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ABSTRACT 

Background & Aim: Transgenic mice, of tengenerated by random integration of foreign 
genes into the mouse genome or by targeted mutation in a particular gene, have demonstrated 
to be a very effective tool for studying gene function in living things. In this review article, we 
discussed on the current methods of generating genetically-modified mice and their related 
problems and then investigated the new methods developed to overcome these problems. 
Finally, we discussed future prospects on the gene targeting. 
Methods & Materials: This is a review article, which has been written after searching 
Pubmed, Scopus, Google Scholar, Springer, Elsevier and Magiran databases by using 
keywords of transgenic mice, functional genetics, genetargeting, and homologous 
recombination. 
Results: This study dealt with genetic variations in a wide range, differential processing and 
inactivation of gene-specific isoforms, local and induced genetic changes, Cre/loxP system 
and some future perspectives. 
Conclusion: Success rate in genetic modification of mouse genome has increased 
dramatically, and use of knockout mice has resulted in increased knowledge of human 
biology and diseases. 
Keywords: Transgenic mice, Functional genetics, Genes targeting, Homologous 
recombination 
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  چکیده

شان و یا توسط جهش هدفمند  اغلب توسط ادغام تصادفی یک ژن خارجی به درون ژنومهاي تراریخته، که  موش :وهدف زمینه

در این مقاله مروري، . باشندآیند، ابزار بسیار موثري براي مطالعه عملکرد ژن، در بدن موجود زنده میدر یک ژن ویژه بوجود می

گیرد و سپس روشهاي جدیدي که براي  رد بررسی قرار میابتدا روشهاي رایج تولید موشهاي تراریخته و مشکلات مرتبط با آنها مو

گیري ژنها مطرح می گیرند و در انتها چشم اندازهاي آتی درباره هدفاند، مورد کنکاش قرار می غلبه بر این مشکلات توسعه یافته

  .شوند

 ,Pubmed, Scopus, Google Scholarدر پایگاه هاي اطلاعاتی  این مطالعه به صورت مروري :بررسی روش

Springer, Elsevier  وMagiran  و با استفاده از کلمات کلیديtransgenic mice, functional genetics, target 

genes, homologous recombination  انجام شده است 1980-2018در بازه زمانی.  

، و غیرفعال سازي ایزوفرم هاي اختصاصی  ژنپردازش  افتراقی ، تغییرات ژنی در سطح وسیعدر این مطالعه به بررسی  :یافته ها

  .پرداخته شده است چشم اندازهاي آتیو برخی  Cre/loxPسیستم ،  تغییرات ژنی القایی و موضعی

استفاده از موشهاي ناك   و ورزي ژنی در ژنوم موش بطور چشمگیري افزایش یافته است میزان موفقیت براي دست :نتیجه گیري

  .ه استمنجر به کسب دانش عظیمی در زمینه زیست شناسی انسان و بیماریها گردید 1اوت

  گیري ژنها، نوترکیبی همولوگ هاي تراریخته، ژنتیک عملکردي ،هدف موش: کلیدي ه هايواژ

  8/12/97: پذیرش 1/12/97:اصلاحیه نهایی 21/9/97:وصول مقاله

   

                                                           
1
Knockout Mice 
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  مقدمه

روي   امروزه با شناسایی توالی ژنوم انسان و موش، توجه به

متمرکز و تاثیر آن ها بر سلامتی انسان  کشف عملکرد ژنها 

درمانی و یا  نقش اشده است، چراکه ممکن است این ژنه

هاي ژنتیکی آنالیز جهش. )1,2(ایفا کنندپیشگیري کننده 

القایی درموجوداتی نظیر کرمها، حشرات، ماهی گوره 

و موش، درك و شناخت ما را از عملکرد ژنها در  2خري

از . این موجودات به میزان قابل توجهی افزایش داده است

اي را براي  هاي ویژه میان این موجودات مدل، موش مزیت

نخست آنکه، موش . ها در انسان ارایه می دهد مطالعه بیماري

جزء پستانداران محسوب میشود و از لحاظ  تکوین، 

، رفتار و بیماریها اشتراکات قابل توجهی با انسانها فیزیولوژي

ژنهاي موش داراي همولوگ % 99دارد؛ دوم آنکه، تقریبا 

در انسان هستند؛ و بالاخره ، ژنوم موش داراي این ویژگی 

زایی هدفمند در برخی از ژنهاي ویژه که  است، که از جهش

 3توسط نوترکیبی همولوگ در سلولهاي بنیادي جنینی

)ESCs (کند، که این امر  پذیرد،  پشتیبانی می صورت می

شودکه ژنها بطور کارآمد و دقیقی تغییر داده  باعث می

 .شوند

این مقاله مروري، ابتدا به بررسی مشکلات عمومی مرتبط با 

پردازد، و سپس، چندین روش  هاي تراریخته می ایجاد موش

سعه جدید و پیشرفته را که براي غلبه بر مشکلات کنونی تو

  .یافتند، را مورد بحث قرار می دهد

  

  بررسی روش

در پایگاه هاي اطلاعاتی  این مطالعه به صورت مروري

Pubmed, Scopus, Google Scholar, 
Springer, Elsevier  وMagiran  و با استفاده از

 transgenic mice, functionalکلمات کلیدي 

genetics, target genes, homologous 

                                                           
2
Zebrafish 

3
Embryonic Stem Cells 

recombination  انجام شده  1980-2018در بازه زمانی

  . است

  یافته ها 

  تغییرات ژنی در سطح وسیع

سازي ژن در سطح وسیع در موشها، بوسیله  غیرفعال

در این . پذیرد صورت می ESCsنوترکیبی همولوگ در 

بسته به اندازه ( هاي مهم و یا کل ژن  روش، معمولا اگزون

نتخابی، که در اکثر موارد کاست بوسیله یک نشانگر ا) آن

در ذیل . )3(است، جایگزین می شود 4مقاومتی نئومایسین

برخی از مسایل مرتبط با این روش مورد بررسی قرار می 

  .گیرد

نخست، در موشهاي ناك اوت سنتی، حذف ژنی در تمام 

مراحل رشد و  تکوین  موش و در همه سلولهاي آن وجود 

این امر اغلب باعث ایجاد مشکلاتی در تکوین میشود، . دارد

که برخی از آنها می توانند کشنده باشند و توانایی ما را براي 

دهی  بعنوان مثال، مسیر علامت. مطالعه فنوتیپ محدود کند

Wnt ها ایفا  نقش مهمی در  تکوین  جنینی بسیاري از گونه

این مسیر براي  تکوین  صحیح  نمونه براي. می کند

اندامهایی مانند مغز، دستگاه گوارش، کبد، قلب، پوست و 

بسیاري از مدلهاي ناك اوت . استخوان مورد نیاز است

 Wntموشی، که در آنها ژنهاي مسیر علامت دهی 

زایی و یا بلافاصله بعد  ده است، در طی جنینورزي ش دست

میرند، که این مسئله باعث ایجاد محدودیت در  از تولد می

دوم، فقدان . )4(می شود  Wntمطالعات مسیر علامت دهی 

عملکرد یک ژن ویژه، اغلب توسط بیان تغییر یافته سایر ژنها 

جبران می شود، که تفسیر نقش اصلی ژن تغییر یافته را 

  .)5(می سازد  دشوار

این مشکلات مرتبط با موشهاي ناك اوت سنتی، توسط 

هاي هدفگیري ژن بصورت القایی و موضعی حل  استراتژي

در مورد موشهاي هدف  ما تجربیاتبعلاوه . شده است

                                                           
4
Neomycin Resistance Cassette 
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گیري شده ژنی ، اهمیت سابقه ژنتیکی مدلهاي موشی جدید 

