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 Birds species especially broilers, in addition to being one of the most important species of 

animal protein suppliers, are considered as a model in developmental biology, medicine and 

biomedicine. Recently, precise genome editing technologies have been rapidly developed 

through the CRISPR /Cas9 system which they are one of the most promising options for 

genome editing. The basis of the process hidden in the function of engineered 

endonucleases and has led to the production of transgenic chickens for vaccine, 

recombinant proteins and monoclonal antibodies. In particular, these techniques are 

cultured with primary germ cells and combined with viral vector systems to produce a 

valuable bird model edited by the genome for a variety of purposes. In this study, we 

described recent advances in CRISPR / Cas9-based genome editing technology and its 

applications in bird species. 
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 ی وانیح  ئن یپروت  کنندهنیم أت   یهاگونه   نیترمهم   از  یکی  کهنی ا  بر  علاوه   Gallus gallusبا نام علمی     مرغ  جمله  از  پرندگان  هایگونه 

  قیدق  هایآوریفن  را،یاخ.  روندیم  شماربه  ی پزشک  ستیز  و  یپزشک  و   ینیتکو   یشناسستیز  در  مدل  گونه  کی  عنوانبه  باشند،یم

  ژنوم  شی رایو  ی برا  دوارکنندهیام  و  مناسب  هاینهی گز  از  یکی  و   افتهی  توسعه  سرعت  به  CRISPR/Cas9  ستمیس  واسطه  با  ژنوم  شیرایو

  ی برا  ختیترار  هایجوجه  دیتول  به  منجر  و  است  نهفته  شده  یمهندس  یاندونوکلئازها  عملکرد  در  ندیفرا   ن یا  اساس.  ندآی یم  حساب  به

  کشت   بنیادی  هایسلول  با  هاکیتکن  نیا  ژه،یو  طوربه.  است  شده  مونوکلونال  هایبادییآنت  و  بی نوترک  هایئنیپروت  واکسن،  ساخت

  دیتول  مختلف  اهداف  یبرا  را  ژنوم  توسط  شده   شیرایو  ارزش  با   پرنده   لدم  کی  تا  اندشده  بیترک  ی روسیو   ناقل  هایستمیسبا    و  شده

  ی مبتن  ژنوم  ش یرایو  یورآفن   در  ریاخ  هایشرفتیپهای اخیر ویرایش ژنومی در پرندگان،  با هدف معرفی تگنیک  ، این پژوهش  در.  کنند

 . گردید فیتوص پرندگان هایگونه در آن یکاربردها و CRISPR/Cas9 بر
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 قدمه م
  يک   ژنوم  به   خارجي  کيی ژنت  اطلاعات  افزودن  منظوربه   ژن  انتقال        

 ژن  يک کردن  جايگزين و داخلي ژن يک کردن  سرکوب زنده، موجود

  يک  يا  و  ژن  همان  يافته  جهش  است  ممکن  که  یکاربرد   ژن  يک  با

  حیطه  در ژن  انتقال . ردیگمي انجام باشد؛ بومي  ژن با  متفاوت کاملاً  ژن

  منظور به  گوناگون  ۀزند  یهاسامانه   از  که  ردگیيم  قرار  یفناورستيز

  ی عملکرد   یهاژن   کار  و  ساز  ۀمطالع  ب، ینوترک  یداروها  و  هانیپروتئ دیتول

  ل یدلبه  مرغ  جوجه راًی اخ  .کنديم استفاده رهیغ و يانسان یهای ماریب و

  لهيکوزیگل یالگو  اديز شباهت ،مرغتخم  در نیپروتئ  یبالا زانیم  وجود

  ثبات و يانسان  یهانیپروتئ به مرغتخم در موجود یهانیپروتئ شدن

ها  ديگر میزبان  با سهيمقا  در کوتاه نسل ۀفاصل  و  يخارج نیپروتئ يستيز

  ک ي  عنوانبه  خت،يترار  پستانداران  و  هاسم یکروارگانیم  اهان،یگ  ازجمله

است    گرفته  قرار  توجه  مورد  یفناورستيز   در  مناسب  يستيز  راکتور

 ي ستيز  راکتور عنوان يککارگیری جوجه بههبرای ب  وجود،  نيا  با(.  1)

  ی برا   يژنوم  شيرايو یتکنولوژفناوری ابتدا بايد به    در زيست  مناسب 

اين تکنولوژی،    که  ایگونه  کرد. به  پیدا  دسترسي  ختيترار  پرندگان  دیتول

  ن يا  شي رايو  توانايي  آن،  در  موجود  هایژن  عملکرد  درک  بر  علاوه

 ها،ژن  نيا  يسبب  هایانتيوار  ریی تغ  اي  و  حذف  از  استفاده  با  هايتوال

.  باشد  داشته  را  آن  از  حاصل  هایپیفنوت  عملکرد  يبررس  در نهايت  و

  است  یجديد   هاییفناور و ابزارها ازمندین هاييشرفتیپ نیچن لزوماً

  بر   موثر  هایآللداشته باشد و      را  ژنومتوانايي ويرايش هدفمند    که

  بدين منظور از ابتدا تاکنون  .دهد  ارتقاء   يا  و  ويرايش  را  صفات  بروز

ابداع شده است   ختيترارتولید پرندگان    های مختلفي براییتکنولوژ

ويروسي و غیرويروسي(    ژن )ناقلین  تحويل  هایاز سیستم با استفاده  که

و غیر    مستقیم  طورکلي دو روشبه  شوند.به سلول هدف منتقل مي

مستقیم که در روش    دارد وجود  ختيترار تولید پرندگان مستقیم برای

  شود های ويروسي دستکاری ميو يا حامل  DNA ز جنین با استفاده ا

  خت يترارپرندگان   تولید برای  سلولي غیرمستقیم بر پايه هایروش  و در

انتقال ژن بر    که براساس  غیرمستقیم  در روش(.  3کنند )استفاده مي

  تحويل ژن،  هایبا استفاده از سیستم هدف  ژناست، ابتدا  پايه سلولي

قرار مي ژنوم  و  درون  اهداف  گیرد  با  تراريخت  پرندگان  تولید  اجازه 

چنین، در اين روش پژوهشگر توانايي  دهد. همتولیدی مختلفي را مي

انتقال سلولآزمايش   از  انتقال يافته را قبل  را  ها به رويان  بیان ژن 

فرد جوجه    به تکوين منحصر  همانند  دلايليبه  هایتکنولوژ  اين (.3دارد )

که  بودند تا اين  اندکي را حاصل کرده  ها پیشرفتنسبت به ديگر گونه

 وابسته  ژنوم ويرايش سیستم ازجمله يژنوم شيرايو هاییتکنولوژ اخیراً  

( و اندونوکلئاز  ZFN: Zinc-finger nucleasesروی ) انگشت نوکلئاز به

 TALEN: Transcription activator-like effector)  رونويسي  کنندهفعال

nucleases) فواصل   بین شده پخش  پالیندرومیک  کوتاه تکرارهای خوشه و

 Cas9 (CRISPR/Cas9:Clustered Regularly پروتئین به وابسته منظم

Interspaced Short Palindromic Repeats)    راندمان توسعه يافته و  

  بر   استدلال  هاروش  نيا  در .بخشیدند  بهبود  را  انیب  زانیم  و  انتقال

  ي بینوترک  شده   محافظت  اریبس  ي عموم  نديفرا  از  توانيم  که  است  نيا

طور  به.  کرد  استفاده  (Homologous Recombination:HR )  همولوگ

 در  يبینوترک  جاديا  جهت  همولوگ  يبینوترک  نديفرا  از  هاسلول  ،کلي

  رهمولوگ یغ  یانتها   اتصال  نديفرا  با  همراه  ژهيوبه  ژنوم  از  يخاص  گاهيجا

(Non Homologous End Joining)  میترم  جهت  DNA  رشته  دو  ی دارا  

(. نتايج 5،  4)  کننديم  استفاده (Double-Strand Break)  شده  شکسته

  ب ینوترک یهان یپروتئ  تولید  به  منجر ي اخیرژنوم  شيرايو هاییتکنولوژ

  ( يانسان  مونوکلونال  یباديآنت  ازجمله )   های باديآنت  مانند  يمختلف

  در(  10)  نترفرونيا  (،9)  (بتالاکتاماز  β  یباکتر)  هاميآنز(،  8،  7،  6)

