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Abstract  

Objective 

This article aims to provide a comprehensive overview of the history of the discovery of these 

tools, their mechanisms of action, along with their advantages, disadvantages, challenges, 

applications, and future prospects, presented in a concise and informative manner for enthusiasts. 

Materials and methods 

Targeted genome editing is based on the induction of double-strand breaks, followed by the repair 

of the desired strand through mechanisms such as homologous recombination repair (HDR) or 

non-homologous end joining (NHEJ), which have been utilized across various organisms for 

diverse purposes. This review summarizes two main categories of editing systems: site-specific 

recombinases (SSR) and site-specific nucleases (SSN), including meganucleases (MegaN), zinc-

finger nucleases (ZFN), transcription activator-like effector nucleases (TALEN), CRISPR/Cas 

systems, and Fanzor nucleases. 
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Results 

Successful examples of these techniques include the treatment of certain diseases: in 2018, Hunter 

syndrome was treated by introducing the IDS gene into liver cells using the ZFN method in vivo. 

The TALEN method was used to treat Duchenne muscular dystrophy. In 2021, scientists were 

able to treat sickle cell anemia using the CRISPR/Cas system through single-base editing 

techniques. 

Conclusions 

In modern gene and genome editing methodologies, nuclease proteins are capable of introducing 

targeted modifications such as insertions, deletions, or substitutions within nucleotide sequences, 

thereby editing genetic information and the epigenome. These tools are capable of editing 

pathogenic genes by silencing them or activating inhibitory genes, finding applications in 

agriculture, medicine, and the treatment of genetic diseases. This system is also effective in gene 

tagging and modulating gene expression levels.  
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Introduction 

Advances in gene and genome editing technologies have profoundly transformed modern 

biotechnology, enabling precise, targeted modifications within the genetic material of diverse 

organisms. The ability to induce controlled changes at specific genomic loci has provided 

researchers with tools to decipher gene function, engineer desirable traits in crops, and design 

therapeutic strategies for a wide range of genetic disorders. Editing technologies have evolved 

from the first-generation systems based on site-specific recombinases (SSR) to highly adaptable, 

programmable nucleases known as site-specific nucleases (SSN). These SSN platforms  including 

meganucleases  (MegaN), zinc-finger nucleases (ZFN), transcription activator-like effector 

nucleases (TALEN), CRISPR/Cas systems, and the recently identified Fanzor nucleases  enable 

precise DNA cleavage followed by targeted sequence alterations through endogenous DNA repair 

pathways. The discovery of CRISPR/Cas, in particular, marked a paradigm shift, providing 
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researchers with an efficient, scalable, and relatively easy-to-design genome-editing platform. 

Subsequent innovations such as base editing, prime editing, epigenome editing, and RNA-

targeting systems have expanded the scope of editability beyond classical double-strand break 

(DSB)–dependent mechanisms. Despite the rapid adoption of these technologies, each platform 

possesses unique strengths and limitations related to efficiency, specificity, design complexity, 

delivery, and off-target potential. Understanding these features is essential for selecting the most 

appropriate tool for different biological and biotechnological applications. This review provides 

a comprehensive synthesis of the evolution, functional mechanisms, and applications of major 

gene-editing systems, highlighting their impact on agriculture, medicine, and synthetic biology 

as well as emerging trends shaping the future of genome engineering. 

 

Materials and methods 

This review integrates published findings covering molecular mechanisms, engineering 

strategies, and comparative evaluations of major genome-editing systems. Three principal DNA 

repair pathways  homologous recombination repair (HDR), classical non-homologous end joining 

(NHEJ), and microhomology-mediated end joining (MMEJ)  were examined to explain how cells 

process DSBs and generate insertions, deletions, or precise sequence replacements.  

For each editing tool, parameters evaluated included DNA-binding modality (protein–DNA vs. 

RNA–DNA recognition), nuclease architecture, target sequence length and constraints, ease of 

reprogramming, editing efficiency, off-target rates, delivery feasibility, and organism-specific 

performance. The historical development of genome-editing nucleases was outlined using 

primary research articles and key milestone case studies. The first specialized nuclease, MegaN, 

was discovered in 1985, marking the inception of gene editing. Subsequently, the discovery of 

the ZF motif led to the development of ZFN, TALEN, CRISPR, and Fanzor nucleases, which 

have been employed for genome editing in living organisms. These nucleases function by binding 

to the DNA strand, identifying the target sequence, and, through their nuclease domain, 

introducing a cut. The discovery of the CRISPR/Cas system heralded a new era in gene editing 

research. The mechanism of action in this system involves the identification of the target sequence 

by the nuclease through the interaction of DNA and a guide RNA strand; following target  
sequence identification, the cut is made by the nuclease domain.  Ultimately  Special emphasis was 

placed on practical applications in plant biotechnology, clinical gene therapy, and disease 

modeling to contextualize the relevance of each platform. 

 

 Results 

Meganucleases represent the earliest class of programmable nucleases. Their long recognition 

sequences (14–40 bp) confer exceptionally high specificity, but their DNA-binding surfaces are 

difficult to re-engineer, limiting their widespread use. Despite these constraints, MegaN 

demonstrated for the first time that sequence-specific genome modification was feasible, laying 

the foundational concept for modern targeted nucleases. ZFNs combine engineered zinc-finger 

protein arrays, each recognizing a 3-bp DNA segment, with the FokI nuclease domain which 

induces targeted double-strand breaks in the DNA. Their modular structure allows custom target-
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site recognition. However, ZFNs require extensive protein engineering expertise, and their 

tendency for off-target activity can lead to harmful effects on cell viability. A landmark 

achievement was the 2018 in vivo ZFN-based treatment for Hunter syndrome, demonstrating 

clinical feasibility and establishing ZFNs as a viable therapeutic platform. TALENs utilize TALE 

repeats in which each repeat binds a specific nucleotide via repeat-variable diresidues (RVDs). 

This one-to-one nucleotide recognition greatly simplifies design and improves targeting 

precision. TALENs produce fewer off-target events compared to ZFNs and retain strong activity 

across diverse organisms. They have been successfully applied in correcting mutations associated 

with Duchenne muscular dystrophy and generating targeted knockouts in numerous plant and 

animal models. Their predictable design and high specificity make TALENs a robust option for 

precise editing when target flexibility is required. CRISPR/Cas technologies revolutionized 

genome editing by separating DNA recognition from protein structure: a customizable guide RNA 

directs the nuclease (Cas9 or Cas12) to its target. Advantages include simple design, rapid 

scalability, multiplexing capacity, and adaptability across organisms. CRISPR variants have 

expanded editing possibilities, including RNA targeting (Cas13), base editing for point mutations 

without DSBs, prime editing for template-free sequence rewriting, and CRISPRi/a for 

transcriptional modulation. In 2021, CRISPR-based single-nucleotide correction was used for 

treating sickle-cell anemia, marking a historic therapeutic milestone. Despite their power, 

concerns remain regarding off-target cleavage, delivery challenges, and immune responses to 

bacterial Cas proteins. Fanzor nucleases represent a newly discovered class of compact RNA-

guided eukaryotic nucleases evolutionarily related to CRISPR-associated proteins. Their small 

size offers advantages for viral vector delivery, particularly in therapeutic contexts. While 

research is still emerging, Fanzor nucleases may form the basis of next-generation editing systems 

with improved efficiency and broader delivery compatibility. Genome editing has become 

indispensable in agriculture for enhancing stress tolerance, disease resistance, yield potential, and 

nutritional content. In medical biotechnology, programmable nucleases enable correction of 

pathogenic mutations, development of cell-based therapies, and targeted epigenetic 

modifications. Synthetic biology applications include metabolic engineering, gene circuit design, 

and construction of novel biological systems. As tools become more precise and efficient, their 

integration into routine laboratory and therapeutic workflows continues to expand. 

 

Conclusions 

Genome-editing technologies have evolved rapidly, enabling diverse and precise 

modifications of genetic material. While meganucleases provided the earliest proof-of-concept 

for targeted editing, modern research is dominated by TALEN and CRISPR/Cas systems due to 

their versatility, efficiency, and ease of customization. Emerging tools such as Fanzor nucleases 

promise further innovation, particularly in delivery-constrained therapeutic environments. 

