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AIMS: CRISPR is one of the most important gene editing tools that has been developed rapidly in 
biotechnology. Apart from the application of CRISPR in gene editing, this technique can be used to 
design new and accurate diagnostic methods. The aim of this study is to introduce the diagnostic 
applications of CRISPR and to examine the unique futures of this technology.
MATERIALS AND METHODS: This research was conducted from spring to winter 2024 by reviewing 
and interpreting authoritative articles and related scientific books. The keywords searched were 
generally related to CRISPR technology and included gene editing, cas, CRISPR based biosensor, 
and CRISPR-Chip in Google Scholar, NCBI, PubMed, and other authoritative databases.
FINDINGS: The coronavirus pandemic has led to the development of diagnostic methods that can 
quickly and accurately detect the presence or absence of a pathogen. The design of portable CRISPR 
kits, while being simple to operate and not requiring the participation of specialized individuals, can 
be a suitable option and be beneficial to society in terms of money and time. CRISPR microarrays or 
CRISPR–Chips are the latest diagnostic kits that are capable of identifying the target at femtomolar 
detection levels without the need for genome amplification. This method can also be used in 
criminal identification.
CONCLUSION: In the fields of medicine, criminal identification, biosecurity and food security, the 
development of diagnostic methods with high sensitivity and specificity, low cost, rapid response 
and simultaneous detection of multiple targets is very necessary. The CRISPR–Chip is considered 
one of the promising methods for the development of new diagnostic kits for the identification of 
biological samples and genome pathogens.
KEYWORDS: CRISPR; Diagnostic kits; Gene editing; Biosensor.
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INTRODUCTION
CRISPR, or clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats, is part of the immune system 
of bacteria and archaea that has evolved naturally 
in these organisms and has protected them against 
phages, viruses, and plasmids for many years. This 
natural complex, consisting of two components, 
the Cas protein and a guide RNA (gRNA), was first 
discovered by Professor Jennifer Doudna. The 
complex is guided to the desired site by the gRNA, 
which leads to the localization and activation of the 
Cas protein. Doudna and Emmanuel Charpentier 
won the 2020 Nobel Prize in Chemistry for 
introducing this system to the scientific 
community. A wide range of researchers initially 
welcomed this system due to its extraordinary 
ability to precisely edit genes, and they soon 
realized that, in addition to editing somatic cells, 
CRISPR can also perform hereditary editing in 
human germ cells and embryos. This led to a lot of 
noise in the scientific community, so much so that 
there was talk of work safety and medical ethics. A 
few years after introducing CRISPR as a powerful 
tool for editing genes, researchers at the Doudna 
Laboratory discovered during an accidental 
experiment that the cas12 protein, after binding to 
the target region, madly cuts any genome around 
it, causing cell death. They got ideas from this 
behavior to design diagnostic kits [1, 2]. Along the 
way, Feng Zhang from the Broad Institute observed 
the same behavior with the Cas13 protein and he 
also started to invent diagnostic methods. It is 
worth noting that before the potential of Cas12 
and Cas13 for highly accurate diagnostics was 
discussed, researchers used Cas9 and dCas9 
(dead and inactive Cas9) for diagnostic purposes. 
Although Cas9 and dCas9 both can be detected 
with high sensitivity and specificity, Cas12 and 
Cas13 are more popular because they are easier to 
work with, reveal more accurate results, and have 
greater flexibility to detect different substances. 
The commercialization of diagnostic kits that 
work with the Cas12 and Cas13 mechanisms was 
first launched in the United States by Zhang’s team 
during the COVID-19 pandemic. As a result, the 
United States became the leader in conducting 
the most COVID-19 diagnostic tests. Of course, the 
diagnostic potential of CRISPR did not cause as 
much controversy as its potential for gene editing, 
but it slowly spread around the world [1, 3].

To date, the most important areas 
of CRISPR work have been gene editing and 
diagnostics. Apart from the threats that gene 
editing in germ cells can pose and become a tool 
for biohackers, researchers hope that by editing 
genes, they can take steps towards treating 
diseases in germ cells, before embryo formation, 