  CRISPR/Cas9  سیستم مطالعات،  اين   بین، اغلب  اين در  .گرديد  مرغتخم

پرندگان تراريخت   تولید برای ژنومي های ويرايشتکنولوژی ترينکامل را

منجر   CRISPR/Cas9  کیتکنمطالعات   يکي از اين اند. درکرده معرفي

های زايای بدوی جوجه  سلولدر  OVA  لوکوس  در  يحذف  جهش  به

  اند شده دیتول  گوتيهتروز پیژنوت با مريکا هایجوجه و گرديده است

هایِ کوتاهِ پالیندرومِ  تناوب ،  CRISPR/Cas9در واقع، سیستم  (.  11)

با   پروکاريوت  DNA از   خشيب  که  شودمي نامیده ایخوشه   منظمِ   دارِفاصله

سیستم    نوعي  . اين سیستمبنیادين هستند  هایتوالي   کوتاهِ  هایتناوب

 به کشف  را قادر  هاآن  که  رودمي  شمار بهها  پذير در باکتری تطابق  ايمني

DNAکريسپر،   سیستم  از  بخشي  کند.مي  آن   متعاقبا تًخريب  و  يويروس  

زدن و سرانجام  جستجو، برش  توانايي، که  است Cas9 نام  به پروتئیني

  مقاله   نيا  در  نيبنابرا(.  14،  13،  12دارد )  را  ويروس   DNAتخريب  

  CRISPR/CASواسطه  به  يژنوم  شيراي و  یتکنولوژ  عملکرد  به  یمرور 

  شرفت یپ  شيافزا  و  بهبود  یبرا  خت يترا  جوجه  دیتول  در  آن  کاربرد  و

 شود.  پرداخته مي  هاآن  نژاد  اصلاح  و  پرندگان  در  يکیژنت

  مراتب به   مرغ  يکیژنت  راتییتغ  تراریخت:  جوجه  تولید  تاریخچه       

  شرفت یپ گوتيز اي يدسترس مشکل لیدلبه موجودات گريد  به نسبت

تولید پرندگان   روی تحقیقات پژوهشگران در ابتدای .است   داشته ياندک

 های مرسوم انتقال ژن در پستانداران مانند تزريقتراريخته از روش

DNA 1988 سال در. )16، 15استفاده کردند ) هسته تخم،   به پیش  

  بهتر   يدسترس  یبرا ر  بارو  تخم  ن یجن  ازin vitro    کشت  ستمیس  کي

(. اين روش  17) شد داده توسعه يکیژنت اصلاح یبرا  جوجه  نیجن به

دلیل معايب زياد از جمله هزينه بالای اين روش، نیاز به ذبح پرنده  به

تخم و عدم تعداد مناسب سلول تخم موفقیت    دستیابي به سلول  برای

 يجنس نيلا نیاول ،Helen Sang’sگروه بعد سال  چند(. 3آمیز نبود )

  پوسته   کشت  ستمیس  براساس  نجکشنيکروایم  قيطر  از  ختيترار  مرغ

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%DA%A9%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%DB%8C%D8%B3%D8%AA%D9%85_%D8%A7%DB%8C%D9%85%D9%86%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B3%DB%8C%D8%B3%D8%AA%D9%85_%D8%A7%DB%8C%D9%85%D9%86%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%E2%80%8C%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A7%DB%8C_%D9%88%DB%8C%D8%B1%D9%88%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%E2%80%8C%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A7%DB%8C_%D9%88%DB%8C%D8%B1%D9%88%D8%B3
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AF%DB%8C%E2%80%8C%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A7%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%D8%AA%D8%A6%DB%8C%D9%86
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  ي جنس  نيلا  انتقال  فرکانس  اما  دادند،  توسعه Perry روش  نيگزيجا

که مرحله    کردند  پیشنهاد سپس پژوهشگران .(18، 17، 15)  بود نيیپا

x  تمايز نیافته، بهترين   زيادی سلول با مورفولوژی تعداد دلیلروياني به

ای  گونه  به   (.19)  شود مي محسوب تراريخت  هایجوجه تولید  مرحله برای

  بلاستودرم )مرحله  مرحله  هایسلول  دستکاری   از  محققان با استفاده  که

x  )  .شدند تراريخت  پرندگان  تولید  به  موفق  شده  بارور  تازه   تخم 

  مر يکا  پرندگان  دیتول  ييتوانا  با  يروسيو  وکتور  از  استفادهچنین  هم

 نيیپا(  9/0  تا  7/0)  هنوز  ژن  انتقال  يفراوان  اماشد،    عنوان  تراريخته

  انتقال  و کشت ۀواسطبه م،یرمستقی غ  یهاروش   . درنهايت(20، 9) بود

)نیجن  یاد یبن  یهاسلول   به  ژن  ی بدو  یا يزا  یهاسلول   (ESCsي 

(PGCs)  الیاسپرماتوگون  یاد یبن  یهاسلول  و ( (SSCs   مقالات   در  زین  

  های سلول  گريد به  نسبت PGCs (. در اين بین،21)  است  شده  گزارش

  نتاج  به يکیژنت اطلاعات انتقال  يژگيو حفظ توانايي پرندگان یادیبن

دارا است    را  مريکا  دیتول  یبالا  راندمان   و  يکیژنت  یدستکار  تیقابل  و

  روی   مرغ  ژنوماصلاح    یبرا   محققان  ریاخ  هایدهه  در(، بنابراين  18)