Continued improvements in nuclease fidelity, editing precision, and delivery platforms will 

further expand the impact of genome engineering across agriculture, medicine, and industrial 

biotechnology. Ultimately, genome editing has transitioned from a conceptual possibility to a 
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central component of biological research and applied biotechnology, with transformative 

potential for addressing global challenges in food security, health, and sustainability. 
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  چکیده

دن د،  ی آیه م    و لشنع  د ک یبر دین ئق له ئرویی کل  بر ت ییخچه کشن،د ئک نیسنع لکلکر د ئیدی د ئو و یت    و ل ل   هدف:

فهن ویی  ن ی ویردی  ژ. و ژنوئ  دید نه ئ    ن  تن  دیلالن ت  ئسین د   ننن نه بهن ی و دلاصنننه اننن م ید  ی دد ین ی پ و شنننترد. و 

 للاقرکه د. قردی      

نظر د، یریق  و به  نب س آ. ترئیع یان ه ئوی  DNAدی  یان ه ویردی    فکه  ژنوم ئب ه  بر دیی   انکسنت  ومواد و روش ها:  

( د نت که  ی بسنی یی د، ئودو د  NHEJ کولوگ )  ی غیر( و ی  دتصن س دن ر HDR  ی ترئیک  نوترکیب   کولوگ )ئک نیسنع
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بو  که  ی   MegaNدنی م ویردی  ژن د دولین نوکل  ، دد صن صن    ئهظوی بهقردی گرف ه د نت    ئوی د ن س  م،ن م درت د  دف ئخ ل، 

تو نهه ی ف ه  که   Fanzorو  ZFN , TALEN , CRISPR د نوکل  ،ZFکشن، ان  و پا د، آ. ب  کشن، ئوتی،  1985 ن س 

و انه  ن ی  تودل    ف و  DNAگیری یوی یان ه     ب  قردیقردی گرف ه   دین نوکل  ، د ن س  م  ئوی بردی ویردی  ژنوم ئودو د  ،ن م 

 ویم د ی ی د، توقیق    ی  CRISPR/Casکهه   ب  کشن،  نیسن ع    د ب  د ن س  م د،  مئین نوکل  ،ی برش ید دیی   ئ دتصن س به آ.

و  DNA  کهبر ع  بر د ن ،  ف تو ن  دین نوکل  ، ،ئیهه ویردی  ژ. آغ ، ان   ئک نیسنع لکل  ی دین یوشد انه  ن ی  تودل  

 او  ید هک  د ت که پا د، اه   ی  تودل    فد برش تو    مئین نوکل  ،ی دنی م ئ  RNAیا ه 

دان یم کر ت  ی  ن س    یک یید، ب   به  یئ . برد  تود. ئ  ی ویردی  ژن   یک ی د ن س  م د، تکه آئیییتئوفق ی  نکونه  د،  نتایج:  

 یئ . ان   د،    تهصنوی   یو.به ZFNکب  ب  د ن س  م د، یوش    ی  به  نلوس  IDS نه یوم   ن ر ب  ودی  کر . ژ.   یک ییب 2018

  یک دنشنکه د. تودنسن ه  ب  تکه 2021 وانن د ن س  م ان    ی  ن س   ضنلان ل  یسن روف   یک یی یئ . ب یبرد TALENیوش  

  یئ . کهه   CRISPR/Cas یس عد،   یریگاکل ید ب  بررم   د   کع دون یک ییتک ب ،د ب یردی و

ی قن  ینن  بنه یوی  ن فکهن  تتییردت  ئن نهن   یود انذف و ین    ن ی نوکل ن ، ن ی نوین ویردی  ژ. و ژنوئ د پروت ین ی یوش بحث::

  ی    ئ  تودنه  د، یریق ویردی  ژ.ژنوم ید دنی م   ه   دین دبیدید یتییه   ی تودل  نوکل وتی ید ویردی  دیلال   ژن یک  و  دپ 

 ن ی کشننن وی،ید پیانننک  و  یئن .  ن ی ئرن یکههن م  ی او،مژ.  کر .فهن س ن  و ین   ،د د، یریق دن ئوش کر . آ.لن ئنل بیکن یی

ی ئؤثر   ک یبر  گذدیی و  کچهین ک    ی  دفیدی  بی . ژ.  ی ژن یک  به ک ی بر م انون   لهین  نیسن ع   ی د  ی نشن نهبیک یی

   بر یوی ک    ی فت و بیشن ر ئا له   و آ،ئ ی   MegaN  ی  نوکل  ، ترد د ن س  م د،تر و  قیق  ی د ی  دین   ب  تو نهه یوش

 ئ کرکی گر ی م د ت  CRISPR/Casو  TALEN  ی یوش

 ZFNد TALENد CRISPR/Casژنومد  و ت ویردی  ژ.هاکلیدواژه

  ئروییت نوع مقاله

  ی ویردی  ترین تکهیک( ئرع1404دلال  دودید. ئخ  ید ئوقق ئریعد    ی  ص یقهد ،دیل  ئرس د نصر  آب  ی  یه  )  استناد:

  68-41(د 2)18د ئیله بیوتکهولوژی کش وی،یژ. و ژنوم  
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 مقدمه

دئرو،م پیشنرفت   ی للک   ؛   دنسن .د   ن  وی   ی دی،انکه ی  دان ه دن   ی  نه   دصنلاح نب ت   ب  نی   د . ئیلیو.یوش

 ,Chen & Gao)   و تودل  آنر  دئک نپذیر  ن د ه د نت    ی نوین ویردی  ژنوم ید بردی  دصنلاح ژ.و فه ویید د ن س  م د، یوش
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  ی ویردیشن  ان  که کهه م ئهیر به پیشنرفت تکهیک  ی ئو و گیری ژ. و دفیدی  دد صن صنیت آنییع  ی   ف  تکهیک(2014

  ی ب  دی،ش  ی صنههتد   د بربو  لکلکر د تولی  ئ  بولیت  د بیک یی ی دفیدی  لکلکر  و کیسیت گی   . و ئق وئت گی   . به ته 

  ی  یئ ن  نق  بسنی ی ئوثری  دی   توقیق   دنی م ان م  ی او،م     ی صنه ی  غذدی  و دید ه ید ک یئره  ن  ژنوم ئیکرودیگ نییم

لروق د لصنننب د  - ن ی قلب  ن ی ویرو ننن د بیکن یی ن ی بهین  ید لسوننت ن ی پیونن   نننلوسویردی  ژن  تن  کهو. لکن تن ر  ی ،ئیهنه

  بو م د نت  ی لشنک د  یسن روف  لضنلان  و  یئ .  نری .   کوفیل د بیک یی   ی دولیه  نیسن ع دیکه ددد لالا  ئ  بولیکد نقص

(Li et al., 2020; Nidhi et al., 2021 )  ی ژن یک ئهکو، ئ نه  د ئوان  و ک    بی . ژ.  یگذان ه  دنشنکه د. د، یوش  

کر ن  درت د  دف ئخ ل،د ئ نه  بری ن  لکلکر  ژ. د ن س  م ئ  Antisense RNAو   RNA interference  (iRNA)ئ نه  

(Javaran, 1999; Napoli et al., 1990)     د به  لیل ک یدی  پ یین و دثرد  د یو د، یهه و  نری  بو . دین یوش یکعب  ودو  

  ی ترئیک  به دین   ف  گیری د، ئک نیسنعو بررمDSB1له  نوکل وتی  د، یریق دیی    کر .دضن فه  فد  دنشنکه د. ب  اذف ی   

بردی ویردی    فکه  ژنوئ   SSN3و   SSR2ت کهو.  و د نود م آنییک      (Matsumoto & Nomura, 2023)ی به    نت ئ 

و دیی    DNA   که تودن ی  دتصن س به  نول  د، آنییع(   Lino et al., 2018; Olorunniji et al., 2016)ئهرف  ان م د نت  

ن م  دین  که بردی دیی   تتییرد    فکه د ئ نه  در د اذفد  یو ژ. و د یتییه   SSN  ی ئشنخص ید  دین   انکسنت  ی ئول

   انو   دین نوکل  ،  ی یبیه  دو   نلوس ترئیع ئ   ی دیی   ان م تو ن  ئک نیسنعانکسنت(  Adli, 2018)  انون  ئژ. د ن س  م 

کههن م یونویسننن   ن ی انننبنه فهن سد نوکل ن ،5(ZFNs ن ی دنتشنننت یوی )د نوکل ن ،4(MegaN ن  ) ن ی ئتن نوکل ن ،بنه دن نود م

(TALENs)6 دی ودبسنن ه به پروت ین   ی کوت م ئ ق ی. ف صننلهد تکردی Cas  (CRISPR/Cas)7   و نوکل  ،  یFanzor   تقسننیع

 DSBکه ویردی  ژ. ئب ه  بر  ی آنی  د،  ( Tröder & Zevnik, 2022)   ت  ا و ی ئشن به د نت  انون  که لکلکر  کل  آ.ئ 

ین     کر .دن ئوشدفیدی  ین  کن    بین . ژ.د   ئهظویبنه  CRISPR/Cas ن ی بن لیه  کن یبر  لهن دن  نن دی د د،  نننیسننن ع   ی  یئن .

