کرده که به مولکول

سلولی و همچنین محافظت از آن در برابر مسیرهای تخریب 

کند. انتقال یا تحویل شیمیایی به دو شکل اصلی وجود کمک می

پذیر در یک ماده شیمیایی سازی ماده انتقاللهدارد: روش کپسو

پذیر. انتقال ی انتقالدیگر و روش تغییر شیمیایی مستقیم خود ماده

های در شرایط زنده امیدوارکننده شیمیایی به خصوص برای برنامه

های استفاده از انتقال شیمیایی برای است. زیرا تعداد زیادی روش

 ,.Glass et al)خاص وجود دارد انتقال هدفمند به یک نوع بافت 

2018). 

 (Encapsulationسازی )انتقال توسط کپسوله

های بر پایه لیپید یک ابزار محبوب و کارآمد برای انتقال حامل

است. یک محموله  RNPو  DNA ،mRNAاجزا کریسپر به شکل 

ممکن است با مخلوط کردن ساده داخل نانو ذره لیپیدی کپسوله 

. معرف (Glass et al., 2018)شود یا با آن کمپلکس شود 

ی انتقال به ترانسفکشن تجاری لیپیدی لیپوفکتامین، یک وسیله

های ویرایش ژن اثبات رسیده برای اسیدهای نوکلئیک و پروتئین

 Li et al., 2017; Norouzi-Barough et al., 2018; Zuris)است 

et al., 2015) . اگر چه لیپوفکتامین نسبت به روش انتقال فیزیکی

تواند کارایی کمتری داشته باشد ولی نشان با الکتروپوراسیون می

ی همزمان از دو روش الکتروپوراسیون داده شده است که استفاده

و روش انتقال شیمیایی با لیپوفکتامین به صورت ترانسفکشن 

ش دهد و تشخیص تواند کارایی برش ژن را افزایدوگانه، می

. در واقع (Alambeladi et al., 2021)کند نوارهای برش را تسهیل 

های لیپیدهای کاتیونی به ویژه در تشکیل یک کمپلکس از محموله

سازی یا موثر هستند. کپسوله mRNAیا  DNAبا بار منفی مانند 

تواند محموله را از تشکیل کمپلکس با یک حامل لیپیدی می

های های ایمنی محافظت کند. نانو ذرهتخریب آنزیمی یا پاسخ

های هدفمند فعالی اصلاح ی بخشتوانند به وسیلهلیپیدی می

 ,.Glass et al)بافت خاص ارتقا یابد ها به شوند تا انتقال نانو ذره

2018) . 
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های داخل حامل DNAیا  RNAو  Cas9سازی پروتئین کپسوله

 پلیمری یکی دیگر از رویکردهای متداول است که با توجه به

انواع وسیع پلیمرهای موجود، در ترانسفکشن زیستی مورد 

های پروتئینی ممکن است از گیرد. حاملاستفاده قرار می

ی مرهااز مونومونومرهای طبیعی، اغلب قندهایی مانند چیتوزان یا 

 /لاکتیکپلی کاپرولاکتون یا کوپلیمرهایشیمیایی سنتتیک پلی

سازی . کپسوله(Tong et al., 2009)اسیدگلیکولیک ساخته شوند 

 تواند محموله را ازسازی لیپیدی میپلیمری مانند کپسوله

مسیرهای تخریب در شرایط زنده محافظت و مخفی کند. این 

های هدفمند فعال که به خصوص به ش ممکن است با بخشرو

امر  شوند، بهبود یابد. اینهای سطح سلول هدف متصل میگیرنده

 .(Glass et al., 2018)بخشد اختصاصی بودن انتقال را ارتقا می

 

 (Modificationانتقال با تغییر ماده انتقال پذیر )

توانند برای ارتقای انتقال بدون ها و اسیدهای نوکلئیک میپروتئین

سازی، به طور مستقیم دچار تغییر یا اصلاح شوند. نیاز به کپسوله

یک روش معمول برای این روش انتقال، استفاده از پپتیدهای 

های کوتاه این توالی .(Guo et al., 2016)نفوذپذیر به سلول است 

طریق نفوذ مستقیم، انتقال با واسطه اندوسیتوز  توانند ازپپتیدی می

ها از غشای سلول عبور کنند. اتصال پروتئین یا با تشکیل میسل

Cas9  وgRNA  به این پپتیدها، به عنوان ابزاری برای انتقال

 Ramakrishna et al., 2014; Staahl et)پروتئین معرفی شده است

al., 2017) سلولی را . اگر چه این روش، مشکل عبور از غشای

حل کرده است، ولی محافظت در مقابل تخریب توسط پروتئازها 

سازی چنین امکانی کند، در حالی که در کپسولهرا تامین نمی

گیری خاص سلول فراهم است. همچنین این پپتیدها قادر به هدف

آمیز از این پپتیدها ممکن است نیستند. بنابراین استفاده موفقیت

های انتقال دارد سازی یا سایر روشکپسوله نیاز به ترکیب با روش

(Glass et al., 2018).  

  یجه گیرینت

استفاده کاربردی از سیستم کریسپر به عنوان فناوری دستکاری 

ا نیاز به ارتقا و افزایش قدرت هژنتیکی همانند سایر فناوری

باشد. قدرت فناوری های مختلف میاجرایی آن با بررسی روش

های هدف بستگی به سلول gRNAو  Casکریسپر به انتقال آنزیم 

های خاص باید رویکرد مناسب انتخاب دارد. برای انتقال به سلول

 تر کریسپرهای پیچیدهشود. این رویکردهای تحویل برای برنامه

ها نیاز به انتقال همزمان یابد، زیرا در این برنامهبیشتر اهمیت می

ها و مواد چندین عامل وجود دارد. کشف و اجرای انتقال دهنده

توانند به طور مداوم بازده بیشتر، ویژگی بالاتر و جدیدی که می

بخشند. سمیت کمتر داشته باشند، نتایج تحویل کریسپر را ارتقا می

های تحویل و های هر یک از روشه خصوصیتدر این مطالع

ابزارهای انتقال دهنده سیستم کریسپر، به عنوان تکنولوژی 

-ها میهای ژنتیکی، شرح داده شد. هر چند این روشدستکاری

ها نیز کاربرد تواند برای انتقال سایر مواد به داخل سایر سلول

ستم کریسپر داشته باشد، این مطالعه با تمرکز بر انتقال اجزای سی

-های انسانی بررسی شد. روشبرای ویرایش ژن با تاکید بر سلول

ی سیستم کریسپر هر کدام ها و ابزارهای مختلف انتقال دهنده

هایی هستند، بنابراین لازم است موثرترین ها و مزیتدارای عیب

روش انتقال با توجه به امکانات موجود در آزمایشگاه، شکل مورد 

سیستم کریسپر، نوع سلول و برنامه درمانی انتخاب استفاده اجزای 

شود تا سیستم کریسپر برای ویرایش ژن کارآمد باشد و بتواند به 

  بهترین نتیجه دست یابد.
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