  مورد  در  گزارش  نیاولگونه که، بدين .شدند متمرکز PGCs یها سلول

  شده  داده کشت  PGCsبه ژن انتقال  قيطر  از مريکا هایجوجه دیتول

 GFP ژن  هاآن(.  22)  شد  گزارش  همکاران  و  Van de Lavoir  توسط

  شده،   ژن  ترانس   PGCsانتخاب  از  پس  و  دادند  انتقال   PGCsبه  را

  حاصله  تراريخت  پرندگان  و  دادند  انتقال  رندهيپذ  نیجن  به  را  هاآن

  شدن   وارد  راندمان  اما.  داشتند  را GFP به  مثبت  نتاج  دیتول  ييتوانا

  در  GFP ژن  انیب  و  بود  نيیپا  ، شده  داده  کشت   PGCsبه GFP ژن

  ادامه   در  (.22)  کرد  دایپ  کاهش  و  سرکوب  زین  ژن  شدن  خاموش  اثر

  از   استفاده  که   ژن  انتقال  ترنينو  هایروش  از  استفاده  با  مشکل  نيا

  بهبود   ي بود،مرغ PGCs کشت  و(،  24،  23)  روسيو  يلنت  یوکتورها 

(  درصد 2/52) مناسب ژن انتقال راندمان با انگذاریبن پرندگان و  افتي

  ترانسپوزن   هایروش  از  استفاده  با  سپس  .شد  دیتول  شده،  کشت   PGCsبه

Tol2  وpiggyBac ،  انیب GFP  خاموش   اثرات  بدون  شده  داده  انتقال  

)  بهبود  شدن براين،24داده شد    ه يپا  بر  یگر يد  هایروش  (. علاوه 

 و    ZFN،  TALEN  شامل  ژنوم  در  نظر  مورد  ژن  دادن  قرار  هدف

CRISPR/Cas9  ان یب  زانیم  هم  و  انتقال راندمان  هم  که  اندافتهي  توسعه  

 شود.  مي  ها پرداختهتر به آنبیش که در ادامه (24)  بخشنديم  بهبود  را

 های نوین تولید جوجه تراریخت سیستم

  ی عملکرد  مطالعه  لیتسه  یبرا   :Tol2  ترانسپوزون  ستم یس       

  ی برا  مدل  ستمیس  کي  عنوانبه  ،مرغ   نیجن  در  شده  کلون  یهاژن

  به   يخارج  DNA  کردن  وارد  یبرا   يروش  ،دارانمهره  تکوين  مطالعه

  ن يا  اگرچه  (.25)  است  شده  داده  توسعه  ونی الکتروپوراس  با  نیجن

  محدود   منطقه  ک ي  در  شده  يمعرف  ژن  يرحم  خارج  انیب  اجازه  روش

 به  لیتحل  و  هيتجز  نيبنابرا  و  بود  گذرا  آن  انیب  اما  دهد،يم  را  نیجن

.  دندهيم رخ  نیجن رشد  هیاول مراحل  در  که  شوديم  محدود ييهادهيپد

برای ايجاد تغییرات    Tol2  ترانسپوزون  ستمیس  حل اين چالش،  یبرا 

  مداکا   يماه  ژنوم  اين سیستم ابتدا از.  ژنتیکي در جوجه بررسي شد

(Oryzias latipes)،  ی ها ترانسپوزون  مشابه  آن  يتوال  و  شد  ييشناسا  

  گرچه (،  26)  است  Tam3  و  hobo ،  Acيعني  ،hAT  خانواده  به  متعلق

  ی ها ترانسپوزون  به  مربوط  يتوال  یاديز  تعداد  یحاو   اندارمهره  ژنوم

DNA،  خانواده  یهاترانسپوزون  ازجمله  hAT  ،از   کيچیه  اما  هستند  

  خودکار   صورتبه  Tol2  عنصر، اما  ستندین  فعال  يعیطب  طوربه  هاآن

،  (تيلوبایک)  لوبازیک7/4  حدودبا طول    Tol2  عنصر .(27) باشدمي فعال

 ي سيرونو  mRNA  توالي  .(28)  است  ترانسپوزاز  نیپروتئ  کدکننده  ژن  یحاو

  د ی اس  نویآم  649  طولبه  ينیپروتئ  سنتز  تیظرف  یدارا  ژن  از  شده

،  28)  شودمي  رمستقلیغ  Tol2  ساختار  کي  انتقال  است که منجر به

  عنوان گونه است که بهبدين  Tol2واسطه  ژن به   مکانیسم انتقال  .(  29

  و   شودي م  ادغام  چسباندن  و  برش  مکانیسم  قيطر  از  واحد  يکپ  کي

هدف بدون    جايگاه  در  باز  جفت  8با توالي    منجر به ايجاد يک کپي

ژنوم مي بر عملکرد  امر،   ن،يبنابرا  .شودتأثیر  اين  از    برای جلوگیری 

  عناصر   مجاورت  در  شهیهم  میمستق  هایتکرارجفت بازی با    8توالي  

برای استفاده از اين سیستم    (.29شود )گنجانده مي  Tol2  کپارچهي

  کاست  با Tol2 ساختار کي  حاوی که  ید یپلاسم DNA کجوجه، ي  در

  کنترل   تحت  ترانسپوزاز  ژن  یحاو  يکمک  دیپلاسم  کي  و  GFP  انیب

)  CAGGS  پروموتر  کي   الکتروپروپورت   مرغ  نیجن  در(،  30است 

  ادغام   ژنوم  در  ونی الکتروپوراس  از   پس  بلافاصله  Tol2  ساختار.  گرديد

  را  ژنوم ساختار که ييهاسلول در وستهیپ طورهب GFP جهینت در. شد

  ي تکامل  مراحلآخرين    تا  داريپا  GFP  انیب  و شد انیب  ،اندبرگرفته  در

  با   مرغ  در  Tol2  يکروموزوم  انتقالچنین  هم  .)31گرديد )  مشاهده

نیز با     GFPژن گزارشگر  .)31شد )  ديیتأ  بلات  ساترن  ونیداسيبریه

جوجه   PGCsبه   piggyBacو   Tol2های ترانسپوزنروش از ستفادها

موفقیت   شده  داده  انتقال  شدن  خاموش  اثرات  بدون نتايج  آمیزی  و 

  انتقال  روش ،اين  بر  علاوه (.24قبل، مشاهده شد )  هاینسبت به روش

  ارگانوژنز   در  لیدخ  یهاژن  نقش  مطالعه  در  ديبا  Tol2  واسطه  با  ژن

(organogenesis)  کي انی ب یبرا  تیموفق با روش  ني ا. است دی مف مرغ  

  و هیشبک يافق یهاسلول در (cadherin) نيکادر از غالب يمنف شکل

  استفاده   کیتيدندر  مورفوژنز  در  نيکادر  ياساس  نقش  ييشناسا  یبرا 

 ت یاهم  از  ختهيترار  یها نیبلدرچ  و  جوجه  تولید  اگرچه(.  32)  شد

  برخوردار   ييدارو  اهداف  یبرا  و   يتکامل  يشناسستيز  یبرا  ييبالا

  ر يسا  به  نسبت  پرندگان  یهاگونه  در  ختهيترار  یها روش  اما  است،

  ترانسپوزون  ستمیس (.33) است نشده اثبات يخوببه مدل دارانمهره
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Tol2  ی ها نیبلدرچ  و  جوجه  تولید  یبرا   دیمف  یابزار   به  است  ممکن  

 . شود  ليتبد  داريپا  ختيترار

شده استفاده  با  ژنوم  مهندسی          مهندسی  نوكلئازهای    :از 

برای ويرايش ژنوم در چهار گروه مگانوکلئاز   شده مهندسي  نوکلئازهای

   ZFN ،  TALENوابسته ژنوم ويرايش (، سیستمMegaN) شده  مهندسي

ميدسته  CRISPR/Cas9و   از  بندی  گروه  اولین  مگانوکلئاز  شوند. 