و همچنین اهمیت انتخاب صحیح موشهاي کنترل طبیعی را 

  .)6(ي ما آشکار نمود برا

 سابقه ژنتیکی 

هاي مدل، اغلب اثر قابل توجهی بروي  سابقه ژنتیکی موش

هاي جبران کننده و  مسلما، بیان محصولات ژن. فنوتیپ دارد

تعدیل کننده، فنوتیپ اولیه که توسط روش هدف گیري ژن 

اکثر . ایجاد شده، را بطور وسیعی تحت تاثیر قرار می دهد

ESCs  129مانند  129موشی از سویه هايSV  مشتق

موش هاي این سویه همگی رنگ موي آگوتی . اند شده

براي تشخیص انتقال آلل جهش یافته به سلول هاي . دارند

جنسی براساس رنگ موي موش، سلولهاي بنیادي حامل آلل 

هاي گرفته شده از موش سیاه  جهش یافته به بلاستوسیست

ق می شوند تا موش هاي تزری) C57BL/6مثل (رنگ 

کایمرها، که حامل آلل  5بک کراس. کایمر متولد شوند

جهش یافته هستند، با سویه اي که خواهان بررسی صفت در 

آن هستیم باعث می شود تا سابقه ژنتیکی مورد نظر بدست 

براي رسیدن از یک رده با سابقه ژنتیکی مخلوط به رده . آید

نسل زاد و  10الی  9نیاز به  اي با سابقه ژنتیکی نسبتا خالص 

سال طول بکشد،  2این امر ممکن است تا . والد نیاز است

بنابراین، بهتر است آزمایشات اولیه در موش هایی که سابقه 

  )7-9(ژنتیکی مخلوط کمتري دارند انجام شوند 

پردازش  افتراقی و غیرفعال سازي ایزوفرم هاي 

  اختصاصی  ژن

املی از ساختار ژن و گیري ژن، بررسی ک براي هدف

بنابراین، . هاي متعدد و محتمل آن مورد نیاز است رونوشت

اغلب نادرست است، چرا  "یک ژن، یک پروتئین"رابطه 

هاي  که یک ژن ممکن است، چندین رونوشت و یا گونه

پردازش  افتراقی رونوشت . متغییر یک پروتئین را تولید کند

این فرایند، . باشداولیه، فرایندي رایج و مختص سلول می 

هایی می گردد، که تعداد آنها از تعداد  منجر به تولید پروتئین

                                                           
5
Backcross 

تخمین زده می . ژنهاي موجود در ژنوم به مراتب بیشتر است

هاي اولیه انسانی، فرایند  همه رونوشت 50%شود که بیش از 

پردازش  افتراقی را پشت سر می گذرانند، که ممکن است 

بسته به . )10(انداران نیز صادق باشداین مطلب براي سایر پست

گیري ژن بصورت کلاسیک  طراحی وکتور هدف، هدف

هاي یک پروتئین که مشتق  تواند، تمام ایزوفرم نمی/تواند می

. هاي مختلف است، را مختل نکند شده از ترجمه رونوشت

بنابراین، راهکارهایی توسعه یافتند، که بتوانند بطور 

لف یک پروتئین را که مشتق هاي مخت اختصاصی ایزوفرم

. شده از یک رونوشت اولیه هستند، را غیر فعال سازد

شرح داده شده است، حداقل دو  1همانطور که در شکل 

نخست، اگر . وضیعت مختلف بایستی در نظر گرفته شود

پردازش  افتراقی منجر به ایجاد یک اگزون اضافه شود، 

رفته و آن را روش هدفگیري بایستی این اگزون را نشانه گ

هاي مختلف  دوم، اگر دستگاه پردازش  از گونه. حذف کند

یک اگزون مشخص استفاده می کند، تعداد اگزونها در 

براي این منظور، . ها باید براي همگی یکسان باشد رونوشت

استراتژي براي غیرفعال کردن یک رونوشت منفرد توسعه 

ان در ، یک کدون پای6با کمک روش ناك این. یافته است

چارچوب خواندن اگزون مربوطه وارد میشود که منجر به 

در بقیه ایزوفرمها، اگزون . شود پایان زودرس ترجمه می

جهش یافته بعنوان یک توالی اینترونی از رونوشت خارج 

هاي طبیعی، تغییر نیافته باقی  شده، که در نهایت رونوشت

وفرمها، متاسفانه، این روش غیرفعال کردن ایز. )7(مانند می

هاي دوتایی را بوسیله تولید جهشهاي  امکان ایجاد جهش

بطور مثال غیرفعال کردن همزمان ( سازد  منفرد فراهم نمی

هاي مختلف یک  بعلت پیوستگی نزدیک گونه). دو ایزوفرم

اگزون مشخص، آلل جهش یافته همواره همراه 

  .طبیعی متناوب است) هاي(اگزون

                                                           
6
 Knockin 
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را نشانه  Bدر این مورد، روش هدفگیري، اگزون ). exon B(در این مثال، پردازش افتراقی منجر به ایجاد یک اگزون اضافه شده است ، a. پردازش  افتراقی. 1شکل 

و  B )B1گونه هاي مختلف اگزون  پردازش ازدراین مورد، دستگاه b. را ایجاد میکند Cو  Aهاي  کند و پردازش  طبیعی رونوشتی محتوي اگزون گرفته و آن را حذف می

B2 (بطور مثال، براي غیرفعال اختصاصی رونوشت حاوي اگزون . استفاده می کندB2ن پایان در چارچوب خواندن اگزون ، یک آلل جهش یافته داراي کدوB2 (B2*) 

طبیعی داراي   بعنوان یک توالی اینترونی از رونوشت خارج شده، که در نهایت رونوشت* B1 ،B2رونوشت حاوي . وارد میشود، که منجر به پایان زودرس ترجمه می شود

  .)7(مانند ، باقی میB1اگزون 

  تغییرات ژنی القایی و موضعی

مشتق  7هاي ریکامبیناز و سایر سیستم Cre/loxPسیستم  

سازي  با درنظر گرفتن مشکلات مرتبط با غیرفعال شده از فاژ

ژن بطور وسیع، نظیر مرگ در حالت جنینی، روشهایی 

هایی که محدود به اندامها و بافتهاي  توسعه یافتند که جهش

سازند و در عین حال بیان ژن  پذیر می ویژه هستند، را امکان

این روشها براساس . کنند طبیعی را در بقیه بدن حفظ می

یت ریکامبیناز مبتنی بر جایگاه ویژه هستند، که بیان آنها فعال

. شود براساس پروموترهاي اختصاصی بافتها کنترل می

فراوانترین آنزیمی است، که بدین منظور  Creریکامبیناز 

، 1یک توپوایزومراز  Creریکامبیناز . )11(استفاده می شود

است، که نوترکیبی در  P1گرفته شده از باکتریوفاژ 

هاي شناسایی خاص  که بین توالی DNAهاي ویژه   ایگاهج

، Creتوالی ویژه . )12(قرار گرفته اند، را کاتالیز می نماید

بازي است که در  24شامل یک توالی ژنتیکی  loxP8یعنی 

 2همانطور که در شکل . ژنوم موش طبیعی وجود ندارند

                                                           
7
Recombinase 

8
 Locus of X-over of P1 

، بین جایگاهاي Creنشان داده شده، نوترکیبی مبتنی بر 

loxP  منجر به حذف توالی ژنتیکی میانه شده)loxP  در

و یا منجر به وارونه سازي )  هاي یکسان قرار میگیرد جهت

می شود  loxPتوالی ژنتیکی قرار گرفته بین جایگاهاي 

)loxP گرچه، این ). هاي مختلف قرار میگیرد در جهت

در  Creسیستم از پروکاریوتها گرفته شده است، ریکامبیناز 

اي یوکاریوتی هم فعال است، و به سهولت به هسته سلوله

بنابراین، . سلول انتقال می یابد و نیازي به کوفاکتور ندارد

ایجاد حذف ژنی بطور موضعی در موش مستلزم ایجاد دو 

یک رده موشی، که ریکامبیناز : رده موشی مستقل می باشد

Cre  را تحت کنترل یک پروموتر ویژه بافتی بیان می کند و

هاي مهم این  و یا اگزون( ه موشی دوم، که ژن مورد نظر رد

سپس این دو . اند قرار گرفته loxPهاي  در کنار جایگاه) ژن

رده مستقل، با هم آمیزش داده می شوند تا حذف ژنی بطور 

باوجود سادگی و قدرتمندي . موضعی حاصل یابد

نخست، . چندین اشکال وجود دارد Cre/loxPهاي  سیستم

هیچگونه کنترلی روي زمان  Cre/loxPسیستم هاي 

دوم، بسیاري از . نوترکیبی در حین  تکوین  موش ندارند
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به  Creپروموترهاي اختصاصی بافتی، اجازه بیان ریکامبیناز 

