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Genome editing using targetable nucleases is an emerging technology for precise genome modification in many organisms 
with hight ability and capability. All targeted genome engineering relies on the introduction of a site-specific double-
strand break (DSB) in a pre-determined genomic locus by a rare-cutting DNA endonuclease. Subsequent repair of this DSB 
by non-homologous end joining (NHEJ) or homology-directed repair (HDR) generates the desired genetic modifications 
such as gene disruption, gene insertion, gene correction, etc. Three types of endonucleases, namely ZFNs (zinc finger 
nucleases), TALENs (transcription activator-like effector nucleases), and the CRISPR (clustered regularly interspersed 
short palindromic regions) associated (Cas9) system have been predominantly utilized for gene editing. Targeted genome 
engineering or editing enables researchers to modify genomic loci of interest in a precise manner, which has a turning 
point in medicine, biological research, and biotechnology. Treatment of human immunodeficiency virus (HIV) infection 
with ZFN-mediated CCR5 gene disruption is one of the indicator examples of the ability of ZFNs in genome editing. The 
emergence of TALENs in 2010 has enabled the genome modification of non- model organisms, while the emergence of the 
CRISPR/Cas9 system in 2013 as a revolutionary genome-editing tool has allowed us to anticipate the forthcoming new 
era of genome editing research. Soon, it is likely that tgenome editing also will provide the possibility of treating genetic 
diseases. Genome editing is also hoped to be available for use in the generation of crops and livestock with useful traits. An 
example would be the production of edible fungi resistant to browning by inactivation of the genes encoding polyphenol 
oxidase in 2016 under the non-GMO genetically edited crop plants and production of herbicide-resistant rice and rapeseed 
using CRISPR/Cas9 systems. In this article, we review essential genome editing tools, summarize their applications in crop 
improvement, as well as, next-generation crop breeding and their computational resources will be discussed.
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سازمان  ،یخراسان شمال یعیو منابع طب یو آموزش کشاورز قاتیمرکز تحق
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  دهیچک

استفاده  تغییر دقیق ژنوم در بسیاری از موجودات زنده با دار ژنوم مهندسی هدف
عنوان یک تکنولوژی نوظهور با قابلیت و  شده که امروزه به از نوکلئازهای مهندسی

همه ابزارهای مهندسی ژنوم مبتنی بر ایجاد شکست  .شده، است قدرت بالا مطرح
در جایگاه هدف و سپس ترمیم متعاقب آن از طریق یکی از  (DSBs)ای  دورشته

 (NHEJ)تصال انتهاهای غیرهمولوگ یا ا (HDR)دو مسیر نوترکیبی همولوگ 
هستند که از این طریق قادرند تا تغییرات ژنتیکی مورد نظر و دلخواه را ایجاد 

، (ZFNs)روی  کنند. ابزارهای اصلی ویرایش ژنوم شامل اندونوکلئازهای انگشت
و سیستم  (TALENs)کننده رونویسی  فعال اندونوکلئازهای افکتور شبه

هستند. این قبیل ابزارها با ایجاد تغییرات دقیق  (Crispr/Cas9)کریسپرکاس 
در اطلاعات ژنتیکی برای اهداف مختلف، تحول بزرگی را در علوم مختلف 

اند. بهبود  خصوص پزشکی، تحقیقات بیولوژیک و بیوتکنولوژی ایجاد نموده به
با  CCR5از طریق تخریب ژن  (AIDS)بیماری نقص ایمنی اکتسابی 

دادن قابلیت بالای  منظور نشان های شاخص به یکی از مثال ZFNگری  میانجی ZFNs  در ویرایش ژنوم است. تغییر ژنوم در موجودات زنده غیرمدل با پیدایشTALENs  سیستم ۲۰۱۳پذیر شد. سپس در سال  امکان ۲۰۱۰در سال ، CRISPR/Cas9  باعث شد تا دوره جدیدی از تحقیقات مربوط به ویرایش ژنوم
شود. همچنین  عنوان انقلابی در بیولوژی یاد می طوری که از آن به بهآغاز شود، 

های ژنتیکی را نیز فراهم خواهد آورد.  زودی ویرایش ژنوم امکان درمان بیماری به
های مفید نیز  های با ویژگی انداز ویرایش ژنوم در تولید محصولات و دام چشم

رچ خوراکی مقاوم به توان به تولید قا عنوان مثال می است. به امیدبخش
های کدکننده  کردن ژن شدن اشاره نمود، که این محصول با غیرفعال ای قهوه
نیز از این موارد است. این قبیل محصولات تحت عنوان  CRISPR/Cas9اکسیداز تولید شده است. تولید کلزا و برنج مقاوم به علفکش با سیستم  فنول پلی

اند. در این  نیستند، شناخته شده (GMOs)ای که تراریخته  شده محصول ویرایش
ای از کاربرد آنها در بهبود محصولات  مرور به ابزارهای اصلی ویرایش ژنوم، خلاصه

زراعی و نسل آینده اصلاح گیاهان زراعی و منابع اصلی محاسباتی آنها پرداخته 
  خواهد شد.
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  مقدمه
دار ژنوم از طریق ایجاد تغییرات دقیق در اطلاعات  ویرایش هدف

های  ژنتیکی برای اهداف مختلفی مانند مطالعه کارکرد ژن، مکانیزم
ها  رود. این روش ها به کار می شناسی بیماری آسیببیولوژیکی و 
های غیرقابل  زایی تصادفی که فنوتیپ های جهش برخلاف روش

نمایند، محققین را قادر ساخته تا تغییرات  بینی را ایجاد می پیش
دار ایجاد نمایند. تغییرات مورد نظر  صورت هدف مورد نظر خود را به

جایگزینی هدفدار ژن، دار ژن، درج و  زایی هدف شامل جهش
صورت  کردن بیان ژن و بازآرایی کروموزومی به سرکوب یا فعال

  دار است. هدف

های  طور کلی ویرایش هدفدار ژنوم مبتنی بر ایجاد شکست به
وسیله  اختصاصی جایگاه در ژن هدف به (DSBs)ای  دورشته

شده و سپس ترمیم نهایی این  اندونوکلئازهای مهندسی
یا  (HDR)وسیله نوترکیبی همولوگ  ای به ههای دورشت شکست

است که تغییرات ژنتیکی  (NHEJ)اتصال انتهاهای غیرهمولوگ 
. سازوکار نوترکیبی همولوگ [1]کنند مورد نظر و دلخواه را ایجاد می

کروماتید خواهری  DNAطور طبیعی از اطلاعات مندرج در  سلول به
کند. در حالی که در  عنوان الگو برای ترمیم شکست استفاده می به

های کوچک  سازوکار اتصال انتهاهای غیرهمولوگ، حذف یا درج
های تغییر چارچوب و درنهایت تخریب ژن  منجر به جهش

  .[2]شوند می
روی  سه کلاس اصلی از اندونوکلئازها شامل اندونوکلئازهای انگشت (ZFNs) [3]کننده رونویسی  فعال ، اندونوکلئازهای افکتور شبه (TALENs) [4]  و سیستم کریسپر(Crispr/Cas9) [5] عنوان  به

  ابزارهای اصلی در مهندسی ژنوم مطرح هستند:
 (ZFNs)روی  نوکلئازهای انگشت - ۱

بود  DNAروی که دارای تمایل اتصال ویژه به  اولین موتیف انگشت
در زنوپوس توسط  TFIIIAبرداری  فاکتور نسخهعنوان قسمتی از  به
تری  تاریخچه کوتاه ZFNs. با این وجود [6]کشف شد ۱۹۸۵در  میلر

روی  ، اولین نوکلئاز انگشتمیلرسال پس از  ۱۵طوری که  دارند، به
ترین موتیف  فراوان Cys2 Hys2. موتیف [7]اختصاصی کشف شد

در ژنوم انسان است. در این موتیف، هر دمین  DNAمتصل به 
اسیدآمینه است که از دو صفحه بتا موازی  ۳۰روی شامل  انگشت

ناهمسو مقابل یک آلفاهلیکس تشکیل شده است و یک اتم روی 
 ZFNs . در[8]کند پیوند غیرکووالان برقرار می (Cys2 Hys2)دارد که با دو اسیدآمینه سیستئین و دو اسیدآمینه هیستیدین 

متشکل از سه یا چهار ماژول با یک ساختار  DNAجایگاه اتصال به 
روی، یک  روی است. یک مارپیچ آلفا در هر دمین انگشت انگشت

. بنابراین [8 ,6]کند را شناسایی می DNAتایی از  توالی اختصاصی سه
 .باز است جفت۹یک جایگاه هدف با سه ماژول قادر به شناسایی 

های  توان دمین ویژگی ماژولاریتی می همچنین با توجه به
شده توالی  تعیین را برای اتصال به مناطق ازپیش (ZF)روی  انگشت DNA دار طراحی  صورت هدف در جایگاه ژنومی مورد علاقه به
های مجاور بر هم دیگر  افزایی ماژول . اگرچه اثرات هم[9 ,3]نمود
 شده را مشکل طراحی ZFNsبینی کارآیی واقعی هر  پیش
  .[10]کند می

روی متصل به دمین  شامل یک پروتئین انگشت ZFNsموتیف 
عنوان  هستند که در ابتدا به FokIدهنده آنزیم محدودکننده  برش
نام گرفت  ZFNsگذاری و بعد  های محدودکننده شیمر نام آنزیم

کشف شد و کارکرد آن به  ۱۹۸۱در سال  FokI). آنزیم ۱(شکل 
که شامل دمین  FokIهای آنزیم  مین. د[11]صورت همودایمر است

شناسایی و دمین برش است در جایگاه هدف، برش ایجاد 
  .[3]کنند می
، دو مسیر ZFNگری  های یوکاریوتیک بعد از برش با میانجی سلول

کنند. مسیر اول نوترکیبی  را برای ترمیم شکست انتخاب می
یم همولوگ است که در آن با توجه به این که برش ناشی از آنز

شود،  رفتن قسمتی از اطلاعات در ناحیه برش می منجر به ازدست
دیده با سازوکار کپی و  رفته در منطقه آسیب های ازدست توالی

کروماتید  DNAچسبانیدن با استفاده از اطلاعات مندرج در 
شود. مسیر دوم اتصال  طور کامل برگشت داده می خواهری به
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است که مستعد خطا است و اغلب  (NHEJ)انتهاهای غیرهمولوگ 
باز  تعداد کمی جفت (InDel)های کوتاه  شدن یا حذف باعث اضافه

  .[12]شود باز) در ناحیه شکست می جفت۲۰تا  ۱۰(
برابر کمتر از مسیر  HDR۱۰۵ -۱۰۶در گیاهان فراوانی مسیر ترمیم  NHEJ همچنین مسیر [13]است .HDR  فقط طی فازS/G2  از

عنوان الگو  دهد که کروماتیدهای خواهری به تقسیم سلولی رخ می
دیده حضور دارند. بنابراین کارآیی مسیر  برای ترمیم قسمت آسیب HDR شده کمتر از مسیر  های تقسیم خصوص در سلول بهNHEJ 

 یا یمدر حال تقس یها در سلول NEHJ یرمس در مقابل. [14]است
منجر به حذف و  یاختصاصیرطور غ شده فعال است و به یمتقس

. همچنین [15]شود یزدن چارچوب خواندن م ها و برهم اضافه در ژن
، Kuهای  شامل پروتئین NHEJاجزای اصلی درگیر در مسیر ترمیم  DNA-PKcs کمپلکس ،Artemis:DNA-PKcs ،Pol mu ،Pol lambda نوکلئوتیدکیناز  و پلی(PNK) [16]  و در مسیرHDR 

  .[17]هستند Rad51و  RecAشامل 
از  HDRو  NHEJ یرهایبه مس یوابستگها را بدون  ویرایش ژن

توان انجام داد. در سیستم ویرایش باز  طریق جایگزینی بازی نیز می
از طریق جایگزینی  dCas9از طریق ادغام سیتیدین دآمیناز به 

توان با دقت و کارآیی بالا در جایگاه هدف  سیتوزین با تیمین می
ای ایجاد نمود. در این سیستم که اخیراً ایجاد شده  جهش نقطه

ای و رشته الگوی دهنده ندارد و  های دورشته نیازی به شکست
های گیاهی و  ها در سلول بنابراین پتانسیل بالایی برای اصلاح ژن

  ).۱(شکل  [19 ,18]ی داردجانور
  

 
از راست و چپ که هر کدام  یشامل مونومرها ZFN : یکZFNساختار  )۱ شکل
 یمو آنز (ZFPs) یرو انگشت ینپروتئ چهارسه تا  شاملطور معمول  آنها به

. هر است ،دهد یبرش م یمردا یلرا هنگام تشک DNA که FokIمحدودکننده  ZFP از  ییتا سه یاختصاص یتوال یکDNA کند. یم ییرا شناسا  
  

ها دربردارنده  های کدکننده پروتئین ٪ از ژن۲داران تقریباٌ  در مهره
هستند که قابلیت اتصال به دامنه وسیعی از  C2H2های  دمین
ها اهداف  ، بنابراین این دمین[20]های نوکلئوتیدی را دارد توالی
که به  DNAهای متصل به  ای برای طراحی پروتئین بالقوه
شوند، هستند. مشخص  شده مورد نظر متصل می های تعریف جایگاه

 اختصاصیت که شوند مهندسی طوری توانند می ZFsشده است 
 مهندسی برای مختلفی های بنابراین روش .[21]کند تغییر آنها

های  یکی از جنبه همچنین. شدند ایجاد ZFs اتصال اختصاصیت
روی اختصاصیت آنها است  مهم در استفاده از نوکلئازهای انگشت
های غیرهدف موجب ایجاد  که از طریق ایجاد برش در جایگاه

دیگر باعث ایجاد سمیت های ناخواسته و به بیان  جهش
های  های ناخواسته، در دمین . علاوه بر جهش[22]شود می

دلیل اثرات وابسته به محتوی بیرونی و درونی  روی به انگشت
های مجاور که کارآیی و اختصاصیت آن را تحت تاثیر قرار  انگشت
را  DNAدهد ظرفیت محدودی را در هدف قراردادن هر توالی از  می
  .[23]دارند

  ZFNsاختصاصیت  - ۱- ۱
نه فقط قابلیت  DNAشونده به  های متصل طور کلی پروتئین به

های هدف با تمایل بالا بلکه قابلیت اتصال به  اتصال به جایگاه
های خارج از هدف با تمایل کمتر را نیز  های مشابه یا جایگاه جایگاه

