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چکیده �
بیماری های عفونی همچنان یک تهدید جهانی محسوب 
که ســاانه افراد زیادی بــه این بیماری همــه گیر مبتا 
می شوند. شــناخت بهتر چگونگی بیماری زایی باکتری ها، 
ویروس هــا، قارچ ها و انگل ها به همراه تشــخیص ســریع و 
درمان عفونت های انســانی برای بهبــود نتایج بیماری های 
عفونــی در سراســر جهان ضروری اســت. در بســیاری از 
ژنــوم باکتری ها و آرکئــی باکتر ها، توانســتند تناوب های 
کوتاهِ پالیندرومِ فاصلــه دارِ منظمِ خوشــه ای کــه با عنوان 
 cas سیســتم کریسپر یا سیســتم کریســپر مرتبط با ژن
اســت را شناســایی کنند. نقش فیزیولوژیکی این سیستم 
در پروکاریوت ها با عنوان سیســتم ایمنی دفاعی در مقابل 
مهاجم خارجی، تشــخیص داده شده است. از عناصر اصلی 
این سیستم دفاعی پروکاریوتی، RNA های راهنما کوچک 
اســت که نوکلئاز ها را به سوی اسید نوکلئیک های مکمل 
خود در ویروس ها و پاســمید ها هدایت می کنند. در حال 
حاضر فنــاوری CRISPR-Cas9 به طــور معمول برای 
پیشرفت در علم پزشکی بیولوژیکی در حوزه ویرایش کارآمد 

ژن ها، نقش به سزایی دارند.
در این مقاله مروری، به طور خاصه زیســت شناســی و 
مکانیسم سیســتم های CRISPR-Cas را مورد بررسی 
قــرار می دهیم و همچنین کاربردهای جدید را برای ارزیابی 
این سیستم از جمله: ارتباط بین میزبان و پاتوژن، تشخیص 
دقیق، پیشگیری و درمان بیماری های عفونی را مورد بحث 

قرار خواهیم داد.
سیســتم عفونــی،  بیماری هــای  کلیــدی:   کلمــات 

CRISPR-Cas، ویرایش ژنوم
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نقــش فیزیولوژیکی توالــی تکــراری DNA در آن زمان 
شناسایی نشده اســت. در مطالعه های دیگر گزارش کردند 
که ایــن توالی های تکراری اغلب در ژنــوم هر دو باکتری و 
آرکی باکترها وجود داشــته اســت )2(. یکی از ویژگی بارز 
این است که، تکرارها توسط توالی های غیر رمزگذاری شده 
و یکســان با طول مشــابه انجام گرفت )2(. در سال 2002 
براساس پژوهش های جانســن و همکارانش نشان داده شد 
که این لوکوس های ژنی تکراری همیشــه با مجموعه هایی 
از ژن هــای رمز گذاری شــده و آنزیم های پردازش اســید 
نوکلئیــک، از جمله پروتئین های نوکلئاز یــا هلیکاز همراه 
بوده اند. در پژوهشی دیگر که در سال 2005 صورت گرفت، 
مشــاهده شــد که برخی از توالی های فاصلــه دار 100% با 
توالی های DNA از ویروس ها و پاسمیدها یکسان هستند. 
 CRISPR-Cas پیشــنهاد شده اســت که این سیســتم
می توانــد یک سیســتم دفاعی جدید باشــد )5-3(. تجزیه 
و تحلیل ژنومی نشــان داده اســت که این سیستم کریسپر 
و ژن هــای مرتبط با cas در گروه هــای مختلف فیلوژنتیک 
باکتریایــی متنوع بودند. در نتیجه، طبقه بندی این ژن ها به 
چندین خانواده پروتئینی صــورت گرفت )8-6(. ماکارووا و 
 همکاران در ســال 2011 طبقه بندی سیستم های مختلف
  CRISPR-Cas را به سه نوع اصلی زیر ارائه دادند: سیستم های
  CRISPR-Cas نوع I، بر اساس وجود ژن cas3، سیستم های
  CRISPR-Cas نوع II، مبتنی بر وجود ژن cas9 و سیستم

 cas10 بر اســاس وجود ژن ،III نــوع CRISPR-Cas 
نامگذاری شده است )9(. همچنین این پژوهشگران دریافتند 
که این نواحی دارای یک بارکد اختصاصی تحت عنوان فاصله 
دهنده ناشــی از منشأ پاسمیدی و یا ویروسی خود هستند 
که این تکرارها در دفاع اکتسابی پروکاریوت ها نقش دارند. 
شروع فعالیت این سیستم در زمان مواجهه سلول باکتریایی 
با باکتریوفاژ و یا اســید نوکلئیک مهاجم اســت که موجب 
حذف عنصر ژنتیکی خارجی می شــود )10، 11(. شناسایی 
پروتئین Cas9 یک کشــف مهم در زیست شناسی سیستم 
کریسپر است. این پروتئین باعث ایجاد شکست دو رشته در 
DNA یــا RNA هدف با کمک CRISPR)cr(RNA و 

 )Trans activating CRISPR RNA:tracrRNA( کمپلکس ترانس اکتیو
می شود. فناوری CRISPR-Cas9 باعث تحول در زمینه 

ویرایش ژنوم در علوم پایه و داروهای بالینی شده است.

