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چکیده �
  (SARS-CoV-2) Coronavirus 2 سندرم تنفسی حاد جدید
یکی از عوامل عفونت تنفســی حاد است که منجر به مرگ 
بیش از دو میلیون نفر در سراســر جهان و بســتری شدن 
هزاران نفر تا ســال 2021 شده است. درصد قابل توجهی از 
بــرای   RT-PCR آزمایــش  در   بیمــاران 
SARS-CoV-2 مثبت هســتند. ناقلیــن بدون عائم یا 

افرادی که قبل از بروز عائم هستند، با فعالیت های اجتماعی 
خود، انتشار ویروس در جامعه را تسهیل می کنند. از این رو، 
دسترســی به تست های تشــخیصی تجاری برای تشخیص 
عفونت در مراحل اولیه، نظارت بر بیماری و پیگیری بیماران 
بــر مبتنــی  تشــخیص های  اخیــراً،  اســت.   ضــروری 
 (Clus tered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats ) CRISPR 

بــه دلیل زمان نتیجه دهی ســریع تر و پتانســیل آن ها 
بــرای اســتفاده در آزمایش های مراقبت فــردی، به عنوان 
جایگزین های جذابی برای RT-PCR ظاهر شده اند. توالی 
پالیندروم کوتاه خوشه ای با فواصل منظم تکراری به اختصار 
CRISPR نامیده می شــود و به عنوان یک سیستم دفاع 

شــخصی برای پروکاریوت ها عمل می کند. این سیســتم 
اســیدنوکلئیک بیماری زای خاصی را شناســایی و سپس 
در عملکرد ژنوم خارجــی مهاجم تداخل می کند و از آن ها 

در برابر مهاجمــان خارجی محافظت می کنــد. در نهایت، 
محققیــن چالش ها و چشــم اندازهای آینده سیســتم های 
تشــخیصی مبتنی بر سیستم CRISPR-Cas در زیست 
پزشکی را مورد بحث قرار می دهند، به این امید که بتوانند 

الهام بخش توسعه تشخیص های زیست پزشکی باشند.
 CRISPR/Cas، واژگان کلیــدی: سیســتم ایمنــی

COVID-19، RT-qPCR

مقدمه �
CRISPR/Cas 1- سیستم

CRISPR/Cas 1-1: مکان ژنی سیستم
مکان های CRISPR از توالی های تکراری با طول حدود 
20 تا 40 جفت باز تشکیل شده اند که با دنباله های منحصر 
به فــرد بین 20 تا 58 جفت بازی به نــام فاصله دهنده از 
یکدیگر جدا شده اند. مجموعه ای از توالی ها در پایین دست 
مکان CRISPR قرار دارنــد که پروتئین های Cas را کد 
می کند. در زمان کشــف آن ها نشــان داده شد که برخی از 
این پروتئین ها همان هایی هســتند که قباً تصور می شد در 

ترمیم DNA نقش دارند ]1[.
مکان ژنی سیســتم CRISPR/Cas شــامل 3 قسمت 
اصلی اســت: ژن هــای Leader، ژن هــای Cas و توالی 
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.)crispr array( کریسپر
تکــراری توالی هــای  شــامل  خــود  کریســپر   توالــی 

یــا  تکــراری  غیــر  توالی هــای  و   )repeat sequence(   
)spacer sequence( اســت. این یعنی CRISPR شــامل 
توالی های تکراری محافظت شــده در ژنوم می باشــد که توسط 
 )Spacer( تحت عنــوان فاصله انداز DNA قطعاتی از جنس
که از DNA عامل بیگانه منشــأ می گیرند از هم جدا شده اند. 
مکان ژنی کریســپر دارای ترکیبی از ژن های کد کننده مرتبط 
با کریســپر تحت عنوان ژن های Cas و یک سری ژن های غیر 
کد کننده هســتند که باعث برش هدفمند اســید نوکلئیک ها 
می گردند. در واقع عملکرد کریســپر و پروتئین های Cas، باعث 
ایجاد ایمنی اکتسابی برای باکتری ها در مقابل حمله ویروس ها 
 CRISPR در مجاورت آرایه leader و پاسمیدها است. توالی
قرار دارد و در مرحله سازگاری و رونویسی نقش دارد. مشاهده ها 
 leader بدون توالی CRISPR نشان داده است که مکان های
در مرحله سازگاری غیر فعال هستند اما هم چنان می توانند در 
crRNA-directed interference نقش داشته باشند ]2[.