 Li)انو  د ن س  م ئ  (DSB)ژن یک  ب و. دیی   انکسن ت   ی  و یان ه  ژ.د ب ،آیدی  کروئو،وئ  و  یتر تتییرد  دپ   کر .فه س

et al., 2020)   ی ئخ ل، ویردی  ژ.د   ف د، نت یش دین ئق لهد ئق یسننه کل  دن د، یوش   و لشننعد کیتد ک یبر   بهب توده  

 ئه د. به دین تکهولوژی ککک که  که د، دبیدی و یوش    ننت ت  للاقه  ی ویردی  ژ. و ژنوئ د بی . نق ط قو  و ضننه، آ.یوش

 ی بردی نیل به د  دف دو  بررم گیرن  ترئه  ب

 

 
1. Double Strand Breaks 

2. Site-specific recombinases   
3. Site-specific Nucleases 
4. Meganucleases 
5. Zinc-finger nucleases 
6. Transcription activator-like effector nucleases 
7. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 
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 SSRویرایش ژنوم با استفاده از 

ید  ی یک ئک .   λتودنسنت ژنوم ب ک ریوف ژ  کشن، ان  که ئ   Escherichia coli  (E.coli) ی ب ک ری  SSRب ی یندولبردی  

آئیهود ننی ی به  و د نود م کل    rد ص د، ژنوم ئییب . د د که   دین یوش بر د نن ، د یت م فه س آنییع و اننه  نن ی  تو نن  گروم 

   به  ددل ژنوم ب ک ری DNA ودی کر .   بردی دئرو،م د، آ. که  انون  ئ  ی تیرو،ین تقسنیع   ی  نرین و ییک ئبیه ،ییک ئبیه ،

یک  ودی کر .بردی   SSR  د، (Olorunniji et al., 2016; Dymond et al., 2011)اننو    ئد، یریق نوترکیب  د نن س  م  

 Dymond) د غ م پلا نکی  نیی ک یبر   دی  ژ. د ن س  م کر   دین یوش  ی  ن دت و کر .د ئوشی  ودیونت  آ. و  DNAقاهه 

et al., 2011)و تودل  کوتن م    د   ی نوترکیب  دن ص ئونل DNA   ی  و دن یتن م ئ سن و  د، ینک ئولکوس ین   و ئولکوس دن دگن ننهد 

د ن ر  ی ئک .  پیون  فسنسو ی ان .انکسن ه  ه د  نپا ب  انون  و  نیه پا تشنکیل ئ انه  ن ی  ئ  SSR  ی آنییع تو ن  ،یر ودا 

گیرن  و نوترکیب  یخ ی  کوف ک وی  یتری ب  آیدی  د ی   ی که ی  ع قردی ئ  ATP  ی انکسن ه ان م ب و. صنرف  ئشنخصد دن ر 

ئ شن به  ی  DNAد به تودل   HR8انو  و بر دلاف یوش   نه ی ی  تخریب نک   DNA(   ی دین فردیه د  یچ قاهه  1    )انکل  ئ 

تود. به ب ، م و د، ئیدی ی دین یوش ئ   ( Olorunniji et al., 2016; Akopian & Stark, 2005)   نی ، ن دی    ن یر د یت م

  bp 40دل    30د نت و د یت م انه  ن ی  ب   HRتر د، یوان  ئ نه  ی که ب ، م دین یوش ب لادگونهبهدد صن صنیت آ. دان یم کر ؛ 

پذیری ودکه د دثرد  د یو د،   فد دیی    ننکیت و ل م تود. به برگشننتد، ئه یب دین یوش ئ   اننو   ی ژنوم ی فت ئ   ن ی به

  9تود. د، بی . گذید  بردی ال دین ئشنکلا  ئ (Karow & Calos 2011; Olorunniji et al. 2016)ک یدی  آ. دان یم کر  

  ( Abdallah et al., 2015د  س  م کر  )

 

 SSNویرایش ژنوم با استفاده از روش 

انون      ی ژن  و کروئو،وئ  تتییردت  ئککن د نت یخ     که دین تتییرد  به ن م در  انه د ه ئ به یوی یبیه   ی تودل 

د نن ری بین  د ی د ودیونت  و      دین  که به  هت م وقوعد اننکسننت پیون  فسننسو یدید د به   دنودع ئخ لس  ئ نه د نقاهدر 

انون د بردی ای    نلوس  ی کروئو،وم انکسن ه ئ  گیر    هت ئ  که  و یان ه ی یوس یک یان ه صنوی  ئ  DNA  ی  ئولکوس

به دوب  صنوی  نتیر د ب ل  د،   نت  د .  DSBبسنی ی دارن    سن ه  و ب یسن   به  نرلت ترئیع انون    ی صنویت  که ترئیع 

   دیی   یه  بردی ترئیع دین انکسنت  ی یب   ئک نیسنعدیلال   ژن یک  و  ی نر یت ئرگ  نلوس دود   ان   د، دین یود  نلوس

 دن  کر م

 
1. Homologous Recombination 

 دن ق س و بی . ژ. به  لوسد ب و. ودی  ا . به ژنوم ئییب . .2
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و    DNAشده    شکسته  یانتهاین  قبل از بازآرایی  سر  یکامبینازهای( رA)ها.  مکانیسم عمل ریکامبیناز  .1شکل  

و    یدهرا بر  DNAجفت رشته    یک  یروزینت  یکامبینازهای( رB).  کنندیم   یجادرا ا  DSBها،  اتصال مجدد رشته 

توسط    یبی ترکنودو خانواده،  در  کنند.  ی م   یضو تعو  یده ها را براز رشته   یگری سپس جفت د  ،کنندی م   یضتعو

 ( Olorunniji et al., 2016) شودیم  یزکاتال  SSRتترامر  یک

Figure 1. Mechanism of recombinases. (A) Serine recombinases create a DSB before 

repairing the broken DNA ends and rejoining the strands. (B) Tyrosine recombinases cut 

and replace one pair of DNA strands, then cut and replace another pair of strands. In two 

families, recombination is catalyzed by an SSR tetramer (Olorunniji et al., 2016) 

 

تود. ویردی  ی  در  ئ  نظر ید  ی ژنوم  ،د ئ  یو.  ی تودل  و د ن س  م د، ئک نیسنع ترئیع   فکه به بردیند ب  دیی    انکسنت 

 ی  و  DNAدیی   کر   دولین گ م  ی ویردی  ژ.د کشن، ئک نیسنع نوترکیب   کولوگ بو    دنشنکه د.  یی ف ه دن  که لتونه قاهه 

‐Smithies et al., 1985; Thurtle)تودن   ی ژنوم ئییب . د غ م انننو    ئدن ر ی دو  که  دیدی قاه    کولوگ د نننتد  

Schmidt & Lo, 2018)گیر ؛ دتصن س دی بسن ه به ئراله لرده  نلول  به  و یوش کل  صنوی  ئ   ی  و یان ه  ترئیع انکسنت

 DNAئولکوس   ود نناهبه( که HDR12( و ی  تو نن  دلتوی ترئیک  ئب ه  بر  کسنن ن  )MMEJ11و    NHEJ10   )ئی   دن ر 

)کروئ تی   د  دکهه مگیرن م و  DNAبین تودل  یان ه    (Tröder & Zevnik, 2022)انو  دنی م ئ   د  دکهه م  لهود.بهد دگ نه  

گویه    ی ئک نیسنننع   نننت ئول برش دوی م  کولوژی ودو   دی  که به آ. ب ،وی  کولوگ ئ یینپ دود ری(د  ی ب لا  نننت و 

(  دین ئک نیسننع ترئیک  2)اننکل  13    ئی یخ  ک نه  نن ،لرده  ننلول  و پا د،  G2و   S  ی  د ترئیع  ی ف ،HDRترئیک  

 
1 . Non Homologous End-Joining  -  دتص س دن ر ی غیر  کولوگ  
2 . Microhomology-Mediated End Joining  - دتص س  و دن ر  ب  ود اه ئیکرو کولوژی 
3 . Homology-Directed Repair 

 4.او    و یا ه دنی م ئ  د، ت دوی گ  یریدرت دلوگ Rad51 و RecA یت ،د ل یعو لسب ن . تو   آنی  صوی  کپلکل به یند 

A) 

 

 

B) 
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دا ی کک   دی  و  ی دنسن . فردودن  بیشن ری نسنبت به گی   .  دی   د، دین ئک نیسنع بیشن ر بردی ودی  کر . قاه   ژ. د ن س  م  

یر کولوگ د ن س  م  غ DNA    و د،   ی ئراله دیه رف ، یخ ئ  NHEJئک نیسنع ترئیک     (Hadipour et al., 2023)انو   ئ 

انو  ت  دتصن س  ئنوکل وتی  کیه ، پوان ن م  پلد تودل    ف تو ن   DNAکه ؛  ی دین یوش پا د، برو، انکسنت  ی  و یان ه  ئ 

تودن  برو، در  د، نوع  یود اذف و   دین ئک نیسنع ترئیک  به  لیل ن پ ی دیی و دا ی ،ی   ئ 14ئی   بین  و یان ه صنوی  نتیر 

قن لنب دودنن . د، آ. د ننن سن  م  ، .بر عژ.  ن ف و  کر .دن ئوشید دیین   کهن  و دغلنب بردی  bp 20دل   10ی   ی  ان و  دن دن بنهین  

ئ ک  بر  کولوژی کوت م  ی  و یرف تودل  اننکسننت د نتد    MMEJیوش    (Hadipour et al., 2023)( 2اننو  )اننکل  ئ 

 دیی   که   ئوی نظرتودن   یو ی  اذف ید  ی یا ه ئ 

 

  HDRالگو از طریق   DNAدر حضثور یک    DNA. ترمیم رشثته DSBهای ترمیمی بعد از مکانیسثم .2شثکل  

برای  NHEJرود. از مکثانیسثثم  شثثود و برای وارد کردن قهعثه ژن جثدیثد و ویرایش ژن بثه کثار میانجثام می

 (Lino et al., 2018)شود ویرایش ژن، حذف یا درج ژن استفاده می

Figure 2. Mechanisms of DSB repair. DNA strand repair is performed in the presence of a 

DNA template through HDR and is used to insert a new gene fragment and gene editing. 