� CRISPR-CAS بیولوژی و مکانیسم سیستم
 ،CRISPR-Cas از ویژگی هــای مهــم سیســتم های
محافظت از پروکاریوت هــا در برابر عناصر ژنتیکی خارجی 
اســت. لوکوس ژنومــی CRISPR به عنــوان یک واحد 
ذخیره سازی اطاعات است. در آن توالی فاصله دهنده اسید 
نوکلئیک ناشی از تهاجم عناصر ژنتیکی، جدا می شود و بعداً 
بــرای هدایت پروتئین های Cas بــرای از بین بردن عناصر 
خارجی فرا خوانده می شوند. در سطح مولکولی، سیستم های 
CRISPR-Cas از طریــق فرآیندهــای ســازگاری، بلوغ 

crRNA و تداخل با تنوع بیولوژیکی قابل توجه ای در بین 

سیستم ها عمل می کنند. )شکل 1(
 

 CRISPR-Cas شکل 1. مکانیسم دفاعی سیستم
دارای سه مرحله سازگاری، بلوغ و تداخل است

 DNA مرحله سازگاری با شناسایی ،I-E در سیستم نوع
 Cas1- Cas2 مرتبط با مجموعه PAM خارجی توســط
نیز آغاز می شــود. پروتئین میزبان IHF، بخشــی از اپرون 
Cas نیســت. این پروتئیــن، DNA میزبان را خم می کند 

تا مجموعــه Cas1-Cas2 بتواند با توالــی فاصله دهنده 
ادغام شــود. در طــول بلوغ، تولید پیش ســاز crRNA از 
توالی CRISPR رونویسی می شــود و در crRNA های 
بالغ به صــورت فردی پردازش می شــود. در مرحله تداخل 
crRNA های بالغ، نوکلئاز Cas را به توالی اسید نوکلئیک 

 DNA هــدف نیز هدایت کرده اســت و منجر بــه تجزیه
خارجی می شود )12(.

 CRISPR-Cas سیســتم های  از  کاس  دو  امــروزه 
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که شــامل شــش نوع و چند زیر گونه توصیف شده است. 
 I، کاس 1 شــامل انواع CRISPR-Cas سیســتم های
III و IV هســتند که از یک مجموعه مداخله ای متشــکل 
از چندیــن پروتئین Cas اســتفاده می کنند. در حالی که 
سیســتم های کاس 2 شامل زیر گونه های V، II و VI که 
تنها از یک پروتئین Cas برای مداخله اســتفاده می کنند 

.)12(

مرحله سازگاری �
در طی ایــن مرحله، عناصر ژنتیکی خارجی شناســایی 
می شــوند و توالی هــای protospacer یــا فاصله دهنده 
انتخاب و پردازش می شــوند. سپس فاصله دهنده در توالی 
CRISPR ادغام می شود )شــکل Adaptation ،1(. به 

 CRISPR- Cas منظور جلوگیری از خود ایمنی سیستم
برای از بین بردن توالی CRISPR خود، باید توانایی تمایز 
بین DNA خارجی و خودی را داشته باشد. این ویژگی در 
سیستم های CRISPR-Cas نوع I و II به خوبی مشخص 
شده است. با شناسایی توالی PAM در تمایز توالی خودی 
از عناصــر ژنتیکی خارجی کمک می کند. در زیر سیســتم 
I-E، مجموعه Cas1-Cas2 یک توالی PAM سازگار را 

تشخیص می دهد و DNA خارجی را جدا می کند و اندازه 
protospacer را برای ادغام در توالی CRISPR تنظیم 

 CRISPR می کنــد. ادغام فاصله دهنده جدید بــه توالی
از ســمت رشــته رهبر غنی از AT اســت کــه همزمان با 
اتصــال سیســتم CRISPR-Cas بــه DNA خارجی 
اتفاق می افتد. در زیر سیســتم CRISPR I-E مســتقل 
 IHF(integrated hos t factor) از پروتئین، ترکیــب
 Cas1-Cas2 را خم کند تــا کمپلکس DNA می توانــد
بتوانــد توالی رهبر CRISPR را شناســایی کند و فاصله 
دهنده به درســتی در جایگاهش قرار بگیرد و با عنوان یک 
مجموعه اینتگراز عمل می کند. در زیر سیستم II-A اجزای 
آن از جمله Cas9، Csn2 و tracrRNA عاوه برسیستم 
Cas1-Cas2، برای اتصال فاصله دهنده مورد نیاز اســت. 