CRISPR/Cas 2-1- عملکرد سیستم
در ابتدا عملکرد سیســتم کریسپر نامشخص بود. حضور 
گسترده این سیســتم در باکتری ها و آرکی باکتری ها تنها 
مــا را در مــورد ارتباط بین آن ها و مقاومــت باکتری ها در 
برابر باکتریوفاژها آگاه کرد. دانشــمندان پس از بررسی های 
متعــدد دریافتند که پــس از عفونت ویروســی، توالی های 
جدیــد spacer از باکتریوفاژ مهاجــم )ویروس های ژنومی 
وارد شــده( به ژنوم میزبان وارد می شود. هر گونه افزودن یا 
حذف این توالی ها، فنوتیپ مقاومت به فاژ را تغییر می دهد. 
مراحل مهم عملکرد CRISPR شــامل سازگاری، بیان و 

تداخل است.
مرحله 1: این مرحله تزریق یا ورود ژنوم فاژ به ژنوم میزبان 
اســت. سازگاری یا adaptation به عنوان درج یا به دست 
آوردن نامیده می شــود )insertion or acquisition( و 
فرآیندی اســت که در آن توالــی DNA خارجی در توالی 
CRISPR ادغام می شود. ادغام یک spacer جدید توسط 

  ((Cas1)2 – Cas2) 2)کمپلکس پروتئینی هتروهگزامری
به درون توالی CRISPR انجام می شود. دو سیستم برای 
درج شــدن توالی هــای protospacer در ژنوم باکتریایی 
 integration hos t factor (IHF) از I وجود دارد. سیســتم نوع
اســتفاده می کند که به دنباله توالی leader متصل شــده 
اســت و باعث خم شدن DNA می شــود. این خم شدن 
کمپلکس پروتئینی هگزامری را قادر می سازد تا یک شکاف 
اولیه را برای قرار دادن فاصله دهنده ایجاد کند. در سیستم 
 leader anchoring sequence (LAS) توالی II نوع
با اســتفاده از پروتئین Cas1 تشــخیص داده می شــود و 

سپس، polar spacer وارد می شود )شکل 1( ]3[.
مرحلــه 2: در مرحلــه دوم یا expression رونویســی 
توالی کریســپر بــه pre-crRNA و پروتئین های cas را 
خواهیم داشــت. این pre-crRNA که دارای ساختارهای 
ســاقه-حلقه مانند است با پردازش بیشتر کوتاه تر شده و به 

crRNA بالغ تبدیل می شود.

مرحله 3: در مرحله ســوم یا Interference بســته به 
این که کدام کاس سیســتم کریسپر باشــد با استفاده از 
کمپلکس پروتئینی یا تک پروتئین cas تشخیص توالی های 
یکســان یا بسیار مشابه در ژنوم ویروس یا پاسمید مهاجم 
صورت می گیرد. پس از شناســایی، ژنوم مهاجم، توسط این 

پروتئین ها شکسته شده و غیر فعال می شود ]4[.

.(Wang and Cui, 2020)  شکل 1( مراحل عملکرد سیستم کریسپر
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CRISPR/cas 3-1- کاربردهای سیستم
 CRISPR بــه طــور کلــی می تــوان گفــت سیســتم
بــرای ویرایــش ژنــوم، غربالگری، فعال ســازی رونویســی و 
 ســرکوب آن، ویرایــش اپی ژنتیــک، تصویر بــرداری زنده از
 DNA/mRNA، برنامه های درمانی و تشخیص کاربرد دارد.