را شناسايي    DNAوسیعي از    هایکه توالي  طبیعي هستند  نوکلئازهای

دهند. اما اين سیستم در صورت اختصاصي برش ميکرده و سپس به

بر و  کافي ژنوم، هزينه  جمله عدم پوششبا معايبي از مهندسي ژنتیک

های مورد هدف  های مشخص برای تواليگیر بودن ساخت آنزيموقت

برای ويرايش   دهه اخیر وجود، در(. با اين34) نگرفت استقبال قرار مورد

و    ZFN  ،TALENژنوم شامل   ويرايش هدفمند ژنوم چندين سیستم

CRISPR/Cas9   .شناسايي و مورد بررسي قرار گرفت 

  انگشت   ینوکلئازها   :TALEN  وZFN ژنوم   ویرایش  سیستم        

  ن یدم  ادغام لهیوسهب  که هستند يمصنوع   کنندهمحدود  هایميآنز  ،یرو

  د یتول  DNA  دهندهبرش  نیدم  کي  با  یرو  انگشت  DNA  به  متصل

  خاص است   گاهيجا اندونوکلئاز کي یرو   انگشت  نوکلئاز(. 5شوند )يم

  شده  يطراح خاص هایتیموقع در DNA شکافتن و اتصال یبرا که

  متشکل  که   ، DNA به متصل نیدم شامل  نیپروتئ نیدم  دو یدارا.  است

  ک ي  دوم  نیدم  و  است  یرو  انگشت  و  يوتيوکاري  يسيرونو  عوامل  از

 و  است  FOKI  کننده  محدود  هایميآنز  از   متشکل  که  نوکلئاز،  نیدم

  ي مصنوع  های نیپروتئ  ني بنابرا  (.35)  است   DNA  یزور یکاتال  برش  مسئول

  تحت   يسيرونو  یفاکتورها   رده  از  نیدم  نيچند  ادغام  با  که  هستند

  مستقل   یدهنده  برش  نیدم  کي   به  یرو   انگشت  هاینیپروتئ  عنوان

  ساخته FOKI از IIS نوع محدودکننده اندونوکلئاز به مربوط يتوال از

  مواجه   يمشکلات  با  یرو   انگشت  ینوکلئازها   کهييجاآن   از.  اندشده 

  ن یب  کي  به  کي  رابطه  وجود  کشف  اعلام  با  و  2009  سال  در  بودند،

  ی برا دهایام  ها،آن  اتصال محل DNA  يتوال و TALEN  یتکرار   ينواح

  ن یمحقق  نیب  در  هاژن  قراردادن هدف  یبرا  ديجد  یابزار   یر گیشکل

با استفاده    د،يجد  ابزار  نيا.  گرفت  شکل  ژنوم  يمهندس نهیزم  در  فعال

آنزيم ژنوم مي  نوکلئازهاهای  از  ويرايش هدفمند  به  از    شودمنجر  و 

  جنس  از ياهیگ زایمار یب  یباکتر از DNA کنندهييشناسا یقلمروها 

  FOKI تکیکاتال  قلمرو با دوم  ردهمشابه با  اند.شده   مشتق گزانتوموناس

  برش قادر به  که است ينیپروتئ قتیحق در  ،TALEN کي .شوديم  ادغام

DNA  میترم  از  پس  واست    خاص  گاه يجا  کي  در  DNA  ه یناح  در  

مطالعات    (.37،  36)  شود  منتج  نظر   مورد  ژن   در  رییتغ  به  خورده برش

ها روی پرندگان انجام شده است، در  اندکي با استفاده از اين سیستم

  لوکوس   از  30KB قطعه يکیژنت  حذف   مطالعات به بررسي  يکي از اين 

DDX4  يجنس  کروموزوم یروZ  درPGCs  جفت  کي  با جوجه TALEN 

گیرنده منتقل  جنین به نتاج دیتول یبرا  تراريخت PGCsپرداخته شد و  

  کروموزوم از روی    DDX4  لوکوسداد که   نشان مطالعه اين  جينتا شدند.

تولید مرغد   Zيجنس به  منجر  و  اول حذف شده  نتاج نسل  های  ر 

( گرديد  بهم (.23ناباور  اوالبومین  ژن  ژنتیکي  حذف  وسیله  هچنین 

TALEN  های تراريخت بدون ژن اوالبومین شد  منجر به تولید جوجه

 آوریجمع  در   توان به پیچیدگيها مي های اين سیستمچالش  از(.  38)

يک هاآن دارینگه و   های سلول در هاآن  کدگذاری و  پلاسمید در 

کرد، اشاره  پشت براين علاوه میزبان    چالش  هاآن سرهم تکرارهای 

شود  ويروسي محسوب مي وکتورهای ها درآن بندیبسته برای بزرگي

روش يافت  برای  محققان  تلاش  به  منجر  همانند  که  مؤثرتر  های 

CRISPR-Cas9  ( 23گرديد .) 

  ی تکنولوژ :  CRISPR-Cas9  واسطههب  ژنوم  شی رایو  یتکنولوژ       

 ي قیتطب يدفاع ستمیس ک ي از CRISPR-Cas واسطههب ژنوم شيرايو

  در   خودشان  دفاع  یبرا   هايارک  درصد  84  و  یباکتر  از   درصد  45  در

  های ژن شيرايو  یبرا  آن  از  و  است  گرفته  الگو  دهای پلاسم  و  فاژها برابر

 از   CRISPR-Cas  لوکوس.  (14،  13،  12شود )يم  استفاده  يوتيوکاري

  لوکوس   که  است  شده  لیشکت  Cas  هاینیپروتئ  و  CRISPR  هيراآ

CRISPR در  که DNA های يتوال از شود،يم افتي دیپلاسم  و  کروموزوم  

  از   هاجداکننده  فرد  به  منحصر  های يتوال  لهوسیبه  که  یتکرار   کوتاه

  گر يد يکي(. 1  شکل )   (39)  است  شده  لیتشک اند،شده ک یتفک  گريهمد

  حفاظت   يتوال  کي  حضور  CRISPR  لوکوس  با  مرتبط  هایيژگيو  از

  جهت  به  توجه با CRISPR بالادست در واقع رهبر،  قطعه نامبه شده،

  حضور   ازمندی ن  CRISPR  تیفعال  تينها  در   (.40)  است   يسيرونو

  قرار  CRISPR  مجاورت  در   که  هستند  Cas  هایژن  از  ایمجموعه 

  اغلب  و بوده یضرور يمنيا پاسخ  هاینیپروتئ کردن  کد یبرا  و دندار

  های نیپروتئ و کازهایهل نوکلئازها، همانند کینوکلئدیاس با تعامل در

  ار یبس گروه  دارای Cas  نیپروتئ(. 41) دارند  نقش RNA با افتهي  متصل

  ر يز نيچند با همراه I، و III ،II عمده گروه  سه به که هستند  يمتنوع

  و   Cas1  نیپروتئ  ها،آن   نيترمهم  از(.  42)  اندشده  بندیمیتقس  گروه

Cas2  های نیپروتئ گريد. هستند ریدرگ انطباق مرحله در  که  هستنند  

Cas هایستمیس از يخاص  انواع با تنها CRISPR-Cas هستند همراه ،  

  دوم  نوع ستمیس در Cas9 و کي نوع ستمیس در Cas3 مثال  عنوانبه

 . دارد  را  هدف  يتوال  برش  نقش  سوم  نوع  ستمیس  در  Cas10  و
 

 
 CRISPR/CAS لوكوس از یکیشمات :1 شکل
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  ی عملکرد   میمکانس  :CRISPR-Cas  ستمیس  عمل  سمیکانم        