شــناخت توالی رهبر در سیســتم زیر گروه II-A مستقل 
 از IHF اســت. سیســتم Cas1-Cas2 به طور مستقیم

LAS (leader-anchoring site)  را شناسایی می کند 

تا فاصله دهنده به درســتی در جایــگاه خودش قرار بگیرد 
.)13 ،12(

� crRNA مرحله بلوغ
تولید crRNA بالغ با رونویســی از pre-crRNA آغاز 
می شــود که رونویســی از توالی رهبر CRISPR شــروع 
می شود و نتیجه آن در بخش های تکراری چندگانه و فاصله 
دهنده اســت. این بخش ها به crRNA های بالغ تکی جدا 
می شــوند که پروتئین های Cas را بــه هدف خارجی خود 

.)Maturation ،1 هدایت می کند )شکل
 ،Cas6 آنزیم های ،III و I در کاس 1، سیستم های نوع
بخش های تکراری را در هنگام ســاخت crRNA بالغ نیز 
 (Maturation،Class 2 ،1 شــکاف می دهند.) شــکل
عملکــرد Cas5d به جای Cas6 در زیر سیســتم I-C و 
احتمااً در زیر سیســتم های III-C و III-D است )14(. 
در اکثر سیســتم های نوع Cas6، I بــه crRNA متصل 
می شود، به عنوان یک ساختار متوقف کننده برای کمپلکس 
مداخله گر عمل می کند. زیرگروه های I-A و I-B اســتثنا 
 Cas6،هســتند که هنگام جــدا ســازی توالی تکــراری
 جدا می شــود. در سیســتم های نــوع Cas6 ، III دایمر

 و آزاد است.
مکانیسم بلوغ crRNA در سیستم های نوع IV مشخص 
نشده است. در سیستم های کاس 2، پردازش crRNA با 
اســتفاده از همان پروتئین های Cas به کار رفته در مرحله 
تداخل و در برخی موارد پروتئین های غیر از Cas استفاده 

( Maturation ،Class 2، 2 می شود.) شکل
 Cas9 پروتئین ،B و II-A در سیســتم های زیرگــروه
به یک مجموعه crRNA-tracrRNA متصل می شــود 
و RNase III، پروتئیــن میزبــان را نیاز دارد تا قســمت 
 tracrRNA .)15( را برش دهد pre-crRNA تکــراری
برای بلوغ crRNA در سیســتم های نــوع II و زیر گروه 
V-B مورد نیاز اســت، اما در سیســتم های کاس 2 دیگر 

 V نــوع CRISPR-Cas ازم نیســت. در سیســتم های
 crRNA هــر دو بــرای پردازش و مرحلــه تداخل ،VI و
 توســط پروتئین هــای Cas12 و Cas13 به ترتیب انجام

 می شوند.
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مرحله تداخل �
سیســتم های  در  خوبــی  بــه  تداخــل   مرحلــه 
CRISPR-Cas مورد بررســی قرار گرفته اســت و درک 

بهتر مجموعه تداخل سیســتم CRISPR-Cas از جمله 
DNA در مقابــل RNA هــدف قرار دادن و جدا شــدن 

اســید نوکلئیــک خاص در مقابــل اســید نوکلئیک های 
معمولی و همچنین در کاربردهای متنوع و نو ظهور فناوری 

CRISPR نقش داشته است.

مجموعه تداخل کاس 1 �
مجموعه تداخــل سیســتم CRISPR-Cas کاس1 
 از کمپلکــس چنــد پروتئینــی تشــکیل شــده اســت

(Interference،  Class 2،1 شکل( 
در مرحله تداخل CRISPR-Cas نوع I به مجموعه ای 
 Cascade ،برای دفاع ضد ویروسی CRISPR مرتبط با
گفتــه می شــود. در حالی که اجــزای Cascade در زیر 
گروه های نوع I متفاوت اســت )I-A تا I-f و I-u ( ولی 
دارای ویژگی های ثابت شامل: شناسایی PAM در اهداف 
خارجــی، Cas6 یــا Cas5 باعث اتصــال crRNA به 
DNA هدف، ســاختار Cas7، تثبیت حلقه R و شکاف 

توالی هدف توســط Cas3 اســت. مجموعــه تداخل زیر 
گروه I-E به خوبی مشــخص شده اســت و تشکیل شده 
اســت از Cas5 و Cas6 متصل به قســمت های تکراری 
'5 و '3مربوط به crRNA و همچنین در قسمت مرکزی 

ساختار حاوی شش پروتئین Cas7، یک زیر واحد بزرگ 
Cas8 که واســطه شــناخت PAM می باشد و شروع به 

باز کردن دو رشــته DNA خارجی می کند. دو زیر واحد 
کوچک Cas11 که ساختار حلقه R را به وجود می آورند. 
 Cas11 و Cas8 تغییرات ســاختاری در زیر واحدهــای
باعث اســتفاده مجدد از cas3 و شکاف رشته DNA آزاد 

در R-loop شده است )16(.
ساختار و عملکرد مجموعه تداخل سایر زیرگروه های نوع 
I کاماً مشخص نشده است. مجموعه تداخل نوع III مانند 
Cascade اســت، اما جدا شــدن DNA خارجی در این 

سیستم به اتصال کمپلکس تداخل به RNA رونویسی شده 
از DNA خارجی بســتگی دارد. سیستم های مداخله ای از 