میزان کافی را در تمام سلولهاي یک بافت مشخص را نمی 

بنابراین، . ر موثر رخ دهددهند، تا فرایند حذف ژنی بطو

ممکن است نوترکیبی به میزان متفاوت در یک بافت 

مشخص رخ دهد، که این امر منجر به ایجاد الگوهاي حذف 

سوم، کارآمدي حذف ژنی، . گردد ژنی بطور موزاییکی می

واقع شده  loxPوابسته به جایگاه ژنتیکی است، که در آن، 

، loxPبه جایگاه   Creبنابراین، دسترسیریکامبیناز . است

 DNAبرخی از مناطق  . است DNAوابسته به ساختار سوم 

نسبتا مقاوم است و باعث   Creژنومیک به نوترکیبی مبتنی بر 

متاسفانه، این مسئله کاملا . کارآمدي کم نوترکیبی میشود

همانطور که در موشهاي تراریخته . بینی است غیرقابل پیش

، تحت کنترل Creشود، بیان  کلاسیک دیده می

پروموترهاي اختصاصی بافتی، وابسته به جایگاه ادغام قطعه 

روش رایج این است که چندین رده موشی . خارجی است

کنند، ایجاد شود و سپس میزان بیان و  را بیان می Creکه 

ارزیابی گردد، تا موثرترین رده براي آمیزشهاي  Creمکان 

. اسایی گردد، شنloxPآتی با رده موشی داراي جایگاه 

در بدن موجود زنده، توسط  Creارزیابی مکان و فعالیت 

در این تکنیک، . صورت می پذیرد "9موشهاي گزارشگر"

با رده موشی دیگر که در آن یک  Creرده موشی با بیان 

، پروتئین 10نظیر بتا گلوکتوزیداز(قطعه خارجی گزارشگر

 تحت کنترل پروموترهاي قوي بیان می) 11فلورسانس سبز

، Creدر غیاب فعالیت . )13(شود، آمیزش داده می شود 

بیان این گزارشگر توسط حضور یک توالی پایان که در 

وقتیکه . قرار گرفته است، بلوکه می شود loxPکنار جایگاه 

شود،  حذف می Creتوالی پایان توسط ریکامبیناز 

هستند، بیان  Creگزارشگر در سلولهایی که داراي فعالیت 

متاسفانه گرچه این روش مکان فعالیت ). 3شکل (می شود 

                                                           
9
Reporter Mice 

10
β-galactosidase 

11
 Green Fluorescent Protein(GFP) 

Cre کند که  سازد، ولی الزاما مشخص نمی را مشخص می

براي حذف سایر توالی که در جایگاه  Creموشی با بیان 

loxP بنابراین یک . قرار گرفته اند مناسب می باشد یا نه

ممکن است، بخوبی توالی که در جایگاه  Creموش با بیان 

loxP را ) مثل توالی پایان در گونه گزارشگر(فته قرار گر

. هاي دیگر موفق عمل نکند حذف نماید، ولی براي توالی

گیري از ریکامبینازهاي گرفته شده از فاژها براي  بهره

در . نیست Creگیري ژنها تنها محدود به ریکامبیناز  هدف

بدست آمده  D6که از باکتریوفاژ  Dreواقع، ریکامبیناز 

در   roxاست بطور موثري نوترکیبی در جایگاهاي 

قابل . )14, 15(سلولهاي یوکاریوتی و موش را انجام می دهد

با توالی شناسایی یکدیگر  Creو  Dreذکر است، که 

واکنش نمی دهند و بنابراین، این امر مزیتی براي انجام دو 

مشابه . رویداد مستقل نوترکیبی در یک رده موشی می باشد

Dre ادغامگر ،ΦC3112  که همچنین از باکتریوفاژ گرفته

هاي ژنی در موش موفق عمل می کند  شده است، در حذف

وظیفه حذف توالی  ΦC31بطورکلی ادغامگر . )16(

قرار  attBو  attPژنتیکی که در کنار جایگاهاي شناسایی 

 13یابی هسته زمانیکه سیگنال مکان. گفته اند را برعهده دارد

این ادغامگر وصل می شود به نظر می رسد کارآمدي آن به 

 باشد Creدر حذف توالی ژن هدف، مشابه ریکامبیناز 

با در نظر گرفتن تعداد اندك رده هاي موشی که . )17(

ایجاد شده اند، هنوز بسیار زود است  ΦC31و  Dreتوسط 

هاي  که  یک قضاوت روشنی در مورد اینکه آیا این سیستم

را دارند، داشته  Cre/loxPجایگزین، کارآمدي سیستم 

  .باشیم

                                                           
12

Integrase 
13

Nuclear Localization Signal 
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را تحت کنترل یک  Creیک رده ، که ریکامبیناز : ایجاد حذف ژنی بطور موضعی در موش مستلزم ایجاد دو رده موشی مستقل می باشد. Cre/loxPسیستم . 2شکل 

ده می شوند، تا سپس این دو رده مستقل، با هم آمیزش دا. اند قرار گرفته loxPهاي  پروموتر ویژه بافتی بیان می کند و رده موشی دوم، که در طرفین ژن مورد نظر جایگاه

منجر به حذف توالی ژنتیکی میانه  loxP، بین جایگاهاي Creهاي یکسان قرار میگیرد، نوترکیبی مبتنی بر  در جهت a ،loxPدر مورد . حذف ژنی بطور موضعی حاصل یابد

 .)7(می شود loxPسازي توالی ژنتیکی قرار گرفته بین جایگاهاي  منجر به وارونه Creهاي مختلف قرار میگیرد، و نوترکیبی مبتنی بر  در جهت b ،loxPدر مورد . شده است

  

روشی مفید براي دنبال کردن : Cre/loxPسیستم 

  دودمان سلولی

توان از  گیري ژنها، می جدا از سودمندي این سیستم در هدف

براي دنبال کردن دودمان سلولی در  Cre/loxPسیستم 

براي  Creبدین منظور، . حین رشد و  تکوین  بهره برد

حذف غیر قابل برگشت توالی پایان که در کنار جایگاه 

loxP  قرارگرفته اند، استفاده می شود، که منجر به فعال

. سازي بیان گزارشگر در دودمان سلولی مورد نظر می گردد

فعال شد، همه  Creبنابراین، در طی  تکوین  هر زمان 

گیرند، ژن گزارشگر  سلولهایی که از آن سلول ویژه منشا می

ر د Creکنند، صرف نظر از اینکه آیا هنوز بیان  را بیان می

این روش براي دنبال کردن . آن سلولها وجود دارد یا ندارد

را در طی  تکوین   14سرنوشت سلولهایی که پروتئاز رنین

  .)18(جنینی بیان می کنند، مورد استفاده قرار گرفته است

                                                           
14

Protease Renin 
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که تحت کنترل پروموترهاي اختصاصی بافتی است با رده موشی دیگر که حاوي یک قطعه  Creدر این روش، رده موشی با بیان . Cre/loxPتولید موشهاي . 3شکل 

، بیان این گزارشگر توسط حضور یک توالی پایان که در کنار جایگاه Creدر غیاب فعالیت . است، آمیزش داده می شود) نظیر پروتئین فلورسانس سبز(خارجی گزارشگر

loxP وقتیکه توالی پایان توسط ریکامبیناز . قرار گرفته است، بلوکه می شودCre شود، ژن گزارشگر در سلولهایی که داراي فعالیت  حذف میCre 41[هستند، بیان می شود[.  