های  دارند. در این حالت اثرات خارج از هدف منجر به جهش
. بنابراین برای ویرایش دقیق ژنوم [24]شود ته و سمیت میناخواس

انتخاب نوکلئازهای هدفدار با اختصاصیت بالا بسیار اهمیت دارد. 
برای  FokIهای نوکلئاز  در این خصوص با توجه به این که دمین

گیری  صورت دایمر باشند، بنابراین برای شکل ایجاد برش باید به
متصل به  ZFNی باید دو مولکول رو نوکلئازهای عملکردی انگشت DNA گیری مناسبی نسبت به هم  هدف در فاصله نزدیک و جهت

. همچنین اختصاصیت به مقدار زیادی بستگی به اتصال [25]باشند
گیری و فاصله مناسب از  ها با جهت جایگاه به نیم ZFNsدرست دو 

اجازه دایمرشدن و برش توالی  FokIهای  یکدیگر دارد که به دمین
  .[26]دهند مابین خود را می

منظور افزایش اختصاصیت و کاهش سمیت  های مختلفی به روش
 چندتاییهای  عنوان مثال استفاده از آرایه اند. به ایجاد شده
با تمایل بالاتر  DNAتواند منجر به اتصال به  روی می انگشت
های هدف و غیرهدف با سه و چهار  در یک بررسی که برش .[27]شود

با چهار جفت  ZFNروی ایجاد شد، مشخص شد که  گشتجفت ان
تری را ایجاد  های هدف بالاتر و خارج از هدف پایین انگشت، برش

تواند  های بیشتر همیشه نمی دمین، هرچند که [28]نماید
عنوان مثال مقدار بالایی از  اختصاصیت بیشتر را تضمین کند. به

با پنج جفت  ZFNsهای موش با  برش خارج از هدف در سلول
های  . تغییر طول رابط بین دمین[29]انگشت مشاهده شد

منجر به تغییر در نیاز فضایی در  FokIروی و دمین  انگشت
های  تواند قرارگرفتن جایگاه شود که این امر نیز می جایگاه می نیم

. علاوه بر این برای [30]برش هدف و غیرهدف را تحت تاثیر قرار دهد
هایی از  توان واریانت های خارج از هدف می رشرساندن ب به حداقل

ایجاد نمود که تنها ساختار هترودایمر تشکیل دهند و  FokIآنزیم 
. مشخص شده است [26]همودایمرهای حاصل از آن ناپایدار باشند

طور غیرمتناسبی دارای فعالیت در  که همودایمرها عملاٌ به
اهکار برای افزایش های خارج از هدف هستند. بنابراین یک ر جایگاه

. گزینه دیگر [22]اختصاصیت جلوگیری از ایجاد همودایمرها است
هایی است که  برای کاهش فعالیت خارج از هدف، استفاده از آنزیم

 ZFNickasesکنند. نشان داده شده است که  فقط درز ایجاد می
را در جایگاه هدف تحریک کند. در این حالت  HDRتواند مسیر  می

شود و سلول  آنزیمی یکی از مونومرها، یک درز ایجاد می با فعالیت
برای ترمیم آن در بیشتر موارد از سازوکار نوترکیبی همولوگ 

روی، فعالیت کاتالیتیکی  . در نیکازهای انگشت[18]کند استفاده می
های آنزیم از دست رفته است اما این امر تاثیری بر  یکی از دمین

  فرآیند دایمریزاسیون ندارد.
  ZFsهای طراحی  روش - ۱- ۲

روی  های انگشت های مختلفی برای طراحی و ساخت پروتئین روش
اغلب محققین شیوه ساده برای بندی ماژولار  سرهموجود دارد. 

صورت جداگانه  روی اختصاصی به های انگشت است که در آن دمین
تایی ساخته شده و سپس به هم متصل  برای هر توالی سه

این روش بر این اساس استوار است که هر ماژول  .[31]شوند می
های مجاور به جایگاه شناسایی خود متصل  طور مستقل از ماژول به
دهد  ای را می های جداگانه شود که این امر اجازه تولید انگشت می

تریپلت ممکن را  ۶۴که هر کدام از آنها قادر به اتصال به هر یک از 
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بندی ماژولار فعالیت ویرایشی  مبتنی بر سرهم ZFNsدارد. اگرچه 
بهترین ضعیف و سمیت بالایی داشته و همچنین ممکن است  ZFsدلیل وابستگی  ها در زمان انتخاب آنها از کتابخانه تصادفی به

منظور جلوگیری از این  . بناراین به[23]به زمینه از دست بروند
. [32]ایجاد شد (CoDA)کردن وابسته به زمینه  موضوع روش سرهم

که در  F2F3و  F1F2در این روش دو واحد انگشت دوتایی مانند  F2 های  با یکدیگر مشترک هستند برای ساخت آرایهCoDA  به کار
، [33]شوند انتخاب می ZiFDBروند. واحدهای مذکور از پایگاه  می
کننده توالی  شناسایی( F1F2 CoDAعنوان مثال واحد  به (3`GAGGGG  به واحدF2F3 CoDA شناسایی)  3کننده توالی`- GGGGTGتایی  ) متصل شده و منجر به ایجاد یک آرایه انگشت سه

کند،  شناسایی می (GAGGGGGTG-`3)را  که توالی جدید
  .[33]شود می
 (TALENs)کننده رونویسی  فعال نوکلئازهای افکتور شبه - ۲

های  ها فاکتورهای رونویسی در باکتریTALEsدر طبیعت 
هستند  (Xanthomonas)س نتومونازازای گیاهی جنس  بیماری

، (NTR)ترمینال - Nاند: ناحیه  که از سه بخش اصلی تشکیل شده C - ترمینال(CTR)  و دمین اتصال بهDNA (DBDs)  که از
 Nپیوسته تشکیل شده است. توالی انتهای  هم تکرارهای چندگانه به

دارای پپتیدهای  Cدارای پپتیدهای ترشحی و توالی انتهای 
). این ۲هستند (شکل  (NLS)ای  یاب هسته سیگنال موقعیت

به جایگاه هدف  TALEsپپتیدها برای انتقال به هسته که در آن 
 (ED)برداری را از طریق دمین افکتور  خود متصل شده و نسخه

از طریق  TALEsهای  ین. پروتئ[4]کنند مورد نیاز هستند تنظیم می
های میزبان وارد  سیستم ترشحی باکتریایی تیپ سه به داخل سلول

های  متصل و بیان برخی از ژن DNAشده و به توالی اختصاصی 
. [34]دهند سازند را افزایش می میزبان که گسترش پاتوژن را قادر می

از  ۲۰۰۹در  TALEهای  وسیله پروتئین به DNAسازوکار شناخت 
های  سیلیکو با استفاده از مجموعه بزرگی از توالی تجزیه اینطریق 

های هدف آنها  و توالی DNAهای اتصال به  آمینواسیدی دمین
. در این بررسی مشخص شد که دو آمینواسید [36 ,35]شناخته شد

تایی آمینواسیدی ۳۴در هر واحد  ۱۳و  ۱۲های  کلیدی در موقعیت
ها در میان واحدهای  در شناخت هدف درگیر هستند. این موقعیت

عنوان متغیر تکراری با ریشه  شدت متغیر است و به تکراری به
  .[35]شود می شناخته (RVD)دوگانه 

  

 
راست و چپ از  یشامل مونومرها TALEN : یکTALEN ساختار )۲شکل 
 یمردا یلرا هنگام تشک DNAکه  FokIمحدودکننده  یمآنز و TALE یها ینپروتئ
 اختصاصی توالی یک TALE پروتئینهر  یستمس ین. در ااست ،دهد یبرش م
 کند. یم ییرا شناسا DNAاز  منفرد

  
، NI ،NGآنها شناسایی شده است که در میان  RVD ۲۳حداقل  NN  وHD ترتیب نوکلئوتیدهای  بوده و بهتر  رایجG ،T ،A  وC  را

 RVDبودن چهار  کنند. اختصاصی طور اختصاصی شناسایی می به
افکتورهای مصنوعی  TALباعث شد تا بتوان از آنها برای ساخت 

. در [36 ,35]منظور هدف قراردادن توالی مورد نظر استفاده نمود به

یک نوع پروتئین ترکیبی شامل افکتور  TALENsمهندسی ژنوم  TAL  و دمین برش اندونوکلئازFokI صورت دایمر است، که از آن  به
شود. هر تکرار در  منظور برش در جایگاه هدف استفاده می به TALENs  اسیدآمینه است که هر کدام یک  ۳۵تا  ۳۰شامل

ین کند و با توجه به این که آخر نوکلئوتید خاص را شناسایی می
. [36 ,35]شود تکرار گفته می اسیدآمینه دارد به آن نیم ۲۰تکرار تنها 

طور معمول بزرگ است (بیش از  به TALENsاندازه سازه 
های  که این موضوع از نظر قرارگرفتن در ناقل باز) کیلوجفت۵

  ).۲(شکل  [37]مشخص محدودیت ایجاد نماید
 TALENsاختصاصیت  - ۲- ۱

فعالیت ویرایشی  TALENsدهد  ها نشان می بسیاری از بررسی
بیشتر و سمیت کمتر و به بیان دیگر اختصاصیت بیشتر و اثرات 

. در این سیستم [38]دارد ZFNsخارج از هدف کمتری را نسبت به 
وسیله  هر تکرار با یک باز اثر متقابل داشته و اختصاصیت آن به RVDs به این که . با توجه [36]شود تعیین میFokI صورت دایمر  به

گیری و  جایگاه با جهت به دو نیم TALENsکند، اتصال دو  عمل می
 .[26]فاصله مناسب از یکدیگر عامل مهمی در اختصاصیت است

با ایجاد  TALENickasesتوان از طریق تولید  همچنین می
که در آن جایگاه کاتالیتیک یکی از  FokIهترودایمرهایی از 

  .[39]مونومرها دچار جهش شده، اثرات خارج از هدف را کاهش داد
 TALENsهای ساخت  روش - ۲- ۲

تر بوده و فاقد  ساده TALEsکدهای شناسایی  ZFsدر مقایسه با 
دلیل وجود  بهوابستگی به هر نوع اثرات وابسته به زمینه است. 

 و نوکلئوتید مورد نظر، RVDهر رابطه ساده یک به یک بین 
 .[36 ,35]توانند طراحی شوند آسانی می به TALEهای  دمین
 یتبه روش گلدن گ یساز بر همسانه یمبتن یبند سرهم - ١- ٢- ٢

(Golden Gate Cloning-Based Assembly) 
های  ، آنزیمTALEدر این روش از آرشیوی از واحدهای تکراری 

ها و مجموعه  . ترکیب این آنزیم[40]شود لیگاز استفاده می DNAمحدودکننده نوع دو که جایگاه برش و اتصال متفاوتی دارند و 
تکرار را در یک واکنش با  ۱۰مناسبی از پلاسمیدها قادر است دو تا 

ساخت های مختلف  از میان روششده متصل کند.  یک نظم تعریف TALENs وسیله بسیاری  این روش ساده، سریع و ارزان بوده و به
  .[40]شود از محققین استفاده می

 یتگ به روش گلدن PCRبر  یمبتن یبند سرهم - ٢- ٢- ٢
(Golden Gate PCR-Based Assembly)  

در این روش واحدهای تکراری ابتدا با استفاده از چهار پلاسمید 
شوند. هر کدام از این پلاسمیدها، کدکننده یکی از  تکثیر می

ترتیب  هستند که به NNو  HD ،NI ،NGواحدهای تکراری 
کنند  طور اختصاصی شناسایی می را به Cو  G ،T ،Aنوکلئوتیدهای 

بودن  اختصاصی. [41]وندش توسط پرایمرهای مناسب تکثیر میو 
 TALشود تا بتوان از آنها برای ساخت  باعث می RVDچهار 

منظور هدف قراردادن توالی مورد نظر  افکتورهای مصنوعی به
شوند و سپس در  قطعات تکثیرشده تخلیص میاستفاده نمود. 

سر هم  گیت سازی به روش گلدن همسانهروش مرحله با اولین 
تکثیر شده و در  PCRوسیله  شده مجدداً به شوند. قطعات متصل می

روند. این روش در مقایسه با  کردن به کار می بندی مرحله دوم سرهم
  بندی مبتنی بر کلونینگ نیاز به پلاسمید و زمان کمتری دارد. سرهم
  (REAL)های محدودکننده  کردن با آنزیم سرهم - ۲- ۲- ۳

و سپس مجموعه از تکرارهای  TALEدر این روش ابتدا دو تکرار 
دوتایی به یکدیگر متصل شده و این عمل به همین ترتیب ادامه 
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است،  TALENsکردن  ترین روش سرهم یابد. این روش ساده می
تر است. در حالت  دلیل مراحل زیاد کلونینگ، طولانی اما به

جای استفاده از  به REAL-Fastبهبودیافته این روش با نام 
تایی استفاده ٤- ٢ساخته  های پیش واحدهای تکی، از ماژول

  .[42]شود می
مبتنی بر اتصال سریع  فاز جامد خودکارسیستم  - ٢- ٢- ٤

(FLASH) 
 REAL-Fastکاررفته در این روش تقریباً مانند روش  تکرارهای به

کردن واحدهای تکراری است که  تفاوت اصلی در سرهم .[43]است
شود. در این روش ابتدا یک  های مغناطیسی انجام می روی دانه

ساخته چهارتایی  دارشده با بیوتین و یک ماژول پیش برچسبواحد 
های مغناطیسی پوشیده با  با هم متصل شده و به دانه

، برش و سازی شوند. پس از آن خالص استرپتاویدین آویزان می
  شود. انجام می TALEsکردن  اتصال سریالی برای سرهم

  CRISPR-Cas9سیستم  - ۳
 [44]کشف شد اشریشیا کلیبار در ژنوم  این سیستم که برای اولین

عنوان یک نوع سازوکار مبتنی  ها به ها و آرکی در بسیاری از باکتری
ها و  بر ایمنی اکتسابی در برابر ژنوم عوامل بیگانه مانند ویروس

در سه گروه  CRISPR-Cas. سیستم [46 ,45]کند پلاسمیدها عمل می
شود که هر کدام از آنها دارای  بندی می طبقه (I, II, III)اصلی 

