
Journal of Cell and Tissue 14(3) (2023) 241-263 

 

Journal of Cell and Tissue 
http://jct.araku.ac.ir 

 
 

 

  

* Corresponding author. Tel.: 021-23562720; Fax: 021-22306481 

E-mail address: amir.amiriyekta@royaninstitute.org 

DOI: https://10.61186/JCT.14.3.241 
Received: 30 Jul. 2022; Received in revised form: 21 Oct. 2023; Accepted: 8 Nov. 2023 

Review Article 

©Author 

 
 
 

 مجله سلول و بافت

JCT 

Genome Editing Technologies and Application in Medicine: 

Discoveries, Challenges, and Prospects 

Lohrasbi R a, Amiri-Yekta A a* 

a Department of Genetics, Reproductive Biomedicine Research Center, Royan Institute for Reproductive Biomedicine, ACECR, Tehran, Iran 

 
 

  Original Article 

Use your device to scan 
and read the artic

le online 

 

 

Citation: Lohrasbi R, Amiri-Yekta A. Genome Editing Technologies and Application in 

Medicine: Discoveries, Challenges, and Prospects. Journal of Cell and Tissue . 2023; 14(3):241 

 

  https://10.61186/JCT.14.3.241     

 

K E Y W O R D S  

 

A B S T R A C T  

Genome editing 

Gene therapy 

Clinical trial 

Clinical application 

CRISPR/Cas  

Aim: A multitude of devastating human diseases arise from genetic 

mutations that lead to cellular dysfunction, as well as from infectious diseases 

and cell transformation. These diseases have significantly impacted 

individuals and communities worldwide and led to challenges in medical and 

biological sciences to address their causes and improve treatment approaches. 

Since identifying genes as the main heredity unit, generating targeted 

alterations in specific gene loci for treatment and perception of disease 

function has been a crucial concern. The discovery of nuclease enzymes 

revolutionized this field and transformed the concept of genome editing from 

a dream to a tangible reality. 

Currently, targeted gene editing and modification through techniques such as 

zinc finger nuclease (ZFN), transcription activator-like effector nuclease 

(TALEN), and clustered regulatory interspaced short palindromic repeat Cas-

associated nuclease (CRISPR/Cas) offers robust methods to assess gene 

function, also precisely and efficiently manipulate cells behavior. 

ZFN and the TALEN were the earliest gene editing approaches that 

developed, which rely on the FokI enzyme and engineered protein that binds 

to a specific sequence in the genome and induces double-strand breakage, 

stimulating the cell's repair mechanisms. Although these techniques led to 

many significant discoveries and developments in gene editing, they had 

limitations such as complexity and high prices. 

The emergence of CRISPR/Cas technology propelled gene editing to a new 

stage of efficiency and accessibility. This technique utilizes RNA to guide 

the Cas enzyme to the target gene sequence and, like the ZFN and TALEN, 
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creates a double-strand breakage, which triggers DNA repair mechanisms. 

CRISPR/Cas is a versatile, simple, and cost-effective revolutionary gene-

manipulating tool that enabled researchers to explore the potential of gene 

editing in a wide application range. 

Base and Prime editors are the latest systems in the genome manipulation 

area, which, based on the CRISPR/Cas technique, represent the impressive 

development and improvement in gene editing capabilities. Despite the 

others, these two technologies induce the single-strand breakage and modify 

at the nucleotide level in target sequences. 

The ability to edit genes indicates new possibilities for treating genetic 

diseases and even preventing them before they appear. Nowadays, a growing 

number of clinical trials utilizing genome editing for therapeutic purposes are 

underway, thanks to the substantial advancements in these tools. These 

remarkable improvements hold promise in treating various diseases and 

improving patient’s outcomes. 

However, despite the outstanding progress made in gene editing technology, 

there are still several challenges and obstacles, such as ethical considerations, 

off-target effects, and safety concerns, which still need more investigation 

and studies. Consequently, ongoing researches are focused on developing the 

accuracy and efficacy of these editing tools. 

Conclusion: The advancement of gene editing technology has opened up a 

new way in medical and biological sciences to modify and manipulate the 

genome, also exploring the various diseases caused.  
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 ندازاچشما و ها، چالشهیافته  ای ویرایش ژنوم و کاربرد آن در پزشکی:هفناوری

 *1یکتاو امیر امیری1ریحانه لهراسبی

 رانیا تهران،ژنتیک،  روهگ ل،مث دیتول یپزشک قاتیتحق مرکز ،یدانشگاه جهاد مثل دیتول یپزشک و علوم یشناس ستیز پژوهشکده ان،یرو پژوهشگاه1      
 

 

 چکیده  واژگان کلیدی

 ویرایش ژنوم

 تصحیح هدفمند ژن

 کارآزمایی بالینی

 درمانیژن 
CRISPR/Cas 

 

سیییارا از بیمارا مقدمه:  سییانی در ا ر ب سییلول، تغییرات ایجاد جهش در ژنوم و بروز اختلال عملهاا ویرانگر ان کرد در 

ژنتیکی حاصیل از بیماراهاا عفونی و یا تغییرات سیلولی ر  میدهند. از زمان شیناسیایی ژن بهعنوان واحد اصیلی ورا ت، 

سییان بهمنظور درمان و درک بهتر عملکرد بیماراها، هدفی مهم در  صییی از ژنوم ان صییو توانایی ایجاد تغییر در محل بهخ

 ،ZFN صیورت هدفمند از رری  ابزارهایی مانند صیلا  ژن به سیت. نتیجهگیری: ا سیی بوده ا شینا سیت شیکی و زی علوم پز

TALEN و CRISPR/Cas یک تکنیک یدرتمند جهت ارزیابی عملکرد ژن و همچنین دسیتکارا دیی  رفتار و بازدها 

سیلول بوده و امروزه با توسیعه و پیشیرفت ششیمگیر ابزارهاا ویرایش ژنوم، تعداد بسییارا کارآزمایی بالینی مبتنی بر این 

شیرفت  شیینه، مراحل پی صیه پی سیت. هدف: در این مقاله بهرور خلا روش با هدف درمان انواع بیماراها در حال انجام ا

شیییکی بازگو کرده و شالشهاا پیش روا آن را  ابزارهاا ویرایش ژنوم و همچنین کاربردهاا این روش نوظهور را در پز

 بیان میکنیم.

 

 07/07/1402: افتیدر خیتار

 04/09/1402: یبازنگر خیتار

 20/09/1402: رشیپذ خیتار

 

 مقدمه - 1

ها نسبت به سایر گونه هایی جهت برترابه توانایی یکی از عوامل مو ر در ایجاد تکامل و سبب دستیابی انسانژنتیکی جهش 

ا زندگی انسان کنندهها باعث ایجاد شرایط تهدیدسودمند نبوده و بسیارا از آن ا ژنتیکیهااست. با این وجود تمامی جهش

کارگیرا ابزارهاا مولکولی و دانش . به(1)بیمارا ژنتیکی نادر، شناخته شده است  8000تا  6000شوند. در حال حاضر می

بیوتکنولوژا بهمنظور درک گسترده و درمان دیی  اختلالات ناشی از جهشهاا ژنتیکی، ضرورا میباشد. بهرور کلی ویرایش 

 )Site-specific( در مهندسی ژنتیک، تکنیکی است که با استفاده از روشهاا ترمیم در محل مشخصی )Genome editing( ژنوم

از توالی DNA، تغییرات خاصی از جمله حذف، تصحیح و یا جایگزینی را ایجاد میکند )2, 3(. بهکارگیرا این شیوه در درمان 

بیماراهاا حاصل از جهش و همچنین ایجاد مدلهاا حیوانی، همواره هدفی مهم در زیستشناسی مولکولی بوده است )4(. از 

اینرو کشف آنزیمهاا محدود کننده )Restriction enzymes( در سال 1970 میلادا که بهرور معمول سبب مقاومت باکتراها 

در مقابل فاژها میگردند، نقطها عطفی در ظهور فناوراهاا DNA نوترکیب و درنهایت سبب تحولی عظیم در اواخر دهه 

 1980 میلادا و پیدایش تکنولوژا ویرایش ژنوم شد )5-7(. 