NHEJ mechanism is used for gene editing, deletion or insertion (Lino et al., 2018) 

 

 
 5کهه   ب اه  و د، دوی گ   و  ر تودل  دلوگیری ئ ئ   Ku DNA-PKcsوIV یت ،ل DNAیه  فرد  ینفه س  ی د  یددید  یتر 
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 (Mega Nی )ی مگانوکلئاز هاروش

فردودن   ی ژنوم ئودو د  ی فت   ی د نت  ئشروین د به   ی   س ه  که به دن ونوکل  ،  د دن و  وکس  ییبونوکل  ،ئت نوکل  ،

  ی     و  ی ئک .   د دیه  ین    ی دیه رو. آ.   (  Kostriken R, et al., 1983ا ن  )  کش،  ئخکر   ی  1983    س  اون  و  ی ئ 

 ,Becker & Boch)او    د م ئ   PI  ی دیه  ین پیشون   و به دن ونوکل  ،  I  ی دیه رو. پیشون   اون ؛ به دن ونوکل  ، ئئس قل ک   

2021; Khalil, 2020)،  ی   د  یی به پهج    ه )ی، ئوت   بر د  ، تودل  و    ئت نوکل  PD- (D/E)XK  دGIY-YIG  د

HNH  دHis-Cysbox    وLAGLIDADG خ  صسو   ب   به  اون  و ب  دتص س ب( تقسیع ئDNA  د بس ه به نوع آنییعد تودل  

DNA    40ت     14د،  ید  bp     ه ن،  کر م و برش ئ  ی ید اه  (Galburt and Jurica., 2005  )    د نود مLAGLIDADG  ش ریب  

بق   ی  س ه   ئت نوکل  ،     د  ی  I-CreIو    PI-SceI    ئت نوکل  ،  نیترا مئا لهه قردی گرف ه د ت  اه د ه     ئوی گروم   هید، 

آ. ید   DNAبییگ     ییا  ییو  یرینوکل  ، ب  قردیگ  نی  دکهه   ئ  ی ید اه     DNA دین  که     15پ یدلل   صوی  صسو   ب   آن به 

د تک یل DNAتود. به ئ یله ا .   ئد، ئو و یت ئت نوکل  ،      ( Becker & Boch, 2021; Khalil, 2020)  ،نه   ئ  شبر

   دا یم کر   به  لیل یوس ،ی   تودل   بر پروت ین ک    فه لیت ک ت لی یک  آنییعد یردا   اودی و  ییهه  DNAدتص س آنییع به  

  ی یردد ص ص  ید نیی  دی  و برش غ  ی  دتص س به ئک .   ی تودن   که د ب  دین ودو  ئ  ی ن  یی ید دیی    اه   ی  دین نوکل  ،   برش 

د  ی DMDیری ژ.  گ  ف  یئ . بیک یی  یس روف  لضلان   واند ب     2013 ی   س     (Khalil, 2020) که   ن دود  ه دیی   ئ  

   (Popplewell et al., 2013)ب  د  س  م د، ئت نوکل  ، و ئک نیسع ترئیک  نوترکیب   کولوگ دنی م ا    ئیوبلا ت دنس .

 

 (ZFNی )انگشت روروش نوکلئاز 

دتص س   بو  و تک یل ،ی  ی به  AIIIبخش  د، ف ک وی یونویس     لهود.بهکش، ا  که    1985دولین ئوتی، دنتشت یوی  ی   س  

  ه م  برش  و  مئین  DNAبه    اون مئ صلکش، ا  که ا ئل  مئین    FokI  له    س به د  (Chen et al., 2011) دات    DNAب   

د برا  دد ص ص  ئوی نظربه تودل     اون مئ صلتود. ب  دتص س  مئین برش   ه م به  مئین   ئآ. بو  که      ه منش . نوکل  ،ی بو  و  

 به آنییع نوع    ZF  ف ب  دتص س پروت ین    DNAبردی دولین ب ی تودل     1996 ی   س     (Kim, 2016)  ا م دنی م  د ییییبرن ئه و  

16IIs  ،دFokI  د  ری ید برش   ه   د، آنی ی  که  د تودنس ه  به یوی دد ص ص د  و پیون  فسسو یZFN   تودن ی  ویردی  ژ.  ی

به تک م تودل   ی یوس   ZFNلرده  لول  دتس ق دف  د    S که ئردال لرده  لول  ید  دی د ا   ب  دا ک س دیهکه برش  ی ئراله  

تود. لرده  لول  ید که  کر  و    ب  ک     ئ  به ،یر ا  فیییولوژیک  ئ  (Carroll et al., 2011) ک نه    ،ی    ر    دی   

نوکل وتی     9دین نوکل  ، پا د، برش  ی    (  Petersen & Niemann, 2015)ید  د     DNAدرت دتص س به    ZFN،ئ . بیش ری به  

 
قردی  دین  یک یترنسبت به    ی ئخ ل، ی درت ئی وی یب   ی  که  ی آ. یا ه    ین ی پروت  یه  د  ی ث نو  نول  .1  

 1   ید  دین  ی اه    یت مبه  وی د، د   د برش  ی تودل  یی  و د  DNA د،  د ص   تودل ی  اه    ی ئو   کهه م که تودن  یعآنی  نول 
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دنتشت یوی دنودع     ( Carroll et al., 2006)گذدی   ئ   نوکل وتی  به د ی  4پ یین تر د، د یت م اه   ی د یک دن ر ی لسب . ب   

تشکیل ا م د ت که بخ  آلس   لیکا  ر    ZFا دقل د،  ه  مئین    ZFNد ت   ر    C2H2ین آ.  ئشرویترئخ لس   دی  که  

د ی  آئیهه تشکیل ا م د ت و    30   ر  مئین د،  (Tröder & Zevnik, 2022)دست ب ،ی  ی دیتب ط د ت    3 مئین ب  یک تودل   

پ یدلل و یک دتع یوی د ت  لهصر یوی ب   و  یس ی ین و  و  یس  ین پیون  آن    17ئوتی، آ. ا ئل یک آلس   لیکا د  و صسوه ب   

ئ صل   DNAد ت و به بخ  ای ی بییگ    DNAترین  مئین ئ صل اون م به  فردود.   C2H2ودلانس  برقردی ئ  که    مئین  غیر کو

گیر   تشخیص  ب ی  به صوی   دیکر ب ا  و بردی  ر   یت ب ی   و یردا  صوی    ZFN(  بردی برش  و یا هد3او  )اکل  ئ 

 Li et)و بر ککه   ئین نوکل  ،ی بس ت   دی     ZFد تودل  آئیهود ی ی  ر  ZF  ی  به ته د  ئوتی،  ZFNتودل  و دد ص صیت  

al., 2020)    ا م د، دنتشت  د، پی  ئشخص  ک  بخ نه   ی یردا  و   دت دین   ،م ئون  ژ د ت که ا ئل د  س  م د،  یک  د، یوش

  fokIیوی د دگ نه   د ه ا م و  پا به  ع ئ صل و  ی نر یت به نوکل  ،      ی دنتشت یوی به یوی د تد  ی دین یوش دب  د  وئین

 Oligomerized pool engineering  (OPEN )18یوش  یتری به ن م    2008اون   درت دفیدی  ک یدی   ی   س  ئ صل ئ 

(Maeder et al., 2008)   یوش    2011و  ی   سdependent assembly-Context  (CoDA)19  (  دب دع اSander et 

al., 2011 )   .یردد ص ص  دئ  ب  تک یل دتص س غی    ئک . تود. به  ییهه ب لاد یردا   اودید تودن ی  دتص س به     ئ د، ئه یب آ

 ال ق بل دفیدی  دد ص صیت و ب لابر . ئیل ترکیب     ئهظویبه   ZFدین ئشکل ب  د  س  م د، له  آیدیه    ؛ کک ر و دیی    کیت دا یم کر 

ید ودی  ژنوم دصل  د ن دی   ف کر د لرد که ئودب   ZFNتود.   نک  ب ی   ی نظر  دات که  (Hadipour et al., 2023)د ت  

تود.    ی د  س  م دین یوش ئ    د،  یتر ل ل  (Petersen & Niemann, 2015)او   یردد ص ص  ئ غیونویس   د ع و برش  

ب ی د، دین یندولبردی       دا یم کر  م و ب فت به ئودو د  ،ن   ZFNبه ئو و یت    ر   به برد  د، نودا  کروئ تین و ی  ن .  