  ان ی ب  ،(Adaptation)  یسازگار   مرحله  سه  در CRISPR-Cas ستمیس

(Expression)  تداخل  و  (Interference)  ی سازگار  مرحله  در  .شوديم  انجام 

  مرحله  سپس  و افتديم اتفاق CRISPR لوکوس در  ديجد  جداکننده   درج

  حافظه   موجب که  است  تداخل و  انیب مرحله  یبرا  ازنیشيپ  کي تکامل

 يخنث یبرا   يخارج  و  يتهاجم  کینوکلئدیاس سپردن خاطربه و  يکیژنت

به سه   CRISPR  قدرتمند   مکانیسم  نيا  واقع  درباشد.  يم  آن  کردن

ها به  شود که مکانیسم عملکردی آنبندی ميتقسیم  III و  I، IIگروه  

در مرحله اول که تزريق فاژ نامیده  (.  45،  44،  43شرح زير است )

(،  يا پلاسمیدها   باکتريوفاژها)  خارجي ژنتیکي  ناصرع  ورود از  بعدشود، مي

سلول، مرتبطآنزيم  به  ويژه  نام CRISPR های  -Cas   (CRISPRبه 

associated protein  )هایوالي ت جداسازی به منجر spacer هایاز توالي 

protospacer  ژنوم   در  موجود  کريسپر  هایلوکوس   به  سپس  و  شوندمي  

برای شناسايي دقیق .  شوندميمتصل     هاپروکاريوت  در مرحله دوم 

شوند.   مي تقسیم مستقیم تکرارهای  بین هاspacer اين ، CRISPRسیستم

است،    CrRNAدر نهايت در مرحله سوم که مرحله بیوژنز و پردازش  

گونه که در . بدينفرد است  منحصر به  CRISPRبرای هر نوع سیستم

منجر   CRISPR با  مرتبط  ، ريبونوکلئازهایIIIو I نوع   CRISPRسیستم

  CrRNAs چندين یآزاد  که  شوندمي   ، pre-CrRNAرونوشت  شکستن  به

 ، برای تشخیص و تخريببالغ  هایCrRNA  سپس دارد.  پي  در  را  کوچک

  فراخوانده   پروتئیني  هایکمپلکس   افکتورهای  درونبه  هدف  توالي

گر  مداخله  پروتئین  چند از هدف  توالي  شناسايي  تسهیل  برای  که  شوندمي

  Cascade، کمپلکسI  نوع CRISPR در  کنند.مي   استفاده  کنندهتنظیم

شود که يک مجموعه نظارتي  مي  فراخوانده CrRNA با يک مولکول

  گونه  بدينکند. مي   هدف را شناسايي DNA که  است منحصر به فردی

شود  متصل مي آن به و گرفته کاررا به R Cascade لوپ ،Cas3نوکلئاز که

،  IIIنوع   CRISPRاما در سیستمشود.  توالي هدف مي  تخريب و واسطه

CRISPR  هایبه کمپلکس Csm   وCmr     منجر به شکست  متصل و

)مي  ترتیببه   RNAو DNA سوبستراهای ديگر    (.46شود  از سوی 

 شد  ديیتأ  2008  سال  در  يشيآزما   طوربه  II  نوع  CRISPR  ستمیس

 فقط   II  CRISPR  ستمیس  نيا.  دارد  را  مطالعه  نيترشیب  و(  48،  47)

  کنديم کمک CRRNA پردازش  به  که کنديم  استفاده  Cas9 نیپروتئ از

  CRISPR بعامن  .(42) دهديم برش  آن را  و متصل هدف DNAو به 

  ن یپروتئ ،(tracrRNA) ترانس با شده فعال CRISPR RNA  ژن  شامل

Cas9، هایيتوال  و  سریاسپ  CRISPR سمیمکان نيا در. است  هشد  تکرار  

 که دهندتشکیل مي  ديبریه  CRRNA  به  tracrRNA  فرد،  به  منحصر

  مکمل  يتوال و( nt)  دینوکلئوت 20 (NAM) مجاور فیموت عنصر یحاو

tracrRNA ژهي و  یراهنما  هاآن. است  RNA دهنديم لیتشک  را  دوگانه 

  DNA  هدف  يتوال  قطع  و  ييشناسا  یبرا   را  Cas9  کنندههدايت  که

 و  HNH  نوکلئاز،آنزيمي    حوزه  دو   از  Cas9  اندونوکلئاز  DNA.  است

RuvC حوزه. است شده  لیتشک  مناطق هدف برش  برای HNH  نوکلئاز  

  نوکلئاز   RuvC  حوزه  کهيحالدر شکافد،ي م  را  DNA  مکمل  هایرشته

بدين صورت سیستم ويرايش ژنومي    .است  DNA  هایرشته  مخالف

CRISPR-Cas در   موجود نوکلئاز  هایتوسط آنزيمCas برش    منجر به

شود و اين ويژگي منجر به استفاده از  اختصاصي در جايگاه هدف مي

 (. 2است )شکل    گرديده فناوری طیف وسیعي از اهداف زيست آن برای
 

 
 CRISPR-Cas9 (49): مکانیسم عمل سیستم ویرایش ژنوم  2شکل 

 

  ش يراي و  ستمیس  :ختیترار  وریط دیتول  در  CRISPR-Cas  كاربرد       

تولیدبه   CRISPR/Cas9ژنوم برای  وسیعي  تراريخت   طور  پرندگان 

  در   مطالعه  نیاول ای که. به گونه(51،  50،  11اند )کاربرد پیدا کرده 

  مرغ   نیجن  ونی اسيالکتروپور شامل  و شد منتشر  2015  سال در هاجوجه

 يسيرونو  فاکتور  برابر  در   RNAتي هدا  و Cas9 رمزگذار  یدهایپلاسم  با

PAX7 طور  به ستمیس  نيا که  داد نشان وضوح به مطالعه  اين جينتا. بود

  مرغ نیدوم  سپس  (.52)  است جوجه  نیجن  در  ژن  شيرايو  به  قادر  موثری

  در   CRISPR/Cas9يژنوم  شيرا يو  ستمیس  توسط  شده  ژنوم  شيرايو

  افراد  يمنيا  پاسخ  کاهش  یبرا  مطالعه  نيا  در.  شد گزارش  2016 سال

  به   مرغتخم  دهیسف  دی اووموکوئ  و   نیاووالبوم  هاینیپروتئ  به  حساس

 ستمیس  با PGC در  نئیپروت  دو  نيا  در  يحذف  ختيترا  هایمرغ  دیتول

CRISPR/Cas9 سپس پرداختند .PGCs ژن  در  جهش  دارای OVO  به 

  شد  تراريخت هایخروس  تولید  و منجر به شد داده وندیپ رندهیگ  نیجن

  نسل   و گوتيهتروز  اول  نسلي،  وحش   مرغ  که در نهايت در تلاقي با

 CRISPR/Cas9 ستمیسگرديد و نشان داد که    دیتول گوتيهموز  دوم

شود  محسوب مي  جوجه  در  نگیتارگت ژن  یبرا   موثر  و  ساده  روش کي

  با  HDR توسط  (hIFN-b) ي بتاانسان   نترفرونياچنین تولید  هم(. 11)

آمیز بود و منجر  موفقیت  نیاووالبوم گاهيجا  در CRISPR/Cas9 واسطه

  مرغتخم دهیسف در hIFN-b یبالا ريمقاد کنندهها تولیدمرغ به تولید

  ی برا   مطالعه  ن(. اي53گرديد )(  تریليلیم  در  گرميلیم  42/4  -86/1)

  با   مرغ   PGCsدر HDR واسطه   با  ژن  یریگهدف  موفقیت  بار  ن یاول

  زا برون يژن هایکاست انتقال داد.  را نشان CRISPR/Cas9 از  استفاده

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%B1%D9%88%DA%A9%D8%A7%D8%B1%DB%8C%D9%88%D8%AA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A6%D8%A7%D8%B2
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  /CRISPR  ستمیس  از  استفاده  با  مرغ  ستمیس  در  تیموفق  با HDR توسط