رور کلی ابزارهاا ویرایش ژنوم محققین را یادر میسازد تا از حیوانات مدل بهمنظور درک علت بیماراهاا مختلف و به

شفافسازا مکانسیم مولکولی آنها جهت بهکارگیرا استراتژاهاا درمانی بهتر استفاده کنند. علاوه بر آن بهکارگیرا این 
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روش بهمنظور درمان دیی  و هدفمند انواع بیماراها، در پزشکی نوین امیدبخش بوده و آیندها روشنی را جهت معالجها 

 اختلالات غیریابل درمان نوید میدهد.

صورت ا آن در بالین را بهههاا امروزو کاربرد هاهاا ویرایش ژن تا پیشرفتدر این مقاله برآنیم که  از ابتداا پیدایش ابزار

 اجمالی مرور کرده و همچنین ششم انداز و شالشهاا پیشروا این روش نوین را مورد بررسی یرار دهیم. 

 های پیدایش تکنیک ویرایش ژنوماولین قدم -

موضوعی است که همواره ذهن دانشمندان علم زیست شناسی ها در سطح ژنتیک، توانایی درمان یک بیمارا ار ی و یا سرران

روش تقسیم و یا هاا انتقال یطعات ژنتیکی از یک باکترا به باکترا دیگر بهرا به خود مشغول کرده است. کشف راه

ترانسفورماسیون و همچنین انتقال DNA از فاژ به باکترا توسط مکانیسم ترانسداکشن، سبب تغییر نگرش دانشمندان به این 

گونه از موجودات بهمنظور بهکارگیرا آنها بهعنوان ابزار انتقال شد )8, 9(. ایدها درمان نقص ژنتیکی با انتقال DNA عملکردا 

به سلول، از نتایج حاصل از تحقیقات انجام شده در اوایل دهها 1960 میلادا که توانایی دریافت DNA خارجی به صورت 

دائمی و پایدار در سلولهاا جانورا و ایجاد عملکردا جدید در آنها را در پی داشت، منشا گرفت )10(. در همین زمان 

مطالعات انجام شده بر روا ویروسها یابلیت آنها در انتقال ژن و ایجاد بیان پایدار در سلول هدف را مشخص نمود. پس از 

مطر  نمودن نظریها بهکارگیرا ویروس بهمنظور تغییر در سلولهاا سوماتیک )Somatic cells( و ژن درمانی، در نهایت در 

سال 1968 میلادا از ویروس موزائیک تنباکو )Tobacco mosaic virus( بهعنوان نایل، جهت انتقال یطعها پلی آدنیلات 

)Polyadenylate( به یک RNA ویروس استفاده شد )13-11(. این نتایج سبب ترغیب دانشمندان به انجام آزمایشها و تحقیقات 

 بیشتر در این حوزه و درنهایت شروع انجام تکنیکهاا ویرایش ژن به صورت مستقیم بر روا انسان شد.

کارگیرا تکنیک ویرایش ژنوم در بالین و ژن درمانی، سبب به :بیماران تحت درمان با تکنیک ویرایش ژنوم خستینن

ایجاد امید در هزاران فرد مبتلا به بیماراهاا ژنتیکی شده است. در ابتدا جهت انتقال ترانسژن )Transgene( به سلول هدف 

بهمنظور درمان سررانها و بیماراهاا تکژنی، نایلهاا ویروسی مورد استفاده یرار میگرفت )14, 15(. اولین کارآزمایی 

بالینی و پیشرو در ویرایش ژنوم جهت انتقال ژن خارجی به انسان در سال 1988 میلادا انجام شد. این مطالعه با هدف انتقال 

مارکر انتخابی مقاومت به نئومایسین ))Neomycin resistance )NeoR( به وسیلها حامل رتروویروس )Retrovirus( به 

 )Melanoma( استخراج شده از بیمار مبتلا به ملانوم )Tumor infiltration leukocytes )TILs(( لکوسیتهاا نفوذکننده به تومور

در شرایط ex vivo انجام شد. سپس کاست ژنی حاصل با هدف نشانه گذارا و ردیابی TILها و همچنین مشخص شدن ا ربخشی 

آنها در برابر تومور به بیمار منتقل شد )16(. بلافاصله پس از آن در سال 1990 میلادا اولین کارآزمایی بالینی با هدف درمان 

 Adenosine deaminase-severe combined )ADA-SCID(( بیمارا تک ژنی نقص ایمنی مختلط شدید آدنوزین دآمیناز

immunodeficiency( بهمنظور انتقال ژن آدنوزین دآمیناز به لنفوسیت T فرد بیمار با استفاده از رتروویروس انجام شد. در این 

مطالعه در حالیکه یکی از بیماران بهبودا نسبی را نشان داد، اما این روند در فرد دیگر نمایان نشد )17, 18(. اگرشه مشاهدات 

 و نتایج اولیه در تکنیک ویرایش ژنوم تا حدودا مطلوب بود، با این وجود شکستهاا بزرگی نیز به دنبال داشت. 
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میلادا، بدترین سناریوا درمان با روش ژن درمانی و ویرایش ژنوم زمانی به وایعیت  1999در سال : اولین تراژدی ژن درمانی

 Ornithine (OTC))ساله که از کمبود نسبی آنزیم اورنیتین کاربامیلاز  18( Jesse Gelsinger)پیوست که جسی گلسینگر 

transcarbamylase )برد، در یک ها مورد نیاز است رنج میاا آمینه و پروتئینهکه در کبد براا حذف نیتروژن بیش از حد اسید

بالینی شرکت نمود. نایل آدنوویروس تزری  شده به گلسینگر بلافاصله واکنش ایمنی بسیار بالایی در او ایجاد و متاسفانه  کارآزمایی

. مدت کوتاهی پس از این اتفاق، ژن درمانی انجام (20, 19)شهار روز پس از آن، به دلیل نارسایی در شند عضو بدن، درگذشت 

سبب ابتلاا پنج نفر ( Severe combined immunodeficiency( SCID))شده بر روا بیماران داراا نقص ایمنی مختلط شدید 

 . تحقیقات بیشتر نشان داد که درج نایل در جایگاه پروتوانکوژن(22, 21) شدها و فوت یکی از آن( Leukemia)به لوسمی 

(Protooncogene) LMO2  انگیز موجب ایجاد نگرانی . هر دوا این اتفایات غم(23)سبب ایجاد لوسمی در این افراد شده است

 شددر خصوص ایمنی انجام ژن درمانی بر روا انسان و تویف مطالعات این حوزه در بالین تا زمان دستیابی به صلاحیت لازم 

هایی که به صورت هدفمند، تغییرا را در ها و همچنین استفاده از ابزارسازا نایل. در همین راستا تحقیقات بر روا بهینه(24)

 کنند، با هدف ارتقاا ایمنی در ژن درمانی شدت گرفت.سلول مورد نظر ایجاد می

 ی هدفمند ویرایش ژنومهای ابزارتوسعه -

میلادا مطالعات  1980ا هاا آزمایش صورت گرفت. از اوسط دههتوسط دانشمندان براا اولین بار در لوله DNA دستورزا

ها نشان داد که ژنوم و سپس پستانداران آغاز شد. نتایج حاصل از این پژوهش هاا یوکاریوتی مخمرهاا سلولدستکارا ژن

، توانایی ادغام با یک کپی (Homologues recombination (HR))هاا پستانداران از رری  فرایند نوترکیبی هومولوگ سلول

DNA بالاا درج تصادفی ژن خارجی  خطرا پایین این روش و همچنین . با این وجود، بازده(28-25)باشند خارجی را دارا می

 . (29)هاا این روش بودند ها و محدودیتدر نواحی ناخواسته، از شالش

منظور رفع این مشکلات و جایگزین کردن روشهایی جهت غلبه بر محدودیتها، پژوهشگران بر روا توسعها به

استراتژاهاا متفاوت بهمنظور دستیابی به تکنیک شکست در دو رشته ))Double-strand break )DSB( بهصورت هدفمند 

متمرکز شدند )30(. در همین راستا، ابتدا مگانوکلئازها و یا Homing endonuclease که اندونوکلئازهایی )Endonuclease( با 

توانایی شناسایی 14 تا 40 جفت باز میباشند، مورد بررسی یرار گرفتند. با بهکارگیرا این آنزیمها، علیرغم افزایش بازدها 

درج، همچنان یافتن آنزیمی که در محل مورد نظر شکست ایجاد کند به سختی امکان پذیر بود. علاوه بر آن، برش ایجاد شده 

توسط این آنزیمها در ژنوم سلول با استفاده از روش اتصال انتهاا غیرهولوگ ))Non-homologues end joining )NHEJ( صورت 

میگیرد که همین امر نه تنها سبب میشود که توالی مورد انتظار در ژنوم ادغام نگردد، بلکه میتواند درج یطعات DNA به 

 صورت تصادفی در محل شکست و حتی حذف )Deletion( را  بهدنبال داشته باشد )31, 32(. 