(  د، نوکل  ، دنتشت یوی Maeder et al., 2008 ی توتو. د  س  م ا  ) SuRAبردی دیی   تتییرد   ی ژ.  2008نوکل  ،  ی   س 

 Tebas)( د ت د  س  م ا م د ت  HIVترین گیرن م ویرو، نقص دیکه  دنس . )که دصل   CCR520بردی دیی   دد لاس  ی ژ.  

et al., 2014)   

 

 (TALENفعال کننده رونویسی )های افکتور شبه روش نوکلئاز 

کش، ا ن  و    2010ودو   دین  که  ی   س    TALE21به ن م    سییونو  یف ک وی  نول    Xanthomonas  ی  ی ی ب ک ر

به یوی یبیه  یونویس  ژ. بو ن   تتییر   ه   ق  ی  ید  ی گی م ئییب .     (Li et al., 2020; Samanta et al., 2016)  دکثر   

 
2. β-sheet 
یتوئری دل   ئیکولهئره   .3  

ی ئون  ژ ودبس ه به ارد  .4  

1. C-C chemokine receptor type 5 

2. Transcription activator-like effector 
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TALEN   ئ نه   ZFN    ،دFokI    درت برش  و یا هDNA   که    مئین ئ صل اون م به  د  س  م ئDNA    د، له ین تکردی

   یک نوکل وتی  ید اه   ی  ئ  که ؛ تکردی آدر که  آئیهود ی   دی  و  ر ک دم د،  مئین  35ت     33تشکیل ا م که  رک دم د، تکردی    

 ر تکردی   22( RVD)  13ی   12آئیهود ی  د ت  دد ص صیت نوکل وتی  تو   آئیهود ی   ی   ی ئوقهیت  20تکردی ن م  دی د  دیدی نیکه

 او   تهیین ئ 

 

جهت برش رشته    FokIنوکلئازی    هدف. نوکلئاز انگشت روی از دومین  DNAبه    ZFNنحوه اتصال    .3شکل  

DNA   است و هر دومین  و چند دومین انگشت روی جهت شناسایی توالی تشکیل شدهZF    سه نوکلئوتید را

 ( Samanta et al., 2016)کند شناسایی می

Figure 3. How ZFN binds to target DNA. Zinc finger nuclease is composed of FokI nuclease 

domain for breaking DNA strand and several zinc finger domains for sequence recognition 

and each ZF domain recognizes three nucleotides (Samanta et al., 2016) 

 

    کچهین دثرد  د یو د،   ف کک ر و فه لیت آنییک  بیش ری  دین   د ت؛ آ.   ZFNتر د، یردا      یدات ی ن ییه یردا  آ. 

(Becker & Boch, 2021; Bhardwaj & Nain, 2021)  درت دفیدی  ک یدی  دتص سد ئهکولا آدرین نوکل وتی   ی دن ر ی 

قردی ئ 5' تیکین  برش تکد  و  دد ص صیت اه   ی   دفیدی   دی ئ گیر  و درت  د،  یا ه  د  س  م کر    TALENickaseتود. 

(Becker & Boch, 2021: Abdallah et al., 2015)    ی  آیدیه  TALE   ی  ئ نه   تود. ب  د  س  م د، یوش ید ئ  Golden 

Gate cloning   ی   ی  ا وی تکردی به یک یتر ئون  ژ کر   بردی دین ک ی به پلا کی  TALE ئو و کهه م د آنییع لیت ، و آنییع  

 ;Cermak et al., 2011; Hadipour et al., 2023)تودن  صوی  گیر  نیی ئ   PCR   تو   نی ، د ت  دتص س آیدیه IIنوع 

Li et al., 2020 )   تود. به ئون  ژ  ئ    ی دب دع ا م بردی ویردی  ژنوم ب  تود. ب لاتر  د،  یتر یوشFast ligation-based 

throughput-phase high-automatable solid (FLASH)23 (Reyon et al., 2012)  وindependent -Ligation

 
3. Repeat Variable di-residues 

دو ک ی  ی ف ، د ئ  ب  تود. ب لا  ی دتص س  ر .1  
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cloning24  (Burgk et al., 2013-Schmid)   نوکل  ،    .دا یم کرTALE  ه ین ا   ت؛ ا م د  لیتشک   د،  ه بخ  دصل  N-

   تودل(   4که د، له  تکردی تشکیل ا م د ت )اکل    (DBDS) DNAدتص س به    ینئ( و  مCTR)  ه سیترئ  -  Cد  (NTR)  ه سیرئت

  تودلکه     ئو ئیل به آ. ید دیی      DNAیردد ص ص  دتص س به  غ  ب ک ری ی  د ت که فه لیت  تراو  ی   یپپ   ی دید  N  یدن ر 

بر ع  دید  C  یدن ر  یدب   یک  گی     ی  یونویس   ف ک وی  بردی    ی د س ه  ی بئوقهیت  ته سی   ی   یپپ   دAII  (TFB )25که  

(NLS )26 فه سو  مئین،   ( ی د ی یAAD )27  ل ئل  س ه  TALE   به  گر ید ت یک  وپر کویلد ا ئل آلس   لیکا  صوی به 

به   ئ  DNA   وی و  تودل    ف  ودودستپیچ   ب     ئی  آ.  دتص س  تودل    فد  اه   ی   ب   او     ئئوکع    DNAپر د،   

 Adli, 2018; Becker)کهه    ئد د، ئک نیسع پرش د  س  م  DNAبه تودل  د ص    اون مئ صل  ی  ینپروت که دکثر    یصویت

& Boch, 2021)   

 

کند و  ی م خصوصی را شناسایی  ، نوکلئوتید به RVD. هر  DNAو نحوه اتصال آن به    TALEساختار    .4شکل  

 DNAشونده به  ترمینال و دُمین متصل   Cترمینال،    Nاز    TALENشود. نوکلئاز  انجام می  FokIبرش توسط  

محل اتصال  TFBیاب هسته ای، سیگنال موقعیت  NLSسازی اسیدی، دُمین فعال AADتشکیل شده است. 

 است  3نوع  سیگنال ترشحی  T3SSفاکتور رونویسی و 

Figure 4.  TALE structure and how it binds to DNA. Each RVD recognizes a specific 

nucleotide and cleavage is performed by fokI. TALEN nuclease consists of N-terminal, C-

terminal and DNA-binding domain. AAD is the acidic activation domain, NLS is a nuclear 

localization signals, TFB is transcription factor binding site and T3SS is a type III secretion 

signal 

 

 
یت ، ئس قل د، ل یهگکلون .2  
3. Transcription Factor Binding site 

4. Nuclear Localization Signals 

5. Acidic Activation Domain 
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برش   ی  د ب   یتر آنییعFokIی  د به ید    TALEتود. پروت ین  درت ک    دثرد  د یو د،   ف و دفیدی  ک یدی  دتص س ئ 

ترئیه س ک یدی  دفیدی    Cیه  ن ا  کر .کوت مد تد د غ م کر ؛  کچهین ب     که دو  بخش  د، یک ئت نوکل  ،  PvuIIئ نه       ه م

 س ه  بین  و تودل    ف که تهر   ی یک نوکل وتی  ئ یله تس و   ق  ی TALE  ی (  پروت ینBecker & Boch 2021ی ب  )ئ 

یون  و کک رین دثرد  د یو د،   ف ید  ئی ودبس ه به ئ یلا یو. به ک ی    ژ. دین  تک یی ق  ل اون  به  کین درتد  ی ویردی   

 ,Becker & Boch)دن ی  تشخیص تک نوکل وتی ی د ت  د توZFN   نسبت به      دین    کچهین برتری آ.بین  یتر نوکل  ،

  ی   ی د یو د،   فد پیشهر   ئک .  ی ئ ه  ی بردی یردا  دین نوع نوکل  ،د اه   ی  ئک .   یت   و وبدفیدی نرم    (2021

-TALEد PROGNOSد ChopChop   ئ نه ت ئه  ب ودو   دی  که برد  د، آ.  RVDو یردا    TALEN  دتص س دا ک ل

NT  دTALENoffer  (  س ه Huang et al., 2022  )    ککپلکاTALEN    ی دن ق س فیییک     یوشتود. ب  د  س  م د،  ید ئ

دن ق س ئب ه  بر     و    30د دلک روپوییشن 29یق  تیی  ییید  28)ئ نه  تسهگ ژن   (د دن ق س ئب ه  بر ب ک ری )ئثل  یس ع تراو  یبیه (د 

  و   ( به  لوس ئه قل کر   PEG  34د  33یله ئود  ایکی ی  )ئثل لیپو،وم و به ( و دن ق س  32ی  ب کولوویرو،  31ئ نه  آ نوویرو،)ویرو،  

و بردی   (Miller et al., 2011)  ی  ری . دو.   ی  لوس  CCR5و   NTF335،د  ت  کهو. د، دین یوش بردی دد لاس  ی ژ.  یو. 

  ی  دین ئ ژوس  د ت د  س  م ا م  TALENد،    (Li et al., 2012)دیی   ئق وئت به بیک یی  ود ت  ب ک ری ی   ی گی م برنج  

  د   د ئ یل تردنسسرد،   د تردنسپو،د،   ی ئخ ل، ئ نه  ییک ئبیه ،تود. ب  دفک وی ( ید ئ  TALENو    ZFN)  DNAاون م به  ئ صل

تردنسسرد،  و  د  یل  ید  و  رکوب     کهه مفه س    ژنوم  لکلکر   و  ت    د  ی  کر   ترکیب  یونویس     ه     قردییر  تأثتوتکهه گ . 

(Dymond et al., 2011; Frangoul et al., 2021; Gaj et al., 2011; Gaj et al., 2013). 