  

آنالوگ یوکاریوتی سیستم : Flp/FRTسیستم 

Cre/loxP  
 Cre/loxPیک جایگزین براي سیستم  Flp/FRTسیستم 

، یک ریکامبیناز یوکاریوتی است، که از مخمر Flp. است

می تواند براي حذف  Cre ،Flpمشابه .گرفته می شود

قرار  FRTیعنی  loxPتوالی ژنتیکی که در کنار همولوگ 

، کارآمدي Creدر مقایسه با . اند، استفاده شود گرفته

از اینرو، با . یف استضع Flp/FRTنوترکیبی در سیستم 

، باعث پایداري بهتر آن در دماي Flpهایی در  ایجاد جهش

°C 37  و بهبود کارآمدي نوترکیبی در ژنوم موش شده

هاي موشی کمی با استفاده از سیستم  تاکنون، مدل. )17(اند

Flp/FRT  تولید شده اند، و هنوز مشخص نیست، این

است و یا  Flp/FRTمسئله بعلت کارآمدي ضعیف سیستم 

اینکه این روش جدید بایستی با سیستم شناخته شده 

Cre/loxP رسد سیستمهاي  با اینحال، بنظر می. رقابت کند

Flp/FRT  وCre/loxP دهند، و  با یکدیگر واکنش نمی

ها ممکن است امکان موفقیت در ایجاد  بنابراین این سیستم

 ورزي ژنتیکی مستقل در یک رده موشی منفرد را دو دست

  .فراهم سازند

  

گیرنده هاي ( غیرفعال سازي ژن بصورت القایی 

  )tetاستروژنی، سیستم 

سازي ژن بطور موضعی را  ، غیرفعالFlpو  Creسیستم هاي 

هرچند، هیچ کنترلی روي زمان نوترکیبی . فراهم می سازند

کلا به پروموترهاي  Creچراکه بیان و فعالیت . وجود ندارد

  Creاز اینرو، فعالیت. اختصاصی بافت انتخابی بستگی دارد

سازي ژن در بافت هدف ممکن است، در  و متناوبا غیرفعال

مراحل اولیه  تکوین جنینی روي دهد، که منجر به 

هاي جبرانی می شود، که ممکن است  سازي سیستم فعال

، همچنین. تفسیر فنوتیپ حاصله را دشوار سازد

. شود سازي ژن در زمان جنینی منجر به مرگ می غیرفعال

براي حذف ژن بطور  Creبهره گیري از سیستم سنتی  

موضعی ممکن است منجر به پیچیده شدن شرایط شود، 

را در  Creچراکه پروموتر اختصاصی بافتی که فعالیت 

موش بالغ کنترل می کند، ممکن است این پروموتر، در طی  
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تهایی بجز آن بافتهایی که در مرحله بالغ وجود تکوین  در باف

دارند فعال باشد؛ و این مسئله موجب حذف ناگهانی ژن در 

  . تمام سلولهاي آن دودمان سلولی می شود

این مشکلات منجر به توسعه روشهاي جایگزین براي حذف 

در حال حاضر، . ژن بصورت وسیع و یا موضعی شده است

نند حذف ژنی را در زمان توا دو روش وجود دارد که می

گیرنده استروژن /Creسیستم : مشخص در موش انجام دهند

  .15و سیستم وابسته به تتراسایکلین

هاي  گیرنده استروژن، براساس ماهیت گیرنده/Creسیستم 

استروییدي استوار است، که بطور عمومی در سیتوپلاسم 

زمانیکه لیگاندهاي مربوطه به گیرنده خود . اند واقع شده

یابد  متصل می شوند، این کمپلکس به هسته سلولی منتقل می

بنابراین، زمانیکه ریکامبیناز . تا رونویسی از ژن را القا کند

Cre مثل گیرنده ( به یک گیرنده استروییدي متصل می شود

به هسته که محل انجام  Cre، انتقال ریکامبیناز )استروژن

درغیاب . دنوترکیبی است، توسط استروژنها هدایت می شو

توسط  Creاي ریکامبیناز  استروژنها، توانایی انتقال هسته

اي  هرچند، انتقال هسته. گیرنده استروژنی بلوکه می شود

هاي داخلی نیز انجام می  16توسط استرادیولCreریکامبیناز

ورزي  شود، که نمی توان آنها را بطور آزمایشگاهی دست

اتصال استروژن در این مسئله بوسیله جهشی در جایگاه . نمود

از . گیرنده استروژن حل شده است/Creپروتئین ترکیبی 

اینرو، جایگاه گیرنده به استرادیولهاي داخلی غیرحساس 

بنابراین، . حساس است 17تاموکسیفن OH-4است، ولی به 

گیرنده استروژن در /Creرونویسی پروتئین ترکیبی 

موشهاي تراریخته، توسط یک پروموتر فراگیر و یا 

ختصاصی بافت کنترل می شود و عمل ترجمه در ا

تاموکسیفن به  OH-4زمانیکه . سیتوپلاسم روي میدهد

به هسته منتقل می شود و  Creموش تزریق می شود، 

                                                           
15

 Tetracycline(tet)Dependent 
System  
16

Estradiol 
17

4-OH-tamoxifen 

قرار  loxPعملیات حذف قطعه ژنتیکی که در کنار جایگاه 

گرچه، در اصل این روش . گرفته است، را انجام می دهد

ک رویداد نوترکیبی فراهم می کنترل زمانی را براي تحری

سازد، اما بسته به نوع سلول و سایر عوامل ناشناخته نقاط 

بعنوان مثال، ریکامبیناز . ضعفی در این سیستم وجود دارد

Cre  4ممکن است، در غیاب-OH  تاموکسیفن وارد هسته

گزارشاتی موجود است که این فعالیت پیش . سلولی شود

به دو جایگاه گیرنده  Cre، بوسیله اتصال Creزمینه 

همچنین، گرچه این روش . )19(استروژن رفع شده است 

کنترل زمانی خوبی را براي تحریک رویداد نوترکیبی فراهم 

می سازد، اثرات زیستی حذف ژن، نهایتا به نیمه عمر 

هاي پایدار با عمر  هاي هدف بستگی دارد، و پروتئین پروتئین

قابل توجهی از زمانیکه هاي زمانی  بیشتر ممکن است، وقفه

شود، تا زمانیکه پروتئین مورد نظر حذف  ژن حذف می

اگرچه، این امر ممکن است، اهمیت . شود، را ایجاد کنند می

تواند سنجش  هاي بالغ داشته باشد، اما می ناچیزي در موش

عملکردهاي ژنی را در حین  تکوین  جنینی دچار اشتباه 

 OH-4جانبی اعمال  مشکل بعدي مربوط به اثرات. سازد

. تاموکسیفن در موشها براي تحریک نوترکیبی می باشد

تاموکسیفن زمانیکه در یک دوز منفرد  OH-4معمولا، 

اما تزریق مکرر آن، . شود، مشکلی ایجاد نمی کند اعمال می

. شود در موشها باعث سمییت قابل توجهی بویژه در کبد می

تاموکسیفن،  OH-4ارزیابی اصولی اثرات جانبی دوزهاي  

گیري ژنی بسیار مفید می  براي انجام آزمایشات هدف

  .)20(باشد

 tetگیرنده استروژن، سیستم /Creبرخلاف سیستم  

به دو دسته  tetسیستم . را کنترل می کند Creرونویسی ژن 

tet-on  وtet-off در هر دو این سیستم ها، . تقسیم می شود

از یک پروموتر فراگیر و یا اختصاصی بافت بهره برده 

شود، تا یک پروتئین ترکیبی، مرکب از قلمروهاي  می

و پروتئین فعال rtTA یا  tTA یعنی DNAاتصالی به 
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را  VP16به نام  18س سیمپلکسکننده ترانس ویروس هرپ