ها بر روا ایجاد شکست در دو استفاده از اندونوکلئازهاا ویرایش ژن با ا تکنیکا توسعهپس از آن مطالعات در حوزه

یوکاریوتی، ( Zinc finger protein  (ZFP))هاا انگشت روا با دیت بالاتر متمرکز شد. در نهایت کشف پروتئین DNAا رشته

هاا سه جفت بازا خاصی توالی (Zinc (Zn)) ها با کمک یون رواعصر جدیدا را در صنعت ویرایش ژنوم آغاز نمود. این مولکول

گردند و برخلاف مگانوکلئازها توانایی تجمع در محل شناسایی شده جهت افزایش را بر روا ژنوم شناسایی کرده، به، آن متصل می

نگشت و در نهایت خل  نوکلئاز ا FokIاندونوکلئاز  باشند. همین امر سبب ترکیب این پروتئین با آنزیماختصاصیت برش را دارا می

رور یابل توجهی موجب افزایش بازدها نوترکیبی هومولوگ به. این تکنیک (34, 33)شد ( Zinc finger nuclease( ZFN))روا 

 )Off-target( با این وجود، ایجاد جهشهاا خارج از هدف .)بهصورت هدفمند، در موجودات مدل و همچنین انسان شد )35, 36
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یکی از نگرانیهاا بهکارگیرا این روش جهت ویرایش ژن و درمان بیماراها بود )37, 38(. در حالی که ZNF بهعنوان ابزار 

مهندسی ژن معرفی و شروع دورها جدیدا در درمان و زیست فناورا را رغم زد، اما کشف افکتور شبه فعال کنندها رونویسی 

))Transcription activator-like effector )TALE( از باکترا زانتوموناس در سال 2009 میلادا که توانایی شناسایی یک 

نوکلئوتید خاص را دارا بود، توجه زیادا را به خود جلب کرد )39, 40(. این کشف در عرض شند ماه، امکان ایجاد نوکلئازهاا 

شبه فعال کنندها رونویسی ))Transcription activator-like effector nuclease )TALEN( که یادر به ایجاد تغییر در هر ژنی 

بودند را فراهم نمود. برخلاف برترا سیستم TALEN نسبت به ZFN در افزایش نر  اختصاصیت برش و همچنین کاهش 

 سمیت، اندازها بزرگ این پروتئینها انتقال آنها به سلول مورد نظر را با شالش روبرو کرد )41, 42(.

دنبال آن سیستمهاا ZFN و TALEN بازدها ویرایش ژنوم را مگانوکلئازها و بهاگرشه کشف : CRISPRظهور تکنولوژی 

افزایش داد، اما همچنان هدف یراردادن مکانهاا مختلف در ژنوم، نیازمند بهکارگیرا روشهاا کارآمدترا بود. دشوارا مراحل 

کلونینگ و مهندسی پروتئین در تکنیکهاا ZFN و TALEN تا حدودا مانع پذیرش این ابزارها توسط جامعها علمی شد 

 Clustered regularly interspaced short( CRISPR از این رو سهولت بهکارگیرا و همچنین یدرت بالاا تکنولوژا .)43(

palindromic repeat( در ویرایش ژنوم که یک پروتئین اندونوکئاز بوده و توانایی هدف یراردادن توالی خاصی از DNA توسط 

یک RNA راهنماا کوتاه و برش آن را دارا میباشد، انقلاب عظیمی در زمینها ابزارهاا ویرایش ژنوم ایجاد کرد )44(. در سال 

 Escherichia coli در باکترا )CRISPR( 1987 میلادا براا اولین بار تکرارهاا کوتاه پالیندرومی با فاصلها منظم خوشهاا

کشف شد، اما باتوجه به دشوار بودن مطالعها آنها، منشا و اهمیت این توالی نقطهاا مبهم در علم زیست شناسی باییماند 

)45(. در سال 1995 میلادا، فرانچسکو موجیکا )Francisco Mojica( با کشف ساختارهاا مشابه توالیهاا CRISPR در ژنوم 

آرکی Haloferax mediterranei سبب پیشرفت یابل توجهی در درک عملکرد بیولوژیکی توالی CRISPR شد )46(. در حقیقت 

حضور این عناصر در دو ردها تکاملی متفاوت این فرضیه را مطر  نمود که این توالیها شامل یطعات DNA خارجی بوده و در 

وایع بخشی از سیستم ایمنی باکتراها و آرکیها میباشند )47(. در نهایت در سال 2012 میلادا امانوئل شارپنتیر 

)Emmanuelle Charpentier( و جنیفر دودنا )Jennifer Doudna( با رراحی RNA راهنما ))Guide RNA )gRNA( براا هدف 

CRISPR- )Cas9(( و همچنین آنزیم وابستها آن CRISPR یراردادن یک منطقها خاص در توالی ژنوم توسط سیستم

associated 9(، درخشانترین ابزار تکنولوژا دستکارا ژن را که بهعنوان نسل سوم ابزارهاا ویرایش ژنوم شناخته میشود، 

 معرفی نمودند )48(. 

ا جفت شدن که بر پایه TALENو  ZFNکاملا متفاوت از نسل یبلی ابزارهاا ویرایش ژن یعنی  CRISPR/Casسیستم 

مورد نظر در مویعیت از پیش  DNAتوان ادغام باشد و با استفاده از این تکنیک میها هستند، مییلمرو پروتئینی و نوکلئوتید

هستند.  CRISPRدو جز ضرورا در سیستم  Casو پروتئین  gRNA. (49)تعیین شده در ژنوم سلول هدف را تضمین نمود 

 (Recognition (REC))شود، یک اندونوکلئاز بوده که شامل دو بخش شناسایی که به آن ییچی ژنتیکی نیز گفته می Casپروتئین 

منظور شکست در دو رشته، برش میدهد )50(. جز REC از دو یلمرو بههدف را  DNAاست و  (Nuclease (NUC)و نوکلئاز )

 RuvC و HNH داراا ناحیههاا اندونوکلئازا NUC هستند، تشکیل شده و بخش gRNA که مسئول اتصال به REC2 و REC1

و همچنین یلمرو تعامل با Protospacer adjust motif( PAM( که یک توالی کوتاه حفاظت شده DNA بوده و در شروع اتصال 

به توالی هدف نقش دارد، میباشد )51(. gRNA از دو بخش crRNA )CRISPR RNA( که 18 تا 20 جفت باز بوده و به صورت 

اختصاصی به توالی DNA هدف متصل میگردد و Trans-activating CRISPR RNA( tracrRNA( که با ایجاد لوپ سبب 

تشکیل داربست اتصال Cas9 میشود، تشکیل شده است. در حوزها ویرایش ژنوم میتوان با ادغام crRNA و tracrRNA بهمنظور 
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 هدف یرار دادن هرگونه توالی ژن، یک RNA راهنماا واحد ))Single guide RNA )sgRNA( رراحی نمود )50(. 

 sgRNA. (52)شود بندا میا شناسایی، برش و ترمیم تقسیمبه سه مرحله CRISPR/Cas9مکانیسم عملکرد سیستم 