این تکنیک جهت حذف و اضافه کردن توالی های کوچک 
در ژنــوم، تنظیمات مربوط به بیان ژن ها، فعال یا غیر فعال 
کردن بیــان ژن ها، تعیین مکان و بررســی یــا غربالگری 
موقعیت های ژنومــی قابل به کارگیری می باشــد. اگر چه 
تکنیک کریســپر در گستره وســیعی از کارهای تحقیقاتی 
به عنوان یک ابــزار به کار گرفته می شــود، می توان از آن 
برای هدف قرار دادن بیماری های ژنتیکی هم استفاده کرد. 
انواعی از بیماری های ژنتیکی که تکنیک کریسپر Cas9 در 
درمان و تحقیقات وســیع بر روی آن ها موفقیت آمیز بوده 
است می توان بتاتااسمی، آب مروارید، دیستروفی عضانی 
  HIV_1 (human immunodeiciency viruses)،دوشن، کیستیک فیبروز
LDL_C (Low-density lipoprotein choles terol) و ... را نــام برد. روش 

کریسپر یک روش مناســب جهت ژن درمانی نیز می باشد. 
همچنین در انواع سرطان ها برای درمان و ردیابی جهش ژن 
مربوطه قابل استفاده می باشــد. مسئله ای که امروزه خیلی 
مورد توجه قرار گرفته این اســت که بسیاری از بیماری های 
غیر قابل درمان، منشأ ویروسی دارند. تحقیقات انجام شده 
نشــان می دهد که می توان از کریســپر به عنوان یک ضد 
ویروس استفاده کرد و جهت جستجو و تخریب ویروس هایی 
که دارای ژنوم RNA هســتند نیز قابل استفاده می باشد. 
حتی از کریســپر می توان جهش تشــخیص عوامل عفونی 
نظیر پاتوژن های ویروسی و باکتریایی هم استفاده کرد ]5[.

تکنیک کریســپر در تولید آنتی بیوتیک که پروســه ای 
طوانی اما کاربردی اســت نیز می تواند دخیل باشد. در این 
پروســه در باکتری ها جهش ایجاد می شــود، بدون آن که 
نیاز به شکستن DNA باشــد، این جهش باعث سستی و 
خمیدگی ژنوم آن ها شده و در نهایت بیان دوباره ژن و حذف 
برخی قسمت های کروموزوم باعث تولید آنتی بیوتیک های 
جدید می شود. از دیگر کاربردهای این روش که انقابی در 
فناوری به خصوص بیوتکنولوژی محسوب می شود، ساخت 
عضو پیوندی اســت. عاوه بر این درمــان بیماران قلبی با 

کریسپر شایان ذکر است که تا کنون ویرایش ژنتیکی مربوط 
به بیماری قلبی در جنین انسان انجام شده است. در گذشته 
عفونت های ناشــی از باکتری های گوناگون عامل مرگ افراد 
زیادی بود که کشف آنتی بیوتیک ها این مشکل را برطرف 
کرد. اما در حال حاضر مصرف خود ســرانه آنتی بیوتیک ها 
و فاکتورهای دیگری ســبب شده است که برخی باکتری ها 
به آنتی بیوتیک ها مقاوم شــوند، که این مشــکل با روش 
کریســپر و حذف باکتری مقاوم به آنتــی بیوتیک می تواند 

برطرف شود.
در حوزه گیاهی می توان با روش کریسپر صفات تغذیه ای 
را بهبود بخشید، با توجه به این که بخشی از غذای انسان را 
گیاهان تأمین می کنند مسئله آینده ما، کم شدن گیاهان و 
پوشش گیاهی باشد که این بحران می تواند به دلیل خشک 
سالی، کم آبی، از دست رفتن مقاومت و یا مقاومت کم آن ها 
به این عنوان ها باشــد. ضمناً بذرهایی با این روش می توان 
تولید کرد که قدرت بیشــتری در رشــد و نســبت به سایر 
عوامــل محیطی تأثیر پذیری کمتر و مقاومت در برابر آفات 

را داشته باشد ]6[.
یکــی از کمک هــای بزرگی که این علم نوین به بشــریت 
کرده، تولید حیوانات مدل می باشد. شرکت ها و کارخانه های 
داروسازی که بر روی داروها مطالعه می کنند برای بررسی روند 
اثر گذاری دارو، درمان و یا حتی تعویق بیماری نیاز به تســت 
این داروها بر روی انسان دارند، مثاً موش های مدل هموفیلی 
با روش کریسپر ساخته شده که عائم بیماری هموفیلی را در 
 انسان دارد که مدل خوبی برای تست اثر گذاری دارو می باشد.