Cas9  تيسا  کي   که  ایگونه  به  شد،  بررسي loxP ریمتغ  منطقه  در 

و    شد انتقال داده (IgH) نیمونوگلوبوليا  نیسنگ رهیزنج از (Vمنطقه)

  کي يمعرف  ن،يا  بر علاوه(. 54)  گرديد  شده  شيرايو  جوجه  تولید  به  منجر

  chNHE1 ژن  رد (W38) 38  پتوفانيتر  نهیمآ دی اس  حذف   با  اینقطه   جهش

  HDR اشکال(. 54)  شد  حاصل HDR توسط  یزی آمتیموفق  طوربه مرغ

  ی بازوها  داشتن  ازمندین  و  دارد NHEJ به   نسبت  یترن يیپا  فرکانس

  واسطه   با ژن حذف  رو،نيا  از (.55)  است دهنده ناقل در يطولان يهمسان

NHEJ،  از   ثرترؤم   اریبس HDR ساده   یساختارها   از  و  کندعمل مي  

.  (57،  56)شود  مي  استفاده  مختلف  هایسمیارگان  در  دهنده  وکتور

  2018 سال در جوجه، در NHEJ واسطه با يژنوم شيرايو  مورد  نیاول

  گاه يجا  به  GFPي  انیب  کاست  کي  مطالعه،  نيا  در.  است  شده  گزارش

 میتنظ و DNAJA1 خانواده اول عضو ، DNAJهمولوگ  رخانوادهيز  نیب

  Z  کروموزوم ، در(SMU1)ي  سوزومیاسپل  فاکتور  و  DNA  ریتکث  کننده

  ک ي عنوانبه GFP کننده انیب هایجوجه جهینت  در و  گرفت  قرار  هدف

 نیوستاتیمژن    حذف  آن،  از  پس(.  58)  شد  دیتول  پرندگان  يجنس  مدل

(MSTN)  و G0/G1 switch gene 2 (G0S2) ستمیس  از استفاده  با مرغ در 

CRISPR/Cas9    موفقیت   ش يراي و چنینهم  (.60،  59)  شد  انجامبا 

مرغ منجر   اسپرم هایاز سلول  CRISPR/Cas9واسطه  هب  پرندگان  ژنوم

  بیترتبه  یدرصد   3  حدود  جهش و  درصد  6/26  یر یگهدف  بازده  به

(.  61گرديد ) double sex و DMRT1 هایژن  در  GFPهاینیپروتئ  در

  /CRISPR  با تکنولوژی  جوجه  ياختصاص  وکتور  از  استفادهبنابراين  

Cas9 ان یب یبرا  پرندگان ياختصاص  یپروموترها   که حاویgRNA   و  

مختلف    هایگونه در نژادی بهبود اصلاح به منجر هستند، Cas9 نیپروتئ

  د یتول  سبب  ریاخ  هایشرفتیپای که  به گونه   (.62شود )پرندگان مي

  برابر   در  مقاومت  ها،آن  رشد  مطالعه  منظوربه  ختيترار  هایجوجه

عنوان  چنین سیستم ويرايش ژنوم يهو هم است شده  غیره و  هایماریب

  نيتکو  کنندهمیتنظ يمولکول هایسمیمکان مطالعه یبرا  ارزشمند  یابزار

 شود. محسوب مي شناسيزيست در مطالعات عنوان مدلبه  هاجوجه در

کنند،  مي ژنوم را ويرايش از مناطقي هدفمند صورتبه که ييهاتکنولوژی

  در  ازین  مورد  هایهزينه  کاهش  و  کيیژنت  شرفتیپ  در  مهمي  نقش

چنین با کاهش فاصله هم  و  کندمي  ايفا  قديمي  هایروش  با  مقايسه

  ها آلل بیترک بهترين و  شوندمي یاقتصاد  صفاتبه بهبود منجر نسل

ای  گیرند. به گونهمي  قرار  يکديگر  کنار  در  شرپرو   شرايط  به  بسته  را

ژنتیک و زيست   گرفته در مهندسي های صورتتوجه به پیشرفت که با

  انتقال   یاستراتژ  دور  چندان  نه  ای آينده  دررود که  فناوری انتظار مي

های  پروتئین  کنندهتولید  که  پرندگاني  تخم  به تولید منجر  کامل   طور به  ژن

آنتي   ی سو   ازها هستند، شود.  های مونوکلونال، واکسنبادیدارويي، 

  سطح  در اقتصادی  هایژن  هدفمند  ويرايش ،هابرنامه  اين کنار در ديگر

  و  دام در یجديد  صفاتمنجر به بهبود و يا ايجاد ت یجمع از انبوهي

  محصولات  و  بینوترک  هاینیپروتئ  از  بالايي  سطح  و گردد  موجودات  ديگر

  ديگر  و  تراريخت واناتی ح بخش از  استفاده  با را جهان ازین  مورد  غذايي

   .کرد  دیتول  تراريخت  موجودات
 

 منابع 
1. Thomson, J.A., Itskovitz-Eldor, J., Shapiro, S.S., 

Waknitz, M.A., Swiergiel, J.J. and Marshall, V.S. 

1998. Embryonic stem cell lines derived from human 

blastocysts. Science. 282(5391): 1145-1147.  

2. Meir, Y.J. and Wu, S.C., 2011. Transposon-based vector 
systems for gene therapy clinical trials:  challenges and 

considerations. Chang Gung Med J. 34(6): 565-579. 

3. Nassiry, M.R., Ghovvati, S., Mohammadabadi, M.R., 

Ariannezhad, H. and Doosti, M., 2010. The generating 

methods of transgenic chickens and its potential 
application in biotechnology. Journal of Agricultural 

Biotechnology. 2(2): 122-124. (In Persian) 

4. Essletzbichler, P., Konopka, T., Santoro, F., Chen, D., 

Gapp, B.V., Kralovics, R., Brummelkamp, T.R., 

Nijman, S.M. and Burckstummer, T., 2014. Megabase 

scale deletion using CRISPR/Cas9 to generate a fully 

haploid human cell line. Genome Res. 24: 2059-2065. 

5. Ran, F.A., Hsu, P.D., Lin, C.Y., Gootenberg, J.S., 

Konermann, S., Trevino, A.E., Scott, D.A., Inoue, A., 

Matoba, S. and Zhang, Y. 2013. Double Nicking by 

RNA-Guided CRISPR Cas9 for Enhanced Genome 

Editing Specificity. Cell. 155: 479-480. 

6. Kamihira, M., Ono, K., Esaka, K., Nishijima, K., 

Kigaku, R. and Komatsu, H., 2005. High-level 
expression of single- chain Fv-Fc fusion protein in serum 

and egg white of genetically manipulated chickens by 

using a retroviral vector. Journal of virology. 79(17): 
10864-10874.  

7. Lillico, S., Sherman, A., McGrew, M., Robertson, C., 

Smith, J. and Haslam, C., 2007. Oviduct-specific 

expression of two therapeutic proteins in transgenic hens. 
Proceedings of the National Academy of Sciences. 

104(6): 1771-1776. 

8. Zhu, L., Van de Lavoir, M.C., Albanese, J., 

Beenhouwer, D.O., Cardarelli, P.M. and Cuison, S., 

2005. Production of human monoclonal antibody in eggs 
of chimeric chickens. Nature biotechnology. 23(9):  

1159-1169. 