 3در  DNAا را به سمت توالی هدف هدایت کرده، سپس این نوکلئاز سبب ایجاد شکست دو رشته Casشده، پروتئین رراحی

 .(53)شوند هاا ترمیم سلول میزبان، بازسازا میتوسط مکانیسم DBSد و در نهایت گردمی PAMنوکلئوتید بالاتر از توالی 

دو مکانیسم ترمیم در  (Homology-direct repair (HDR))( و نوترکیبی همولوگ NHEJاتصال انتهاا غیر همولوگ )

هاا ایجاد شده توسط سیستم CRISPR/Cas و همچنین ZFN و TALEN هستند )54(. فرایند بازسازا NHEJ در تمامی برش

مراحل شرخها سلولی فعال بوده و ری واکنش آنزیمی  با اتصال انتهاا یطعات DNA غیرهمولوگ به یکدیگر، شکست ایجاد 

شده را ترمیم میکند. این مکانیسم در بیشتر سلولها فعال و روش غالب در ترمیم سلولی میباشد، با این وجود مستعد خطا 

 Frame( بوده و ممکن است سبب ایجاد درج و یا حذفهاا کوشک در محل برش که منجر به ایجاد جهشهاا تغییر شهارشوب

shift( و یا کدون تویف زودرس شوند، گردد )55(. بازسازا محل برش در دو رشتها DNA توسط مکانیسم HDR بسیار دیی  

بوده و نیاز به یک DNA الگوا خارجی )Exogenous DNA( داراا همولوژا با توالی هدف، جهت درج در محل شکست توالی 

و یا جایگزینی با یطعها موجود در محل برش دارد )شکل 1(. این نوع از روش ترمیم بیشتر در اواخر مراحل S و G2 شرخها 

 سلولی فعال است )54, 55(.

 

 

کارگیرا استراتژاهاا HDR و NHEJ. آنزیمهاا مگانوکلئاز توالیهاا 14 بهبا  DNAاا ابزارهاا ویرایش ژنوم و مراحل ترمیم شکست دو رشته :1شکل 

 ZFN هدف را دارا میباشد. این در حالی است که سیستمهاا DNA تا 40 جفت باز را به صورت اختصاصی شناسایی نموده و به تنهایی توانایی برش در

و TALEN به صورت جفت عمل کرده و برش توسط یلمرو FokI تنها زمانی اتفاق میافتد که دو مولکول ZFN و یا TALEN به توالی هدف متصل شوند. 

ساختار CRISPR/Cas به تنهایی و با راهنمایی gRNA به توالی موردنظر متصل شده و DNA را برش میدهد. تمامی این ابزارها سبب ایجاد شکست در 

دو رشتها DNA میشوند. ترمیم برش ایجاد شده در صورت وجود توالی الگو با استفاده از روش HDR و درج یطعه در این محل انجام میگیرد. در غیر 

این صورت، بازسازا محل شکست در مسیر اتصال انتهاا غیرهمولوگ یرار گرفته و میتواند حذف و یا درج در جایگاه مورد نظر و همچنین غیرفعال 

 سازا ژن را در پی داشته باشد. 
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 های ویرایش ژنوم به سلولهای انتقال ابزارراه -

هاا مولکولی، انتقال مو ر و آسان اجزاا ویرایش ژن به سلول ها در فناوراترین شالشاز دیدگاه بیوتکنولوژا یکی از اصلی

هسته(، هضم توسط ا سلولی، غشا اباشد. موانع متعددا از جمله موارد فیزیکی ) غشامی ex vivoو یا  in vivoهدف در شرایط 

، وجود دارند. in vivoیط پروتئاز و یا نوکلئازهاا سلول هدف و همچنین شناسایی حامل از رری  سیستم ایمنی میزبان در شرا

باشد اما مطالعات نشان ا بیشترا میتر و داراا بازدهاگرشه انتقال پلاسمید حاوا ژن مورد نظر به میزبان به تنهایی، ساده

رور به. (56)دهد خارجی را در سلول هدف افزایش می DNAدهد که استفاده از سیستم حامل مناسب، پایدارا مولکول می

کلی روشهاا انتقال ابزارهاا ویرایش ژن به سلول، در سه دستها بیولوژیکی، شیمیایی و فیزیکی یرار میگیرند. در مجموع 

هر روش داراا مزایا و معایب مختص به خود میباشد و موفقیت در بهکارگیرا تکنیک ویرایش ژن به صورت بالینی تا حد 

زیادا به توسعها بیشتر روشهاا انتقال مناسب نیازمند است. در جدول 1 تمامی راههاا انتقال ابزارهاا ویرایش ژنوم به 

 سلول هدف با یکدیگر مقایسه شدهاند.

 (VLP))هاا ویروسی، ذرات شبه ویروس در این روش از موارد زیستی ربیعی مانند حامل: انتقال بیولوژیکی )ویروسی(

Virus-like particle ) و پپتیدهاا نفوذ کننده به سلول((CPPs) Cell-penetrating peptides)  جهت انتقال ابزارهاا ویرایش ژن

هاا انسانی و ها و سلولها در آلوده کردن انواع بافتهاا ویروسی به دلیل توانایی آنشود. بطور کلی حاملبه میزبان استفاده می

گردد، بیشترین بازده در انتقال یطعات هاا میزبان میا که سبب محافظت در مقابل تخریب توسط آنزیممندا از ساختاربهره

منظور حفظ امنیت استفاده از ویروسها در بدن انسان، ژنهاا ویروسی بسته به. (57)باشند ژنتیکی به سلول هدف را دارا می

Adeno- )AAV(( ویروس همراه آدنو ،)Adenovirus )AdV(( در حال حاضر آدنوویروس .)به نوع نایل حذف میشوند )58

.)2-A ( پرکاربردترین حاملهاا ویروسی میباشند )59( )شکلLentivirus )LV(( و لنتی ویروس )associated virus 

 

 هاا انتقال ابزارهاا ویرایش ژنوم به سلول هدف.روش :1جدول 

 هامحدودیت مزایا حامل بندی اصلیدسته ردیف

 انتقال بیولوژیکی )ویروسی( 1

 ظرفیت پایین در حمل ایجاد پاسخ ایمنی پایین ویروس همراه آدنو

 امکان ایجاد واکنش التهابی ا بالاانتقال با بازده آدنوویورس

 مستعد بازآرایی ژن انتقال ژن به صورت پایدار ویروسلنتی

2 
انتقال شیمیایی 

 )غیرویروسی(

 رراحی دشوار یابل اصلا  و تغییر نانوذرات لیپیدا

 سمیت دستکارا ساده نانوذرات رلا

هاا خارج وزیکول

 سلولی
 ا حمل پایینبازده زایی کمسازگارا بالا، ایمنی

 انتقال فیزیکی 3

 نیاز به مهارت بالا انتقال حتمی ژن به سلول میکرواینجکشن

 انجام تنها در شرایط آزمایشگاهی انتقال به جمعیت سلولی الکتروپوریشن

 برهزینه هاتوانایی انتقال به انواع سلول تغییر شکل غشا

 امکان آسیب به بافت مقرون به صرفه انتقال هیدرودینامیک
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منظور جلوگیرا از خطر پاسخ ایمنی فرد بیمار علیه اجزا پروتئینی حامل ویروسی، به: انتقال شیمیایی )غیرویروسی(

بهکارگیرا روشهاا شیمیایی جهت تحویل ابزارهاا ویرایش ژنوم به سلول هدف، یک رویکرد امیدوارکننده میباشد. در این 

تکنیک از مواد سنتز شدها مصنوعی مانند پلیمرها، لیپیدها و یا فلزات براا تسهیل ورود یطعات ژنتیکی به سلول میزبان 

استفاده میشود. در این نوع از روش انتقال میتوان به وزیکولهاا خارج سلولی ))Extracellular vesicles )EV(، نانوذرات رلا 

))AuNPs( Gold-nanoparticle( و نانوذرات لیپیدا ))Lipid nanoparticles )LNPs( اشاره نمود )59(. در میان تمامی روشهاا 

غیرویروسی جهت انتقال ابزارهاا ویرایش ژن به سلول هدف در شرایط LNP ،in vivoها از محبوبیت بیشترا نسبت به سایر 

 تکنیکها برخوردارند )60, 61(. در شکل A-2 این نوع از حاملها به صورت شماتیک نمایش داده شدهاند.