های  دی مشخص و خانواده ژنی مرتبط با پروتئینسازوکار عملکر Cas طوری که نوع  مربوط به خود هستند. بهI  وIII  چندین
برند، در حالی  را برای فعالیت اندونوکلئازی به کار می Casپروتئین 
به این منظور استفاده  (Cas9)تنها از یک پروتئین  IIکه نوع 

ابقه دائمی که بین انگل و دلیل مس . از دیدگاه تکاملی به[47]کند می
وجود دارد، سرعت تغییر و  CRISPR-Cas9میزبان در سیستم 

صورت تنوع ساختاری و کارکردی بسیار بالا است. بر  بهتحول در آن 
بندی اخیر سیستم کریسپر به دو کلاس (یک و  این اساس در دسته

  .[48]تقسیم شده است (Ⅰ-Ⅵ)دو) و شش تیپ 
که از  IIبیشترین مطالعات مربوط به مهندسی ژنوم در سیستم نوع 

 (S. pyogenes; SpCas9) پیوژنز استرپتوکوکوسباکتری 
مربوط به نیاز  IIیشده، انجام شده است. مزیت سیستم نوع  مشتق

برای فعالیت نوکلئازی است. این  (Cas9)آن به فقط یک پروتئین 
عنوان  که به crRNAشامل  RNAسیستم همچنین به دو نوع 

شدن با توالی ژنومی هدف عمل  برای جفت Casراهنمای پروتئین 
برای  crRNAکننده ترانس  عنوان فعال که به tracrRNAکند و  می

به جایگاه مورد نظر دارای اهمیت است،  Cas9بلوغ و فراخوانی 
 tracrRNA:crRNA). ادغام دو توالی ۳(شکل  [49 ,47]نیاز دارد

که دربردارنده  sgRNAتوالی کایمری تحت عنوان  صورت یک به
است، باعث شد تا استفاده از این  RNAهای هر دو نوع  ویژگی

طوری که در انسان  . به[49]پذیر شود سیستم در ویرایش ژنوم امکان
های ژنتیکی  منظور درمان بیماری به CRISPR-Cas9از سیستم 
دوشن  یعضلان وفییستردعنوان مثال بیماری  . به[50]استفاده شد
 یهناح یببود که حذف و تخر یاز موارد یکی) DMD(به اختصار 

 یانب یسپر باعث شد تاکر یلهوس هب یستروفیند یافته جهش
طور قابل  به یبرگشته و عملکرد عضلان ییبه سطح بالا یستروفیند
دربردارنده  CRISPRهای  . جایگاه[51]یابدبهبود  یا حظهملا

انداز هستند. تکرارهای پشت سر  تکرارهای پشت سر هم و فاصله
انداز منشاگرفته از  های فاصله های یکسان و توالی هم شامل توالی

همراه با  CRISPR. جایگاه های [53 ,52]ژنوم عوامل بیگانه است
 DNAایمنی اکتسابی را در برابر  (Cas)های مربوطه  پروتئین

از تهاجم  یکروارگانیزمم یککه  یدر صورت. [46]کنند مهاجم ایجاد می
در آن توانسته است  یسپرکر یستمس ،پاتوژن در امان بماند یک
 یداده و از آن برا یجا خودمهاجم را در ژنوم  DNAاز  یا قطعه

در این سیستم باکتری  .یداستفاده نما یبعد یها مقابله با تهاجم
مهاجم در ناحیه   DNAاز طریق تلفیق قطعات کوتاهی از 

برداری از آن در  و نسخه CRISPRهای  انداز جایگاه فاصله
، همراه CRISPR RNA (crRNA)های بعدی تحت عنوان  تهاجم

  .[53 ,52 ,45]کند ژنوم مهاجم را تخریب می Casهای  با پروتئین یا پروتئین
  

  
جو نموده و پس از آن با و را در ژنوم جست PAM یابتدا توال SpCas9- gRNA (کمپلکس هدف DNA به متصل Cas9–sgRNAساختار کمپلکس  )٣شکل 

 یستمس ینشود. در ا یمتشکیل  DNA-RNAباز  جفت یا دورشته DNAبازکردن 
 یژنوم توالی Cas9هدف قرار گرفته و نوکلئاز  یدست توال ییندر پا PAM یتوال

 زند). می برش راقرار گرفته  PAM یتوال یمپر ۵که بلافاصله در سمت 
  
ها با استفاده از سیستم کریسپر در  طور خلاصه ایمنی در باکتری به

  شود: سه مرحله انجام می
در این مرحله شناخت و درج قطعات  ) مرحله دریافت یا پذیرش:۱

انداز بین دو تکرار  عنوان فاصله ویروس یا پلاسمید به DNAکوتاه 
  .[55 ,54]شود های کریسپر انجام می مجاور هم در جایگاه

های کریسپر تحت عنوان یک  طی این مرحله جایگاه ) مرحله بیان:۲ Pre-crRNA  که دربردارنده مجموعه کاملی از تکرارهای کریسپر و
شده مشتق از عوامل مهاجم بین آنها است  های جاسازی توالی
  .[56]شوند برداری می نسخه
توسط یک  Pre-crRNAدر این مرحله ) مرحله تداخل: ۳

برش  crRNAهای کوتاه راهنما یا  اندوریبونوکلئاز ویژه به توالی
  .[57 ,56]خورد می
  Cas9ساختار پروتئین  - ۳- ۱

استرپتوکوکوس که در  Cas9تعیین ساختار کریستالی پروتئین 
هدف در سطح اتمی کمک نمود.  DNAو  Cas9, crRNA, trcacrRNAانجام شد، به تعیین اثر متقابل بین اجزای کمپلکس  یوژنزپ
و یک  (REC)شامل یک لوب تشخیص  Cas9طور کلی پروتئین  به

که شامل یک هلیکس بلند  RECاست. لوب  (NUC)لوب نوکلئاز 
است، به نوبه خود یک  REC2و یک دمین  REC1آلفا، یک دمین 

شود. در حالی که لوب  محسوب می Cas9دمین کارکردی ویژه  NUC های  از دمینHNH ،RuvC  وPI (PAM-interacting) 
ترتیب در  به RuvCو  HNHهای  . دمین[58]تشکیل شده است

های هدف و غیرهدف برش ایجاد نموده و یک شکست  رشته
. این [58]کنند ایجاد می (PAM)دورشته ای را در بالادست توالی 

توالی هدف قرار داشته و شناسایی آن را تسهیل  ۳`توالی در انتهای 
عنوان یک سیستم کنترلی  به PAMکند. همچنین توالی  می

منظور محافظت از توالی هدف عمل  به sgRNAشناسایی 
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های نوکلئازی غیرفعال شود،  . در صورتی که یکی از دمین[59]کند می
عنوان یک نیکاز عمل کرده و تنها در یک رشته برش  به Cas9آنگاه 

  ).۳(شکل  [61 ,60]دهد انجام می
  صیت برشاختصا - ۳- ۲

 gRNAگیری عمدتاً وابسته به توالی  اگرچه اختصاصیت در هدف
در سیستم  Cas9است، با این وجود فعالیت نوکلئازی پروتئین  CRISPR-Cas9 به توالی ویژه ،PAM  وابسته است. در این

تواند هر توالی ژنومی که بلافاصله در  می Cas9سیستم، نوکلئاز 
قرار گرفته است را برش بزند و به بیان دیگر  PAMتوالی  ۵`سمت 

. نبود توالی [58]شود دست آن انجام می برش توالی هدف در پایین PAM تواند تمایل بین  میCas  وDNA  هدف را تغییر دهد و
های هدف  تواند به تمایز بین توالی بنابراین توالی اختصاصی آن می

با وجود  . بنابراین[62]های غیرهدف کمک نماید غیرخودی از توالی
 CRISPR/Cas یستمکارکرد س یوجود آن برا PAM یتوال یتاهم
  .[63]نیست ضروری مطلق صورت به

 (SpCas9) پیوژنز استرپتوکوکوسدر باکتری  PAMتوالی 
است. مجموعه  NNAGAAW-3` [64]-`5صورت  به (StCas9) ترموفیلوس استرپتوکوکوسو در  NGG-3 [52]-`5 `صورت به SpCas9-gRNA  ابتدا توالیPAM وجو نموده و  را در ژنوم جست

 DNA-RNAباز  ای، جفت دورشته DNAپس از آن با بازکردن 
در منطقه  DNAطور کلی طول توالی شناسایی  شود. به تشکیل می crRNA ۲۰باز کمتر یا بیشتر از آن  نوکلئوتید است؛ اما چند جفت

بازی  جفت۲۰ابراین توالی تواند اختصاصیت را افزایش دهد. بن می
گیری را در  اختصاصیت هدف PAMبازی در  جفت۳و  gRNAدر 

. اگرچه یافتن [65 ,58]کنند تعیین می CRISPR-Cas9سیستم 
 یاز ژنوم با توال یموارد همچون مناطق یبرخدر  NGG3`5موتیف 

  .[66]کند یم یجادا یتمحدود ATی بالا
  برش های خارج از هدف - ۳- ۳

کاربردن  زایی خارج از هدف یکی از مشکلات اصلی در به جهش
عنوان  خصوص در کاربرد آن به به CRISPR-Cas9سیستم 

. اگرچه این موضوع در گیاهان نگرانی بزرگی [68 ,67]درمانی است ژن
توان کارآیی ترانسفورماسیون،  رسد که دلیل آن را می به نظر نمی

های خارج از  دانست. برش سطح بیان و ترجیح کدونی در گیاهان
های ناجور در  به توالی Cas9هدف به معنای پذیرش یا تحمل  sgRNA شود. در صورت مشابهت بالای توالی  تعریف میgRNA  با

یک جایگاه خارج از هدف تا کمتر از سه باز ناجور اثرات خارج از 
دهد که  های مختلف نشان می . بررسی[67]هدف بسیار محتمل است

باز  ۱۴تا  ۸توالی هدف (معمولاٌ  ۳`ناجور در انتهای  های جفت
) کمتر قابل تحمل بوده در حالی که PAMبالادست توالی 

بهتر  ۳`منطقه هدف نسبت به سمت  ۵`های ناجور در انتهای  جفت
و  Grnaمقدار  ینهمچن. [67]تر است شود و قابل پذیرش تحمل می

  .[69]تاثیر دارداثرات خارج از هدف بر  Cas9نسبت آن به 
 ینوکلئاز یتفعال یلدل به cas9 ینکه پروتئ یبا وجودطور کلی  به

وزن دلیل  بهگسترده هنوز کاربرد دارد اما  یریگ بالا و دامنه هدف
 .است یتمحدود یبالا و اثرات خارج از هدف آن اما دارا یلکولوم

و  SpCas9-HF [70] مانند Cas9هایی از  اگرچه در واریانت eSpCas9 [71] هایی ایجاد شده که تعامل غیراختصاصی  جهش
دهد. علاوه بر  و توالی هدف را کاهش می Cas9بین پروتئین 

های  راهکارهای مختلف برای کاهش اثرات خارج از هدف شیوه
و  GUIDE-seq ،Digenome-seqآزمایشگاهی مختلفی همچون 

HTGTS [73 ,72]داردهای خارج از هدف وجود  برای شناسایی جایگاه.  
راهکارهای کاهش اثرات خارج از هدف در سیستم  - ۳- ۴

CRISPR-Cas9  
های بالقوه  انتخاب توالی راهنما دارای حداقل جایگاه -۳- ۴ -۱

وجوی همولوژی در کل ژنوم  وسیله جست خارج از هدف که به
های  هایی انتخاب شوند که جفت شود. میان آنها توالی تعیین می

متمرکز باشند، زیرا برای کارکرد  PAMناجور در ناحیه نزدیک به  Cas9 [67 ,49]شوند کمتر تحمل می.  
  (tru-gRNA)تر  انتخاب توالی راهنما با طول کوتاه - ۳- ۴ - ۲

کوتاه  ۵`نوکلئوتید در سمت ۳-۲به اندازه  gRNAدر این راهکار 
یا  ۱۷تر ( های کوتاه شود. مشخص شده است که انتخاب توالی می
نوکلئوتید) کارآیی ویرایش را به مقدار بسیار کمی کاهش ۱۸
های نامطلوب را کاهش داده و  جهشداری  طور معنی دهند اما به می

  .[74]شوند منجر به کاهش اثرات خارج از هدف می
  (Cas9n)استفاده از راهبرد نیکاز جفتی  - ۳- ۴- ۳

واریانتی از آن  Cas9های  کردن یکی از دمین از طریق غیرفعال
کند. با استفاده از  عنوان یک نیکاز عمل می ایجاد شده است که به

تواند دو درز در  می Cas9nنزدیک به هم،  sgRNAیک جفت 
ایجاد نماید. این  DSBهای تکی ایجاد و  مجاورت هم در رشته

راهکار فعالیت خارج از هدف را کاهش داده و باعث افزایش 
شود. راهبرد نیکاز جفتی  برابر می ۱۵۰۰تا  ۵۰اختصاصیت به میزان 

اهش در های موش، بدون ک عنوان مثال باعث حذف ژن در تخم به
  .[76 ,75]های هدف شده است فعالیت برشی جایگاه

  Cas9-FokI dراهبرد  - ۳- ۴- ۴
از طریق جلوگیری از فعالیت آنزیمی  Cas9 (dCas9)اثر  نوکلئاز بی

، ادغام دمین نوکلئاز [77]شود ایجاد می HNHو  RuvCهر دو دمین  FokI  باdCas9  در قالب دایمر و با انتخاب یک جفتsgRNAs  با
ها  تولید نماید. بررسی DSBتواند  گیری مناسب، می فاصله و جهت

داری  طور معنی نشان داده است که با این روش اختصاصیت به
  .[79 ,78]یابد افزایش می

  

  CRISPR/Cpf1سیستم  - ۳- ۵
که یکی  Feng Zhangدر آزمایشگاه  ۲۰۱۵در سال  Cpf1پروتئین 

عنوان یک کشف مهم ارایه  هاست، ب CRISPRاز پیشگامان سیستم 
به  متعلق Cas9تری از  تر و ساده نسخه کوچک Cpf1پروتئین شد. 