 

 Cas (CRISPR/Cas )دار وابسته به پروتئین های کوتاه متقارن فاصله روش تکرار

نوکل وتی ی ئش   م ا ن  که تو   تودل  29  ی تکردیی تودل  (E.coli) د  ی ژنوم ب ک ری دارای  کل  1980 ی دوددر   ه 

  2011   ی   س  (Yao et al., 2018)(  5نوکل وتی   دا ه د د،  ع د د ا م بو ن  )اکل    32 ی غیر تکردیی ف صله   ه م که   

د  ی  و یا ه  CRISPRئرتب  ب     Cas9تود. ب  د  س  م د، پروت ین  نش .  د ن  که لتونه ئ    37و دئ نو ل ل یپه ر  36دهیسر  و ن 

 
1. Gene gun 

2. Microinjection 

3. Electroporation 

4. Adenoviruses 

5. Baculovirus 

6. Liposomes 

7. Polyethylene glycol 

1. Neurotrophin 3 
2. Jennifer A. Doudna 

 3  Emmanuelle Charpentier 
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DNA    ف برش  DSB     دیی   کر(Jinek et al., 2012)  ی  که دین کش، ئودب توقیق   ،ی  ی  ی ،ئیهه  یئ . بیک یی  

 ژن یک  ا    

 

های تکراری عموماً دارای طول ثابت  ئی. توالی آرککشف شده در اولین باکتری و    CRISPRساختار    .5شکل  

و متقارن هستند تا ساختار پالیندرومیک را تشکیل دهند. نواحی ثابت دارای طول ثابتی هستند اما در توالی  

 ( Ishino et al., 2018) ها همولوژی وجود ندارد آن

Figure 5. Structure of CRISPR discovered in the first bacteria and archaea. Repeated 

sequences are generally of constant length and symmetrical to form a palindromic 

structure. Constant regions are of fixed length, but there is no homology in their sequence  

(Ishino et al., 2018) 

 

د ت؛ ب ین    40و ئ ددله  39د بی . 38او  و  دیدی  ه ئراله دناب ق یک  یس ع  ف ل  ئوسوب ئ   CRISPR/Cas یس ع  

ب      ی  آیک  صوی  که ب ک ری دب  د  به د یت م    ودی کر .    د یک  CRISPRتودل  کوت    د، ژنوم ویرو، ی  پلا کی  ئر دع 

تودن  ب  ککک پروت ین او  که ئ یونویس  ئ   crRNAبه ن م  RNA  د نول  دن د،آوین   د، دین ف صله  به   ت ئ  ا فظه  لول

Cas   د تودل  ف ژ ئر دع ید اه   ی  که  و  برش بین   پا د، یونویس  د، تودلCRISPR  د یک قاههRNA    یویل  به ن مpre-

crRNA   ژنوم ئر دع  کولوژی  دی    پا  دیی   ئ ب   ن م    RNAاو  که  به  ب لا  ت    tracrRNA یتری   CRISPR ی 

 
1. Adaptation 

2. Expression 

3. Interference 
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دی دیی    و یا ه  RNAیک    pre-crRNAبه    ا .ئ صلد ت و ب     CRISPR  ی تکردیی    تودلاو  که ئککل  یونویس  ئ 

ید هک    RNAی   ک .    crRNA:tracrRNAدوی  و به ئیکولۀ  برش ئ    RNAse IIIدی تو     و یا ه   RNAکه   دین  ئ 

(sgRNA تب یل ئ )  نوکل وتی  د ت  دین ئیکوله ب  پیو  ن به پروت ین    20او  که  دیدی ا و درCas9  بهDNA    ف ئ صل  

اه   ی     (Thurtle‐Schmidt & Lo, 2018)او   ئ  و  ب ک ری    DNAدد ص صیت   Streptococcusئر دع  ی 

pyogenes  تو   تودل   ه نوکل وتی ی  (NGG  به ن م  )PAM41    او   ژنوم ئر دع دنی م ئ    3' ی دن ر ی(Gasiunas et al., 

یک دن ونوکل  ، یبیه    Cas9ین  پروت او    تشکیل ئ   DNA-RNAید هک  ب ا د  یبری     RNAئککل    PAM؛ دگر  (2012

که   دین یا ه اکس ه ا م  ی نر یت  اکه  و یک دن ر ی ص ف دیی   ئ  ئید    DNA  یا ه تک ودا ی د ت که  و    صوی به 

ئ   تیییه  و  )اکل  تخریب  در   ی  مئین(Thurtle‐Schmidt & Lo, 2018)(  6او   دیی    ب   د  یس ع Cas9  ی    

CRISPR/Cas  Nickase     وDead Cas   (dCas)  دیی   ا م د ت  ئیکولهdCas9   ژنوم )ئ یلا یو.  ق  ی د ت ویردی  دپ

 RNAدتص س    د ی یونویس   دد ص ص   به یوی  تودن   ئ   یس و. دنی م     و   کهه مدصلاح  ی  و د  یلا یو.( ید ب  ککک پروت ین

ی  کرد،یپل دیی  لودئل     یتر  دتص س   و  دد لاس  ک یبر   (Liu et al., 2016; Qi et al., 2013)   که  یونویس     ی  د،  یتر 

CRISPR/Cas   د ی ی ب     یربر دیی فلوی هتد ویردی  ب ،تود. به تصوئRNA  د ب ،آیدی  ژنوم     و در و اه   ی  بیک یی  

 ی  دثر گذدا ه؛    یین  CRISPR/Cas  ییس عبر تک ئل    یه   ی گذی ،ئ . دن خ ب یب  ( Komor et al., 2016)و    دا یم کر   

 ی برش یا ه     Casینله  پروت   یهکهد و دCasی  و ژ.  CRISPR  ی  لوکو،   بر د  ، یدباه تک ئل      کهتوقیق  نش . ئ 

  ی  یس ع کریسپر  د، ئییت   ( Hillary & Ceasar, 2023)اون   ئ   یبه ید به  و کلا، یبقه     یس ع   ین  ف نق   دین د د

تود. ب  یک  ئ   gRNAی که ب  یردا  له   دگونه به   یردا د  ییهه کعد  قت و ک یدی  ب لای آ. دا یم کر ؛     گبه تود.  ئ 

و و،.     (off target)تود. به دثرد  د یو د،   ف له ین نقاه ویردی  ژنوم دنی م  د   د، ئه یب دین  یس ع ئ    Casپروت ین  

  ی ئرتب  ب  در  . بیک یید، فه ویی ویردی  ژنوم بردی  یئ    (Hadipour et al., 2023) ئولکول  ب لای ئیکوله دا یم کر   

اکل و ب   ت لا ک     د  بردی  یئ . بیک یی    CRISPRاو   د،     ب  ژ.   لع و یبیه  د  س  م ئ   ی ژنوم د، یریق د یتییه  آ. 

دی د، د  ی ئا لههCOVID-19د ت  ب  ایوع بیک یی    د  س  م ا م   (Frangoul et al., 2021)که  و بیک یی تک ژن   س ه د  

 Broughton) ی پهبه آغش ه به بیدق دفرد  د  س  م کر ن   RNAدرت تشخیص  ری  دین بیک یی د، لص یم  Casنول  پروت ین 

et al., 2020)     .بردی دصلاح ژ نوکل  ،  دین  د ت    CsLOB1د،  د  س  م ا م  بیک یی ا نکر ئرکب    به  ئق وئت  دیی    درت 

(Peng et al., 2017)  د،    په  نوسییود  ی ئ  بولیک  و تولی   ی ئسیر  ،یههبر    ی صههت بردیCRISPR\Cas    د  س  م د ت

(Siripong et al., 2020  ) 

 

 
4. Proto-spacer Adjacent Motifs 
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مهاجم توسط    DNAدر فرایند ایجاد ایمنی اکتسابی. در مرحله انهباق )بالا(    CRISPR/Casنقش    .6شکل  

Cas   گیرد. در مرحله بیان )پایین(،  شناخته شده و پس از قهعه قهعه شدن در ژنوم میزبان جای میpre-

crRNA    ازCRISPR  شود، به  رونویسی میcrRNA  شود و در نهایت در مرحله تداخل )پایین(  بالغ تبدیل می

 ( Ishino et al., 2018)زند را برش می DNAدو رشته  CRISPR/Casکمپلکس 

Figure 6. The role of CRISPR/Cas in the process of acquired immune system.  In the 

adaptation phase (top), the invading DNA is recognized by Cas and after fragmentation, it 

is inserted into the host genome.  In the expression step (bottom), pre-crRNA from CRISPR 

is transcribed, converted to mature crRNA, and finally, in the interference step (bottom), 

the CRISPR/Cas complex cuts the two DNA strands (Ishino et al., 2018) 

 

 یید ویرایش انجام شده تأو  gRNAروش انتقال سازه حاوی 

  ی دن ق س ئس قیعد ی  ییبونوکل وپروت یند بس ه به نوع آ. ب  یوش   mRNAد  DNA  صوی به تود.  ید ئ   CRISPR  ،م  

(  بس ه به نوع ویردی  ژ.د  Yin et al., 2016  ی غیر ویرو   به  لوس   ف ئه قل نکو  )  ی ویرو   و ن قلفیییک د ن قل 

 Peng etد، صوت ویردی  ژ. ئاک ن ا  )  ئوی نظری ب  قاهه    تودلو    PCR  ی ئخ ل، ئ نه  دنی م  تود. ب  د  س  م د، یوش ئ 

al., 2017  ) 
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 Fanzorفناوری ویرایش 