9. Harvey, A.J., Speksnijder, G., Baugh, L.R., Morris, 

J.A. and Ivarie, R., 2002. Expression of exogenous 
protein in the egg white of transgenic chickens. Nature 

biotechnology. 20(4): 396-399. 

10. Rapp, J.C., Harvey, A.J., Speksnijder, G.L., Hu, W. 

and Ivarie, R., 2003. Biologically active human 

interferon α-2b produced in the egg white of transgenic 
hens. Transgenic research. 12(5): 569-575. 

11. Oishi, I., Yoshii, K., Miyahara, D., Kagami, H. and 

Tagami, T., 2016. Targeted mutagenesis in chicken using 

CRISPR/Cas9 system. Sci. Rep. 6: 23980. 

12. Barrangou, R., 2015. The roles of CRISPR-Cas systems 

in adaptive immunity and beyond. Current Opinion in 
Immunology. 32: 36-41. 



 Journal of Animal Environment, Vol. 14, No. 3, Autumn 2022               1401، پاییز 3، شماره 14زیست جانوری، سال  فصلنامه علمی محیط

467 

13. Barrangou, R. and Marraffini, L.A., 2014. CRISPR/ 

Cas systems: Prokaryotes upgrade to adaptive immunity. 

Molecular Cell. 54(2): 234-244. 

14. Cong, L., Ran, F.A. and Cox, D., 2013. Multiplex 
genome engineering using CRISPR/Cas systems. Science. 

339: 819-823. 

15. Love, J., Gribbin, C., Mather, C. and Sang, H., 1994. 

Transgenic birds by DNA microinjection. Nature 

Biotechnology. 12(1): 60-63.   

16. Sherman, A., Dawson, A., Mather, C., Gilhooley, H., 

Li, Y., Mitchell, R., Finnegan, D. and Sang, H., 1998. 

Transposition of the Drosophila element mariner into the 

chicken germ line. Nat Biotechnol. 16: 1050-1053. 

10.1038/3497 

17. Perry, M.A., 1988. Complete culture system for the chick 

embryo. Nature. 331(6151): 70-72. 

18. Nakamura, Y., Usui, F., Ono, T., Takeda, K., 

Nirasawa, K. and Kagami, H., 2010. Germline 

replacement by transfer of primordial germ cells into 

partially sterilized embryos in the chicken. Biology of 
reproduction. 83(1): 130-137. 

19. Maeda, T., Yamakawa, Y., Masuda, K. and Terada, 

T., 1997. Distribution of blastodermal cells transferred to 

chick embryos for chimera production using windowed 
eggs. British Poultry Science. 38: 241-242. 

20. Mozdziak, P., Borwornpinyo, S., McCoy, D. and 

Petitte, J., 2003. Development of transgenic chickens 

expressing bacterial β‐galactosidase. Developmental 

Dynamics. 226(3): 439-445. 

21. Park, T.S., Kang, K.S. and Han, J.Y., 2013. Current 

genomic editing approaches in avian transgenesis. 

General and comparative endocrinology. 190: 144-148. 

22. Van de Lavoir, M.C., Diamond, J.H., Leighton, P.A., 

Mather-Love, C., Heyer, B.S., Bradshaw, R., 

Kerchner, A., Hooi, L.T., Gessaro, T.M. and 

Swanberg, S.E., 2006. Germline transmission of 

genetically modified primordial germ cells. Nature. 441: 

766-769. 

23. Macdonald, J., Taylor, L., Sherman, A., Kawakami, 

K., Takahashi, Y., Sang, H.M. and Mcgrew, M.J., 

2012. Efficient genetic modification and germline 

transmission of primordial germ cells using piggyBac and 

Tol2 transposons. Proc Natl Acad Sci USA. 109:  
E1466-E1472. 

24. Park, T.S. and Han, J.Y., 2012. PiggyBac transposition 

into primordial germ cells is an efficient tool for 

transgenesis in chickens. Proceedings of the National 
Academy of Sciences. 109(24): 9337-9341.   

25. Momose, T., Tonegawa, A., Takeuchi, J., Ogawa, H., 

Umesono, K. and Yasuda, K., 1999. Efficient targeting 

of gene expression in chick embryos by micro 

electroporation. Dev Growth Differ.  

26. Koga, A., Suzuki, M., Inagaki, H., Bessho, Y. and 

Hori, H., 1996. Transposable element in fish. Nature. 

383: 30-10.1038/383030a0. 

27. Kawakami, K., Koga, A., Hori, H. and Shima, A., 

1998. Excision of the Tol2 transposable element of the 

medaka fish, Oryzias latipes, in zebrafish, Danio rerio. 
Gene. 225: 17-22. 10.1016/S0378-1119(98)00537-X. 

28. Kawakami, K. and Shima, A., 1999. Identification of 

the Tol2 transposase of the medaka fish Oryzias 

latipes that catalyzes excision of a 

nonautonomous Tol2 element in zebrafish Danio rerio. 
Gene. 240: 239-244. 10.1016/S0378-1119(99)00444-8. 

29. Kawakami, K., Shima, A. and Kawakami, N., 2000. 

Identification of a functional transposase of 

the Tol2 element, an Ac-like element from the Japanese 
medaka fish, and its transposition in the zebrafish germ 

lineage. Proc Natl Acad Sci USA. 97: 11403-11408. 

10.1073/pnas.97.21.11403. 

30. Urasaki, A., Morvan, G. and Kawakami, K., 2006. 
Functional dissection of the Tol2 transposable element 

identified the minimal cis-sequence and a highly 

repetitive sequence in the subterminal region essential for 
transposition. Genetics. 174: 639-649. 

31. Sato, Y., Kasai, T., Nakagawa, S., Tanabe, K., 

Watanabe, T., Kawakami, K. and Takahashi, Y., 2007. 

Stable integration and conditional expression of 

electroporated transgenes in chicken embryos. Dev Biol. 
305: 616-624. 10.1016/j.ydbio.2007.01.043.  

32. Tanabe, K., Takahashi, Y., Sato, Y., Kawakami, K., 

Takeichi, M. and Nakagawa, S., 2006. Cadherin is 

required for dendritic morphogenesis and synaptic 
terminal organization of retinal horizontal cells. 

Development. 133: 4085-4096. 10.1242/dev.02566. 

33. Mozdziak, P.E. and Petitte, J.N., 2004. Status of 

transgenic chicken models for developmental biology. 

Dev Dyn. 229: 414-421. 10.1002/dvdy.10461. 

34. Gogarten, J.P., 2006. Inteins, introns, and homing 

endonucleases: recent revelations about the  life cycle of 
parasitic genetic elements. BMC evolutionary biology. 6: 

83-94. 

35. Kim, G.D., Lee, J.H., Song, S., Kim, S.W., Han, J.S., 

Shin, S.P., Park, B.C. and Park, T.S., 2020. Generation 
of myostatin-knockout chickens mediated by D10A-Cas9 

nickase. FASEB J. 34: 5688-5696. 

36. Boch, J., Scholze, H., Schornack, S., Landgraf, A., 

Hahn, S., Kay, S., Lahaye, T., Nickstadt, A. and 

Bonas, U., 2009. Breaking the code of DNA binding 
specificity of TAL-type III effectors. Science. 326(5959): 

1509-1512. 