این پروتئین ترکیبی بعنوان یک فاکتور فعال کننده . بیان کند

و یا غیاب ) rtTA=tet ON(رونویسی در حضور 

)rTA=tet OFF ( تتراسایکلین و یا آنالوگ آن دوکسی

پروموتر هدف این پروتئین . کند عمل می 19سایکلین

است، که به  tetاپراتوري   ترکیبی، متشکل از چندین جایگاه

وصل شده است و بیان ژن  20پروموتر سایتومگالوویروس

، را تسهیل می Creمورد نظر، در این مثال، ریکامبیناز 

وابسته به حضور یا غیاب  Creبنابراین، بیان ). 4شکل (سازد

دوزهاي کم دوکسی سایکلین، . دوکسی سایکلین است

باشد، که بروز  سرکوب سیستم کافی می/براي تحریک

سیستم . سازد اثرات جانبی و سمی این دارو را غیرممکن می

Cre/ گیرنده استروژن، نیاز به ایجاد دو رده موشی تراریخته

 loxPیکی حاوي آللی که در کنار جایگاه ( دارد

قرارگرفته است، و دیگري براي بیان پروتئین ترکیبی 

Cre/در صورتیکه، سیستم ). گیرنده استروژن استtet 

یکی حامل  :ورزي ژنتیکی است رده موش دست نیازمند سه

قرارگرفته است، دیگري  loxPآللی که در کنار جایگاه 

، و بالاخره رده موشی سوم بیان tTA/rtTAبیان کننده 

باتوجه به . tet/CMVتحت کنترل اپراتور  Creکننده 

هاي ژنتیکی مستقل از همدیگر هستند،  ورزي اینکه این دست

. ، مستلزم زمان بیشتري استtetسیستم 

                                                           
18

Herpes Simplex Virus Transactivator Protein 
19

Doxycycline 
20

Cytomegalovirus (CMV) 
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،از یک پروموتر فراگیر و یا ویژه بافتی استفاده میشود تا یک پروتئین ترکیبی مرکب از قلمرو Tet-OFFدر سیستم Tet-ON & Tet-OFF.هاي  سیستم. 4شکل 

TetR  متصل شونده بهDNA این پروتئین ترکیبی بعنوان یک فاکتور فعال کننده رونویسی در . و همچنین قلمرو فعال کننده ترانس ویروس هرپس سیمپلکس را بیان کند

به پروموتر  است، که tetاپراتوري   پروموتر هدف پروتئین ترکیبی، متشکل از چندین جایگاه. کند و باعث بیان ژن مورد نظر میگردد غیاب دوکسی سایکلین عمل می

شود که این پروتئین ترکیبی بعنوان یک  جهش داده می rTetRبه  Tet-ON ،TetRدر سیستم . سایتومگالوویروس وصل شده است و بیان ژن مورد نظر را تسهیل می سازد

  .]41[کند و باعث بیان ژن مورد نظر میگردد فاکتور فعال کننده رونویسی در حضور  دوکسی سایکلین عمل می

  

  چشم اندازهاي آتی

و تولید موشها با  ESCsرویداد نوترکیبی همولوگ، در 

ورزي شده، همچنان روش  کمک این سلولهاي دست

در یک ژن خاص می  21هاي پوچ انتخابی براي ایجاد جهش

. باشد هرچند، این روش پایه، بسیار زمانبر و پرهزینه می. باشد

گیري ژنها بطور  از طرفی، براي انجام روشهاي هدف

استفاده می شود، که خود  Cre/loxPپیشرفته، از سیستم 

این سیستم مستلزم انجام مراحل بیشتري است، که باعث 

هایی که در ادامه  روش. شود افزایش زمان انجام پروژه می

گیري ژن را  بحث خواهند شد، کارآیی روشهاي هدف

نخست، فناوري به : این روشها عبارتند از. بهبود می بخشند

، که امکان هدف گیري تصادفی تمام 22دام اندازي ژن

را فراهم می سازد؛ دوم، مداخله  ESCsژنهاي بیان شده در 
23RNAانجام  ، که می تواند بیان ژن را بدون نیاز به

تحت تاثیر قرار دهد؛ سوم،  ESCsنوترکیبی همولوگ در 

نوکلئازهاي قابل برنامه ریزي مانند نوکلئازهاي انگشت 

. شود گیري ژنها استفاده می ، که براي هدف(ZFN)24روي

                                                           
21

Null mutations 
22

Gene Trap Technology 
23

Ribonucleic Acid (RNA) Interference 
24

Zinc Finger Nucleases 

هایی که نوکلئازهاي انگشت روي  mRNAدر این روش، 

کنند به جنین تک سلولی تزریق شده، تا بطور  را کد می

اي هدف  دو رشته DNAهایی در محل  اصی شکستاختص

نیازي  ESCsورزي  ایجاد کند؛ این روش نیز به دست

 25کننده رونویسی ندارد؛ چهارم، نوکلئازهاي اثرگرشبه فعال

)TALENs(شده  هستند؛ و پنجم، نوکلئازهاي مهندسی

که کاربرد وسیعی در ) RNA26 )RGENsتحت هدایت 

  .مهندسی ژنوم دارند

  

  دام اندازي ژن فناوري به

گیري تصادفی   پیشرفته ترین روشی که تاکنون براي هدف

). 5شکل (ژن وجود دارد، فناوري به دام اندازي ژن است 

. شوند بوسیله یک وکتور، آلوده می ESCsدر این روش، 

این وکتور، شامل یک توالی کد کننده براي یک مارکر 

ود، که در انتخابی است، که باعث مقاومت به نئومایسن میش

. پردازش واقع شده است آنیکتوالیپذیرندهقوي′5انتهاي 

چون وکتور استفاده شده فاقد یک پروموتر داخلی است، 

براي بیان ژن مقاومت، نیاز به این است، که وکتور بطور 

                                                           
25

Transcription activator-like effector nucleases 
26

RNA-guided engineered nucleases 
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در ( تصادفی داخل چارچوپ یک ژن، ادغام شده باشد 

بطور ، تا بتواند، )بیشتر موارد این محل، یک اینترون است

در این مورد، پروموتر داخلی ژن . فعالی رونویسی گردد

این . نماید مربوطه، بیان یک رونوشت ترکیبی را هدایت می

رونوشت ترکیبی، شامل اگزونهاي داخلی می باشند، که در 

بالا دست محل ورود وکتور واقع شده و همچنین شامل 

پروتئین حاصله، . کاست مقاومتی نئومایسین می باشند

کب از بخشهایی از پروتئین هدف و پروتئینی که باعث مر

ترجمه، معمولا در پایین دست . شود، می باشد مقاومت می

گردد و منجر به از دست رفتن  مارکر انتخابی متوقف می

شوند که در پایین دست محل ورود  آمینو اسیدهایی می

که مقاوم به  ESCsسپس، کلونهاي . وکتور واقع شده اند

یابی  و توالی RACE-PCRباشند بوسیله  می نئومایسین

متاسفانه، چندین اشکال در این روش . شوند شناسایی می

نخست، چون انتخاب و شناسایی کلونهاي . موجود است

ESCs  که مقاوم به نئومایسین هستند، وابسته به بیان نشانگر

انتخابی هستند، ازاینرو، تنها ژنهایی که در سلولهاي بنیادي 

گیري مناسب  ان میشوند، در این روش براي هدفجنینی بی

دوم، گرچه رونوشت ترکیبی منجر به ایجاد پروتئینی . هستند

جهش یافته و فاقد عملکرد میشود، با اینحال، پروتئین 

ترکیبی ممکن است، بخشی از عملکرد خود را حفظ کرده 

سوم، مواردي دیده شده است، که در آنها توالی . باشد

بی دچار پردازش  شده است و منجر به تولید وکتور بطور نس

رونوشتهاي طبیعی و جهش یافته گشته است، که این امر، 

و نه ناك اوت شده  27هاي موشی ناك دان باعث ایجاد مدل

چهارم، زمانیکه جایگاه ادغام وکتور نزدیک به انتهاي . است

ژن می باشد، نحوه عملکرد پروتئین ترکیبی باید معلوم  3َ

جم، بعلت ادغام تصادفی وکتور در داخل ژن پن. گردد

هاي ژنتیکی مشروط،  ورزي هدف، هیچ راهی براي دست

باوجود . ، وجود نداردloxPنظیر قرارگیري ویژه جایگاه 

همه این اشکالات، تکنولوژي به دام اندازي ژن روشی است 

                                                           
27

Knockdown 

در حال حاضر . باشد که از لحاظ هزینه و زمان مطلوب می

اند که کنسرسیوم بین  توافق کرده چندین موسسه با هم

را ایجاد کنند، که هدف  28المللی به دام اندازي ژن

باشد  گیري تمام ژنهاي در دسترس می مشترکشان هدف

)21 ,22(.  