 

 

ویروسی( و فیزیکی به  هاا انتقال بیولوژیکی )ویروسی(، شیمیایی )غیر( روشAها و مسیرهاا انتقال ابزار ویرایش ژنوم به سلول هدف. روش : 2شکل 

باشند. انتقال ( میLVویروس )( و لنتیAAV(، ویروس همراه آدنو )AdVهاا بیولوژیکی شامل آدنوویروس )اند. حاملصورت شماتیک نمایش داده شده

کارگیرا نانوذرات لیپیدا )LNP(، نانوذرات رلا )AuNP( و وزیکولهاا خارج سلولی )EV( صورت میگیرد. در روش فیزیکی، انتقال بهویروسی با غیر

بهصورت میکرواینجکشن و الکتروپوریشن نمایش داده شده است. B( شرایط in vivo و ex vivo دو مسیر انتقال ابزارهاا تصحیح ژن به سلول مورد نظر 

میباشند. در مسیر ex vivo سلول مورد نظر از فرد بیمار دریافت شده و پس از انتقال عناصر ویرایش ژن و سپس تکثیر آنها به بدن فرد منتقل میگردند. 

 ری شرایط in vivo، ابزارهاا تصحیح ژنوم بهرور مستقیم به سلول هدف منتقل میگردند.
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منظور انتقال ژنها به سلول مورد نظر بر انرژا الکتریسیته و یا مکانیکی متکی هستند. بههاا فیزیکی تکنیک: انتقال فیزیکی

این دسته از حاملها شامل الکتروپوریشن، میکرواینجکشن، تغییر شکل غشا )Membrane deformation( و انتقال هیدرودینامیک 

 in از رری  روش )Naked DNA( برهنه DNA که در سال 1999 میلادا جهت انتقال )Hydrodynamic delivery )HD((

vivo توسعه یافت، میباشد )59, 62, 63(. الکتروپوریشن تکنیکی فیزیکی، ساده و ارزان بوده که عمدتا در شرایط آزمایشگاهی 

جهت انتقال عناصر CRISPR/Cas به سلول هدف مورد استفاده یرار گرفته و بهکارگیرا آن در شرایط in vivo جهت انتخاب 

پارامترهاا مناسب، بهمنظور جلوگیرا از آسیب رساندن به بدن انسان یک شالش بزرگ بوده و بهصورت محدود گزارش شده 

است )66-64(. در این نوع از انتقال صرف نظر از نوع سلول و ترکیب بافر مورد استفاده در حین الکتروپوریشن، غلظتهاا 

متفاوت DNA نیز میتواند مستقیما بر نتیجها این تکنیک تا یر گذاشته و همچنان به تحقیقات بیشترا در این حوزه نیاز است 

)66(. بهکارگیرا روش میکرواینجکشن در انتقال ابزارهاا ویرایش ژنوم دشوار بوده و به مهارت بالایی جهت تزری  نیاز دارد 

)67, 68(. در شکل A-2 به این دو روش اشاره شده است. علاوه بر این تکنیک تغییر شکل غشا نیز در حال حاضر یک روش 

آزمایشگاهی بوده که در ری آن بهصورت مکانیکی بهرور مویت در غشا منافذا ایجاد شده و سبب انتشار غیرفعال ماکرومولکوها 

به سلول هدف میشود. این فناورا راندمان بالایی داشته و میتوان از آن براا انتقال سیستم CRISPR/Cas به انواع سلولهاا 

 تومور استفاده نمود )69, 70(.

 های انسانیویرایش ژنوم و درمان بیماری -

کارگیرا بالینی ابزارهاا ویرایش ژنوم جهت تصحیح اشتباهات ژنتیکی که سبب بروز فنوتیپهاا خاصی میگردند، بهامروزه 

به یک خواست ربیعی تبدیل شده است. در شند دهها گذشته، ویرایش توالی DNA با استفاده از ابزارهاا مولکولی منجر به 

افزایش تعداد مطالعات تجربی در این حوزه شده است. بخش شالش برانگیز و غیریابل پیشبینی این نوع از پژوهش، دستکارا 

ژنتیکی ژنوم انسان بوده که بهمنظور درک بهتر و تعیین تواناییهاا فناورا ویرایش ژنوم در درمان بیماراها و همچنین 

 تکنولوژا داروهاا مبتنی بر ویرایش ژنوم، نیازمند پیشرفت راهکارهاا موجود و انجام کارآزماییهایی بر روا انسان میباشد. 

منظور درمان بیماراها به دو گروه in vivo و ex vivo تقسیمبندا میشوند )شکل B-به هاا ویرایش ژندر مجموع سیستم

2(. در درمان به صورت in vivo سیستم ویرایش ژنوم بهرور مستقیم به سلول و یا اندام مورد نظر بیمار انتقال پیدا کرده تا 

جهش و یا علت بیمارا در بدن فرد تصحیح گردد. در حال حاضر کاربرد اصلی این روش عمدتا در درمان اختلالات تک ژنی 

)Monogenic( میباشد )71(. در شرایط ex vivo سلول هدف، از بیمار جدا شده و پس از ویرایش ژن در شرایط آزمایشگاهی، 

دوباره به فرد منتقل میگردد. این روش از فناورا ویرایش ژنوم در درمان بیماراهاا ار ی )Hereditary disease( مانند کمخونی 

داسی شکل )Sickle cell anemia( و بتاتالاسمی )β-thalassemia(، ایمونوتراپی سررانها )Cancer( و همچنین مهار عفونتهاا 

ویروسی از اهمیت بالایی در بالین برخوردار است )75-72(. در جدول 2 بهصورت گزیده کارآزماییهاا بالینی که در آن از 

 تکنولوژا ویرایش ژنوم استفاده میشود، ذکر شدهاند.

هاا مبتنی بر ویرایش ژنومی که امروزه در حال توسعه هستند با هدف درمان بیماران از رری  یابل ذکر است که تمام درمان

ا دارو کنندهاند که تنها بر روا فرد دریافتراحی شدهاا رها به گونهگیرند و این درمانهاا سوماتیک انجام میاصلا  سلول

نیز هاا جنسی ها را در سلولا بیماراکنندهایجادژنتیکی هاا گذارند. با این وجود، این تکنیک پتانسیل اصلا  جهشتا یر می

 .(76)د شوتواند سبب تغییرات ژنتیکی و انتقال آن به نسل بعد دارا بوده و می
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رور بالقوه میتواند با حذف توالی یطعات DNA ویروسی درج شده در ژنوم میزبان بهویرایش ژنوم : های عفونیدرمان بیماری

و یا اصلا  گیرندههایی که براا آلوده شدن سلول ضرورا میباشند در درمان بسیارا از بیماراهاا ویروسی مورد استفاده یرار 

 Human )HIV(( جهت درمان بیمارا ویروس نقص ایمنی انسانی ex vivo و in vivo گیرد. این فناورا به روشهاا

immunodeficiency virus( به کار گرفته شده است )77, 78(. نتایج حاصل از این مطالعه نشان داده که استراتژا غیرفعال 

کردن ژن CCR5 در سلولهایی که گیرندها کموکاین Chemokine receptor 5( 5( را کد میکنند، از ادغام ویروس HIV در 

 ژنوم میزبان جلوگیرا کرده و سبب از بین رفتن آن میشود )78, 79(. 

نقش مستقیمی در سرران  (Human papilloma virus( HPV))ویروس پاپیلوماا انسانی  E7و  E6هاا بیان پایدار انکوژن

عنوان یک بهتواند توسط ابزارهاا ویرایش ژنوم می HPVهاا پرخطر . ایجاد جهش هدفمند در این ژن(80)ا رحم دارد دهانه

 نوع از درمان مطر  شود )81(.  