است. این پروتئین از باکتری  Vو تیپ  IIسیستم نوع 
به دست آمده و دارای فعالیت ویرایشی با استافیلوکوکوس اورئوس 
است. کوچکی اندازه این پروتئین  Cas9کارآیی بالاتری نسبت به 

 تر ها آسان ها و بافت نتقال آن به درون سلولباعث شده است که ا
و بالا بوده  یاربس Cpf1اندونوکلئاز  یتاختصاص ینعلاوه بر اشود. 
انسان  یها خصوص در سلول ن بهآاثرات خارج از هدف  ینبنابرا

  .[80]است یپوش قابل چشم
که باعث شد تا سیستم  Cas9و  Cpf1های بین  برخی از تفاوت CRISPR/Cpf1 های سیستم  به برخی از محدودیت CRISPR/Cas9  غلبه نماید عبارت بودند از این که پروتئینCas9 

نیازمند یک  Cpf1و  )racrRNAtو  crRNAنیازمند دو مولکول (
 Cas9. [81]است DNAبرای برش  RNA (crRNA)مولکول 

است و هر دو رشته  HNHو  RuvCهای نوکلئازی  دربردارنده دمین DNA دهد که منجر به ایجاد انتهای  را در جایگاه یکسانی برش می
تنها حاوی دمین نوکلئازی  Cpf1شود؛ در حالی که  صاف می
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RuvC  است، که با ایجاد برش فقط در یک رشته باعث ایجاد دو
 Cpf1پروتئین . [82]شود های هدف می انتهای چسبنده در جایگاه

 یها گزینههای متفاوتی انجام داده و  را در جایگاه DNAبرش 
 یرو یشپ برای ویرایش یگاهجایک انتخاب  هنگامرا  یشتریب

 Cas9گاه شناسایی در جایگاه برش و جای دهد. یپژوهشگران قرار م
در فاصله دورتری از هم  Cpf1نزدیک به هم است در حالی که در 

و در  G (5`-NGG-3` )غنی از  Cas9در  PAMقرار دارند. توالی  Cpf1  غنی ازT (5`-TTTN-3`) [80]است. 
 CRISPRهای انتقال  روش - ۳- ۶

ها از جنبه ویرایش  سازوکار انتقال سیستم کریسپر به داخل سلول
صورت دارو)  دار و کارآمد و همچنین کاربرد نهایی آن (به هدف

، DNAتواند به شکل  . انتقال سازه کریسپر می[83]اهمیت دارد mRNA صورت یک ریبونوکلئوپروتئین انجام شود. انتقال آنها  یا به
صورت انتقال مستقیم از طریق  تواند براساس نوع آنها به نیز می

های  های ویروسی و ناقل ، ناقلریزتزریقی و الکتروپوریشن
  .[84]ها انجام شود غیرویروسی همچون ذرات نانو و لیپوزوم

  ZFNsو  CRISPR-Cas9  ،TALENsمقایسه سیستم  - ۳- ۷
و طراحی  DNA:RNAمبتنی بر تعامل  CRISPR-Cas9سیستم 

و  ZFNsبرای هر توالی ویژه است؛ ولی  RNAآسان مولکول  TALENs ین، مبتنی بر تعامل پروتئDNA طوری که برای  است، به
هدف نیازمند بازسازی مجدد هستند. این  DNAهر توالی 

شود. این  محسوب می CRISPR-Cas9ترین مزیت برای  مهم
دارد که  ZFNsو  TALENsسیستم سه مزیت دیگر را نسبت به 

 sgRNAباز در  جفت۲۰) سادگی؛ توالی ۱شامل این موارد است: 
طراحی  DNAگیری هر توالی جدید  هدف سادگی برای تواند به می

توانند  می sgRNAs) قابلیت عملکرد چندگانه؛ چندین ۲شود، 
طور همزمان روی چندین جایگاه  به Cas9همراه با یک پروتئین 

های این سیستم  ترین مزیت متفاوت عمل کنند که این یکی از مهم
و  [86]. از این قابلیت در برنج[85]است ZFNsو  TALENsنسبت به 

برای حذف قطعات کروموزومی بزرگ که حاوی  [87]آرابیدوپسیس
چندین ژن است، استفاده شده است. هدف قراردادن همزمان 
چندین ژن علاوه بر بهبود توام چندین صفت در محصولات زراعی، 

تواند در تحقیقات پایه نیز برای دانستن نقش هر ژن در یک  می
 DNAبودن به متیلاسیون  حساس) غیر۳شبکه پیچیده به کار رود، 

قادر به ویرایش آن  CRISPR-Cas9هدف؛ با این ویژگی سیستم 
شدت تحت تنظیم تغییرات  های ژنومی است که به دسته از جایگاه

خصوص در گیاهانی دارای  . این موضوع به[67]ژنتیکی هستند اپی
 CpG/CpNpGهای  % جایگاه۷۰اهمیت است که تقریباٌ 

های پروکزیمال آنها  در پروموتر اگزون CpGخصوص جزایر  به
 CRISPR-Cas9. بنابراین سیستم [88]صورت متیله شده است به

ای  لپه خصوص برای گیاهان تک برای ویرایش ژنوم در گیاهان، به
هستند، مناسب  GCمانند برنج که ژنوم آنها دارای مقادیر بالایی 

  ).۱(جدول  [89]است
  CRISPRsبیوتکنولوژی گیاهی در عصر 

ویرایش هدفدار ژنوم با استفاده از نوکلئازهای مختص توالی 
منظور تولید پایدار  ای در بهبود محصولات زراعی به قابلیت گسترده

مربوط  های بینی خصوص با توجه به پیش غدا دارد. این موضوع به
های قابل کشت اهمیت  به افزایش جمعیت جهان و کاهش زمین

های آن نیاز  های متداول اصلاح نباتات و محدودیت . روش[90]دارد
های  همچون سیستمبا کارآیی بالاتر مبرمی برای راهبردهای 

ویرایش ژنوم برای بهبود کارکردهای موجود یا ایجاد محصولات 

در اصلاح نباتات بسیاری از  .[91]جدید با ارزش ایجاد نموده است
های زیستی یا غیرزیستی  صفات مورد نظر مانند مقاومت به تنش

در این آیند.  های مورد نظر به دست می از طریق حذف یا درج ژن
عنوان یک  سال گذشته به ۱۵در طی  RNAiخصوص اگرچه تکنیک 

ابزار قدرتمند برای سرکوب بیان ژن مطرح بوده است، اما 
باعث شد تا این  ۲۰۱۳در سال  CRISPRهای آن و ظهور  محدودیت

 RNAiیا  RNAفراموشی سپرده شود. تداخل روش تقریباٌ به 
است که با  (PTGS)برداری  مکانیزم خاموشی ژن پس از نسخه

بدون تغییر در کد ژنتیکی باعث  siRNAیا  shRNAاستفاده از 
در حالی که  [92]شود شدن آن می داون ناک کاهش بیان ژن یا

های ویرایش ژنوم از طریق تغییر کد ژنتیکی باعث حذف  تکنیک
 RNAi. همچنین [34]شوند شدن آن می اوت مل کارکرد ژن یا ناککا

که  یدر حالاست  یتوسولیکس mRNA یریگ هدف تنها قادر به CRISPRi هسته و  یها قادر است ژن یندر هسته رخ داده و بنابرا
  .[93]را هدف قرار دهد یتوسولیس

یکی از اهداف اصلی ویرایش ژنوم در بیوتکنولوژی گیاهی حذف یا 
که از  (dCas9)اثر از نظر کاتالیتیکی  درج ژن است. نوکلئاز بی

با  HNHو  RuvCطریق جلوگیری از فعالیت آنزیمی هر دو دمین 
تواند از طریق ادغام با افکتورهای مختلف  شود، می هم ایجاد می

با سرکوبگر تحت  dCas9نماید. ادغام دوکارکرد متفاوت را ایجاد 
توان آن  منجر به جلوگیری از بیان ژن شده و می CRISPRiعنوان 

های چندگانه و انتقال همزمان آنها برای sgRNAsرا با انتخاب 
با  dCas9. همچنین ادغام [94]خاموشی چندین ژن گسترش داد

منجر به افزایش بیان ژن  CRISPRaکننده تحت عنوان  فعال
با افکتورهای مختلف  dCas9. بر این اساس ادغام [96 ,95]شود می

ژنوم را نیز فراهم  امکان ویرایش اپی DNAبدون تغییر در توالی 
 یقاز طرکه  یفیکاسیونمد یستونهعنوان مثال  . به[97]کند می

 ۲۷ یزینلشود،  انجام می dCas9ترانسفراز به  یلاست یکاتصال 
 یتفعال یشکرده و منجر به افزا یلهرا است H3 یستونه

از طرف دیگر اتصال  شود. یدر ژن هدف م یبردار نسخه
  .[18]شود منجر به خاموشی ژن هدف می dCas9ترانسفراز به  متیل

 TALENsو  -Cas9 CRISPRطی چند سال گذشته از سیستم 
در ویرایش ژنوم گیاهان مختلفی همچون آمیزی  طور موفقیت به

منظور اهداف مختلفی استفاده شده  ان زراعی بهگیاهان مدل و گیاه
، تالیانا آرابییدوپسیسشده شامل  است. تعدادی از گیاهان ویرایش

تنباکو، برنج، گندم، ذرت، پرتقال شیرین، سورگوم، گوجه فرنگی، 
یکی از موارد ویرایش ژنوم در گیاهان  .[100-98]هستند و صنوبر سویا

کننده  های ممانعت ایجاد مقاومت به علفکشزراعی، 
در برنج با استفاده از ایجاد جهش  (ALS)سینتاز  استولاکتات

. [101]است TALENsکارگیری سیستم  با به OsALSدوگانه در ژن  ALS دار مانند  آنزیم کلیدی در مسیر بیوسنتز آمینواسیدهای شاخه
زاپلوئید سه . در گندم هگ[102]لوسین، ایزولوسین و والین است

که اعطاکننده  (TaMLO-A, TaMLO-B, TaMLO-D)هموآلل 
با طور همزمان  مقاومت قابل توارث به سفیدک پودری هستند به

ویرایش و باعث شکستن مقاومت  CRISPRاستفاده از سیستم 
یک ژن مهم در ایجاد مقاومت به  MLOدر گندم  .[103]شدند

ر پروتوپلاست د proTaU6-sgRNAسفیدک پودری است که با 
 FAD2-1B)و  (FAD2-1A دسچورازتخریب شد. تخریب دو ژن 

سازی اسیدهای چرب هستند با  در سویا که مسئول غیراشباع
باعث بهبود کیفیت روغن از طریق اغزایش  TALENsاستفاده از 

 (FDA) دسچوراز .[104]اشباع شد تعداد اسیدهای چرب تک
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اسید که اسیدچرب  اسید را به لینولئیک اشباع اولئیک اسیدچرب تک
دهد. مثال  چنداشباع بوده و برای مصرف نامطلوب است تغییر می

شدن تجمع قندهای احیاشده طی فصل سرد  دیگر مربوط به متوقف
کردن چهار آلل  اوت زمینی تتراپلوئید است که از طریق ناک در سیب

به دست آمد  TALENsبا استفاده از  Vlnv) (ژن واکوئلی اینورتاز 
آمید  یافته آکریل هایی با مقادیر کاهش و نتیجه آن تولید چیپس

ها با طراحی  روسوی . همچنین اعطای مقاومت به جمینی[105]است sgRNAs گیری  برای هدفDNA  ژنومی ویروس انجام شده
  .[106]است

  
  ZFNsو  CRISPR-Cas9 ،TALENsهای  مقایسه سیستم )۱جدول 

 CRISPR  TALEN  ZFN  

  نحوه عمل
ایجاد شکست 

  DNA:RNAبر تعامل  مبتنی

ایجاد شکست 
مبتنی بر تعامل 

  DNAپروتئین، 

ایجاد شکست 
مبتنی بر تعامل 

  DNAپروتئین، 

کردن  و سرهم یطراح
  آسان  نوکلئاز

در اغلب 
ها  آزمایشگاه
پذیر بوده اما  امکان

  بسیار کاربر است

سخت و 
  بر هزینه

  پایین  بالا  بالا  یطراح آییکار
  متغیر  <) بالا٩٩(%  <) بالا٩٠(%  گیری هدف کارآیی

  یریگ دامنه هدف

وسیله  تواند به می
 PAMتوالی 

محدود شود اما 
طور کلی دامنه  به

گیری آن  هدف
  نامحدود است

به دلیل عدم نیاز 
 PAM آن به توالی 
گیری  دامنه هدف

نامحدود در آن 
  است

دلیل  به
وابستگی 
 ZFهای  ماژول

به زمینه محدود 
  شود. می

  وجود دارد  وجود دارد  وجود دارد  اثرات خارج از هدف
به  یتحساس
  DNA یلاسیونمت

غیرحساس به 
  CpGمتیلاسیون 

حساس به 
  مشخص نشده  CpGمتیلاسیون 

 توان با گیری هدف
  خیر  محدود  پذیر امکان  بالا عملیاتی

  
برای ایمنی و ایجاد مقاومت در  CRISPRدر یک بررسی از سیستم 

ویروس شامل ویروس پیچیدگی و زردی برگ  مقابل سه جمینی
و  (BCTV)، ویروس پیچیدگی چغندرقند (TYLCV)گوجه فرنگی 

. نتایج این [1007]استفاده شد (MeMV)ویروس موزاییک تنباکو 
شده برای هدف قراردادن یک  طراحی sgRNAبررسی نشان داد 
در مناطق بین ژنی  (TAATATTAC)شده  توالی حفاظت

طور همزمان  های چندگانه را به تواند ویروس ها می ویروس جمینی
طور موثری باعث ایجاد  تواند به هدف قرار دهد. این راهکار می
ها در شرایط طبیعی که آلودگی  مقاومت چندگانه به ویروس

یکی دیگر از موارد کاربرد ویرایش ژنوم  .شوددهد،  می چندگانه رخ
از طریق سیستم  CENH3در اصلاح نباتات سرکوب بیان ژن  CRISPR-Cas9  و در نتیجه حذف انتخابی یک مجموعه از

ها که منجر به تولید گیاهان هاپلوئید در جو، چغندر قند و  کروموزوم
ید پروتئین برای تول CENH3. ژن [108]آرابیدوپسیس شد، است

که عضوی از کمپلکس کینتوکور برای  H3سنترومریک هیستون 
های دیگر  شود مورد نیاز است. یکی از مثال تشکیل آن محسوب می

های زیادی نشان داده  های بنفش است. بررسی فرنگی تولید گوجه
ها خواص  ها و میوه است که آنتوسیانین موجود در سبزی

های  فرنگی گوجهد. به این منظور اکسیدانی و ضدسرطانی دار آنتی
درج هدفدار یک پروموتر قوی در بالادست ژن بنفش از طریق 