                                                           
28

International Gene Trap Consortium 
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این وکتور، شامل یک توالی کد کننده براي یک مارکر انتخابی است، . شوند بنیادي جنینی بوسیله یک وکتور، آلوده میسلولهاي . فناوري به دام اندازي ژن. 5شکل 

یاز چون وکتور فاقد یک پروموتر داخلی است، براي بیان ژن مقاومت، ن. پردازش واقع شده است آنیکتوالیپذیرندهقوي′5که باعث مقاومت به نئومایسن  میشود، که در انتهاي 

در این مورد، پروموتر داخلی ژن مربوطه، بیان یک . به آن است، که وکتور بطور تصادفی داخل چارچوپ یک ژن، ادغام شده باشد تا بتواند، بطور فعالی رونویسی گردد

د وکتور واقع شده و همچنین شامل کاست مقاومتی این رونوشت ترکیبی، شامل اگزونهاي داخلی می باشند، که در بالا دست محل ورو. نماید رونوشت ترکیبی را هدایت می

 .]7[شود، می باشد پروتئین حاصله، مرکب از بخشهایی از پروتئین هدف و پروتئینی که باعث مقاومت می. نئومایسین می باشند

  

  مداخله اسید ریبونوکلئوییک  

پیغامبر است،  RNAبراساس تخریب  RNAروش مداخله 

اي کوتاه همولوگ،  دو رشته RNAکه با یک مولکول 

، یک فرایندي طبیعی است، RNAمداخله . شود هیبرید می

که احتمالا بعنوان بخشی از سیستم دفاعی سلولی علیه 

RNA شواهد . هاي دو رشته اي ویروسی شکل گرفته است

، ابزاري تنظیمی RNAاخیر بیانگر این است، که مداخله 

رایجی است که سلول براي تنظیم بیان ژن در سطح 

mRNA بنابراین، میتوان از . )24, 23(برد از آن بهره می

آلوده . براي تغییر بیان ژن استفاده نمود RNAروش مداخله 

 (siRNAs)29هاي کوتاه مداخله گر RNA سازي سلول با

هاي هدف  mRNAدان کردن  روشی رایج براي ناك

) موش( براي استفاده آنها در بدن موجود زنده . باشد می

siRNA توانند یا بصورت خارجی تزریق شوند، و یا  ها می

اینکه بعنوان یک ژن خارجی در سلول بیان شوند، که منجر 

جفت  50هاي تک رشته اي کوتاه با طول  RNAبه تولید 

ها داراي همولوژي داخلی می  RNAاین . شود باز می

                                                           
29

ShortInterfering RNAs (siRNAs) 

هاي دو رشته  RNAباشند، که باعث می شود خودبخودي 

همراه یک ساختار   جفت باز، به 23 -21اي کوتاه به طول 

 RNAکه به ( سنجاق سري در یک انتها ایجاد می کنند

عمولا، از پروموترهاي م). معروفند 30سنجاق سري کوتاه

هاي کوتاه استفاده  RNAبراي بیان این  IIIآنزیم پلی مراز 

خارجی را  shRNAاولین رده موشی که . )25(می شود

و  31هاسووا. گزارش شد 2002بیان می کرد، در سال 

را در رده موشی  GFPهمکارانش با موفقیت توانستند، بیان 

این . کوب سازندرا بیان می کرد، سر GFPکه بطور فراوان 

با رده موشی  GFPامر با کراس دادن موش بیان کننده 

بود، صورت  anti-GFP-shRNAحامل کاست  

هاي متفاوت موشی  نتایج نشان داد که بسته به رده. پذیرفت

نسبت به نمونه  GFP، بیان anti-GFP-shRNAحامل 

این نتایج، دو . )26(سرکوب شد% 96-76هاي کنترل تا 

مشکل عمومی مرتبط با این روش را نشان می دهد؛ نخست، 

گرچه بیان ژن هدف بصورت قابل توجهی سرکوب شد، با 

محسوب می شود،  "دان ناك"اینحال مدل موشی هنوز یک 

                                                           
30

Short Hairpin RNA 
31

Hasuwa 
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دوم، همانطور که در مورد موشهاي . "اوت ناك"تا 

ن بیان ژ 32شود، اثر جایگاه کروموزومی تراریخته دیده می

دهد، و باعث سرکوب شدن  خارجی را تحت تاثیر قرار می

مزایاي روش مداخله . شود بیان ژن بطور کم و بیش می

RNA نوترکیبی همولوگ در : بسیار روشن استESCs 

صورت نمی پذیرد، تولید موشهاي تراریخته به این روش از 

اوت به  لحاظ هزینه و زمان نسبت به روشهاي سنتی ناك

گیري ژن مبتنی بر  تاکنون، روشهاي هدف. اشدب تر می صرفه

نوترکیبی همولوگ، عمدتا بر روي موشها انجام شده است، 

سازگار  ESCsکه این امر، بعلت محدودیت در دسترسی به 

با این حال، چون در روش مداخله . ها است در سایر گونه

RNA  ازESCs  استفاده نمی شود، این روش در سایر

 .ستفاده خواهد بودها نیز قابل ا گونه

همانطور که در موشهاي ناك اوت تولید شده بوسیله 

 shRNAهاي سنتی دیده می شود، موشهاي تراریخته  روش

دان ژن هدف بطور وسیعی گردند،  می توانند، منجر به ناك

 U6نظیر  IIIچراکه در آن از پروموترهاي آنزیم پلی مراز 

or H1 فاده شده استکه در تمام سلولها فعال هستند، است .

را  shRNAبنابراین، روشهایی توسعه یافتند، که بیان 

یک روش، استفاده . محدود به بافت یا سلولهایی خاص کند

دان  در این سیستم براي ناك. است Cre/loxPاز سیستم 

کردن موضعی بیان ژن مورد نظر، از دو رده موشی تراریخته 

را تحت  Creاستفاده می شود که در آن یک رده موشی 

کند، و رده  کنترل پروموترهاي اختصاصی بافتی بیان می

دیگر حامل یک کاست بیانی نئومایسین که است که در 

قرارگرفته است و این مجموعه،  loxPطرفین آن جایگاه 

همگی در داخل پروموتري واقع شده است، که رونویسی 

shRNA در حالت عادي کاست بیانی . را هدایت می کند

را بلوکه  shRNAفعالیت پروموتر بیان کننده  نئومایسین

 Creاما وقتی که کاست بیانی نئومایسین توسط . میکند

را بیان  Creدر سلولهایی که  shRNAبرداشته می شود، 

                                                           
32

 ChromosomalPosition Effects 

هدف بطور  mRNAمی کنند، بیان شده و در نتیجه، 

در اولین گزارش مربوط به این . موضعی تخریب میگردد

-U6-loxPحامل ترکیب اي که  روش، موش تراریخته

neo-loxP-Fgfr233shRNA  بود، با موشEIIa-Cre 

را در تمام سلولها  EIIa-Cre ،Creموش . کراس داده شد

، در loxPهاي  بیان می کند، و در نتیجه توالی بین جایگاه

همانطور که در موش کلاسیک . شود همه سلولها حذف می
-/-Fgfr2 شود، موش  دیده میU6-Fgfr2/EIIa-Cre 

-U6-loxP در حالیکه موش . میرد در اواسط بارداري می

neo-loxp-Fgfr2/Cre -   ،که کنترل محسوب می شود

را با  loxP-neo-loxP-Fgfr2اگر موش . زنده می ماند

در آن محدود به اندام خاصی می باشد،  Creموشی که بیان 

زنده می ماند، اما Fgfr2 shRNAکراس داده شود، موش 

ها  هاي برجسته ساختاري در اندام و انگشت داراي ناهنجاري

  .)27(باشد می

، میتوان بیان ژن هدف را در RNAبا کمک روش مداخله 

 siRNAsاین امر با تزریق. موشهاي بالغ، هم تنظیم کرد

بر  siRNAترین مسیر اعمال  رایج. پذیر است خارجی انجام

استوار است،که 34هیدرودینامیکیاساس روشی بنام تزریق 

محلول نمک ایزوتونیک  mL 2.5-1.5در طی آن، 

تزریق  s 20-10، بمدت بهرگدمی μg 50–500محتوي 

این روش سخت، بطور شگفت انگیزي . )28(می گردد

در اولین گزارش مربوط به این . شود توسط موش تحمل می

و همکارانش موفق شدند بیان لوسیفراز و  35روش، لویس

EGFP  در کبد، طحال، شش و پانکراس % 90-80را تا

این اثر زودگذر بود و تنها چندین روز . موش کاهش دهند

بطور مشابهی، تزریق پر فشار داخل رگی . بطول کشید

را بیان می کردند، بطور  shRNAپلاسمیدهایی که 

، را در موش سرکوب Bموفقیت آمیزي ویروس هپاتیت 

                                                           
33

Fibroblast Growth Factor Receptor 2 
34

Hydrodynamic Injection  
35

Lewis 
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راي اهداف کرد، که این امر بیانگر کاربرد این شیوه ب