منظور بررسی تکنیک ویرایش بها است. هاا کبدبیمارا ترین پاتوژنمهمB ((HBV )Hepatitis B virus  )ویروس هپاتیت 

ژنوم در درمان این بیمارا، یک gRNA که جایگاه ژنومی HBV را مورد هدف یرار میدهد، رراحی و به وسیلها لنتیویروس 

 به سلول آلوده شده به این ویروس منتقل شد. در نهایت مهار بیان و تکثیر ژنهاا HBV در سلول هدف تایید شد )82, 83(.

رور کلی فناورا ویرایش ژنوم علاوه بر اینکه امکان درک عمی ترا از مکانیسم بیماراهاا عفونی ویروسی را فراهم به

 نموده، در درمان این گونه از بیماراها پتانسیل بالایی نشان داده است.

رور گسترده جهت درمان تومورهاا بدخیم نیز در حال توسعه و بررسی بهتکنیک ویرایش ژنوم : درمان تومورهای بدخیم

میباشد. نمونهاا از آزمایش موف  در درمان تومورهاا بدخیم، بهکارگیرا سلولهاا CAR-T بهینهشده که یادر به شناسایی 

و مبارزها مو ر با سلولهاا سررانی هستند، میباشد. تغییرات در ژنهاا کد کنندها گیرندها سلول T و همچنین حذف 

 HLA-1 میتواند سبب ایجاد سلولهاا CAR-T عمومی براا درمان انواع مختلف تومورها شود )84(.

کرد )Gain or زا و کسب و یا از دست دادن عملهاا بیماراایجاد تغییراتی در ژن: های ارثی اتوزوم غالبدرمان بیماری

 Autosomal( میتواند در درمان بیماراهاا ار ی مثمر  مر وایع گردد. در بیماراهاا اتوزوم غالب )loss of function

dominant( مانند آکوندروپلازا )Achondroplasia(، هنگامیکه واریانت پاتوژن منجر به دستیابی عملکرد بیمارازا میشود، 

 NHEJ ایجاد شکست در دو رشتها آلل جهشیافته براا تغییر شهارشوب پروتئین مخرب که سبب درج و یا حذف به صورت

میشود، کارساز خواهد بود و بر فنوتیپ فرد تا یر نخواهد گذاشت. این نوع از بیماراها را میتوان از رری  نوترکیبی همولوگ 

 جهت درج ژن صحیح نیز درمان نمود )85(.

شوند، ایجاد برش ایجاد می (Short tandem repeat (STR))هاا ار ی که در ا ر تکرارهاا کوتاه پشت سر هم درمان بیمارا

که  (Huntington) هایی مانند هانتینگتونشود. علاوه بر آن در بیمارازا و حذف ژن، مو ر وایع میهاا بیمارادر دو ررف آلل

 کارگیرا استراتژا NHEJ میتواند کارساز باشد )86(.بهشود، ییافته انجام مسنتز پروتئین مخرب توسط ژن جهش
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هاا مغلوب، عملکرد پروتئین از بین رفته و هر با توجه به اینکه در بیمارا: مغلوب Xهای اتوزوم و وابسته به ان بیماریدرم

ترا براا درمان این نوع از اختلالات مواجه هستیم. به همین منظور زا هستند، با وضعیت پیچیدهدو آلل داراا ا رات بیمارا

کارگیرا روش اتصال انتهاا غیرهمولوگ مو ر نبوده و جهت درمان این نوع از بیماراها، همراه بودن یک یطعها DNA با به

سیستم اندونوکلئاز بهمنظور نوترکیبی هومولوگ ضرورا میباشد )87(. علاوه بر این در برخی از بیماراها مانند دیستروفی 

عضلانی دوشن ))Duchene muscular dystrophy )DMD( تخریب و یا حذف اگزون میتواند تا حد یابل یبولی عملکرد پروتئین 

 هدف را بازیابی کند )88(.

هاا پیچیده مانند آلزایمر را نیز هاا اخیر پتانسیل ویرایش ژنوم در پیشگیرا و درمان بیماراتحقیقات انجام شده در سال

کارگیرا ابزارهاا ویرایش ژنوم بهاا را براا . علاوه بر آن مطالعات بر روا حیوانات مدل نتایج امیدوار کننده(89)دهد نشان می

در درمان بیماراهاا مختلف انسانی مانند نقص ایمنی مختلط شدید )SCID(، بیماراهاا ششمی، سیستیک فیبروزیس 

 )Cystic fibrosis( و بسیارا دیگر از اختلالات ژنتیکی در بر داشته است )90-92(.

 

 .(93)هاا بالینی در دست انجام با استفاده از تکنیک ویرایش ژنوم اا از کارآزماییگزیده :2جدول 

 فاز ژن هدف نام بیماری ردیف
ابزار 

 ویرایش
 روش انتقال نوع ویرایش

سال 

 شروع

کد 

 کارآزمایی

 های باکتریاییبیماری

1 
عفونت اشریشیا 

 کولاا
I CRISPR فاش نشده

/Cas 

 سازاخاموش

(Knock-out )ژن 

In vivo  با
 استفاده از باکتریوفاژ

2022 
NCT0527

7350 

2 

هاا دستگاه عفونت

  (UTI))ادرارا 
Urinary tract 

infections) 

 .Eژنوم 

coli 
I 

CRISPR

/Cas3 
- 

In vivo  با
 استفاده از باکتریوفاژ

2019 
NCT0419

1148 

 های خونیبیماری 

3 
  (BT))بتا تالاسمی 

β-thalassemia) 

BCL11

A 
II/I

II 
CRISPR

/Cas9 
سازا غیرفعال

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن
2018 

NCT0365

5678 

HBB I 
CRISPR

/Cas9 
 Ex vivo 2020 تصحیح ژن

NCT0372

8322 

HBB I/II CRISPR

/Cas9 
- 

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن
2021 

NCT0420

5435 

پروموتر ژن 
HBG1/2 

I/II CRISPR

/Cas12a 
 تقویت ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن
2022 

NCT0544

4894 

 درج ژن B NFIX I ZFNهموفیلی  4
In vivo  با

 AAVاستفاده از 
2018 

2017-

004805-42 

5 HIV 
CCR5 I ZFN 

 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2015 
NCT0238

8594 

NCT0514 2023با  In vivoسازا غیرفعالI CRISPR فاش نشده
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/Cas9 استفاده از  ژنAAV 3307 

CCR5 I/II ZFN 
 سازاخاموش

 ژن

In vivo  با
 AdVاستفاده از 

2010 
NCT0125

2641 

CCR5 I/II ZFN 
 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  با

 AdVاستفاده از 
2019 

NCT0366

6871 

6 
شکل خونی داسیکم

((SCD)  Sickle cell 

disease) 

پروموتر ژن 

 گاما گلوبین
I/II 

Base 

editing 
 تقویت ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2022 
NCT0545

6880 

BCL11

A 

II/I

II 

CRISPR

/Cas9 

سازا غیرفعال

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2018 
NCT0374

5287 

BCL11

A 
III 

CRISPR

/Cas9 

سازا غیرفعال

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2022 
NCT0532

9649 

 های چشمیبیماری

7 

التهاب مقوم در برابر 

 ویروس هرپس سیمپلکس

( Herpes simplex 

virus refractory 

keratitis) 

UL8/UL

29 

به 

اتمام 

 رسیده

CRISPR

/Cas9 

سازا غیرفعال

 ژن
In vivo 2020 NCT0456

0790 

8 
 مادرزادا لبرنابینایی 

( Leber) 
CEP290 I/II 

CRISPR

/Cas9 
 تصحیح ژن

In vivo  با
 AAVاستفاده از 

2019 
NCT0387

2479 

 اختلالات متابولیکی

9 

ساکاریدوز موکوپلی

  II ((MPSII)نوع 
Mucopolysaccharid

osis II) 

IDS I/II ZFN درج ژن 
In vivo  با

 AAVاستفاده از 
2018 

2018-

000192-33 

10 

ساکاریدوز موکوپلی

  I ((MPSI)نوع 
Mucopolysaccharid

osis I) 