ANT1 شود، تولید شده  تجمع آنتوسیانین در آن می که منجر به

 های ثانویه مورد نظر نیز از طریق تولید متابولیت .[109]است
 یتفعال یا یدکردن تول و مختل یرمرحله از مس یک مسدودکردن

از طریق کریسپر صورت گرفته است.  ن مرحلهآمربوط به  یمآنز
 (Salvia leriifolia Benth)نوروزک  یاهدر گعنوان مثال  به
به  GGPP بدیلسدکردن ت یقاز طر smCPS1کردن ژن  اوت ناک
را  (GGPP)یروفسفات پ یلژران یلاست که ژران یمیآنز smCPS1 .[110]شود یتاکسول م یدتول و یر آنمس ییرمنجر به تغ ینونتانش
 GGPPبرد.  یبه کار م ینونتانش یدتول یعنوان سوبسترا برا به

  .رود یبه کار منیز تاکسول  یدتول یساز برا یشعنوان پ به ینهمچن
طور  که به CRISPR/Cas9یکی دیگر از کاربردهای بالقوه سیستم 

 .[112 ,111]آمده ژن درایو است دست آمیزی در دروزوفیل به موفقیت
فرآیندی است که در آن یک ژن تغییریافته آلل خواهری ژن درایو 

خود روی کروموزوم همولوگ را نیز تغییر داده و آن را مدت زمان 
توان  عنوان مثال می به .[113]دهد کوتاهی در محیط گسترش می

های هرز از طریق سیستم  های مقاومت به علفکش را در علف ژن CRISPR/Cas9 ها  حساسیت آنها به علفکشمنظور افزایش  به
خاموش نموده و همچنین آنها را از طریق شیوه ژن درایو به 

ها  منظور افزایش مقاومت آنها به علفکش محصولات زراعی به
 برای سرکوب یوکاربرد ژن درادیگر مثال شاخص  .[114]انتقال داد

 یاو ناقل مالار یومماده آنوفل که حامل انگل پلاسمود یها پشه
های ناقل زاد همچون تب دنگو و  همچنین سایر بیماری و هستند

از جنبه کنترل آفات و  یدهپد طور کلی این به .[115]زیکا است
به دست  یزدن نسبت جنس برهمکه از طریق آور  یانموجودات ز

 ییراتتغ ین کهوجود با توجه به ا ینبا ا [116]است یدمفآید  می
را  یستمکل اکوس یموجودات و حت یرساتواند  میشده یجادا یکیژنت

و خصوص در گیاهان  بنابراین استفاده از آن به ،قرار دهد یرتحت تاث
یرد نیاز ملاحظات و گ یم صورتسرعت  آنها به یها حشرات که نسل

  .[117]تری دارد های جامع بررسی
های زینتی و تجاری نیز از موضوعات مورد علاقه در  تغییر رنگ گل

بار دانشمندان ژاپنی  این خصوص برای اولین باغبانی است. در
از بنفش به سفید شدند. تغییر رنگ مذکور از  (Ipomoea [Pharbitis] nil)های گیاه زینتی شکوه صبح  موفق به تغییر رنگ گل

که  (DFR-B)یانین آنتوس یوسنتزب یمآنزطریق تخریب ژن کدکننده 
  .[118]انجام شد CRISPRژن اصلی مسئول رنگ در این گونه است با استفاده از تکنولوژی 

ژنوم نسبت به  یرایشو یقآمده از طر دست همحصولات ب یطور کل به
 یتر به بازار معرف و ارزان تر یعمتداول اصلاح نباتات سر یها روش

در ژنوم خود  یخارج DNAکه حامل  ییشده و نسبت به آنها
نشانگر مقاوم به  یها ژن ینتر هستند. همچن یرشستند قابل پذه
 یکتفک یها در نسل یآسان به دتوانن یم Cas9و ژن  یوتیکب یآنت

متداول مربوط به  یها در روش یگرچالش د .[120 ,119]برداشته شوند
هر کدام  ینکهاز ا ینانمانند گندم و اطم یدپلوئ یپل یاهانگ

  .[121]استژن مورد نظر  یحاو یکروموزوم یها مجموعه
  منابع محاسباتی در ویرایش ژنوم

همزمان با پیشرفت سریع در تحقیقات مربوط به ویرایش ژنوم، 
افزارهای بیوانفورماتیکی ایجاد شد که انتخاب  دامنه وسیعی از نرم

های خارج از هدف را آسان  بینی جایگاه های هدف و پیش جایگاه
 CRISPRهای سیستم  نمود. با توجه به کارآیی و سایر مزیت

طوری که تنها در  سیستم هستند، بهبیشتر این منابع مربوط به این 
افزار و پایگاه داده جدید در زمینه آن  نرم ۲۰دو سال گذشته بیش از 

ایجاد شده است. اگرچه اثرات خارج از هدف القاءشده توسط 
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Cas9  یک محدودیت بالقوه در استفاده از سیستمCRISPR/Cas9  است اما در بسیاری از موجودات ابزارهای
های پیشرفته که  های هدف با الگوریتم توالیوجو برای  جست
های خارج از هدف را به حداقل برسانند در دسترس است.  جهش

های  های قوی، سریع و قابل انعطاف که همه جایگاه الگوریتم
وجو نماید ایجاد  های غیرهدف جست ژنومیک را برای کشف توالی

کشف  ها مبتنی بر شده است. ویژگی هر کدام از این الگوریتم
های ناجور که یا  های غیرهمانند با حداکثر تعداد جفت جایگاه

شود و  تعریف شده است یا براساس تعریف کاربر تعیین می
  بندی آنها است. دهی و رتبه همچنین نمره

است که به این  sgRNAاولین قدم در ویرایش ژنوم شناسایی 
، SSFinder ،CRISPRdirectمنظور تعداد کمی از ابزارها مانند  GT-Scan  وE-CRISPR ۲۰. این ابزارها [67]اند ایجاد شده 

عنوان  را در ژنوم به PAMیا موتیف  NGGنوکلئوتید مجاور توالی  sgRNA اگرچه ابزارهای فوق برای یک ژن یا ژنوم گیرند.  در نظر می
کنند، اما همگی آنها  را شناسایی می sgRNAمشخص تعدادی 
ندارند. بر این اساس کارآیی ویرایش ژنوم نیز در کارآیی یکسانی را 

آنها از بسیار کم تا بسیار بالا متغیر است. همچنین این ابزارها قادر 
بینی کارآیی ویرایش نیستند. بنابراین تمرکز بر ایجاد  به پیش
را نیز  sgRNAهایی شده است که کارآیی واقعی  الگوریتم
-sgRNAdesigner ،WUبینی نماید. ابزارهایی مانند  پیش CRISPR ،sgRNAScorer  وCRISPRscan ای از  کتابخانه sgRNA کنند.  بندی می را براساس فعالیت آنها از کم تا زیاد دسته

الگوریتمی است که براساس مقایسات  geCRISPRدر این میان 
. [122]های قبلی دارد شده کارآیی بالاتری را نسبت به الگوریتم انجام

های  نسبت به الگوریتم geCRISPRصحت الگوریتم  ۲در جدول  sgRNA designer ،WU-CRISPR ،sgRNA Scorer_sp ، sgRNAScorer_st بینی  از جنبه پیشsgRNA  مقایسه شده
  است.

تری نیز  های بسیار مهم شیوه sgRNAعلاوه بر شناسایی توالی 
های غیرهدف و به  در جایگاه Cas9برای دستیابی به عملکرد 

هایی که تفاوت نوکلئوتیدی کمی را در مقایسه  عبارت دیگر جایگاه
با جایگاه هدف دارند مورد نیاز است. به این منظور ابزارهای 

ایجاد شده است.  Cas-OFFinderو  CasOT همانند سیلیکو این
های مهم و خصوصیات آنها ذکر  تعدادی از الگوریتم ۳در جدول 

  ه است.شد
  

 sgRNAبینی  های پیش با سایر الگوریتم geCRISPRمقایسه کارآیی  )۲جدول 
  )١٥/١/٢٠١٨روزشده در تاریخ  (به

  -   ۵  [125] sgRNA Scorer_sp ۲۳  ۲/۷۳  ۱۱۴  [122] ge-CRISPRc  ۲۳  ۷/۷۶  ۵  [125] sgRNAScorer_st  ۲۷  ۵/۸۱  ۱۱۴  [122] ge-CRISPRc  ۲۷  ۴۴/۸۳  ۵  ge-CRISPRc_overall  ۲۰  ۱۷/۸۷  ٢٨/٩٧  ge-CRISPRc ۲۰ [122]  ۴۵  در دسترس نیست  WU-CRISPR ۲۰ [124]  ۴۲۳ در دسترس نیست   sgRNA designer [123] ۲۰ ارجاعات  (ACC)صحت   sgRNAطول   الگوریتم

  
  )١٥/١/٢٠١٨روزشده در تاریخ  (به های خارج از هدف جایگاهکننده  بینی پیشهای  مقایسه الگوریتم )۳جدول 

 ارجاعات  ویژگی  الگوریتم

CRISPRseek [126] شود. تعیین میهای ناجور که براساس تعریف کاربر  های غیرهمانند با حداکثر تعداد جفت کشف جایگاه  
  شود. های ناجور انجام می دهی براساس تعداد و موقعیت جفت نمره

  تواند براساس تعریف کاربر تغییر کند. وجو می دهی و جست پارامترهای نمره
  صورت یک بایوکنداکتور در دسترس است. به

۶۴  

Cas-OFFinder [127] های غیرهمانند تا حد نه جفت ناجور و به میزان دو برآمدگی  کشف جایگاهDNA  وRNA  
  های خارج از هدف نیست. بندی جایگاه دهی و رتبه قادر به نمره

  این برنامه قابل بارگذاری است.
۲۴۴  

CRISPR Design Tool [67] های غیرهمانند تا حد چهار جفت ناجور کشف جایگاه  
  شود. های ناجور انجام می تعداد و موقعیت جفتدهی براساس  نمره

  وسیله کاربر نیست.  های قابل تعریف به دارای ویژگی
۱۷۱۰  

COSMID [128] های غیرهمانند تا حد سه جفت ناجور و دو برآمدگی  کشف جایگاهDNA  وRNA  
  ۸۹  شود. های ناجور انجام می دهی براساس تعداد و موقعیت جفت نمره

CropIT [129] های غیرهمانند تا حد نه جفت ناجور کشف جایگاه  
  شود. های ناجور انجام می دهی براساس تعداد و موقعیت جفت نمره

های خارج از هدف در  بندی جایگاه شده برای رتبه های کدگذاری از مجموعه داده DNaseهای فوق حساس به  از ترکیب پروفایل
  کند. ژنوم انسان استفاده می

  شده توسط کاربر است.  رهای تعریفمحدود به پارامت

۵۵  

CasFinder [130] دهد. شود، انجام می های ناجور که توسط کاربر تعریف می های غیرهمانند را براساس تعداد جفت کشف جایگاه  
  شود. های ناجور انجام می دهی براساس تعداد و موقعیت جفت نمره

  تواند توسط کاربر اصلاح شود. پارامترها می
  در دسترس است. Perlصورت یک برنامه  به

۱۰  

E-CRISP [131] طور کلی تا حد سه جفت ناجور یا به ۵های غیرهمانند تا حد هفت جفت ناجور متوالی در انتهای  کشف جایگاه  
  شود. های ناجور و موقعیت ژنومیک و ترکیب توالی جایگاه خارج از هدف انجام می دهی براساس تعداد جفت نمره

  شده توسط کاربر است. به پارامترهای تعریف محدود
۲۴۹  

ChopChop [132] های غیرهمانند تا حد دو جفت ناجور کشف جایگاه  
  های غیرهمانند تا حد شش جفت ناجور کشف جایگاه CasOT [134]  ۲۰۵  نوع آن نشان داده شده است.های غیرهمانند تا حد سه جفت ناجور در جایی که موقعیت و  کشف جایگاه ZiFiT [133]  ۲۴۹  کند. های ناجور فهرست می وسیله تعداد جفت های خارج از هدف را به جایگاه

  ۱۳۲  این برنامه قابل بارگذاری است.
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به  یطور کل به تواند می ژنوم دقیق ویرایش برای محاسباتی منابع
 داده و منابع شبکه یگاهها، پا ابزارها و بستهشامل سه دسته 

فرد  منحصربه یاتمنابع خصوصاین شود. هر کدام از  یبند یمتقس
 یژهواز آنها  یحوزه کاربرد خود تمرکز دارد. برخ یخود را داشته و رو

 یهستند. برخ یعموم یبوده و برخ یمشخص و اختصاص یها ژنوم
بزرگ متمرکز هستند  یها ژنوم یرو آییسرعت و کار یاز ابزارها رو

خود  یاختصاص یتمالگور یرانهگ سخت یتابع پارامترها یو برخ
 یرکه در چند سال اخ ییاز ابزارها یبرخ ینیب یشپ یج. نتاهستند

 ینشده است و بنابرا یاعتبارسنج CCTopو  SAPTA ،CRISPR Optimal Target Finder ،COSMID اند مانند شده یجادا
از آنها مانند  یکه تعداد کم ی. در حالاستآنها مستند  یاثربخش CROP-IT و sgRNA Scorer های آزمون براساس را بینی یشپ 
. در خصوص اند داده انجام شده مهندسی نوکلئازهای قبلی
از ابزارها  یخارج از هدف برخ یها یگاهجا یژنوم برا یجوو جست
 یها جفت یتعلاوه بر تعداد، موقع sgRNAcas9 و CasOTمانند 

 دیگر برخیکه  یحال دراند).  قرار گرفته seed یا non-seed یهآنها در ناح ین کهمثال ا یکنند (برا یجو مو جست یزناجور را ن
و علاوه  COSMIDو  Cas-OFFinder ،CRISPRdirectهمچون 
 ینیب یشپ یبرا نیزرا  indels یها ناجور جهش یها بر جفت

  ند.کن یجو مو خارج از هدف جست یها یگاهجا
یک شیوه با توان عملیاتی بالا برای غربالگری  NGSتکنولوژی 

با این وجود ابزارهای آنالیز  .[135]است CRISPR-Cas9های  کلون
قادر به آنالیز  Cas-analyzerو  CRISPR-GA، CRISPResso ،BATCH-GEمحدود است. ابزارهایی  CRISPR NGSهای  داده