 Cmr و Csm به ترتیب III-B و III-A زیــر گروه هــای
 crRNA 5' متصل به انتهای Cas5 نامیده می شــوند. از
بالغ، ســاختار پروتئیــن خانواده Cas7 و زیــر واحدهای 
بــزرگ و کوچــک Cas10 و Cas11 به ترتیب تشــکیل 
شــده اند. شــناخت PAM یا  RNA PAM )موجود در 
RNA رونویســی( توسط بعضی از سیستم های نوع III اما 

نه همه آن ها، برای تمایز دادن توالی خودی از ســایرین به 
کار می رود، ازم اســت. هنگامی که مجموعه تداخل متصل 
می شــود، Cas7 رونویســی ssRNA را در فواصل منظم 
قطع می کند و Cas10 نیــز DNA هدف را جدا می کند 

.)18 ،17(
اخیراً مشــاهده شــده است که شــکاف DNA توسط 
Cas10 در زیــر مجموعــه III-A Csm، باعــث تولید 

پیام رســان های ثانویه )آدنیات حلقوی( می شــود و باعث 
جدا شــدن RNA غیر اختصاصی توسط Csm6 که یک 
RNase مرتبط با Cas اســت، می شــوند. اطاعات کمی 

درباره مکانیسم های تداخل زیرگروه III-C و III-D و نوع 
IV وجود دارد.

مجموعه تداخل کاس 2 �
کاس  بــا   CRISPR-Cas 2 کاس  سیســتم های 
1 متفــاوت هســتند زیرا مرحلــه تداخل با یــک نوکلئاز 
 منفــرد به جــای یک مجموعــه پروتئین انجام می شــود. 

)Interference، Class 2،2 شکل(
ویژگی های تعریف شــده سیستم نوع II شامل: پروتئین 
 crRNA همراه با tracrRNA و نیاز به bilobed Cas9

جهت کمک به نوکلئاز Cas9 است )tracrRNA .)19 به 
توالی های تکمیلی از مناطق تکرار شده از pre-crRNA و 

این کمپلکس Cas9 متصل می شود )15(.
پروتئین Cas9 توالی های PAM را بر روی DNA هدف 
 crRNA -tracrRNA شناســایی می کند و کمپلکــس
بــا DNA مکمل اتصال می یابد و باعث ایجاد شــکاف دو 
رشــته ای در DNA هدف توسط پروتئین Cas9 می شود 
)20(. زیر گروه های سیســتم نوع II شامل II-B، II-A و 
 Cas9 اســت که براساس اندازه و تنوع توالی در ژن II-C

)B تمایز می یابند. )شکل
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شکل 2. مرحله بلوغ در سیستم های کاس 1 از نوع 
I-E و III-A توسط Cas6 انجام می شود

مرحله بلوغ در سیســتم کاس 2 توسط همان پروتئین 
اســتفاده شــده در مرحله تداخل انجام می شود. در مرحله 
بلوغ سیســتم های نوع II-A، پروتئین Cas9 به مجموعه 
tracrRNA-crRNA متصــل می شــود. مرحله بلوغ در 

سیســتم نوع V-A و VI-A به ترتیب توسط Cas12 و 
Cas13 انجام می شود.

مرحله تداخل در سیســتم های کاس 1 با یک کمپلکس 
چند پروتئینی و در سیســتم های کاس 2، با یک نوکلئاز 
شروع می شود. در سیســتم نوع Cascade ، I-E متصل 
بــه crRNA بالــغ، توالــی PAM را در DNA خارجی 
شناســایی می کند و DNA، cas3 را بــرش می دهد. در 
 crRNA با اتصال به Csm کمپلکس ،III-A سیستم نوع
بالغ، توالی های اسید نوکلئیک هدف را تشخیص می دهد و 
ssRNA و DNA دو رشــته ای را برش می دهد که منجر 

به تولیــد آدنیات حلقوی می شــود. در نتیجه باعث فعال 
شــدن Csm6 و RNA غیر اختصاصی حذف می شود. در 
 Cas9 با اتصال پروتئین ،II-A مرحله تداخل سیستم نوع
به مجموعه crRNA-tracrRNA بالغ شــروع می شود. 
این مجموعه، PAM را بر روی DNA هدف شناســایی و 
 Cas12 با استفاده از V-A برش می دهد. در سیستم نوع
متصل بــه crRNA بالغ ایــن مرحله صــورت می گیرد. 
در سیســتم های نوع VI با اســتفاده از Cas13 همراه با 
crRNA بالغ، ssRNA هدف را با PFS مرتبط شناسایی 

و برش می دهد )12(.

بیماری های  � در   CRISPR-CAS کاربــرد 
عفونی

درک بهتر زیســت شناســی CRISRP-Cas منجر به 

کاربردهای گســترده ای در زمینه بیماری های عفونی شده 
است. فناوری CRISPR ابزاری را فراهم می کند که تعامل 
بین میزبان و میکروب ها را به طور چشم گیری آشکار سازد 
و در توسعه تشخیص ســریع و دقیق و پیشگیری و درمان 

بیماری های عفونی، نقش به سزایی دارد )12(.