ید هک  و تودل    ف بردی اه   ی     RNAد، یریق ئککل  ب ،  ی بین  که    ید هک   RNA یس ع ویردی  ژنوئ    دیت ا م ب   

 یس ع   ئث س  لهود.به دی      و  ،ن مدئوکه د نق  د      ی فردیه   ی بیولوژیک   ی  له صر ژن یک  و دتص س به آ. د  س  م ئ 

CRISPR/Cas   که  که دفک وی  ی   ی پروک ییو د یک  یس ع دیکه  بردی ب ک ری  ی بردبر له صر ژن یک  د ید  ئری  ئCas  

(   Badon et al., 2024, Hille et al., 2018  ه  )ید برش ئ   DNAب  د صیت نوکل  ،ی دو د    Cas12و    Cas9ئ نه   

ید هک د   RNAدن  که دین  یس ع   دیت ا م ب      اه   ی  و ئهرف  کر مید  ی پروک ییو   42OMEGAئا له   ددیر  یس ع  

او ( که نق   ن ئی م ئ   RNAωیرک کهه م )که  غ  RNA( و یک  IsrBی     IscBد  TnpB  ی  پروت ین)  ی دن ونوکل  ،ی  پروت ین

RNA   او  و نووم لکل آ. ئش به  یس ع  که  ید ا ئل ئ ید هک  ید دیس  ئCRISPR/Cas   ب ا  )ئAltae-Tran et al., 

ژدنگ  یس ع  ین د  د،(   2021 فهگ  توقیق ت   تیع  تک ئل د    OMEGAیود  لو ظ  به   دنه  ئ    CRISPR/Cas یس ع    ئهشأید 

(Saito et al., 2023  ) 

 

های ژنی خود را به دنباله  لوکوس  OMEGAکشف شده در اولین باکتری. سیستم    OMEGA. ساختار  7شکل  

 ( Altae-Tran et al., 2021کند )تبدیل می  ωRNAکند و به همراه توالی هدف آن را به توالی هدف منتقل می

Figure 7. Structure of OMEGA discovered in the first bacteria. The OMEGA system 

transfers its gene loci to the sequence of the target sequence and converts it to ωRNA 

together with the target sequence (Altae-Tran et al., 2021) 

 

 
1. Obligate Mobile Element-Guided Activity 
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د ت که  ی   Tnpb-IS200/IS605گیدیش ا  که یک پروت ین یوک ییوت ِ    2013ب ی  ی   س  ین دولبردی    Fanzorپروت ین  

دن ق س   دن ق س ید تهظیع ئ ک گذدیی ئ   (Transposoe)له صر ق بل   ,Bao and Jurkaکه  )او  و فه لیت دین له صر ق بل 

که   به بردین فه لیت ئ  OMEGAپروک ییوت   کولوژی  دی  و  ک نه   یس ع  TnpB(  دین پروت ین یوک ییوت  ب  دفک وی 2013

د ت  ب  ئا له   فیلوژنیکد    OMEGAو    CRISPR/Cas  ی  ( نوع یوک ییوت   یس عFz)   Fanzorتود. گست که  یس ع  ئ 

یییی ئی   فه لیت آنییک  و ئک نیسع لکل آ.د بردی ویردی  ژنوم دنس .  دن  ب  برن ئه د تودنس ه Fzبیوایک ی  و   د  یی پروت ین  

 ی  و ا ده   Fz  ی     ا ک  د، آ. د ت که پروت ین  ی ا صل د، ئا لهه یوک ییو ی ف ه  ( Saito et al., 2023د  س  م کهه  )

Fz1  وFz2  ی اون   پروت ینتقسیع ئ  Fz1 ی ی م گونه وبه  د دی  ی ق یچبه یوی گس ر م  inceratae sedis   به وفوی ی فت

   و ته د   ی ق یچ  لک ت ر  Fz2او   پروت ین    ی یوک ییوت  نیی ی فت ئ به پ ی . و ویرو،  اون   دگرله  ی آغ ،ی .د گی   .دئ 

  ی  د ت که   دیدی  مئین  Fzپروت ین    (  Bao and Jurka, 2013او  )  ی یوک ییوت  ی فت ئ د و ویرو،  دید.ت ژ کک   ی  

کهه  و به آ. ئ صل   ف ید اه   ی  ئ   DNA ی تودل     43TAM س ه  که ن ایه    RECو    WED    مئین  ترین آ.د، ئرع

او  و  یبری   به آ. ئ صل ئ   Fzب ا د    ωRNAئککل    TAMنوکل وتی ی د ت که دگر    8ت     4تودل     TAMاون   ن ایه  ئ 

DNA-RNA    او    مئین  تشکیل ئRuvC    برش دیی    نوکل  ،ی دو   بب  پروت ین ئ   DNAب  د صیت  دین    او   تو   

  5` ی  کت دن ر ی    IRد ت که تو   نودا  اس ظت ا م    ORFاو  که ا ئل یک   ی نودا  تردنسپو،ون  ک  ئ   Fzپروت ین  

اس ظت ا م ودو    صوی به    آ.  5`نیی  ی ب لا  ت دن ر ی    CAنوکل وتی ( دا یه ا م د ت  للاوم بر دیند  و نوکل وتی     30  ا و در)

 90ت     75و ک و. پ ی . بین    3` ی درت    IRنوکل وتی  اس ظت ا م  دی    کچهین بین ن ایه    550ا و     ک کهه م دی   دین ن ایه  

یرک کهه م که اس ظت ا م  ی  غ  RNAی  دین  نوکل وت  75آیه   ا و   یرک کهه م  ی ئ غ  RNA  صوی به نوکل وتی  ودو   دی  که  

( ید  CRISPR/Cas ی  یس ع    tracrRNA) ک نه     44د تد ب  دیی     د  ی  ی ث نویه القه ئ نه د نق   دیبست  Fz ر د نود م  

(  دی   دین ئیکوله  gRNAید هک  )  RNAئ تییر د ت و اس ظت ا م نیستد نق   که    نوکل وتی  پا د، آ.  15  ا و که  و  دیس  ئ 

او  و د، یریق  ید اه   ی  و به آ. ئ صل ئ   TAMن ایه    ωRNAبه  کردم    Fzد پروت ین  صوی    یندن ئه   به  ئ    ωRNAید  

 ی یا ه   ف )یا ه ئککل(    20-9 ی یا ه غیر  ف )غیرئککل( و  ی نوکل وتی     17-14 ی نوکل وتی     DNA-RNAدیی    یبری   

 (  Saito et al., 2023لسب . و ی  دن ر ی ص ف دیی   دود   ا  )  5`ی     3`او  و دن ر ی  برش  و یا ه دیی   ئ   Fzبس ه به نوع  

دن   ی اردی  آ،ئ یشت    ژنوم  قردی  دی د  دنشکه د. تودنس ه  Fzپروت ین  ک  اون مید هک  که  ی د دئه ن ایه  RNAب  یردا  

ترین ئییت دین یوش ویردی  ژنوئ  دین  (  ئرعSaito et al., 2023دنس . ید ب  د  س  م د، دین  یس ع ئوی  ویردی  قردی   ه  )

ق بلیت اذف تک نوکل وتی  ید  دین د دین دئرد  قت ب لای دین  یس ع ید   Fz  ی  ب ا   پروت ین د ت که دین  یس ع یوک ییوت  ئ 

یو  دثرد  د یو نوکل وتی ی د تد دن ظ ی ئ   8ت     4 ی دین  یس ع تودل  بین    TAMلهیند د، آنی ی  که ن ایه  که    عبی . ئ 

 
1. Target-Adjacent Motif 
2. Scaffold 



 ( 1405 تابستان، 2، شماره 18مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

62 

 

( دئک .  Cas  ی    ی کولکد ب  و،. ئولکول  پ یین )ا و د نص، پروت ین  ف بسی ی کک ری  دا ه ب ا   د، یرف د دین پروت ین

ب  توده به نوظروی بو . دین  یس عد دنی م ئا له   و (   Badon et al., 2024تر کر م د ت )وی،ی و ئره    آ. ید    م  ت

 .  ی آ. به یوی د ئ  اه   ی  او   ی بیش ر ضرویی د ت ت  ئیدی  و ئو و یتدی،ی ب 

 

 نتایج و بح:

  ی دنسن . بوی مد دیتق  کیسیت ،ن گ د ک    فشن ی ودی  بر ئه ب   تکهولوژی ویردی  ژ. و ژنوئ  نق  دی،انکه ی  ی یف  نی ،

غذدی دیکن و   کر .فرد ع  د  دیود ودکسنننند ئب ی،م ب  بیک یی کر .فرد ع  ی بییگ د ئهه )ئ نه  یبیه  و پ  نننختوی  به ل ل 

یر قردی تأثتوتیرئسن قیع دق صن   د ئهه ید  غئسن قیع و    صنوی بهی پذیر  ی صنههت( ید دیس  کر م و تودنسن ه د نت  تی د ن س  م د، دنرژی 