کدام  تنها یک نمونه بوده و خصوصات بصری ندارند. همچنین هیچ
های بزرگ نیستند. در  ها و درج دادن حذف از آنها قادر به نشان

قادر  CRISPR NGSهای  دادهبرای آنالیز  CRISPR-DAVمقابل 
برای همردیفی  BWAبه آنالیز تعداد زیادی نمونه است. این ابزار از 

برای بهبود شناسایی  ABRAها و از indelشناسایی  اولیه و indelsافزارها  ای از نرم مجموعه. [136]نماید های بزرگ استفاده می
ژنوم در های مختلف ویرایش  های مربوط به سیستم و پایگاه داده

  ارایه شده است. ۲- ۷جداول 
توان به رقابت این محصولات با  ها می های این تکنیک از محدودیت

شامل  GMOکه آیا قوانین  جدید گیاهان تراریخته و ایننسل 
طور سایر  شوند یا خیر و همین شده نیز می محصولات ویرایش

ترین چالش پیش رو نیز اثرات  ملاحظات اخلاقی اشاره نمود. مهم
. پژوهش در زمینه تولید استها  خارج از هدف این تکنیک

منظور افزایش صحت و  به Casهای جدیدتر و با کارآیی بالاتر  نسخه
تواند برای مطالعات آتی  های خارج از هدف نیز می کاهش برش

  .شودپیشنهاد 
  

  گیری نتیجه
، ZFNsکشف ابزارهای مختلف ویرایش ژنوم شامل سیستم  TALENs  وCRISPRs  امکان تغییر دقیق و هدفدار ژنوم را در

 های مختلف به وجود آورد. فناوری و بافتبسیاری از موجودات 
ویرایش ژنوم علاوه بر تحقیقات در حوزه پزشکی و داروسازی، در 
کشاورزی نیز با بهبود محصولات قادر است تغذیه بهتر و امنیت 

توان به موارد ذیل اشاره  عنوان مثال می غذایی را فراهم آورد. به
های زیستی و  نمود: تولید گیاهان زراعی مقاوم به تنش

آور از طریق  های زیان آفات و پاتوژن ، مبازره با[139-137]غیرزیستی
های  ، تولید متابولیتCRISPRi [140, 141]یا  CRISPRمداخله 

های کلیدی مسیرهای متابولیکی با  ثانویه از طریق افزایش بیان ژن
یا تولید گیاهان  [143]استفاده از ابزارهای مختلف ویرایش ژنوم

ق سیستم از طری CENH3هاپلوئید از طریق سرکوب بیان ژن  CRISPR-Cas9  و در نتیجه حذف انتخابی یک مجموعه از
دهنده قابلیت گسترده این  . تمامی این موارد نشان[108]ها کروموزوم
توان اظهار  ها در بیوتکنولوژی گیاهی است. بر این اساس می تکنیک

منجر به انقلابی در بیولوژی شد، در  CRISPRطور که  نمود همان
ه حداقل تغییر و تحول بزرگی شود. اگرچه یکی کشاورزی نیز منجر ب
برانگیز در این خصوص تولید محصولات  از موضوعات بحث

شوند. در این خصوص  محسوب نمی GMOای است که  شده ویرایش
نوترکیب  DNAشود با توجه به این که ایونت نهایی حاوی  ادعا می

گرچه شود. ا GMOsنیست، بنابراین نباید شامل قوانین مربوط به 
تر در این  ، اما نظریه عمومی[144 ,143]این ادعا هنوز مورد بحث است

 DNAهایی که مبتنی بر تلفیق  خصوص این است که در ایونت
های کوچک  هترولوگ نیست و به عبارت دیگر در درج و حذف

های ایجادشده با سازوکار نوترکیبی  شود. اما در ایونت نمی GMOsالقاشده با سازوکار اتصال انتهاهای غیرهمولوگ، شامل قوانین 
خصوص در مورد یک ژن کامل که  همولوگ با توالی الگوی بیگانه به

نوترکیب شود، در این  DNAرود منجر به یک موجود با  انتظار می
شده و مورد ملاحظه  شناخته GMOsعنوان یک  صورت باید به

عنوان مثال در قارچ خوراکی مقاوم به  . به[145]قوانین آن قرار گیرد
های کدکننده  کردن ژن شدن که از طریق غیرفعال ای قهوه
به دست  CRISPR/Cas9اکسیداز با استفاده از سیستم  فنول پلی

فرار کند،  GMOsآمد اگرچه توانست از قوانین مربوط به موجودات 
مورد ارزیابی اما مخالفین این محصول بر این باورند که باید آن را 

  .[146]مجدد قرار داد
در ویرایش ژنوم این  CRISPRهای قدرتمند  با وجود ویژگی

ترین چالش در این زمینه  هایی نیز دارد. مهم سیستم محدودیت
دارای که  Cpf1اثرات خارج از هدف آن است. کشف پروتئین جدید 

است، منجر به افزایش  Cas9فعالیت ویرایشی بالاتری نسبت به 
رآیی و دقت این سیستم شد. بنابراین تحقیق در زمینه تولید کا

برای افزایش دقت و  Casهای جدیدتر و با کارآیی بالاتر  نسخه
های خارج از هدف ادامه دارد. در این خصوص شاید  کاهش برش

شده  طراحی های ازپیش بتوان از طریق مهندسی پروتئین به نسخه
ون گزارشی در این مورد منتشر با کارآیی بالاتر رسید، اگرچه تاکن

  نشده است.
های اخلاقی ناشی  های موجود، افزایش نگرانی یکی دیگر از چالش

توان به تغییر  عنوان مثال می است؛ به CRISPRاز کاربرد 
شده اشاره  های مهندسی لاین انسان برای ایجاد بچه های ژرم سلول
به کاربرد . بنابراین ایجاد و تدوین مقررات مربوط [147]نمود
های ویرایش ژنوم در پزشکی و تحقیقات پایه ضروری به نظر  روش
  رسد. می
دلیل  به CRISPR-Cas9و  TALENsهای  طور کلی سیستم به

یک نوکلئوتیدها که منجر به سادگی در طراحی و  به شناخت یک
ای نسبت به سیستم  های قابل ملاحظه شود، مزیت ساختار آنها می ZFNs های سیستم  دارند. همچنین قابلیتCRISPR-Cas  در سه

ژنومیکس آشکار شده  بعد ژنومیکس، ترانسکریپتومیکس و اپی
ها  دهد تا مجموعه مشخصی از ژن است، که به این روش اجازه می

طور همزمان القا یا سرکوب نموده و در همان زمان به  را به
، ۶، ۵، ۴های  (جدول [18]ژنوم نیز کمک کنند ریزی مجدد اپی برنامه
  ).۹و  ۸، ۷
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 CRISPR-Cas9در سیستم های خارج از هدف  جایگاه بینی و پیش sgRNAمربوط به طراحی  افزاری های نرم ابزارها و بسته) ۴ جدول
 منبع  سال URL آدرس خروجی های داده ورودی های دادهزنده موجودInterface ابزار

CRISPRoneWeb user interface ها و  باکتری
  بارگزاری فایل توالی ها آرکئی

شود.  بینی برای هر توالی گزارش می نتایج پیش
و  CRISPRهای  صورت متنی حاوی آرایه گزارش به

 CRISPRهای  صورت توام یا فقط آرایه به Casهای  ژن
کدام از آنها  تنهایی یا هیچ به Casهای  تنهایی، ژن به

[148] ٢٠١٧/http://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone باشد.
CRISPR-RTWeb user interface  موجود  ١٠

مدل از جمله 
و   RNAبارگزاری توالی انسان

  رونوشت مرجع

های هدف یا خارج از  برای هر توالی ورودی جفت
شده را یافته و  انتخابهدف در مقابل رونوشت مرجع 

[149] ٢٠١٧/http://bioinfolab.miamioh.edu/CRISPR-RT شود. صورت گرافیکی نمایش داده می به
CREATE Web user interface یلک اشریشیا

نام ژن، نام کتابخانه، توالی 
نوکلئوتید، ریشه آمینواسید 

  هدف
[150]  ٢٠١٧/http://www.thebioverse.org  شده کاست ویرایش

CRISPR-DAVCommand line interface  همه
  موجودات

هایی که مسیرها و  فایل
افزار و  پارامترهای نرم

را  CRISPRهای  جایگاه
  دهد. نشان می

ها در مراحل مختلف،  گزارشی که شامل تعداد خوانش
در آمپلیکون، تعداد  indelها و فراوانی  عمق خوانش

و  SNPs، فراوانی آلل، indelهای  و درصد خوانش HDR شود. نمودار ارایه می صورت است و به  

https://github.com/pinetree1/crispr-dav٢٠١٧  [136]

CRISPR-FOCUS  
Web user interface  انسان و

  RefSeq IDسیمبل ژن،   موش

افزار نتایج مربوط به توالی  در فایل خروجی این نرم sgRNA نام کروموزومی که که توالی هدف در آن ،
، sgRNAکننده شروع توالی  قرارگرفته، هماهنگ

، نمره کارآیی sgRNAکننده پایانی توالی  هماهنگ sgRNA نمره اختصاصیت ،sgRNA تعداد ،
های بالقوه خارج از هدف که در مناطق  جایگاه

اند (در رابطه با بهترین  غیراگزونی ژنوم قرار گرفته
های بالقوه خارج از هدف بالقوه  تعداد جایگاه جفت)،

اند (در  که در اگزون اما مناطق غیرکدکننده قرار گرفته
های بالقوه  رابطه با بهترین جفت) و تعداد جایگاه

خارج از هدف بالقوه که در مناطق کدکننده ژنوم قرار 
اند (در رابطه با بهترین جفت) نشان داده  گرفته
  شود. می

http://cistrome.org/crispr-focus/٢٠١٧  [151]

CRF Web user interface ها و  باکتری
  ها آرکئی

با فرمت  DNA/RNAتوالی  FASTA  
[152]  ٢٠١٧#http://bioinfolab.miamioh.edu/crf/home.php  های کریسپر آرایه

Cas-analyzerWeb user interface  همه
  موجودات

های با انتهای تک  خوانش
  gzipped fastqیا  Fastq  با فرمت و یا جفتی

طور نسبی  که به NGSهای  نتایج بعد از آنالیز داده
های ورودی است با ژنوم  شامل مقدار کمی از داده

شده با توجه  شوند. نتایج همردیف مرجع همردیف می
بندی شده و علاوه بر آن موقعیت  به نوع جهش دسته

صورت نمودار نمایش داده  و اندازه درج یا حذف به
، CjCas9 ،SaCas9و تکی مانند  Nucleases و dCas9-FokI ،Cas9 nickases ،TALENs ،ZFNsشود. این ابزار برای نوکلئازهای جفتی مانند  می AsCpf1/LbCpf1 ،NmCas9 ،StCas9  وSpCas9 

  رود. به کار می

http://www.rgenome.net/cas-analyzer/#!٢٠١٧  [153]

Guide PickerWeb user interface  انسان و
  نام ژن  موش

های راهنما همراه با مقایسه مربوط  فهرستی از توالی
شود. این  های هدف و خارج از هدف ارایه می به نمره
توانند در ابزارهای مربوط  های راهنما سپس می توالی

یا  (/https://www.deskgen.com/guidebook)به درج و حذف ژن موجود در 
وجوگر با قابلیت مقایسه ژنوم برای  در یک جست

ها  یین مکان دقیق آنها در رونوشت یا رونوشتتع
  چک شوند.

https://www.deskgen.com/guide-picker/٢٠١٧  [154]

CRISPRAnalyzeR Command line interface  همه
  موجودات

های ورودی در این ابزار  داده
شامل سه نوع فایل 

  متفاوت است:
با  sgRNA) فایل کتابخانه ١

) فایل ٢، FASTAفرمت 
های خام با  یابی داده توالی

) فایل ٣، fastq.gپسوند 
  tx.شمارش با پسوند 

های کاندید، عملکرد  نویسی و مستندسازی ژن حاشیه sgRNA های اتصال  بینی جایگاه و پیشsgRNA  
https://github.com/boutroslab/CRISPRAnalyzeR٢٠١٧  [155]

CRISPRtoolsWeb user interface موش  
  Ensembl Exon Ids (e.g. ENSMUSE00000292922)  ای، جایگاه جهش نقطه

این ابزار قابلیت طراحی آزمایش را در دو حالت درج 
صورت یک فایل فشرده  ژن یا حذف ژن دارد. نتایج به

  شود. در هر مورد ارایه می
http://crispr-tools.jax.org/٢٠١٧  [156]

ANNOgesicCommand line interface ها و  باکتری
  RNA-Seqهای  داده  ها آرکئی

نگاری ژنوم با کیفیت بالا، شناسایی  حاشیه
، CDSsخصوصیات مختلف ژنومیک همچون ژن،  rRNAs  وtRNAsبرداری  های شروع نسخه ، جایگاه (TSSs)های پردازش  ، جایگاه(PSs) نواحی غیرقابل ،

[157]  CRISPR https://github.com/Sung-Huan/ANNOgesic٢٠١٧های مرتبط با RNAو  (UTRs)ترجمه 
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save GUI انسان و موش  
  FASTAبا فرمت  sgRNAبارگزاری فایل کتابخانه 

گزارش تصویری شامل خلاصه ای از کیفیت داده 
برای یک  sgRNAsهای توالی یابی شده و انتخاب 

  ژن
http://save.nrihub.org/٢٠١٧  [158]

sgTiler Command line interface فایل مناطق اگزونی   همه موجودات
  ژنوم

شده  های کاندید و غربالsgRNAsفهرستی از همه 
  TXT+PDFبا فرمت 

https://github.com/HansenHeLab/sgTiler٢٠١٧  [159]
ge-CRISPR Web user interface توالی ژن یا ژنوم مورد   موجودات مدل

 sgRNAانتخاب و نمایش بهترین  FASTAنظر با فرمت 
  GCو درصد  PAMهمراه با 

http://bioinfo.imtech.res.in/manojk/gecrispr/٢٠١٦  [123]
PhytoCRISP-Ex Command line interface ١٣ DNA توالی sgRNA http://www.phytocrispex.biologie.ens.fr/CRISP-Ex/crispexdownloads/٢٠١٦ [160]

CRISPOR Web user interface ژنوم شامل  ١٢٠
گیاهان و بسیاری از 
توالی ژنومی (کمتر از  موجودات مدل