درک تعامل بین میزبان و پاتوژن �
شناخت مکانیســم هایی که با استفاده از آن ها باکتری ها، 
ویروس ها، قارچ ها و انگل ها باعث ایجاد بیماری های انسانی 
می شــوند برای هدایت مراقبت هــای بالینی بهتر و طراحی 
منطقی روش های درمانی و واکســن های هدفمند ضروری 
اســت. ویرایــش ژن مبتنــی بــر CRISPR-Cas9 در 
پاتوژن های متنوع مورد استفاده قرار گرفته است تا همکاری 

ژن و پروتئین را در پاتوژنز مولکولی آگاه سازد )21(.
 CRISPR-Cas9 وینتــر و همکاران از یــک کتابخانه
و RNA راهنما تک رشــته برای روشــن شدن مکانیسم 
آلفا همولیزین، که یک فاکتور ویروانس اســتافیلوکوکوس 
اورئــوس اســت و باعــث القــاء ســمیت داخل ســلولی 
 می شــود، اســتفاده کردند )22(. در این پژوهش ســه ژن

مشــخص  را   )TSPAN14  (SYS1،ARFRP1 و 
کردند که پس از رونویســی یک دومین Disintegrin و 
 )ADAM( -حــاوی پروتئیــن Metalloproteinase

10 را تنظیم می کند و میزان آن را روی ســطوح ســلولی 
کاهش می دهند. بنابراین باعث کاهش اتصال و سمیت آلفا 

همولیزین می شوند.
صفحــه  یــک  از  اســتفاده  بــا  همــکاران،  و   MA  
گســترده ژنومی از ویــروس نیل غربــی )WNV( و یک 
 کتابخانــه CRISPR sgRNA، توانســتند هفــت ژن

 (EMC2،EMC3، SEL1L، DERL2، UBE2G2، UBE2J1 و HRD1)

را شناســایی کنند. با غیر فعال کردن این ژن ها، سلول ها را 
 WNV در برابر تحریک مرگ سلول عصبی ناشی از ویروس
محافظت می کند. این ژن ها بخشی از مسیر تخریب پروتئین 
وابسته به شبکه آندوپاسمی هستند و محققان به این نتیجه 
رسیدند که این مسیر از طریق واسطه سیتوپاتولوژی ناشی از 
WNV است و می تواند هدفی برای توسعه داروهای جدید 

باشــد )23(. ژنوم قارچ های رشته ای به دلیل کارایی پایین 
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ویرایش ژنوم، دست کاری آن ها دشوار است )24(. برای رفع 
این مشکل نودویگ و همکاران، ژن Cas9 از استرپتوکوک 
پیوژنز را ویرایش کرده و پروموتر sgRNA را اصاح کردند 
تا با قارچ ها ســازگارتر باشد )25(. با استفاده از این سیستم 
توانســتند، جهش های RNA راهنما در آلل شــش گونه 
Aspergillus با پشتیبانی از ابزار فناوری CRISPR برای 

 اکتشاف زیست شناسی قارچ ها را ارائه دهند. انگل ها از جمله
 Trypanosoma cruzi و   Toxoplasma gondii  
که عوامل اتیولوژیک توکسوپاســموز و بیماری شاگاس به 
ترتیب هستند، نیز با استفاده از فناوری CRISPR بررسی 

شده اند.
 CRISPR-Cas9 توسط Sidik و همکاران برای تجزیه 
 Toxoplasma gondii و تحلیــل توان باا از عملکرد ژن
به کار گرفته شده است )26(. لندر و همکاران. برای خاموش 
کــردن ژن Trypanosoma cruzi کــد کننده پروتئین 
 )PFR( که بــرای اتصال فاژل و میلــه پارافاژل GP72

پروتئین 1 و 2 ازم است )27(.
در پژوهش هــای دیگــر، نویســندگان نشــان دادند که 
پروتئین هــای PFR1 و 2 بــرای اتصال فاژل به ســطح 
ســلول و حرکت انگل مورد نیاز است. مثال های فوق ارزش 
برنامه های CRISPR را برای ارزیابی اثرات متقابل میزبان 

و پاتوژن در ارگانیسم های مختلف را نشان می دهد.

پیشرفت تشخیص برای بیماری های عفونی �
آزمایش های تشــخیصی ســریع و دقیق به تشــخیص 
زود هنــگام و درمان بیماری های عفونــی کمک می کند تا 
مراقبت هــای بالینی بهتر و اجرای به موقع کنترل عفونت و 
سایر اقدامات بهداشت عمومی برای محدود کردن گسترش 
بیماری انجام شــود. تشخیص سریع و ایده آل باید حساس 
و خاص، آســان برای انجام و تفسیر و مقرون به صرفه باشد 
به گونه ای که ممکن اســت در کارهــای بالینی متنوعی از 
جمله مناطق محدود به منابع ضروری مورد اســتفاده قرار 
گیرد. زیست شناســی CRISPR-Cas به پیشرفت های 
مهم در تشخیص ســریع و دقیق بیماری های عفونی کمک 
کرده اســت. سیســتم CRISPR-Cas9 توسط محققان 
متعــددی بــرای تشــخیص بیماری های عفونــی در حال 

توسعه به کار گرفته شده اســت. پردی و همکاران، تقویت 
 ،(NASBA) مبتنی بر توالی اســید نوکلئیک ترکیبــی
یک روش تقویت ایزوترمال اســت که با استفاده از سیستم 
 Zika بین گونه های ویروسی مشابه با CRISPR-Cas9

در شــرایط آزمایشگاهی و در یک مدل میمون تمایز دادند. 
 RNA که با NASBA محققان توالــی مصنوعی را بــه
ویروسی تقویت شده است را اضافه کردند و از یک مجموعه 
sgRNA-Cas9 برای شــکاف dsDNA استفاده کردند. 