  .)29(درمانی است

داراي چندین اشکال عمومی می  RNAروش مداخله 

یک اشکال این است، که آلوده ساختن سلولها با . باشد

RNA اي، دستگاه دفاعی سلولی ضد ویروسی را  دو رشته

زمانیکه این دستگاه به شدت فعال شود، . کند تحریک می

تاثیر مهمی بر متابولیسم سلولی می گذارد و باعث آپوپتوز 

 mRNAنظیر مهار  (بعلاوه، اثرات غیر اختصاصی . شود می

، باید همچنین در نظر گرفته )هدف mRNAهایی بجز 

. هاي صحیح بسیار مهم است نرو، انتخاب کنترلاز ای. شوند

یک روش این است، که از الیگونوکلئوتیدهاي تصادفی که 

اي را هدف قرار نمی  mRNAبطور پیش فرض هیچ 

مستقل از  siRNAگیرند، استفاده کنیم تا بتوان اثرات 

یک روش بهتر، استفاده از . هایشان بررسی کرد توالی

اي می  جهش هاي تک نقطهکه داراي  siRNAهاي  کنترل

جهش یافته با  siRNAباشند، گرچه باید توجه شود، که 

mRNA  30(هدف تداخل ایجاد نکند(.  

  

  نوکلئازهاي انگشت روي

، متشکل از دو قلمرو می (ZFN)نوکلئاز انگشت روي 

یکی ، قلمرو کاتالیتیکی که شامل شکافت آنزیم . باشد؛

رو شناسایی است، و دیگري ، قلم FokIمحدود کننده 

DNA  که از تعدادي موتیف انگشت روي تشکیل شده ،

هدف تسهیل  DNAرا به توالی  ZFNاست ، و اتصال

منفرد هست،  ZFNیک هترودایمر، متشکل از دو . سازد می

اند، و این فاصله منجر به  اي قرار گرفته که در جهت ویژه

سازي قلمرو کاتالیتیکی شده و نتیجتا باعث ایجاد  فعال

این ). 6شکل (اي می گردد  دورشته DNAاف درشک

در روش . اي، به دو روش ترمیم می شود شکاف دو رشته

با بهره گیري از آلل سالم بعنوان (اول، نوترکیبی همولوگ 

، اما در روش دوم که در )را ترمیم می کند DNAالگو 

به وسیله  DNAغیاب آلل سالم اتفاق می افتد شکست 

تعمیر  DNAمکانیسم اتصال غیر همولوگ انتهاي آزاد 

حذف ( DNAحالت دوم، باعث باعث تغییر توالی . شود می

در محل ترمیم می شود که براي هدف گیري ژن ) یا ورود

، بطور موفقیت آمیزي براي ZFNs. باشد مناسب می

و  37، ماهی گوره خري36گیري ژنها در دروزوفیلا هدف

، ZFNsمتاسفانه، . )31(اند تفاده شدهسلولهاي پستانداران اس

این . سمیت قابل توجهی در برخی از سلولها ایجاد میکنند

جهش یافته رفع شده FokIمسئله بطور نسبی با طراحی 

، بطور موفقیت آمیزي در موش براي حذف ZFN. است

 mRNAتزریق . عملکرد ژنهاي هدف شده استفاده است

، به داخل ZFNی و یا پلاسمیدهاي بیان ZFNرمزکننده 

هایی با  پیش هسته و جنین تک سلولی، منجر به ایجاد حذف

گیري در بسیاري از  هدف. باز شده است 187تا  3طول متغیر 

هاي دو  موارد محدود به یک آلل بوده است، ولی حذف

طبق نتایج حاصله از . )32(آللی هم مشاهده شده است 

بل ، غیرقاZFNبوسیله  DNAموجودات مختلف، حذف 

برگشت بوده و آلل جهش یافته میتواند، به سلولهاي دیگر 

بنابراین، فناوري نوکلئاز انگشت روي، یک ابزار . انتقال یابد

هاي ژنتیکی در پستانداران  ورزي امید بخشی براي دست

در مقایسه با سایر روش هاي رایج براي غیر . باشد می

 فعالسازي ژن، که تقریبا کاربردشان محدود به موش

نخست : باشد، این روش جدید دو مزیت کلیدي دارد می

شوند  در این روش به کار برده نمی ESCsآنکه، چون 

. باشد ها هم می بنابراین، این روش جدید، مناسب سایر گونه

  .باشد و دوم آنکه، این روش از نظر هزینه و زمان مطلوب می

                                                           
36

Drosophila 
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است، دوم، یک دومین شناسایی  FokIاول، دومین شکافت آنزیم محدود کننده . نوکلئاز انگشت روي، متشکل از دو دومین می باشد. نوکلئاز انگشت روي. 6شکل 

DNA باشد، که اتصال نوکلئاز انگشت روي را به توالی  باشد، که شامل تعدادي موتیف انگشت روي می میDNA یک هترودایمر، متشکل از دو نوکلئاز . سازد تسهیل می

اي می  دورشته DNAباعث ایجاد شکاف در  سازي دومین کاتالیتیکی شده و نتیجتا اند، و این فاصله منجر به فعال اي قرار گرفته انگشت روي منفرد هست، که در جهت ویژه

  .]42[شود ترمیم می) بهره گیري از آلل سالم بعنوان الگو(اي، در سلول توسط نوترکیبی همولوگ  این شکاف دو رشته. گردد

  

  رونویسیکننده  نوکلئازهاي اثرگر شبه فعال

TALENs هاي مختلفی نظیر  ها در گونه تغییر ژن براي

ها، مخمر، گیاهان، نماتودها، حشرات و پستاندارانی  ویروس

ساختار . نظیر موش و خوك مورد استفاده قرار گرفته است

، ZFNsهمانند . است ZFNs، مشابه TALENsکلی  

TALENs  داراي قلمرو نوکلئازيFokI  در انتهاي ناحیه

با اینحال، آنها از دسته  متفاوتی از . کسی هستندکربو

بهره  TALEs38بنام  DNAهاي متصل شونده به  پروتئین

 Xanthomonas sppبرند که از باکتري بیماریزا  می

  .گرفته شده است

TALEs 35-33هاي پشت سرهم تکرارهاي  از ردیف 

ها  اند که هریک از این ردیف اي تشکیل شده آمینه  اسید

. کنند یک جفت باز منفرد را در شیار بزرگ شناسایی می

ها توسط دو  ویژگی اختصاصی هر یک از این ردیف

اند تعیین  قرار گرفته 13و  12آمینه که در جایگاههاي  اسید

 39اي  آمینه  هاي  متغیر دو اسید جایگاهشود که به آنها  می

                                                           
38

 Transcription activator-likeeffectors 
39

 Repeatvariable diresidues 

(RVDs) چهار ). 7شکل (شود  گفته میRVD  مختلف

 Asn-Glyو  Asn-Asn, Asn-Ile, His-Aspبنام 

ترتیب براي شناسایی گوانین، آدنین،   بطور وسیعی به

را میتوان  TALENs. سیتوزین و تیمین استفاده میشوند

ا مورد هدف ر DNAطوري طراحی نمود که هر توالی از 

نسبت به سایر  TALENsقرار دهد که مزیت عمده 

  .)33(باشد نوکلئازها می
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ها یک جفت باز منفرد را در شیار بزرگ شناسایی  اند که هریک از این ردیف