بینی  های خارج از هدف بالقوه، پیش توالی PAMباز)، توالی  جفت١٠٠٠
[161] ٢٠١٦/PAMs  http://crispor.tefor.netهای راهنما برای  توالی

CRISPRdigger Command line interface نویسی  حاشیه  یژنوم یتوال  همه موجوداتCRISPRs های  و شناخت سیگنال
  انداز و فاصله DR (Direct Repeats)تکراری

http://www.healthinformaticslab.org/supp/٢٠١٦  [162]

BATCH-GE Command line interface از آمده دست هب یها  داده همه موجودات 
ارایه گزارش ریزی از کارآیی ویرایش ژنوم برای هر  NGS یابی یتوال

کردن  و  بصری HDRنمونه، اطلاعاتی درباره 
[163] UCSC https://github.com/WouterSteyaert/BATCH-GE٢٠١٦وجوگر  ها در جست خوانش

CRISPRleader Command line interface یا  کامل ژنومها ها و آرکئی باکتری
، CRISPRهای  نگاری کاملی از آرایه حاشیه نویس آن پیش

شده که  گیری رشته و حد و مرز مناطق حفاظت جهت
[164] ٢٠١٦/http://www.bioinf.uni-freiburg.de/Software/CRISPRleader وجوگر ژنومی بارگزاری شود. تواند در هر جست می

CRISPR-DOCommand line interface  ،انسان، موش
و مگس، کرم خاکی 
[165] sgRNA https://bitbucket.org/jianma/crisprdo٢٠١٦ مناطق هدف گورماهی

Breaking-Cas Web user interface یک یا چندین توالی   همه موجوداتDNA  نوکلئوتید ٢٠٠٠٠تا

های هدف و خارج از  اطلاعات ریزی در مورد توالی
ها و  هدف، نمایش نمره، مختصات و همپوشانی ژن

[166] http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/breakingcas/index.php٢٠١٦ صورت ارائه یک جدول نتایج بهسایر 
CT-Finder Web user interface  موجودات مدل

اصلی شامل انسان، 
موش و 
[167] ٢٠١٦/sgRNA https://sourceforge.net/projects/ct-finder توالی DNA آرابیدوپسیس

CRISPETa Web user interface  ،انسان، موش
گورماهی، کرم و 
[168] sgRNA http://crispeta.crg.eu/manual٢٠١٦ های هدف توالی مگس میوه

CLD Command line interface همه موجودات CLD  نیاز به سه فایل به
عنوان ورودی دارد: توالی 
ژنومی، یک فایل پارامتر 
[169] ٢٠١٦.sgRNA https://github.com/boutroslab/cld ویک  فهرست ژن
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CRISPy-webCommand line interface  هر نوع ژنوم
[170] ٢٠١٦/sgRNA http://crispy.secondarymetabolites.org ژن یا توالی هدف میکروبی

CRISPRDetect Command line interface  باکتری ها و آرکئی
[171] ٢٠١٦/CRISPR http://bioanalysis.otago.ac.nz/CRISPRDetectهای  بینی آرایه پیش توالی ژنومی ها

EuPaGDT Web user interface توالی هدف ٢٥ sgRNA http://grna.ctegd.uga.edu/٢٠١٥  [172]
Spacer Scoring for CRISPR (SSC) Web user interface توالی  هر ژنوم انتخابیDNA sgRNA http://crispr.dfci.harvard.edu/SSC/٢٠١٥ [173]

Cas-Designer  Command line interface های ناجور، همه  تعداد جفت توالی منطقه هدف ٣٠gRNAs های
[174] ٢٠١٥/http://www.rgenome.net/cas-designer ممکن

CRISPR multitargeter  Web user interface  ١٢ Ensembl transcriptIDs sgRNA, GC% http://www.multicrispr.net/٢٠١٥  [175]
CRISPR-ERAWeb user interface توالی هدف ٩ sgRNAs http://crispr-era.stanford.edu/InitAction.action٢٠١٥  [176]

CCTop Web user interface توالی منطقه هدف یا توالی  ١٥Fasta  هدف  یها یگاهاز جا فهرستی باز جفت٥٠٠تا  ٢٣باsgRNA  که
خارج از هدف  یها یگاهبراساس تعداد جا

[177]  ٢٠١٥/http://crispr.cos.uni-heidelberg.de .اند شده بندی رتبه ینیب یشپ

CRISPRessoCommand line interface هر ژنوم انتخابی 
CRISPResso  نیاز به دو ورودی

 دارد:
) یل(دو فا یجفت یها ) خوانش١
) یلفا یک( یتک یها خوانش یا

 یشاتکه از آزما fastqبا فرمت 
  آمده است.دست ه ب یابی یتوال
 مرجع آمپلیکون توالی ) یک٢
 کارآیی کردن کمی و سنجش برای

 هدفدار زایی جهش
[178]  ٢٠١٥/http://crispresso.rocks های هدف و خارج از هدف بالقوه جایگاه

CRISPRscanWeb user interface توالی  گورماهیDNA sgRNA http://www.crisprscan.org/٢٠١٥  [179]
CROP-IT Web user interface انسان و موش sgRNA های خارج از  بندی جایگاه دهی و رتبه نمره

هدف بالقوه، تعداد، موقعیت و شناخت 
[129]  http://cheetah.bioch.virginia.edu/AdliLab/CROP-IT/homepage.html٢٠١٥ های ناجور جفت

ProtospacerWB GUI یعسر یطراح یبرا ینمنبع آفلا یک توالی ژنومی هدف همه موجودات sgRNA عنوان  از یک پایگاه داده به. است (back-end)، یک GUI عنوان به (front- end)  استفاده توالی یابی نقشه ابزار و 
[180]  http://www.protospacer.com٢٠١٥ کند. می
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WU-CRISPRWeb user interface ٢٤نماد ژن یا توالی  انسان و موش-
وسیله نمره تاثیر  که به sgRNAفهرست  بازی جفت٣٠٠٠٠

[125]  ٢٠١٥/http://crispr.wustl.edu بندی شده است. رتبه
Cas-OFFinder Command line interface ٢٠ sgRNA  جایگاهای خارج از هدف با تعداد و

[127] ٢٠١٤/http://www.rgenome.net/cas-offinder های ناجور موقعیت جفت
CasOT Command line interface فایل  همه موجوداتFASTA  sgRNA  

[134] ٢٠١٤/http://eendb.zfgenetics.org/casot های خارج از هدف و جایگاه
CHOPCHOPWeb user interface های خارج از هدف و  محاسبه جایگاه ژن، توالی منطقه هدف ٢٢

[132] ٢٠١٤/GC https://chopchop.rc.fas.harvard.eduوسیله مقدار  به sgRNAبندی  رتبه
COSMID Web user interface ٧ sgRNA های هدف کاملاً منطبق را  فهرستی از جایگاه

  کند بندی می دسته
https://crispr.bme.gatech.edu/٢٠١٤ [128]

CRISPR-P Web user interface  (گیاه )توالی هدف ٣٠ sgRNAهای خارج از  بینی جایگاه ، پیش
های  های برش آنزیم هدف و جایگاه

[181] ٢٠١٤/sgRNA http://cbi.hzau.edu.cn/crisprمحدودگر برای هر 

CRISPR-P 2.0 Web user interface  (گیاه)توالی هدف  ٤٩  

 یا ییریافتهتغ یده نمره یستمابزار س یندر ا
 یجادسنجش اثرات خارج از هدف ا یبرا

 یراهنما را برا یها یتوال یشده است. طراح
 CPf1 همچون یسپرمتفاوت کر یها یستمس
فراهم cas9  متفاوت اندونوکلئازهایو 
راهنما  یاز توال یجامع یزکند. آنال یم

 یگاه، جاGCی همچون محتوا
است. فراهم شده  ٢در نسخه  sgRNA ساختار دوم و محدودکننده یها اندونوکلئاز
مورد  یتوال یاکه ژنوم  یتدر صورهمچنین 

توان  یدر فهرست انتخاب شده نباشد م رنظ
 .کرد ییرا شناسا sgRNA و یآن را در قسمت مورد نظر بارگزار

http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/٢٠١٧  [182]

CRISPRdirect Web user interface های هدف را برای یک رونوشت  توالی توالی منطقه هدف ٢٠
[183] ٢٠١٤/http://crispr.dbcls.jp کند. میوجو  جست

CRISPRseekCommand line interface هر توالی ورودی هر ژنوم انتخابی 
افزاری  عنوان یک بیوکنداکتور در بسته نرم به R  ایجاد شده است و خروجی آن شاملsgRNAs های خارج از هدف است  و جایگاه

دهی متشکل از  وسیله سیستم نمره که به
های  های ناجور حاصل از داده جریمه جفت
 آید. دست می تجربی به

http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/CRISPRseek.html٢٠١٤ [126]

E-CRISP Web user interface >40  ،نماد ژنID  یا توالیFASTA  جایگاه هدفCRISPR http://www.e-crisp.org/E-CRISP/٢٠١٤ [131]
flyCRISPR Web user interface های  همه جایگاه توالی منطقه هدف  مگس سرکهCRISPR http://tools.flycrispr.molbio.wisc.edu/targetFinder/٢٠١٤ [184]

GT-Scan Web user interface توالی یا فایل  ٢٠FASTA sgRNA   و جایگاه های ژنومی با صفر تا سه
[185] ٢٠١٤/http://gt-scan.braembl.org.au/gt-scan جفت ناجور
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 CRISPR-Cas9در سیستم های خارج از هدف  جایگاه بینی و پیش sgRNAمربوط به طراحی  افزاری های نرم ابزارها و بسته) ۴ جدولادامه 
 منبع  سال URL آدرس خروجی های داده ورودی های داده زنده موجودInterface ابزار

sgRNAcas9Command line interface توالی منطقه هدف همه موجودات 
های  فایل چندگانه که شامل همه طرح

ممکن برای یک توالی داده است(در این 
افزاری چهار مرحله اصلی شامل  بسته نرم

، CRISPRهای هدف  شناخت جایگاه
یابی  وسیله نقشه ها به ارزیابی خارج از هدف

کل ژنوم، طراحی الیگونوکلئوتیدها برای 
و در پایان  sgRNAساخت وکتور بیانی 

های  برای جایگاه PCRیمرهای طراحی پرا
 است). Cas9برش هدف برای تایید فعالیت 

http://www.biootools.com/col.jsp?id=103٢٠١٤ [186]

SSFinder Command line interface همه موجودات FASTA فایل NGG-PAM https://code.google.com/p/ssfinder/٢٠١٤ [187]
CRISPR-GAWeb user interface منطقه ژنومی مورد نظر با  هر ژنوم انتخابیPCR  

یابی  تکثیرشده و پس از توالی
 شود عنوان ورودی بارگزاری می به

[188]  ٢٠١٤/InDel http://54.80.152.219گزارش شامل مکان و خصوصیات 
TIDE Command line interface فایل داده های توالی یابی شده  همه موجودات

[189] ٢٠١٤/InDel http://tide.nki.nlشناسایی و کمیت  scf formatیا  abifبا پسوند 
Crass Command line interface فایل  همه موجوداتfasta  یاfastq شده  های شناسایی همه جایگاهCRISPRs http://bioinformatics.ninja/crass/٢٠١٣ [190]

Cas9 DesignWeb user interface توالی منطقه هدف ١٠ sgRNA, AT% http://cas9.cbi.pku.edu.cn/٢٠١٣  [191]
CRISPR design Web user interface توالی منطقه هدف (تکی یا  ١٥

 [67]  ٢٠١٣/http://crispr.mit.edu های ناجور جفت شده) بندی دسته
ZiFiT Web user interface توالی منطقه هدف (تکی یا  ٩

های خارج از هدف با صفر  جایگاه SgRNA شده) بندی دسته
تا سه جفت ناجور، موقعیت و شناسایی 

های ناجور، موقعیت ژنومی  جفت
[133]  ٢٠١٠/http://zifit.partners.org/ZiFiT های خارج از هدف جایگاه

  
  CRISPR-Cas9ر سیستم دها  پایگاه داده )۵ جدول

 منبع URL سال توصیف موجود زنده ابزار

Cpf1-Database١٢  

است. CRISPR-Cpf1در سیستم  sgRNAاین ابزار برای طراحی 
های وجوشده برای ارتولوگ حاوی همه اهداف از پیش جست

که توالی LbCpf1و  AsCpf1همچون نوکلئارهای   Cpf1مختلف 5-TTTN- 3   طور  کنند و همچنین به ژنوم شناسایی می ١٢را در
به in vivoصورت  های انسانی به آمیزی در ویرایش سلول موفقیت
 اند، است.  کار رفته

٢٠١٧  http://www.rgenome.net/cpf1-database/ [192] 

Anti-CRISPRdb موجودات
  مختلف

از بیش به مربوط اطلاعات به دسترسی آنلاین منبع این پایگاه یک
و تجربی های روش با است که CRISPRضد پروتئین ٤٠٠

اجازه کاربران به داده پایگاه این. اند به دست آمده بیوانفورماتیک
وجو، خود را جست anti-CRISPR های پروتئین تا دهد می

علمی جوامع سایر غربالگری و بلاست نموده و همچنین آنها را با
  مرتبط به اشتراک گذارند.

٢٠١٧  http://cefg.uestc.edu.cn/anti-CRISPRdb/ [193] 
GenomeCRISPR  انسان (به سایر

موجودات قابل 
  بسط است)

با توان CRISPR/Cas9این پایگاه برای آزمایشات غربالگری 
sgRNA ٥٥٠٠٠٠های بیش از  عملیاتی بالا است. در بردارنده داده

سلول انسانی متفاوت ٤٨آزمایش متفاوت در  ٨٠که در بیشتر از 
ها و ابزارهایی است که به کاربر اجازه کاررفته است. حاوی گزینه به
های متفاوت را بررسی و مقایسه آسانی نتایج اسکرین دهد به می

  کند.