در نهایت روش کریسپر یک فناوری بی نظیر است که قابلیت 
متحول سازی در حوزه بیوتکنولوژی و پزشکی را دارد اما باید 
این موضوع را در نظر گرفت که خطرات احتمالی آن هنوز به 
طور حتم و کامل مشــخص نیست به خصوص این که حتی 

می تواند آثار سوء هم داشته باشد ]7[.

COVID-19 2- بیماری
COVID-19 1-2- اپیدمیولوژی عفونت

ایــن ویروس ها دارای ژنــوم RNA با ســنس مثبت و 
حاوی پوشــش و تک رشــته ای هســتند که برای اولین بار 
در ســال 1965 از انسان جدا شدند. در زمان های اخیر، سه 
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کرونا ویروس عمده منجر به شــیوع بیماری ها شــده است، 
که با ســندرم تنفســی حــاد )SARS-CoV( در ســال 
 2002 شــروع شد و پس از آن ســندرم تنفسی خاورمیانه 
در  و   2012 ســال  در   )MERS-CoV(
 حــال حاضــر ســندرم تنفســی حــاد ویــروس کرونــا

 SARS-CoV-2( 2(. در دســامبر 2019، چین از شیوع 
 ذات الریه به دایل نامعلوم در ووهان خبر داد. با استفاده از فناوری

یــک    NGS (Next-generation sequencing)

ویــروس کرونا ناشــناخته از نمونه های دســتگاه تنفســی 
تحتانی این بیماران کشــف شــد. از ســلول های اپیتلیال 
مســیر تنفسی انسان برای جداســازی ویروسی که در سال 
2019 کرونا ویروس جدید یا nCoV - 2019  نام گذاری 
شــده بود، اســتفاده کردند. از نظر فیلوژنتیک، مشــخص 
شــد که ویروس کرونا بیشتر شــبیه دو گونه کرونا ویروس 
مشــتق از خفاش است )88٪ شباهت( است نسبت به کرونا 
 ویروس هایی که تا کنون انسان را آلوده کرده بودند، از جمله 
SARS )79٪ شــباهت( و MERS )50٪ شــباهت(. در 

11 مارس WHO ،2020، پس از ارزیابی وضعیت بیماری 
در سراســر جهان، COVID-19 را به عنوان یک بیماری 
همه گیر اعــام کرد. طیف بیمــاری COVID-19 بدون 
عامــت تا فاز بحرانــی آن یعنی مرگ و میر متغیر اســت. 
در گزارشــی از 72314 مورد از مرکز کنترل و پیشــگیری 
از بیماری هــای چین، 81٪ موارد به عنــوان بیمار با عائم 
خفیــف )بــدون ذات الریه یا ذات الریه خفیــف( و 14٪ به 
عنوان بیمار با عائم شــدید )تنگی نفس، فرکانس تنفسی 
30 بار در دقیقه و درصد اشباع اکسیژن خون کمتر از ٪93( 
طبقه بندی شدند. از آنجا که SARS-CoV-2 یک ویروس 
جدید است، کل جمعیت جهان مستعد این ویروس هستند. 
تا زمانی که ایمنی جمعی از طریق واکسیناسیون یا عفونت 

ایجاد نشود، جمعیت همچنان در خطر خواهد بود ]8[.