IDUA I/II ZFN درج ژن 
In vivo  با

 AAVاستفاده از 
2017 

NCT0270

2115 

 Iدیابت نوع  11

- I 
CRISPR

/Cas9 

شکست و درج 

 ژن
Ex vivo 2022 

NCT0521

0530 

- I/II 
CRISPR

/Cas9 

شکست و درج 

 ژن
Ex vivo 2023 

 

NCT0556

5248 

 

 هاسرطان

12 

لوسمی میلوئید حاد 

((AML) Acute 

Myeloid leukemia) 

CD123 ،

IL3RA  و
TCR 

I TALEN 
سازا خاموش

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 LVالکتروپوریشنو 

2019 
2018-

001018-14 

CD33 I/II 
CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  اما

 حامل فاش نشده
2021 

NCT0484

9910 
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 جنسی هایویرایش ژنوم سلول -

تواند سبب تغییرات ژنتیکی با یابلیت به ارث رسیدن از رری  تخمک و یا اسپرم هاا جنسی انسان میویرایش ژنوم سلول

قاتی مورد . در حال حاضر این نوع از تصحیح ژنتیکی در حیوانات، گیاهان و همچنین جنین انسانی با اهداف تحقی(94)شود 

 .(76)گیرد استفاده یرار می

هاا جنسی انسان با موانع زیادا در تئورا و همچنین در مراحل عملی و آزمایشگاهی مواجه در مجموع ویرایش ژنوم سلول

رغم پتانسیل این روش درمانی در جلوگیرا از ه است. علیشدبوده و علاوه بر آن موارد اخلایی نیز تا به امروز مانع انجام آن 

اختلالات وخیم و خطرناک ار ی، نگرانیها در خصوص ایمنی بهکارگیرا آن و همچنین غیرممکن بودن انجام این نوع از درمان 

به صورت رضایتمندانه و با آگاهی براا فرد دریافت کننده این دارو، انجام آن را با مشکلات مهمی روبرو نموده است. بهرور 

جداتر، در صورت بروز جهشهاا ژنتیکی ناخواسته در سلول جنسی و ایجاد بیماراهاا جدید، درمان را با مشکلات پیچیدهتر 

همراه خواهد نمود )95, 96(. به همین منظور هرگونه ویرایش ژنوم در سلولهاا جنسی در بالین ممنوع و غیریانونی بوده و 

 هرگونه تحقیقات در این حوزه میبایست رب  یوانین ملی هر کشور و تحت مقررات دیی  انجام گیرد )97(.

CD33 I/II 
CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  اما

 حامل فاش نشده
2022 

NCT0530

9733 

13 

کارسینوما هپاتوسلولار 

 (HCC))پیشرفته 
Advanced 

hepatocellular 

carcinoma) 

PDCD1 I CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2019 
NCT0441

7764 

 Bلوسمی سلول  14

anti-

CD19/CD20 

CAR  و یا
anti-

CD19/CD22 

CAR 

I/II 
CRISPR

/Cas9 

و  سازاخاموش

 ) درج هدفمند

knock-in) ژن 

Ex vivo  با
استفاده از روش 

 ویروسی

2018 
NCT0339

8967 

15 

هاا کارسینوم سلول

 Renal  (RCC))کلیوا 

cell carcinoma) 

TRAC ،
anti-CD70 

CAR  و
CD52 

I TALEN 
و سازا خاموش

 ژن درج هدفمند

Ex vivo  با

استفاده از روش 

 LVالکتروپوریشن و 

2021 
NCT0469

6731 

 سرران پروستات 16

PD-1 I/II 
CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن
Ex vivo 2018 

NCT0352

5652 

PD-1 I 
CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن

Ex vivo  با
استفاده از روش 

 الکتروپوریشن

2021 
NCT0476

8608 

17 

ا سرران مثانه

 IVا مهاجم مرحله

((IBC ) Invasive 

bladder cancer) 

PDCD1 I 
CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن
Ex vivo 2016 

NCT0286

3913 

18 

سرران مجارا 

 ( BTC))صفراوا 

Biliary tract cancer) 
TGFβR I 

CRISPR

/Cas9 

 سازاخاموش

 ژن
Ex vivo 2022 

NCT0497

6218 
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 های ویرایش ژنومی ابزارنسل آینده -

عنوان ابزار کارآمد براا ویرایش ژنوم معرفی شد، میگذرد )98(. تا به امروز انواع مختلفی به Cas9تقریبا یک دهه از زمانی که 

از ابزارهاا تصحیح ژن گسترش یافتهاند که برخی از آنها بدون تکیه بر مسیرهاا ترمیم و برش در دو رشتها DNA عمل 

میکنند. از این رو میتوانند بهعنوان سیستمهاا یدرتمندا جهت درمان بیماراهاا ژنتیکی پیچیده معرفی گردند. با این حال، 

براا انتقال این ابزارها به سلول هدف نیاز به حاملهاا بزرگترا میباشد. بههمین منظور بهکارگیرا این تکنیکها در بالین 

نیازمند بهینهسازا و توسعه است )59(. ویرایشگرهاا Prime ،Base ) شکل 3( و اپیژنوم )Epigenome( نسل جدیدا از 

 ابزارهاا اصلا  ژن هستند که در حال حاضر در مراحل اولیه آزمایش یراردارند. 

بوده  CRISPR/Cas9ا اصلا  ژن و مبتنی بر یک ابزار جدید در حوزهBase ((BE )Base editor )ویرایشگر : Baseویرایشگر 

 CRISPR/Cas9که موجب برترا آن نسبت به سیستم  DSBدر یک مکان خاص، بدون القاا  DNAکه یادر به تغییر دیی  توالی 

در یطعات  (Translocation) و یا جایجایی (Inversion) باشد. همین امر سبب شده تا خطرات حذف، وارونگیشده است، می

DNA ا شگفت انگیز در خصوص این . نکته(103-99)ن ایجاد اختلالی انجام گیرد به حدایل رسیده و تصحیح ژن هدف بدو

رور کلی ه. ب(104)باشد زا میبیمارا( Point mutation) ااهاا نقطهدرصد از جهش 60توانایی آن در اصلا  حدود تکنیک، 

BE یک ابزار درمانی جدید بوده که یادر به تصحیح دیی  و ایمن جهشهاا ژنتیکی، ژنهاا بیمارازا و یا منار  تنظیم کننده 

است. این استراتژا میتواند بدون ایجاد شکست در دو رشتها DNA، بهرور همزمان شندین ناحیه از ژنوم را بدون حذف و یا 

 جابجایی مورد هدف یرار دهد )105(. 

عنوان فناورا جستجو و جایگزینی بهجدیدترین ابزار اصلا  ژن که Prime ((PE )Prime editor )ویرایشگر : Primeویرایشگر 

 DNA اما بدون ایجاد شکست در دو رشتها CRISPR/Cas نیز توصیف میشود، داراا سیستمی مشابه )Search and replace(

بوده که دامنها توانایی این تکنیک را جهت درمان بیماراهاا تک ژنی ارتقا داده است. این مولکول شامل یک gRNA رولانیتر 

 Reverse( RT و Cas9 H840A nickase و یک پروتئین تشکیل شده از )Prime editing gRNA( pegRNA از حد معمول به نام

transcriptase( نوترکیب میباشد )PE .)106 یادر به درج، حذف و جابجاییهاا هدفمند بدون نیاز به یطعها الگو و ایجاد 

 شکست در دو رشتها DNA است )107(.