  هاي  متغیر دو اسید جایگاهشود که به آنها  اند تعیین می

pre-crRNA  هر دو . کنند شرکت می

tracrRNA   وابسته به  9با پروتئین

Cas9 ( تشکیل کمپلکس داده و یکDNA 

اصله، آندونوکلئاز ح. آندونوکلئاز فعال را تشکیل می دهد

 20را که مرکب از توالی  DNAجفت بازي 

و ) شود نامیده می  protospacerکه ( جفت بازي راهنما 

که موتیف کناري (  ʹNAG-3-ʹ5و یا 

است را شناسایی ) شود نامیده می 

crRNA  وtracrRNA  دیگر   توانند بهم می

 43اي راهنماي تک رشته RNAمتصل شوند و تشکیل 

ترشدن ساختار  نمایند که باعث ساده

نسبت به سایر  RGENsبرتري اصلی . شود

  .)33(باشد سازي و طراحی ساده آنها می

                                                           
42

 Protospacer adjacent motif 
43

 single-chain guide RNA 

 1398فروردین و اردیبهشت/  چهارمدوره بیست و / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

اند که هریک از این ردیف اي تشکیل شده آمینه  اسید 35-33هاي پشت سرهم تکرارهاي 

اند تعیین می قرار گرفته 13و  12آمینه که در جایگاههاي  ها توسط دو اسید ویژگی اختصاصی هر یک از این ردیف

43[. 

  RNAشده تحت هدایت 

زایی هدفمند در  در ابتدا این نوکلئازها براي ایجاد جهش

هاي ماهی گوره خري و سلولهاي پستانداران 

بعد آن زمان به بعد، این روش در 

هاي مختلفی نظیر گیاهان، نماتودها، مگس سرکه، 

هاي  ها، سیستم در باکتري. ها توسعه یافته اند

، نوعی ایمنی اکتسابی RNAتحت هدایت 

باکتریها، . سازند علیه پلاسمیدها و فاژهاي مهاجم فراهم می

DNA  باز جفت 20بطول ( خارجی (

شوند  نامیده می protospacerرا گرفته و این قطعات که 

را وارد ژنوم خود نموده تا گروه منظمی از تکرارهاي 

. را بوجود آورند CRISPR40پالیندرومیک کوتاه به نام 

ساز  پیش RNA، رونویسی شده تا 

 pre-crRNA  را ایجاد کنند و سپس

هاي هدفمند را  crRNAمورد پردازش قرار گرفته تا 

crRNA کننده ترانس   هاي فعال

که همواره ثابت هستند نیز رونویسی شده 

                                                          
40

clustered regularly interspaced short palindromic
repeat 
41

 Trans-activating crRNA 

crRNAو در پردازش 

crRNA  وtracrRNA

CRISPR )Cas9

آندونوکلئاز فعال را تشکیل می دهد

جفت بازي  23توالی 

جفت بازي راهنما 

5ʹ-NGG-3ʹ  و یا

protospacer42 

crRNA. نماید می

متصل شوند و تشکیل 

)sgRNA (نمایند که باعث ساده

CRISPR شود می

سازي و طراحی ساده آنها می نوکلئازها، آماده
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هاي پشت سرهم تکرارهاي  از ردیف TALEs -7شکل 

ویژگی اختصاصی هر یک از این ردیف. کنند می

3[شود گفته می) RVDs(اي  آمینه

  

شده تحت هدایت  نوکلئازهاي مهندسی

در ابتدا این نوکلئازها براي ایجاد جهش

هاي ماهی گوره خري و سلولهاي پستانداران  باکتري، جنین

بعد آن زمان به بعد، این روش در . مورد استفاده قرار گرفتند

هاي مختلفی نظیر گیاهان، نماتودها، مگس سرکه،  سیستم

ها توسعه یافته اند موش و پرایمات

تحت هدایت  DNAبرش 

علیه پلاسمیدها و فاژهاي مهاجم فراهم می

DNAاغلب قطعات کوچک 

را گرفته و این قطعات که 

را وارد ژنوم خود نموده تا گروه منظمی از تکرارهاي 

پالیندرومیک کوتاه به نام 

، رونویسی شده تا CRISPRاین نواحی 

CRISPR  به نامcrRNA

مورد پردازش قرار گرفته تا 

crRNA. آورندبوجود 

)tracrRNA (41 که همواره ثابت هستند نیز رونویسی شده

                   
clustered regularly interspaced short palindromic 
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اندونوکلئاز . آندو نوکلئاز فعال را تشکیل میدهد DNAتشکیل کمپلکس داده و ) CRISPR )Cas9وابسته به  9با پروتئین   tracrRNAو  crRNAهر دو  - 8شکل 

که موتیف (  ʹNAG-3-ʹ5و یا  ʹNGG-3-ʹ5و  ) شود نامیده می protospacerکه ( جفت بازي راهنما  20را که مرکب از توالی  DNAجفت بازي  23حاصله، توالی 

اي  راهنماي تک رشته RNAدیگر متصل شوند و تشکیل   توانند بهم می  tracrRNAو  crRNA. نماید ناسایی میاست را ش) شود نامیده می protospacerکناري 

)sgRNA (ترشدن ساختار  نمایند که باعث سادهCRISPR 43[شود  می[.  

  

  بحث

ورزي کردن و یا حذف یک ژن خاص در  توانایی در دست

ESCs  ایجاد شد، که باعث توسعه هزاران  1980در اواخر

.  رده موشی جدیدي شد، که داراي تغییرات ژنتیکی بودند

منجر به  44ي ناك اوتبه ویژه موشها استفاده از موشها

کسب دانش عظیمی در زمینه زیست شناسی انسان و بیماریها 

طی سالیان گذشته روشهاي مختلفی براي . )37-34(گردید

توان تمام  است، که می ورزي ژنوم موش توسعه یافته دست

دسته اول شامل . این روشها را به دو دسته اساسی تقسیم نمود

ز تزریق ، موشهاي تراریخته کلاسیک است، که حاصل ا

به درون پیش هسته  45خارجی به نام تراژن DNAقطعه 
جنین تک سلولی می باشند، که این قطعه بطور تصادفی 46

این روش عمدتا براي . )38(در ژنوم موش ادغام می گردد

هاي هترولوگ که در  افزایش بیان ژنهاي خودي و یا بیان ژن

                                                           
44

Knockout Mice 
45

Transgene 
46

Pronuclear 

. یردوجود ندارند،مورد استفاده قرار میگ 47ژنوم موش طبیعی

دسته دوم ، موشهاي تراریخته شده،  می توان با تزریق 

ESCsورزي شده، به داخل  ، که ژنوم آنها دست

براي این منظور، ابتدا . )39(بلاستوسیست تولید نمود 

سلولهاي جنینی کشت داده می شوند و توسط یک قطعه 

DNA این قطعه حاوي توالی از . آلوده می شوندDNA 

است، که شبیه ژنی می باشد، که قرار است دچار تغییر شود 

سپس،  آندسته از سلولهاي جنینی که دچار نوترکیبی . )40(

برخلاف موشهاي . گردند همولوگ می شوند، انتخاب می

هاي موشی حاصل از نوترکیبی در  تراریخته کلاسیک، رده

 48سلولهاي جنینی، موشهاي هدف گیري شده ژنی

شوند، و بیانگر این امر هستند  که یک ژن نامگذاري می 

در اغلب موارد این . ورزي شده است ویژه، دست

                                                           
47

Wild Type 
48

Gene Targeted 
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ورزي به منظور غیرفعال کردن ژن مورد نظر صورت  دست

  .می پذیرد

  

  نتیجه گیري

اند و  پیشرفت کرده ذکر شده طی سالیان گذشته، دو روش

ورزي ژنی در ژنوم موش بطور  میزان موفقیت براي دست

به  هرچند به موازات تعداد رو. چشمگیري افزایش یافته است

هاي موشی تراریخته، نقاط ضعف این روشها  رشد مدل

باعث بهبود فنی این روشها شده  لیاند، و بیشتر نمایان شده

  .است

  

 قدردانی و تشکر

 تحقیق، گردآوري، اساتید و دوستانی در تیم کلیه اززحمات

  .میگردد قدردانی و تشکر ومطالب منابع تنظیم
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