COVID-19 2-2- ضرورت تشخیص
بیماری های واگیردار جــزو خطرناک ترین تهدیدها برای 
ســامت انسان ها هســتند، زیرا 15٪ از کل مرگ و میر در 
سراســر جهان را موجب می شوند و بار عظیمی از ضررهای 
اقتصــادی و نگرانی هــای عمومی را به همــراه دارند ]9[. 

بیماری هــای عفونــی اغلب توســط میکروارگانیســم های 
بیمــاری زای مختلف از جمله باکتری ها، ویروس ها، قارچ ها 
و انگل ها ایجاد می شــوند. در قرن بیســت و یکم، تعدادی 
بیماری عفونی جدید ظاهر شــده اســت، مانند آنفوانزای 
مرغی، ویروس ابوا، ویروس های زیکا، SARS، MERS و 
همچنین اپیدمی ویروس SARS-CoV-2 که گفته شد 
هم اکنون سراســر جهان با این بیماری درگیر است ]10[. 
هــر تصمیمی در مورد مدیریت همــه گیری کووید-19 به 
ارزیابی صحیح پزشــکی و آزمایش های تشخیصی بستگی 
دارد. بــر خاف ســایر بیماری ها، بیماری هــای عفونی به 
خصوص بیماری ویروسی کووید-19 می تواند در مدت زمان 
نســبتاً کوتاهی به طور گســترده در بین جمعیت گسترش 
یابد. بنابراین، تعیین ســریع عوامل بیماری زا و دستیابی به 
تشخیص اولیه افراد آلوده از اهمیت بسیار زیادی برخوردار 
اســت. لذا می بایســت در پی راهی سریع، دقیق، حساس و 

قابل اعتماد برای تشخیص این بیماری ها بود.

3- کریسپر به عنوان ابزاری برای تشخیص
ویژگی هایی از جمله ســریع، حساس، اختصاصی، دقیق، 
ارزان و قابــل اعتماد بودن ابزارهای تشــخیصی مبتنی بر 
CRISPR پتانســیل عظیمی برای کاربردهایی در طیف 

وســیعی از زمینه هــا را فراهم می کند. آن هــا نه تنها برای 
تشــخیص عوامل بیماری زا در طول همــه گیری، بلکه در 
تشخیص سرطان، شناسایی پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی 
)SNPs( و تشــخیص بیماری های ژنتیکــی نیز توانمندی 
دارند. نمونه هایی از توالی های هدف این سیستم شامل توالی 
جهش های انکوژنیک یا توالی های ویروسی و باکتریایی مشتق 
 CRISPR شــده از عامل عفونی است. هدف سیستم های
شناسایی عوامل بیماری زای خاص و همچنین ترمیم آلل های 
ایجــاد کننده بیماری از طریق ویرایش توالی DNA خاص 
در مکان های دقیق کروموزوم است. به دلیل نیاز به تشخیص 
دقیق در بسیاری از بیماری ها، کاربرد مهم دیگری از سیستم 
CRISPR-Cas پدیدار شده اســت: تشخیص بیماری ها 

و میکروب هــا. اگر چــه پلتفرم های قدرتمنــد و کارآمدی 
 بر اســاس CRISPR-Cas9 توســعه یافته اند، اما کشف

 C2c2) Cas13a ســابق( و Cpf1) Cas12a ســابق( 
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 کــه هــر دو دارای فعالیــت بــرش متوالــی یــا همزمان 
زمینــه  هســتند،   )collateral cleavage activity(
تشخیص اســیدنوکلئیک را متحول کرده است. با استفاده 
از این اصل که اســیدهای نوکلئیک نشــانگرهای زیســتی 
اصلی برای بیماری ها هســتند، روش های تشخیصی مبتنی 
بر CRISPR در درجه اول بر شناســایی توالی خاصی که 
مربوط به بیماری می باشد و سپس برش آن به منظور تولید 

یک سیگنال قابل خوانش متکی است ]11[.
 CRISPR ماهیت حساس بودن تســت های تشخیصی
از ایــن واقعیت ناشــی می شــود کــه اکثر آن ها قــادر به 
اســتفاده از پروب های فلورسنت هستند که بسیار حساس 
می باشــند. ایــن ویژگی از اتصال به هــدف از طریق قانون 
 جفت شدن بازهای واتسون-کریک بین DNA-RNA یا