37. Bosselman, R.A., Hsu, R.Y., Boggs, T., Hu, S., 

Bruszewski, J. and Ou, S., 1989. Germline transmission 
of exogenous genes in the chicken. Science. 243(4890): 

533-535. 

38. Park, T.S., Park, J., Lee, J.H., Park, J.W. and Park, 

B.C., 2019. Disruption of G0/G1 switch gene 2 (G0S2) 

reduced abdominal fat deposition, altered fatty acid 
composition in chicken. FASEB J. 33: 1188-1198. 

39. Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, I., Hauer, M., 

Doudna, J.A. and Charpentier, E., 2012. A 

programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in 

adaptive bacterial immunity. Science. 337(6096):  

816-821. 

40. Redman, M., King, A., Watson, C. and King, D., 2016. 

What is CRISPR/Cas9? Archives of Disease in 

Childhood. 4 and Practice Edition. 101(4): 213-215. 

41. Jansen, R., Embden, J.D., Gaastra, W. and Schouls, 

L.M., 2002. Identification of genes that are associated 
with DNA repeats in prokaryotes. Molecular 

Microbiology. 43(6): 1565-1575. 

42. Makarova, K.S., Haft, D.H., Barrangou, R., Brouns, 

S.J., Charpentier, E., Horvath, P., Moineau, S., 

Mojica, F.J., Wolf, Y.I., Yakunin, A.F., van der Oost, 

J. and Koonin, E.V., 2011. Evolution and classification 

of the CRISPR-Cas systems. Nat Rev Microbiol. 9:  
467-477. 

43. Jiang, F. and Doudna, J.A., 2017. CRISPR-Cas9 

structures and mechanisms. Annu Rev Biophys. 46: 505-

529. 



 ,.Zare et al                                                                                                                                                     و همکاران  زارع

468 

44. Wiedenheft, B., Lander, G.C., Zhou, K., Jore, M.M., 

Brouns, S.J.J., van der Oost, J., Doudna, J.A. and 

Nogales, E., 2011. Structures of the RNA-guided 
surveillance complex from a bacterial immune system. 

Nature. 477: 486-489. 

45. Wright, A.V., Nunez, J.K. and Doudna, J.A., 2016. 

Biology and applications of CRISPR systems: harnessing 
nature's toolbox for genome engineering. Cell. 164:  

29-44. 

46. Patrick, D., Hsu, E., Lander, S. and Zhang, F., 2014. 

Development and Applications of CRISPR-Cas9 for 

Genome Engineering Patrick. Cell. 157(6): 1262-1278. 

47. Brouns, S.J., Jore, M.M., Lundgren, M., Westra, E.R., 

Slijkhuis, R.J., Snijders, A.P., Dickman, M.J., 

Makarova, K.S., Koonin, E.V. and van der Oost, J., 

2008. Small CRISPR RNAs guide antiviral defense in 
prokaryotes. Science. 321(5891): 960-964. 

48. Cribbs Adam, P., Sumeth, M.W. and Perera, S., 2017. 

Science and Bioethics of CRISPR-Cas9 Gene Editing: An 

Analysis Towards Separating Facts and Fiction. Yale 

Journal of Biology and Medicine. 90: 625-634. 

49. Zhang, X.H., Tee, L.Y., Wang, X.G., Huang, Q.S. and 

Yang, S.H., 2015. Off-target effects in CRISPR/Cas9-
mediated genome engineering. Mol Ther- Nucl Acids. 4: 

e264. 

50. Zuo, Q., Wang, Y., Cheng, S., Lian, C., Tang, B., 

Wang, F., Lu, Z., Ji, Y., Zhao, R., Zhang, W., Jin, K., 

Song, J., Zhang, Y. and Li, B., 2016. Site-directed 

genome knockout in chicken cell line and embryos can 

use CRISPR/Cas gene editing technology. G3 (Bethesda). 
6(6): 1787-1792. 

51. Véron, N., Qu, Z., Kipen, P.A., Hirst, C.E. and 

Marcelle, C., 2015. CRISPR mediated somatic cell 

genome engineering in the chicken. Dev Biol. 407(1):  

68-74. https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2015.08.007 

52. Dimitrov, L., Pedersen, D., Ching, K.H., Yi, H., 

Collarini, E.J., Izquierdo, S., van de Lavoir, M.C. and 

Leighton, P.A., 2016. Germline Gene Editing in 

Chickens by E_cient CRISPR-Mediated Homologous 
Recombination in Primordial Germ Cells. PLoS ONE. 11: 

e0154303.  

53. Koslova, A., Trefil, P., Mucksova, J., Reinisova, M., 

Plachy, J., Kalina, J., Kucerova, D., Geryk, J., 

Krchlikova, V. and Lejckova, B., 2020. Precise 
CRISPR/Cas9 editing of the NHE1 gene renders chickens 

resistant to the J subgroup of avian leukosis virus. Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA. 117: 2108-2112. 

54. Rong, Z., Zhu, S., Xu, Y. and Fu, X., 2014. 

Homologous recombination in human embryonic stem 

cells using CRISPR/Cas9 nickase and a long DNA donor 

template. Protein Cell. 5: 258-260. 

55. Auer, T.O., Duroure, K., De Cian, A., Concordet, J.P. 

and Del Bene, F., 2014. Highly eficient CRISPR/Cas 
9-mediated knock-in in zebrafish by homology 

independent DNA repair. Genome Res. 24: 142-153. 

56. Lackner, D.H., Carre, A., Guzzardo, P.M., Banning, 

C., Mangena, R., Henley, T., Oberndorfer, S., Gapp, 

B.V., Nijman, S.M.B. and Brummelkamp, T.R., 2015. 
A generic strategy for CRISPR-Cas9-mediated gene 

tagging. Nat. Commun. 6: 10237. 

57. Lee, H.J., Park, K.J., Lee, K.Y., Yao, Y., Nair, V. and 

Han, J.Y., 2019. Sequential disruption of ALV host 
receptor genes reveals no sharing of receptors between 

ALV subgroups A, B, and J. J. Anim. Sci. Biotechnol. 10: 

23. 

58. Kim, Y.G., Cha, J. and Chandrasegaran, S., 1996. 

Hybrid restriction enzymes: zinc finger fusions to Fok I 

cleavage domain. Proc Natl Acad Sci USA. 93(3):  
1156-1160. 

59. Park, Y.H., Chungu, K., Lee, S.B., Woo, S.J., Cho, 

H.Y., Lee, H.J., Rengaraj, D., Lee, J.H., Song, C.S. 

and Lim, J.M., 2020. Host- pecific Restriction of Avian 
Influenza Virus Caused by Di_erential Dynamics of 

ANP32 Family. J. Infect. Dis. 221: 71-80. 

60. Cooper, C. A., Challagulla, A., Jenkins, K.A., Wise, 

T.G., O’Neil, T.E., Morris, K.R., Tizard, M.L. and 

Doran, T.J., 2017. Generation of gene edited birds in one 
generation using sperm transfection assisted gene editing 

(STAGE). Transgenic Res. 26: 331-347. 

61. Park, T.S., Lee, H.G., Moon, J.K., Lee, H.J., Yoon, 

J.W., Yun, B.N., Kang, S.C., Kim, J., Kim, H., Han, 

J.Y. and Han, B.K., 2015. Deposition of bioactive 

human epidermal growth factor in the egg white of 

transgenic hens using an oviduct-specific minisynthetic 
promoter. FASEB J. 29(6): 2386-2396. 
 

 

 

https://doi.org/10.1016/j.ydbio.2015.08.007