وجــود یا عدم وجود یک گونه خــاص توالی PAM، منجر 
 DNA به شــکاف بر تمام طول قطعه یا قسمت کوتاهی از

توسط پروتئین Cas9 می شود )28(.
مولر و همــکاران، ترکیب CRISPR-Cas9 با نقشــه 
برداری DNA بصری را برای شناســایی ژن های مقاومت 
به آنتی بیوتیک باکتریایی مورد استفاده قرار دادند. در این 
مدل یک کمپلکس gRNA-Cas9، توالی اسید نوکلئیک 
خاص پاســمیدی را که حاوی ژن های مقاومت و یک رنگ 
فلورســنت YOYO-1 و نتروپسین است را برش و اتصال 
می دهد. در نتیجه شــدت انتشــار خاص برای هر قســمت 
DNA متفاوت است. با استفاده از این روش، پاسمیدهای 

 تولیــد کننــده بتا-اکتامازهای مختلف با طیف گســترده 
 (ESBLs) که شــامل سفوتاکســیم(CTX-M-15)  و 

(CTX-M-14) و کارباپنمازها از جمله کلبسیا پنومونیه 

کارباپنماز )KPC( و )NDM-1( را تفکیک کردند. عاوه 
بر این crRNA هــای متعدد، امکان شناســایی ژن های 

مقاومت را در واکنش مشابه را فراهم می کند )29(.
گــوک و همــکاران از CRISPR-Cas9 همــراه بــا 
فلورسنت DNA در هیبریداســیون درجا )FISH( برای 
تشــخیص اســتافیلوکوکوس اورئوس مقاوم به متی سیلین 
)MRSA( اســتفاده کردند. این روش با اســتفاده از غیر 
فعــال کــردن یک سیســتم Cas9 (d)  کــه در آن یک 
مجموعه sgRNA-dCas9 همراه با یک پروب فلورسنت 
SYBR-Green I، ژن MRSA mecA را تشــخیص 
می دهــد. در حالی که این کمپلکــس توالی DNA هدف 
 DNA باعث شــکاف در dCas9 ،را شناســایی می کنــد
نمی شود، باعث آماده سازی DNA برای تشخیص مناسب 
توســط FISH می شود. این روش می تواند MRSA را در 
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غلظت cfu/ml 10 تشخیص دهد و سویه های استافیلوکوک 
 اورئــوس دارای ژن mecA یا عدم وجود آن را شناســایی 

می کند )30(.
�   CRISPR-Casدایل استفاده از سیستم های

برای هدف قرار دادن مقاومت باکتری ها
سیســتم های از  باکتری هــا  همــه  کــه  حالــی   در 

 CRISPR-Cas اســتفاده نمی کنند، شــواهد روز افزون 
نقش این سیســتم ها، در جلوگیری از دســتیابی به عناصر 
ژنومــی دارای مقاومت آنتی بیوتیکی را پشــتیبانی می کند 
و ایــن احتمــال را ایجاد می کند که سیســتم دفاعی خود 

باکتری ها می تواند در درمان باکتری ها مؤثر باشد.
 CRISPR آیدین و همکاران نشان دادند که یک سیستم
نــوع I-F در اشریشــیا کای با حساســیت آنتی بیوتیکی 
 Price همراه اســت )31(. همچنین در مطالعه ای توســط
و همکاران گزارش شد که سویه های انتروکوکوس فکالیس 
با حــذف ژن Cas9، احتمااً عناصــر مقاومتی را از طریق 

کونژوگاسیون به دست می آورند.
در کنتــرل عفونــت باکتریایــی انســانی، اســتفاده از 
آنتی بیوتیــک طیف گســترده که اغلب بــه صورت تجربی 
آغاز می شود، فشــار را برای رشد باکتری های مقاوم اعمال 
می کند. نتایج آزمایشــگاهی اخیر نشــان می دهد که قرار 
گرفتن در معرض آنتی بیوتیک های طیف گســترده ممکن 
است فعالیت CRISPR-Cas را سرکوب کند، که در واقع 
به دســتیابی باکتری ها به عناصر مقاومــت آنتی بیوتیکی 

کمک می کند.
لین و همکاران مشــاهده کردند که قرار گرفتن باکتری 
در معــرض آنتی بیوتیک طیف گســترده ایمی پنم، باعث 
جلوگیری از فعالیت CRISPR-Cas در کلبسیا پنومونیه 
 ،H-NS می شــود که از طریق تحریک سرکوبگر رونویسی

سیستم را سرکوب می کند )32(.