 RNA-RNA ناشی می شــود. همچنین این آزمایش ها 
می توانند به ســرعت انجام شوند زیرا نیازی به ایزوله کردن 

کشت یا استخراج DNA ژنومی نیست.
برای تشــخیص ویروس ها از آن جا کــه این آزمایش بر 
اساس تشخیص ژنوم ویروســی است، می توان از آن در هر 
مرحله از عفونت، به ویژه در مراحل اولیه دوره کمون، بدون 

نیاز به آزمایش های تأییدی اضافی استفاده کرد ]12[.
برای   CRISPR/Cas از سیســتم  اســتفاده   -3-1

COVID-19 تشخیص
ویــروس  حــاد  تنفســی  ســندرم   ظهــور 
کرونــا2 (SARS-CoV-2)، که بــه کرونا ویروس جدید 
COVID-19( 2019( نیز معروف اســت، برای اولین بار 
در دسامبر 2019 در ووهان چین مشاهده شد. این بیماری 
ویرانگر باعث ایجاد تعداد زیادی مرگ و میر در سراسر جهان 
شده است و تعداد کشته ها روز به روز در حال افزایش است. 
کرونا ویروس ها، یک عامل بیماری زای بزرگ در انســان ها 
و حیوانات هســتند. گروهی از ویروس های دارای پوشش و 
دارای ژنوم RNA هســتند. به دلیل ساختار تاج مانند در 
ســطح آن ها، این ویروس ها کرونا ویروس نامیده می شوند 
)در اتیــن، "corona" بــه معنی "تاج" اســت( ]13[. 
 Nidovirales این ویروس ها بزرگ ترین گــروه را از نظر
 Coronaviridae، Arteriviridae، .تشــکیل می دهند
خانــواده   Roniviridae و   Mesoniviridae

Nidovirales هســتند. خانــواده Coronaviridae به 

دو گروه Coronavirinae و Torovirinae طبقه بندی 
می شــوند. زیرخانواده Coronavirinae از گروه های آلفا، 
بتا، گاما و دلتا تشــکیل شده اســت که انسان ها را توسط 
 )OC43، HKU1( و بتا )E229، NL63( گروه های آلفا
آلوده می کنند. ســندرم تنفســی خاورمیانه )MERS( و 
سندرم تنفسی حاد )SARS( کرونا ویروس های دیگری از 
ویروس های گروه بتا هستند که انسان ها را درگیر می کنند. 
کرونا ویروس در انســان می تواند باعث عفونت در دســتگاه 
تنفسی، گوارشی و کبد شود که منجر به هر دو عائم خفیف 
مانند سرماخوردگی می شود و یا حتی می تواند مرگ و میر 
به همراه داشته باشد. عاوه بر این، عائم ایجاد شده توسط 
این ویروس ها در ســایر گونه های جانوری متفاوت است. به 
عنوان مثال، آن ها باعث عفونت در دســتگاه تنفسی فوقانی 
جوجه ها می شوند، در حالی که باعث ایجاد اسهال در گاوها 

و خوک ها می شوند ]14[.
تشخیص زود هنگام عفونت ویروســی ممکن است امکان 
مداخلــه ســریع را فراهم آورد، که این امــر می تواند به طور 
موثری خطر انتقال بیماری به دیگران را به حداقل برســاند. 
PCR یکــی از رایج ترین تکنیک ها برای تشــخیص اســید 

نوکلئیک های ویروســی اســت و به دلیل حساسیت و دقت 
بــاای آن، به عنــوان تکنیکی اســتاندارد برای تشــخیص 
عفونت هــای ویروســی اســتفاده می شــود. از تســت کمی 
 COVID-19 می تــوان برای تشــخیص (qPCR) PCR