٢٠١٧  http://genomecrispr.dkfz.de/#!/ [194] 
PICKLES انسان  

مورد نظر خود را در مجموعه یها تواند دادهیکاربر م یگاهپا یندر ا
داون غربال شده در عمدتاٌ اوت و ناک ناکهای  از کتابخانه یبزرگ
٥٠از  یشژن و ب ١٨٠٠٠از  یشبشامل  یسرطان یها ینلا سل
  .یدجو و دانلود نمائ جست ینلا سل

٢٠١٧  http://pickles.hart-lab.org [195] 
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   ۱۳۹۸، بهار ۲، شماره ۱۰دوره                                                                                                                      مدرس                                                                                   تربیت دانشگاه فناوری زیست

  CRISPR-Cas9ر سیستم دها  دادهپایگاه  )۵ جدولادامه 
 منبع URL سال توصیف موجود زنده ابزار

IMG/M ها،  آرکئی
ها،  باکتری

پلاسمیدها و 
  ها ویروس

ها، نویسی ژنوم و متاژنوم در آرکئی در این پایگاه آنالیز و حاشیه
ای انجام صورت مقایسه ها به ها، پلاسمیدها و ویروس باکتری
های کدکننده بینی شامل ژن های پیش شود. دارای ویژگی می

های غیرکدکننده و تنظیمی و همچنین عناصر RNAsپروتئین،  CRISPR .است  

٢٠١٦  
https://img.jgi.doe.gov/cgi-bin/m/main.cgi?section=Help&page=using_index  [196] 

Cas-Database این پایگاه ابزاری مبتنی بر شبکه با کاربری ساده برای طراحی ١٢sgRNA تواند برای ساخت در مقیاس ژنوم است. این ابزار می
١٢که هزاران توالی کدکننده را در  sgRNAهای بهینه  کتابخانه

  کند، به کار رود.  گیری می موجود متفاوت هدف

٢٠١٦ http://www.rgenome.net/cas-database/ [197] 

Grape-CRISPRانگور  

میلیون٣٠پایگاه اختصاصی مربوط به انگور است که حاوی  spacers است. کارکرد مهم این پایگاه کاربرد سیستمCRISPR/Cas9 عنوان یک ابزار ویرایش ژنوم برای اصلاح به
وجو و طراحی مولکولی در انگور است. دارای دو بخش اصلی جست

های تواند جایگاه وجو کاربر می است. در بخش جست protospacers  و موتیف مجاور آن(PAM) را در یک ژن
Pfam IDژن یا  IDوسیله اطلاعات مشخصی همچون  به

را PAMو  protospacersش طراحی کاربر وجو کند. در بخ جست
  در توالی مورد نظر شناسایی و طراحی نماید.

٢٠١٦  http://biodb.sdau.edu.cn/gc/index.html [198] 

grID  موجودات
  مختلف

نگاری جامعی را برای سیستم این پایگاه یک سیستم حاشیه CRISPR  ایجاد نموده است. مجموعه کاملی از خصوصیات gRNA های ترمودینامیک، آنالیزهای شامل تنوع و توالی، مولفه
وجو در این پایگاه است. جست PAMهای  خارج از هدف و جایگاه

، سیمبل ژن یا هر تولیNCBI (Ref Seq)وسیله توالی مرجع در  به
شود. در قسمت انجام می   N20NGGبازی به شکل جفت٢٣

عمال فیلترهای موردتواند با ا وجوی پیشرفته نیز کاربر می جست
را در یک ژن یا ناحیه مشخصی از آن CRISPRنظر اهداف 

  شناسایی کند.

٢٠١٦  http://crispr.technology [199] 

CRISPRz  انسان، موش و
 گورماهی

طور  است که به CRISPR/Cas9های هدف  این پایگاه حاوی توالی
اند. این پایگاه در تلاش آزمایشگاهی در گورماهی اعتبارسنجی شده

دارای اعتبار از  CRISPRبرای ایجاد فهرست جامعی از اهداف 
طور پروژه در حال اجرای ژنوم گورماهی منابع منتشر شده و همین

 http://research.nhgri.nih.gov/CRISPRz/ [200] ٢٠١٥ ایجاد شد.

WGE انسان و مو 
را CRISPRهای تکی و جفتی  در حال حاضر جایگاه WGEپایگاه 

ذخیره و اطلاعات خارج از هدف که در اگزوم موش و انسان قرار 
های دهی و نمایش جایگاه کند. نمره گرفته است را محاسبه می
با CRISPR های جایگاه شناخت و خارج از هدف ساده بوده

ابزاری همچنین پایگاه این. شود فیلترتواند  می سرعت به کیفیت
.است نموده مهیا ژن گیری هدف های ناقل نمایش و طراحی برای
.کند می استفاده Genoverse نام به ژنوم وجوگر یک جست از
شامل چهار قسمت است. یک ابزار  WGE سیستم کلی طور به

های خارج از هدف، یک پایگاه آنالیزکننده برای محاسبه جایگاه
یبرا یتسا وب های محاسبه شده، یک برای ذخیره همه داده

ها را که همه داده ناقلطراح  یکو  بلادرنگصورت  نمره به محاسبه
 سازد. یدر دسترس م یبرنامه کاربرد یک یقاز طر

٢٠١٥ http://www.sanger.ac.uk/htgt/wge/ [201] 

CrisprGE مدل و سایر  ٣٢
 موجودات

CrisprGE  یک هاب مرکزی مربوط بهCRISPR/Cas در ویرایش
شده ژن ویرایش ٤٦٨٠ژنوم است. در حال حاضر این پایگاه تعداد 

موجود ٣٢فرد از  ژن منحصربه ٢٢٣که شامل  CRISPRبا سیستم 
کند و حاوی اطلاعاتی داری می مدل و سایر موجودات است را نگه

درباره موجود زنده، ژن، توالی ژن هدف، تغییرات ژنتیکی، کارآیی
وجو های بنیادی و غیره است. تسهیل جست ویرایش ژنوم، سلول

اربرپسند نموده است. اینها این ابزار را ک همرا با بازیابی آسان داده
 است. CRISPR Mapperو  BLAST CrisprGE ،BLAST NTdbپایگاه همچنین شامل ابزارهای مفیدی همچون 

٢٠١٥  http://crdd.osdd.net/servers/crisprge/ [202] 
EENdb  موجودات

) حاوی گزارشات مربوط به١/١جدیدترین نسخه این پایگاه (نسخه  مختلف ZFNs ،TALENs  وCRISPR/Cas  .٢٠١٢ در موجودات مختلف است  http://eendb.zfgenetics.org/ [203] 
CRISPI یک محیط اختصاصی  پروکاریوتهاCRISPR در ژنوم های پروکاریوتیک شامل

و  CRISPR ٢١٠٣باکتری با  ٩٨٧و   CRISPR  ٢٩١آرکئی با  ٧١
می باشد. کاربرپسند بوده و شامل Casفهرست جامعی از ژن های 

ابزارها و کارکردهای مختلف گرافیکی که به کاربر اجازه استخراج
 http://crispi.genouest.org/ [204] ٢٠٠٩ نتایج خود را می دهد.
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 TALENsمربوط به طراحی های نرم افزاری  ابزارها و بسته )۶ جدول
 منبع URL سال خروجیداده  داده ورودیموجود زندهInterface ابزار

CHOPCHOP Web user interfaceژن، توالی  ٢٣
 منطقه هدف

  شود: یانجام م یرموارد ز براساس بندی دسته
  غیرهدف های جایگاه ) تعداد١
یها جفت یهدف دارایرغ یها یگاهجا ) آیا٢

  باشند. می نقص بی یاناجور هستند 
قرار ژن ساختار درون هدف های جایگاه ) آیا٣

 اند. گرفته
٢٠١٤ https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/ [132] 

PROGNOSCommand line interface هر ژنوم
ترین ژن، تعداد بندی براساس نزدیک رتبه توالی هدف انتخابی

انجام PCRهای ناجور و اندازه محصول  جفت
 http://bit.ly/PROGNOS [28] ٢٠١٤ شود. می

SAPTA Web user interface هر ژنوم
توالی ژن مورد  انتخابی

 http://bao.rice.edu/Research/BioinformaticTools/TAL_targeter.html [205] ٢٠١٤ TALENهای بالقوه هدف  فهرستی از جایگاه نظر
TALENoffer Command line interface هر ژنوم

توالی ژن مورد  انتخابی
 http://galaxy.informatik.uni-halle.de [206] ٢٠١٣ TALENهای بالقوه هدف و خارج از هدف جایگاه نظر

ZiFiT Web user interface هر ژنوم
توالی منطقه  انتخابی

هدف (تکی و 
شده بندی دسته

 http://zifit.partners.org/ZiFiT/ [133] ٢٠١٣ ZFNهای بالقوه اتصال  جایگاه )
E-TALEN Web user interface

انسان، 
موش، 

گورماهی، 
مگس سرکه 

و 
آرابیدوپسی
  س

و  RVDتوالی 
  IDsژن 

آمیز و ناموفق خروجی آماری از تعداد موفقیت
 http://www.e-talen.org/E-TALEN/ [207]  ٢٠١٣ TALENطراحی 

Mojo HandWeb user interface هر ژنوم
 انتخابی

ژن یا   Entrezشناسه 
فایل متنی 

حاوی توالی با 
FASTAفرمت 

های های ممکن اتصال، جایگاه جایگاه
 http://www.talendesign.org/ [208]  ٢٠١٣ RVDsمحدودکننده مناسب و 

idTALE Web user interface موجودات
 http://idtale.kaust.edu.sa/index.html [209]  ٢٠١٢ هدف و خارج از هدفهای بالقوه  جایگاهژن IDتوالی یا مدل مختلف

  
 TALENsدر سیستم ها  پایگاه داده )۷ جدول

های کدکننده ای از ژن و مجموعه TALE ای از نوکلئازهای این پایگاه مجموعه انسان TALEN Library Resource منبع URL سال شناسهموجود زنده ابزار
است و دربردارنده ژنوم مقیاس در microRNA یها ژن وانسان  پروتئین های

جفت ٥٤٠ و انسان در پروتئین کدکننده های ژن برای TALENجفت  ١٨٧٤٠ TALENs جایگاه ٢٧٤ برای miRNA ٢٠١٣ .است http://www.talenlibrary.net/ [210] 
EENdb  موجودات

،ZFNs) حاوی گزارشات مربوط به  ١/١جدیدترین نسخه این پایگاه (نسخه  مختلف TALENs  وCRISPR/Cas .٢٠١٢ در موجودات مختلف است  http://eendb.zfgenetics.org/ [203] 
  

 ZFNsروی  مربوط به طراحی نوکلئاز انگشت افزاری های نرم ابزارها و بسته )۸ جدول
 منبع URL سال داده خروجی ورودی دادهموجود زندهInterface ابزار

PROGNOSCommand line interface هر ژنوم
ترین ژن، تعداد بندی براساس نزدیک دسته DNAتوالی هدف  انتخابی

انجام PCRهای ناجور و اندازه محصول  جفت
  شود. می

٢٠١٤ http://bit.ly/PROGNOS [28] 
ZFN-Site Web user interfaceتوالی منطقه هدف یا  ١٢

اطلاعاتی درباره 
  ZFN’sاختصاصیت اتصال هر 

های جایگاه حداقل دارای که ZFN های جفت
 http://ccg.vital-it.ch/tagger/targetsearch.html [211] ٢٠١١ است. بالقوه هدف از خارج

ZiFiT Web user interface هر ژنوم
توالی منطقه هدف (تکی و  انتخابی

 شده) بندی دسته
با   ZFNهای بالقوه اتصال  شناسایی جایگاه

شامل ZFPاستفاده از دو روش عمومی طراحی 
نسخه جدید این(. OPENبندی ماژولار و  سرهم

هایی برای شامل ویژگی (ver 4.2)وب سرور 
 http://zifit.partners.org/ZiFiT/ [133] ٢٠١٠ است). نیز TALENs و CRISPRطراحی 

Zink Finger Tools Web user interface هر ژنوم
 http://www.scripps.edu/barbas/zfdesign/zfdesignhome.php [212] ٢٠٠٦ (ZFP)روی  انگشت پروتئین هدف های جایگاه توالی DNAکیلوباز ١٠تا  انتخابی
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 ZFNsروی  نوکلئاز انگشتمربوط به های  پایگاه داده )۹جدول 
موجودات  EENdb منبع URLسال توصیفموجود زنده ابزار

،ZFNs) حاوی گزارشات مربوط به ١/١جدیدترین نسخه این پایگاه (نسخه  مختلف TALENs  وCRISPR/Cas .٢٠١٢ در موجودات مختلف استhttp://eendb.zfgenetics.org/ [203] 
ZiFDB  موجودات

 مختلف
های جدید را وارد کنند. یکZFAsو  ZFsدر این پایگاه کاربران اجازه دارند 

وسیله کاربر را تا زمانی که شده به های ارایه طور موقتی داده پایگاه در سایه به
کند و پس از آن در پایگاه وسیله مسئول پایگاه تایید شود ذخیره می به

واحد ٣٣٤و  F1F2واحد  ٣١٩شود. این پایگاه حاوی  دائمی بارگیری می F2F3 های  ی ساخت آرایهتواند برا است که میCoDA طور  به کار رود. به
 است. ZFAs ١١٢٣و  ZFs ١٢٢٦حاوی  ZiFDBکلی نسخه جدید پایگاه 

٢٠١٢http://zifdb.msi.umn.edu [33] 
ZifBASE  موجودات

 مختلف
ZifBASE هم و یعیطب هم( یرو انگشت یها نیپروتئ مورد در را یاطلاعات
با( یرو انگشت نیپروتئ هر انگشت یواحدها تعداد ،)شده یمهندس
آنها تیموقع و مجاور یها انگشت نیب یهماهنگ و) چندگانه یها انگشت
از که است نیا گاهیپا نیا مشکل نیتر ممه. کند یم فراهم را هم به نسبت
روز به تاکنون است، ZFPs ١٣٩ شامل فقط که ٢٠٠٩ در آن انتشار نیاول

 است. نشده
٢٠٠٩http://web.iitd.ac.in/~sundar/zifbase/ ZFs [213] 

  
 موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.تشکر و قدردانی: 

  موردی از سوی نویسندگان گزارش نشده است.اخلاقی:  تاییدیه
منافعی گونه تعارض  دارند هیچ نویسندگان اعلام میتعارض منافع: 

 وجود ندارد.
 جمعه (نویسنده اول)، امام یعباسعل سهم نویسندگان:

(نویسنده دوم)، یم اد ینحس %)؛٤٥( /تحلیلگرشناس روش
(نویسنده سوم)، پژوهشگر  یریجواد ظه %)؛٣٥پژوهشگر اصلی (

  %)٢٠کمکی (
با استفاده از پژوهانه (گرانت) اخذشده حاضر پژوهش منابع مالی: 

  انجام شده است. UOZ-GR- 9618-9از دانشگاه زابل به شماره 
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