  ب ،دی ویردی  ژ. و و ئوصنولا  نوآویدنه د نت تو نهه  یئ .  یبرد   انرکت  نییق بت ب لیبه  ل  ویردی  ژن   گسن رش ب ،دی     

 2032    که ت   ن س    نشن . ئ بیه ئیلی ی   لای بو مد پی  8ا و    ی 2023ئوصنوسد ک یبر  و د ئ   ت   ن س   بر د ن ،ژنوئ   

گرله دن ق س    ( MarketResearch, 2022)ئیلی ی   لای دود   ی ننی   36 یصنن ی به بی  د،  1/18  نرخ یانن  ئرکب  نن لانهب  

CRISPR/Cas ی بییگ  ید د، لو ظ دیکه  و   ی ،دیشنن   ی دنسنن . بو  و ل ل به ئودو  ،ن م و د نن س  م د، آ.  ی  ننلوس  

  ی بسنی یی  ی ددلاق  فرد ع کر م د نتد دئ  کشن، آ. دنقلاب   ی ،ئیهه ویردی  ژنوم دیی   کر  که ئهیر به توقیق   و آ،ئ ی 

یک تیع توقیق ت  لیه  بردی نخسنن ین ب ی ب  د ئوش کر . ژ. ک  کهه م  2016  ی ئخ ل، انن   به لهود. ئث س  ی  نن س ،ئیهه

(   Cyranoski et al. 2016 ی دنسننن .د ئوفق اننن نن  دیکه  ئوثری ید  ی بردبر  نننرین . یینه بنه ودو  آوینن  ) PD-1  پروت ین

  ی   بردی د ن س  م د، دین فه ویی  ی  یئ .د نت   ی ی ا س دفید  یین  CRISPRب     ئرتب ی ئههو تیئ لک  ی  پرون م یدود ن ر  و 

   به توقیق   بیشن ر نی ،ئه  د نت ت  ودکه   نیسن ع دیکه  دنسن . ید به یوی  قیق  هت م ویو  دین له صنر د ید  به  ب لیه  بیک یی

اننو   اننه د ه ئ  TALENویردی  ژنوم    دبیدی ترینیق قین و  پرک یبر تر    ی ا س ا ضننر دین ل ل   بهب توده ننلوس  یی بیع  

(Khalil, 2020 )   نشنن .   1    ی د وس   ی آ.   ودو   دی  که برد  ئیدی  و وی گ   ی ،ی  ی  ی د نن س  م د، دن ونوکل  ،ل ل

د دثرد  د یو د،   ف د نت که ب  کشن، دنودع ئخ ل، CRISPR/Cas  ترین ل ل   ی د ن س  م د،  نیسن ع د م ان م د نت  ئرع

  ی ایکی ی  )ئ نه  دن ق س آنییع به  س ه و که رس فه لیت آنییک  ق بل یف  د ت  که رس فه لیت آنییع د، یریق یوش  Casپروت ین 

  ی اسن ، به  و نووم ت دوی گ  پروت ین درت ک    ،ئ . توریک انیکی ی  و فه لیت آنییع(د ف وانیکی ی  )د ن س  م د، پروت ین

 ;Matsumoto & Nomura, 2023)تودن  صننوی  گیر     و     ئ نوی یبیه  ی  ئ ویدبهس  درت فه س کر . فه لیت نوکل  ،

Chou & Deiters, 2011 )   ی پروت یه    ی ئودو  دن خ ب یوان   ن  م و ک یآئ  درت دن ق س ژ. و ککپلکاد،  یتر ل ل  

تودن  به    ی بییگ به  لیل ئودنه  ئ نه  غشن   نلول د پروت  ،   و نوکل  ،  ی  نلوس ئییب . ئ  نت  فردیه  دن ق س  ن ،مبه  نلوس د

 ( Khalil, 2020 اودیی صوی  گیر  )
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 های مهم ویرایش ژنی و ژنومی  . مقایسه روش1جدول 

Table 1. Comparison of important methods of gene and genomic editing 

 ZFN TALEN CRISPR/Cas References 
   ف   DNA یوس

Length of target 

DNA 

18 – 36 bp 28 – 40 bp 22 bp + PAM (Khalil, 2020) 

 گذدییئو و یت   ف
Targeting 

limitations 

 ب لا  G   ی  دیدینی ، به   یت
Need for G-rich sites 

  ی تودل    ف  A’3 و T’5 نی ، به
Requirement of 5’T and 

3’A in the targeted 

sequence 

  ی تودل    ف  PAM نی ، به
Requirement of 

PAM in the target 

sequence 

)Khalil, 2020; 

Randhawa & 

Sengar, 2021 ( 

 یردا  
Design 

 

تودن     ئ پیچی مد ئون  ژ آیدیه
دد ص صیت دتص س آیدیه ئی وی ید 

 تتییر      
Complicated, Array 

assembly could alter 

binding specificity of 

adjacent ZFN motif 

تر نسبت  د پیچی مZFN تر د،   م
 CRISPR  به

 
Simpler than ZFN, More 

complex than CRISPR 
 

نسب  ر آ  .د نی ،ئه  به کیت  
 و Cas9 ا وی پلا کی 

sgRNA 
Relatively easy, 

requires kit 

containing Cas9 

plasmid and sgRNA 

)Randhawa & 

Sengar, 2021) 

Cloning 

 ZF   ی نی ، به دتص س ئوتی،
Requirement to 

linkage of ZF motifs 
Requirement to 

linkage of ZF motifs 

 Golden ب  د  س  م د، یوش

Gate assembly   نی ،ی به
  ی له گ نه  کر . ئوتی،ئ صل

 نیست
Using the Golden Gate 

assembly method, there 

is no need to linkage 

separate individual 

motifs 

به   Cas9   ی بی ن وک وی
یوی گس ر م  ی    ر، 

  س ه  
Cas9 expression 

vectors are widely 

available 

)Randhawa & 

Sengar, 2021) 

  رولت  ی دن ق س 
Ease of delivery 

نسب  ر    م به  لیل کولک بو .  
   ،م 

Relatively simple due 

to the small size of the 

structure 

 بو .   ،م نسب  ر  اودی به  لیل بییگ
Relatively difficult due to 

the large size of the 

structure 

د  TALENتر د،    م
 ZFN تر نسبت بهپیچی م

Simpler than 

TALEN, more 

complex than ZFN 

)Randhawa & 

Sengar, 2021) 

 ،ئ .   دت )یو،( 
Time for 

construction 

(days) 

5-7 5-7 1-3 
)Chen et al., 

2011) 

  ییهه 
Cost 

effectiveness 

 ب لا
Expensive 

صرفه  بهد دئ  ئقرو.ZFN تر د،دی،د.
 نیست

Cheaper than ZFN but 

Not cost effective 

 صرفه بهئقرو.
Cost effective 

)Randhawa & 

Sengar, 2021) 

 نرخ ئوفقیت 
Success rate 

~24% ~99% ~90% )Khalil, 2020) 

 

 ی د تکه دین ئق له ئ  تود.  فه وییر ی ویردی  ژن  بوی م کریسنپر ید  به دهبه دبیدیی تشنبیه نکو  که بردی تو نهه کشنوی   

  ی    و  ی نر یت دید ه یدم   درت انه  ن ی  ئک نیسنع تو نهه و پیشنرفت بیک ییانو  د، دین یوشبیه  ئ بسنی ی ئوثر د نت  پی 

  ی بهی  ی به   یئ ن  د ی د بربو  گی   . د، لو ظ ککیتد کیسیتد لکلکر د اننه  نن ی  ئک نیسننع تک یی  ننلول  و تب یل  ننلوس
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ی ،یسن   و غیر،یسن     ته  ن ،ی دیلال   ژن یک د دیی   ئق وئت به  دی(د ذدیرم  ی تک یی ی ف ه )لصنب د دون  ی  ئ  یچه نلوس

    ی ئودو د  ،ن م د ن س  م انو   لا،م به ذکر   ی  ییی  ل د تصن ویر و فیلع ن ،ی  د مو ککک به اسظ تهوع ژن یک  و ا   ذدیرم

  ی ویردی  ژ. وژنوئ  )ئخصنوصن  کریسنپر(  نودی انویع ئ  تودنیع د، ئود ب آ. د نت که دگر ب ودنیع به ئوق  بر قا ی فه ویی

ئه  ان م و ،ئیهه تو نهه  که د نبه کشنوی لیییئ . دیرد. ید  ی ،ئیهه   ی ئخ ل، ) پیانک د کشن وی،ید صنهه   و    ( فرد ع بررم

نک ییع و دگر د  بک نیعد به د ب ی   نب س دین فه ویی ب ویع که ا ی   ع به آ. نر یع و دیل   یر ا م ب ا   به تصکیع   ،د.د تصکیع 

ئ  انو  )قبل د، آنکه دیل  ،و د یر انو ( ب  برن ئه یییی  قیق بردی بررم بر دیی ئسی  و ئوثر د، دین  ک گیرد. و ئیری . توصنیه ئو

 فه ویی نوظروی دق دم نک یه  

  یدی،انکه   نپ  نتیدی   و للکید  ن د  ی یدید ه نظر   و  ئا لهه ئ ن ئق له ا ضنر د،   دوید. ئو رم به د یر  سثپاسثگزاری:

  او  ئ
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