 اســتفاده کرد، اما دسترســی محــدود به تجهیــزات و مواد
 qPCR ممکن اســت روند تشخیص را کند کند. روش های 
و   Loop-mediated isothermal ampliication (LAMP)

 recombinase polymerase ampliication (RPA)
رویکردهایی هســتند که به دلیل ارزان بودن، ســرعت باا و 
تطبیق پذیری )versatility( جایگزین های مناســبی برای 
PCR هستند. ویژگی تکثیر ایزوترمال که در دمای ثابت انجام 

می شــود و نیازی به چرخه تغییر دما ندارد، یکی از جنبه های 
کلیدی RPA و LAMP است و همچنین می تواند با حداقل 
ابــزار و تجهیزات انجام شــود ]15[. همان طــور که در قبل 
نیز گفته شــده سیستم کریســپر، که در حال حاضر به یک 
سیســتم ویرایش ژنوم قدرتمند تبدیل شــده است، متکی بر 
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فعالیت پروتئین های Cas با حضور RNA راهنما می باشــد. 
انواع مختلفی از سیســتم های CRISPR بــرای طراحی و 
توسعه روش های تشخیصی مولکولی ساده، قابل حمل، دقیق، 
کارآمد، ســریع و ارزان استفاده شده است. تشخیص موفقیت 
 crispr/dcas9 آمیز اســیدهای نوکلئیک توسط سیســتم
(dCas9 نوعــی جهــش یافته از Cas9 اســت که فعالیت 

اندونوکلئازی آن از طریق جهش های نقطه ای در دومین های 
اندونوکلئازی آن حذف می شــود( چندین بار گزارش شــده 
اســت. رویکردهای تقویت همدما RPA و LAMP معمواً 
در کارهــای تشــخیصی مبتنی بر CRISPR بــرای تکثیر 
 CRISPR توالی ژنومی هدف اســتفاده می شــود. سیستم
یک سیســتم ســاده، کارآمد و قابل اعتماد است که محققان 
را قادر می ســازد تا تغییرات دلخواه را در توالی ژنومی ایجاد 
 II کنند که ممکن اســت عملکــرد ژن را تغییر دهد. کاس
سیســتم کریسپر به طور گسترده ای برای دستکاری ژنومی و 
تشخیص بیماری های عفونی استفاده می شود ]16[. به تازگی، 
سیستم های تشخیصی مبتنی بر CRISPR توسعه یافته اند 
که شــامل اســتفاده از آنزیم های Cas12 و Cas13 است. 
مانند Cas9، اندونوکلئاز Cas12 از طریق gRNA به ناحیه 
ژنومی مورد نظر متصل می شــود و باعث شکست ژنوم هدف 
 Cas9 و Cas12 می شــود. با این حال، در عمل تفاوت بین
در این اســت که وقتی Cas12 شروع به برش DNA هدف 
می کند، همچنین شــروع به شکســتن DNA تک رشته ای 
مجــاور نیــز می کند، به طــوری که یک مولکول گزارشــگر 
فلورسنت شکسته شــده در اطراف ژنوم هدف سیگنال قابل 
تشخیصی ارائه می دهد. اندونوکلئاز Cas13 عملکردی مشابه 
Cas12 دارد، اما بر خاف Cas12 روی توالی RNA عمل 

می کند. یک سیستم مبتنی بر CRISPR/Cas13 می تواند 
طوری برنامه ریزی شود که توالی SARS-CoV-2 را هدف 
قــرار دهد که در آن اندونوکلئــاز Cas13 می تواند از طریق 
gRNA حمله کرده و ناحیــه مورد نظر را از بین ببرد تا در 

نهایت ویروس ها را از بین ببرد ]17[.