هدف قرار دادن بیمــاری زایی و مقاومت به  �
دارو در باکتری ها

تولیــد  بــرای  اســت  ممکــن   CRISPR فنــاوری 
آنتی بیوتیک هــای انتخابی و قابل تیتراســیون برای از بین 

بردن باکتری های بیماری زا مورد استفاده قرار گیرد.

گومــا و همکاران، از نخســتین محققانــی بودند که این 
 مفهوم را در شــرایط invitro با اســتفاده از زیر سیستم

 CRISPR-Cas ، I-E برای اثبات از بین بردن گونه های 
جدا شده از اشریشیا کای و سالمونا انتریکا در آزمایش های 

کشت خالص و مخلوط به اثبات رساندند )33(.
Citorik و همــکاران، بــا اســتفاده از فاگمید که یک 

پاســمید بسته بندی شــده در کپســیدهای فاژها است، 
RNA راهنمــا Cas9 را انتقال می دهد. برای از بین بردن 

ژن eae در اشریشیا کای انتروهموراژیک استفاده می شود. 
این ژن یک فاکتور ویروانس برای چسبندگی باکتری ها به 
ســلول های اپیتلیال میزبان را کد می کند. هدف قرار دادن 
ژن eae در شرایط آزمایشگاهی منجر به کاهش 20 برابر در 
 eae تعداد باکتری ها شده است در حالی که هدف قرار دادن
در ارو گالریا ملونا آلوده به EHEC منجر به بقای بهتر در 
مقایســه با گروه کنترل نشده و تحت درمان با کلرامفنیکل 
 گردیــد. ایــن نویســندگان همچنین با موفقیــت ژن های 
بتا-اکتاماز سولفیدریل متغیر (SHV-18) وNDM-1 از 
اشریشیا کای را به طور جداگانه یا ترکیبی در یک سیستم 
چندگانه که منجر به مرگ باکتریایی شــده اســت را هدف 

قرار دادند و از بین بردند )34(.
حــذف عناصر ژنتیکی مقاوم به آنتی بیوتیک ها و احیای 
حساسیت به آن ها نیز با استفاده از فناوری CRISPR در 
شرایط آزمایشــگاهی مورد بررسی قرار گرفته است. یوسف 
و همکاران برای از بین بردن عناصر مقاومت، بدون کشــتن 
باکتری میزبان از فاژهای معتدل برای تحویل یک سیســتم 
فرعی I-E CRISPR-Cas که پاسمیدهای رمزگذاری 
شــده NDM-1 و CTM-X-15 را حــذف کرده و در 
برابــر فاژهای لیتیــک محافظت می کند، اســتفاده کردند. 
در حالی که میزبان اشریشــیا کای را نمی کشد )35(. در 
ادامــه بحث فاژهای لیتیــک، باکتری های مقــاوم در برابر 
آنتی بیوتیــک از بین رفتند بنابراین باکتری های حســاس 
به آنتی بیوتیک غنی ســازی شــدند. به طور مشابه، کیم و 
همکاران استفاده از سیستم CRISPR-Cas9 یک روش 
مبتنی بر حساس ســازی دوباره به آنتی بیوتیک ها دارای 
مقاومــت )ReSAFR(  برای بازیابی فعالیت آنتی بیوتیکی 
بتا-اکتام در اشریشــیا کای بــرای تولید ESBL، مورد 
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استفاده قرار گرفت. نویسندگان به طور مجزا توالی محافظت 
 ESBL نوع SHV و TEM شــده در میان چندین گونه
در اشریشــیا کای را به ترتیب هدف قرار دادند. هدف قرار 
دادن این توالی ها حساسیت به آمپی سیلین و سفتازیدیم را 

بازیابی می کند )36(.
همچنیــن در باکتری هــای گــرم مثبــت، Bikard و 
همــکاران با اســتفاده از RNA راهنما Cas9 که توســط 
فاگمید منتقل می شــود، به طور انتخابی با کشتن گونه های 
بیماری زا استافیلوکوک اورئوس و از بین بردن پاسمیدهای 
حامل ژن مقاومت به متی ســیلین mecA، بدون کشــتن 
باکتری های میزبان، به کار گرفته انــد )37(. مطالعات که در 
 باا ذکر شــده است شــواهد مقدماتی را درباره سیستم های 
CRISPR-Cas بیان کرده است که احتمااً برای هدف قرار 

دادن درمانی باکتری های خاص و از بین بردن ارگانیسم هایی 
که دارای مقاومت آنتی بیوتیکی هستند، سودمند باشد.