 

در سبب ایجاد برش  CRISPR/Casنسل جدیدا از ابزارهاا ویرایش ژنوم هستند که برخلاف  Baseو  Prime. ویرایشگر PEو  BEهاا فناورا: 3شکل 

 کارگیرا آنها در درمان انواع بیماراها گشته است.بهها جهت شوند. همین امر موجب افزایش دیت و ایمنی این تکنیکمی DNAا یک رشته
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ژنتیک در محلی خاص با تغییر متیلاسیون هاا اپیدر کنار ویرایش مستقیم توالی ژنتیکی، اصلا  علامت: ژنومویرایشگر اپی

DNA گردند، از اهمیت بالایی برخوردار است هاا کروماتینی که سبب تغییر بیان ژن مورد نظر میو یا ویرایش هیستون و حلقه

 (Epigenetic modifiers) ژنتیکهاا اپیکنندهاصلا  وdCas9 (Dead Cas9 ). این نوع ویرایشگر با ترکیب کردن (109, 108)

. ارمینان حاصل کردن از انتقال (112-110)آید گرها به دست میها و سرکوبکنندههاا رونویسی مانند فعالو یا تنظیم کننده

کارگیرا این روش بوده و نیاز به تحقیقات بیشتر دارد )113, بهژنتیکی از سلول مادر به دختر یک امر ضرورا در تغییرات اپی

.)114 

 های پیش روی تکنیک ویرایش ژنومچالش-

هاا ویرایش ژن، پایه و باشد. پیشرفت در فناوراهدف نهایی هر دارویی، درمان بیمارا با ایمنی، بازده و پایدارا بالا می

رغم مزایاا فراوان این تکنیک، برخی هاا ژنتیکی و غیرژنتیکی است. علیاا از بیماراریف گسترده اساس نسل بعدا درمان

شالشها مانند دیت، ا ربخشی، ایمنی و روشهاا انتقال این ابزار درمانی نیاز به بهبود و توسعه دارند. رفع این مشکلات نیازمند 

 دانش عمی  ماهیت مولکولی بیماراها و همچنین رراحی دیی  ابزارهاا ویرایش ژنوم در مطالعات پیش از بالین است.

براا  ex vivoباشند و روش درمانی هاا ژنتیکی نیازمند درمان در بدن فرد میبسیارا از بیمارا: های انتقالی روشتوسعه

یک شالش بزرگ بوده  in vivoکه مولکولی بزرگ و شند جزئی است، در شرایط  CRISPRباشد. انتقال ابزار ها امکان پذیر نمیآن

هاا مختلف همچنان ، عناصر دارو باید پس از عبور محیطin vivoو پتانسیل درمانی آن را محدود نموده است. در روش درمانی 

ها به بدن فرد بیمار ویروسپایدارا خود را حفظ نموده و به سلول هدف وارد شوند. انتقال اجزاا ویرایش ژنوم با استفاده از لنتی

گیرد ا پایین آن، به صورت محدود مورد استفاده یرار میپذیر است، اما با توجه به پتانسیل ایجاد جهش و همچنین بازده امکان

رور عمده وکتورهاا AAV که در منار  ایمن ژنوم درج میشوند، جهت انتقال اجزاا ویرایش ژن به سلول هدف به به. (115)

کار میروند )116(. با این وجود این ویروسها تنها توانایی انتقال عناصر کوشک را دارا بوده و محدودیت ظرفیت آنها در حمل 

ابزارهاا ویرایش ژنوم یک عامل بازدارنده در بهکارگیرا آنها میباشد. یکی از دلایل عمدها ظهور روشهاا انتقال غیر ویروسی، 

جلوگیرا از ایجاد پاسخهاا ایمنی در بدن فرد دریافت کنندها دارو است. VLPها ابزارهاا انتقال مناسبی جهت حمل اجزاا 

CRISPR میباشند، اما مطالعه بر روا آنها در مراحل ابتدایی بوده و همچنان نیاز به انجام آزمایشهاا بیشترا جهت استفاده 

 در بالین دارند )117-119(. 

هاا اجزاا ها و همچنین مهندسی مولکولVLPا ها، توسعهAAVدر مجموع، رویکردهاا مختلف مانند تغییر کپسید 

CRISPR ها مورد بررسی یرارگیرند تا پتانسیل کامل این روش درمانی مواردا هستند که باید در بهبود کارایی و ایمنی نایل

 کارگیرا آن در پزشکی به حدایل سمیت و بازدها بالا دست پیدا کند )115(.بهنمایان شده و 
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هاا مکمل بوده، خطر اتصال مبتنی بر اتصال توالی CRISPRاز آنجایی که فناورا : اصیت جایگاه برشافزایش اختص

هایی غیر از ژن هدف وجود دارد. مطالعات مختلف نشان از ا رات مخرب در مکانsgRNA (Small guide RNA ) غیراختصاصی

هایی که سبب جایی کروموزومی، حذف و درجبها، جابر بیماران مانند ایجاد جهش در انکوژن Cas9هاا خارج از هدف جهش

منظور افزایش ارزش به. شناسایی و به حدایل رساندن این ا رات مخرب (122-120)دهند اند، میها شدهتر شدن بیماراپیچیده

و امنیت بهکارگیرا این فناورا در پزشکی ضرورا میباشد )120(. بهکارگیرا آنزیمهاا بهینه شدها SpCas9-HF1 و 

eSpCas9 بهرور ششمگیرا جهشهاا خارج از هدف را کاهش داده است، اما همچنان ا رات این تغییرات در درون بدن حل 

 نشده باییمانده و به توسعه و مطالعات بیشترا نیازمند است )123(. 

ا فناورا ویرایش ژنوم، پیامدهاا آن بر روا جنین هاا یابل توجه در حوزهبزرگترین نگرانی مربوط به پیشرفت: مسائل اخلاقی

رورا که حتی در سال 2015 میلادا پیشنهاد متویف ساختن این دسته از آزمایشها پیشنهاد شد. استدلال-بهباشد. انسان می

هاا علمی در خصوص مزایاا شنین تحقیقاتی با عدم پیشبینی پیامدها همراه بوده و فقدان یانون و مقررات دییقی بهمنظور 

یرار دادن این تکنولوژا در شهارشوب ضوابط مشخص، سبب ایجاد ترس ظهور سلا هاا زیستی با ترکیب انسان و جهشهاا 

ژنتیکی مو ر شده است )124(. میزان مجاز استفاده از تکنیک CRISPR و ویرایش ژنوم در مراحل پژوهش و پیش از بالین، حد 

یابل یبول بهکارگیرا این تکنیک در پزشکی، گسترها استفاده از این فناورا در موارد غیر از بالین و میزان دسترسی افراد به 

این تکنولوژا شهار عنوانی است که تمامی نگرانیها و مشکلات اخلایی بهکارگیرا این روش درمانی را در خود جاا میدهد 

)125(. بنابراین امروزه نیاز مبرم به هماهنگی، نظارت و ایجاد دستورالعملهاا مرتبط با ویرایش ژنوم در پزشکی مولکولی و 

 همچنین صنایع غیربالینی مانند محصولات کشاورزا و غذایی وجود دارد )126(.  

 گیرینتیجه -2

تواند شرایط پایدار و مناسبی را هاا درمانی توسعه یافته بوده که میترین تکنیکتا به امروز ویرایش ژنوم یکی از پیچیده

حال، همچنان درمان بسیارا از بیماراها . با این(127)هاا ویرانگر و گاهی غیریابل درمان انسانی فراهم کند براا بیمارا

برآورده نشده و همین امر دانشمندان را به سمت توسعها ابزارهاا جدید جهت تصحیح ژن و بهکارگیرا استراتژاهاا درمانی 

نوین سوق میدهد. استفاده از تکنیک CRISPR براا هدف یرار دادن دیی  محرکهاا برخی از بیماراها، مستلزم درک بهتر 

منار  غیرکد کنندها DNA، حالتهاا اپیژنتیک و همچنین تا یرات آنها بر بروز بیمارا میباشد )115(. اگرشه مسائل 

مربوط به ا ربخشی و ایمنی این روش همچنان یک نگرانی و شالش بزرگ به حساب میآید، اما نمیتوان منکر توانایی آن در 

درمان بسیارا از بیماراها شد. تحقیقات همچنان در زمینها ویرایش ژنوم ادامه داشته و انتظار میرود در این حوزه پیشرفتهاا 

ششمگیرا حاصل گردد. با توجه به اینکه فناورا ویرایش ژنوم با سرعت در حال تکامل است، دور از ذهن نیست که در آیندهاا 

 نه شندان دور این تکنیک به یکی از روشهاا رایج ژن درمانی تبدیل گردد.
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