بحث و نتیجه گیری �
 CRISPR/Cas گفته شد ویژگی اصلی سیســتم های
اســتفاده از اندونوکلئازهــای Cas با نقــش هدایت گری 

توســط RNA )حضور توالی gRNA( اســت که از این 
RNA کوتاه برای مکان یابی و برش نوکلئیک اســیدهای 

مکمل اســتفاده می کننــد. مطالعات اخیــر ویژگی هایی را 
نشان می دهد که دانشــمندان پیچیدگی های قابل توجهی 
به این مکانیســم می افزایند. پس از تشــخیص اســیدهای 
نوکلئیک مکمل توســط crRNA، بسیاری از سیستم های 
CRISPR-Cas همچنین RNA یا ssDNA غیر هدف 

را تخریب می کنند. بسیاری از باز دارنده های اندونوکلئازهای 
Cas در ژنوم های فاژ یافت شــده اند، که نشــان از نیاز به 

ایجاد عفونت در میزبان به طور مشــترک در این ویروس ها 
برای سرکوب تدریجی پاسخ ایمنی CRISPR-Cas دارد. 
استراتژی های مبتنی بر CRISPR یک رویکرد جدید برای 
بسیاری از بیماری های عفونی چالش برانگیز است. می توان 
از فناوری های CRISPR برای ایجاد سیستم های تشخیص 
ســریع و کم هزینه و همچنین شناسایی ژن های مقاوم در 
 CRISPR برابر دارو اســتفاده کرد. درمان های مبتنی بر
 ،SARS-CoV-2 برای ویروس های در حال ظهور، مانند

نیز پیشنهاد شده است.
افزایــش فزاینــده تعــداد مرگ و میر ناشــی از شــیوع 
COVID-19 باعث نگرانی عمده در سراســر جهان شــده 

است. یکی از جنبه های گیج کننده COVID-19 این است 
که طیف گســترده ای از عائم را در بیماران نشــان می دهد. 
بنابراین، رویکردهای بسیار حساس، خاص و دقیق باید برای 
 COVID-19 تشخیص زود هنگام و در نتیجه مدیریت بهتر
ایجاد شود. یکی از ویژگی های جذاب CRISPR این است که 
می تــوان آن را طوری برنامه ریزی کرد که تقریباً هر ناحیه ای 
را در ژنــوم مد نظر هدف قرار دهد. به دنبال شــیوع بیماری 
COVID-19، گروه های مختلف سیســتم های تشخیصی 

 SARS-CoV-2 متفاوتی را برای تشخیص اسید نوکلئیک
با اســتفاده از فعالیت بــرش غیر انتخابــی اندونوکلئازهای 
 Cas12 و Cas13 ایجاد کرده اند. به عنوان مثال، سیستم های

 CRISPR/Cas13b و   CRISPR/Cas13a، CRISPR/Cas12a

در ســال های اخیــر بــرای توســعه روش های تشــخیص 
ســریع و حســاس بــرای تشــخیص پاتوژن های انســانی 
)باکتری ها و ویروس ها( اســتفاده شــده اســت. سیستمی 
تحت عنــوان SHERLOCK توســعه یافتــه و می تواند 
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توالــی اســیدنوکلئیک نمونه بالینــی را با حساســیت باا 
 تشــخیص دهد. یکی دیگر از سیســتم های تشخیص مبتنی

 DETECTR سیستم (CRISPR/Cas12) CRISPR بر
است که عفونت های ویروسی را با سرعت )30 دقیقه(، ارزان تر 
و دقیق تر از ســایر روش ها تشخیص می دهد. در حال حاضر 
 SHERLOCK و DETECTR کیت هــای تشــخیص
برای تشخیص SARS-CoV-2 تأیید شده اند و به صورت 
تجاری در دســترس هستند. دستیابی سریع به نتایج یکی از 

 CRISPR مزایای بزرگ سیستم های تشــخیص مبتنی بر
اســت. البته چالش هایی نیز بر ســر راه تشخیص به واسطه 
سیستم های کریســپر وجود دارد اما به صورت کلی می توان 
گفت این روش یک روش بســیار مؤثر و پربــازده به عنوان 
آزمایش های تشــخیصی اســت و تحقیقات بیشتر در جهت 
توســعه و تجاری سازی پلتفرم های شــکل گرفته به واسطه 
 کریســپر احتمااً تأثیر مؤثر و پایــداری بر همه گیری فعلی 

خواهد گذاشت.
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