بحث و نتیجه گیری �
سیســتم CRISPR-Cas فنــاوری بی نظیری اســت 
که می توانــد تحقیقات در زمینه بیوتکنولوژی و پزشــکی 
را بــه طور کامــل متحول کند، اما باید در نظر داشــت که 
هنوز تمامی کاربردهای آن برای جامعه بشــر به طور کامل 
آشکار نشده است. بنابراین خطرات احتمالی آن نیز چندان 
مشخص نبوده و تنها در حد حدس و گمان می باشد. به ویژه 
آن که آثار ســوء احتمالی آن می تواند به تناسب موجودات 

زنده متفاوت ارزیابی شود.
 CRISPR-Cas پروکاریوت هــا دارای سیســتم های
متنوعی هســتند که ایمنی ســازگاری را به طور ارثی برای 
باکتری هــا فراهم می کند. با توجه به ایــن که دیدگاه های 
جدیدی در مورد ترکیب و عملکرد این سیســتم ها آشــکار 
 CRISPR می شــود، کاربردهــای بالینی برای فنــاوری
همچنــان گســترش می یابــد. بیماری هــای عفونی باعث 
نگرانی هایی در سرتاسر جهان شده است همچنین ابزارهای 
جدیدی برای مطالعه مکانیســم های اساســی، تشــخیص 
 دقیــق و درمان عفونت ها به کاربرده شــده اســت. فناوری

 CRISPR-Cas9 در حــال پیشــبرد درک ارتباط بین 
میزبان و باکتری اســت که قباً امــکان پذیر نبوده و برای 

توسعه روش های تشخیص جدید بیماری های عفونی به آن 
اضافه شــده است. شــاید بزرگ ترین پیشرفت در تشخیص 
مبتنی بر CRISPR برای بیماری های عفونی، برش اسید 
 نوکلئیک های غیر اختصاصی اســت که در سیســتم های

 CRISPR-Cas نوعV،  III و VI مشــاهده می شــود 
تا تشــخیص دقیق و هدفمند را فراهم کنــد. این فناوری 
نوظهــور ضرورتاً نیاز به ارزیابــی دقیق تر و آزمایش میدانی 
را دارنــد تا از عملکرد نهایی این سیســتم اطمینان حاصل 
شــود. درمان های مبتنی بر CRISPR نوید بخش درمان 
ســرطان و اختاات ارثی مانند بیماری کم خونی داســی 
شــکل و پیشــگیری و درمان بیماری های عفونی هستند. 
تبدیل مشاهدات پیش از بالینی به روش های درمانی اثبات 
شــده، تأیید نشده اســت. زیرا هیچ روش درمانی مبتنی بر 
CRISPR در دســترس نیســت و فقط تعداد محدودی 

از آزمایش هــای اولیــه بالینی در حال انجام اســت. انتقال 
هدفمنــد و کارآمــد فنــاوری CRISPR در داخل بدن 
همچنان یک چالش محســوب می شــود )12(. وکتورهای 
ویروســی از جمله آدنوویروس ها و لنتی ویروس ها ممکن 
است یک ساختار CRISPR را به هدف مورد نظر تحویل 
دهند، اگر چــه نگرانی های مربوط به توانایی کارســینوژن 
و ایمنی زایی باقی مانده اســت. وکتورهای غیر ویروســی 
 شــامل ترکیبات لیپیدی و پلیمــری مانند پلی اتیلن آمین،

 پلی)L-lysine(، دندریمرهای پلی آمید آمین و کیتوزان 
نیز تحت بررســی هســتند )38(. گزارش های اخیر حاکی 
از آن اســت کــه CRISPR-Cas9 می تواند باعث ایجاد 
آســیب در مکانیسم ترمیم DNA با واسطه p53 شود که 
نگرانی هــای موجود را با توجه به ارتباط جهش های p53 و 

سرطان ایجاد می کند )39(.
تا به امروز تحقیقات اولیه در مورد روش های درمانی مبتنی 
بــر CRISPR که بیماری های عفونی را هدف قرار داده اند، بر 
پیشگیری و درمان باکتری های بیماری زا مقاوم به آنتی بیوتیک 
متمرکز شده اند. زیرا این عفونت ها، از جمله باکتری های دارای 
مقاومت آنتی بیوتیکــی به میزان قابل توجهی در بیماری های 
 CRISPR-Cas جهانی نقش دارند. به کار گیری سیســتم
به عنوان یک درمان در حوزه بیماری های عفونی به روش های 
استانداردسازی برای ارائه یک درمان مناسب، نیاز دارند. در صورت 
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موفقیت، می توان یک استراتژی حذف مقاومت به آنتی بیوتیک 
را در باکتری ها تصور کرد که در آن بیمارانی که با ارگانیسم های 
تولیدکننده کارباپنماز آلوده شــده اند، با استفاده از یک فرمول 
خوراکی از CRISPR-Cas هدفمند که ارگانیسم های دارای 
مقاومت را از دستگاه گوارشی از بین برده و بدین ترتیب باعث 
بازســازی میکروبیوم انســانی خواهد شــد. روش های درمانی 
مبتنی بر CRISPR برای عفونت های ویروســی پایدار مؤثر 

است که باعث تغییر شگرف در چشم انداز درمان بیماری های 
عفونی خواهد شد. اگر چه در کاربرد این سیستم با چالش های 
بسیار زیادی روبرو خواهیم شد، ولی به کارگیری این تکنولوژی 
ســاده و به صرفه است و نتایج ســودمندی را به دنبال خواهد 
داشت. همچنین می توان در برنامه ریزی های آینده برای درمان 
 بیماری های عفونی از فناوری CRISPR به عنوان یک روش

 جدید استفاده کرد.
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