in early embryonic stages, and even in adult 
humans. CRISPR was initially introduced to detect 
the nucleic acid of pathogens, but it soon became 
clear that it could be programmed to detect a wide 
variety of substances such as cancer biomarkers, 
hormones, ions, small biological molecules, toxins, 
etc. Cancer is a major focus for scientists studying 
CRISPR, both in the therapeutic and diagnostic 
fields. To date, many start-up companies have 
been established to develop CRISPR kits [1, 4]. 
Usually, the goal of scientists in designing CRISPR 
kits is to make them portable so that they can 
operate at the desired location, without relying 
on complex equipment and trained operators, 
and researchers are moving towards directly 
exposing the target sample to CRISPR without the 
need for genome extraction kits and achieving the 
desired result. Currently, most CRISPR diagnostic 
kits are used in the laboratory, and the desired 
samples, whether nucleic acid or otherwise, must 
undergo steps to be compatible with the kit, such 
as extraction, purification, and amplification [5]. 
Of course, CRISPR microarrays or CRISPR chips 
perform diagnostic activity without the need for 
amplification. Today, the biggest challenge for 
researchers is to achieve a method in which the 
CRISPR complex can simultaneously identify 
multiple targets in a single reaction with 
acceptable sensitivity and specificity. For example, 
the SHERLOCKv2 method is an extended, one-step 
assay that uses the thermostable Cas13 enzyme 
(LwaCas13a) and can simultaneously detect 
different gene targets in a single reaction. Also, 
reducing the number of testing steps and reducing 
the dependence on laboratory instruments are 
two important approaches in the design of CRISPR 
kits [6]. All these challenges were also felt by the 
US DARPA organization and a program called 
DIGET, meaning Diagnostics Based on Technology, 
which defined gene editing in 2019 [7].

This study aims to introduce new and 
potential applications of CRISPR technology 
and to investigate the unique features of this 
technology in the field of rapid diagnosis of 
diseases and genetic disorders. The main focus of 
the study is to investigate the ability to design a 
diagnostic kit based on the CRISPR system with 
programmability, high accuracy, appropriate 
speed of operation, simplicity of the method, 
and elimination of the replication process. Also, 
introducing and investigating the potential of 
using CRISPR microarrays for genome detection 
and hereditary mutations without replication 
in the medical, military, and law enforcement 
communities are other goals of this study.

 [
 D

O
I:

 1
0.

30
50

5/
13

.1
.1

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jp

m
ed

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
19

 ]
 

                             2 / 24

http://dx.doi.org/10.30505/13.1.15
http://jpmed.ir/article-1-1285-en.html


Zeinoddini et al. 3

JOURN
AL OF POLICE M

EDICIN
E

Vol.13, Issue 1, 2024

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2024;13(1):e15

MATERIALS AND METHODS
This narrative review study was conducted using 
relevant articles from reputable English scientific 
databases, such as ProQuest, PubMed, Scopus, and 
the Google Scholar search engine, between 2017 
and 2024. Keywords related to CRISPR technology, 
such as gene editing, Cas, CRISPR-based biosensor, 
CRISPR-Chip, and their possible combinations, 
were used for the search. After removing 
duplicates and evaluating the title and abstract, 
37 books and articles were selected for the study. 
First, CRISPR-based biosensors were described, 
and then the applications of the CRISPR chip, as a 
priority technology, were evaluated and reviewed 
to identify pathogens and biomarkers.
Ethical permission: It is worth noting that this 
article is a review study and since no intervention 
was made on humans or animals in the research 
process, compliance with the ethical principles of 
research is fully guaranteed.
Statistical Analysis: This study is a narrative 
review, therefore, it is written solely on the 
analysis of existing sources and does not perform 

independent statistical analyses.

FINDINGS
After searching and screening, a final analysis 
was conducted on 37 articles out of more than 
one hundred articles. During these studies, it 
was determined that the real-time PCR-based 
diagnostic method and the CRISPR-based and 
CRISPR-chip-based diagnostic methods are 
among the most important diagnostic methods 
and have high efficiency and performance. The 
criteria for this selection are sensitivity, specificity, 
programmability, speed of operation, and the 
ability to identify specific genetic sequences in 
sensitive biosecurity, clinical, and regulatory 
situations. As a result, these three methods were 
carefully examined and compared with each other 
in this study (Table 1). It was also determined 
that leading international organizations have 
made plans to develop these diagnostic methods 
(Table 2). For the development of CRISPR-based 
biosensors, various types of Cas enzymes have 
been used, and a comparison of the structure and 

Table 1) Comparison of real-time PCR-based diagnostic methods with CRISPR-based biosensors
Diagnostic 

method Advantages Disadvantages Challenges

Real-time PCR-
based

High sensitivity and specificity, applicable to the 
detection of live and dead samples, approved by 

international organizations.

Requirement of expensive 
equipment, high cost of testing, 

slow response time, need for 
experts to perform testing and 

interpret results.

Dependence on foreign 
companies for most of the 
materials used, errors in 

interpreting results and creating 
false positives.

CRISPR-based

Low cost, high sensitivity, maintaining test sensitivity 
in complex clinical samples, no need for complex tools 

and equipment, fast and convenient for field testing, 
relatively fast detection time (about half an hour on 
average), high selectivity for target molecules, ease 

of design, simplicity in use, high efficiency, epigenetic 
detection, wide application range, creating new 

potential for the development of next-generation 
biosensors, visual detection.

Different preparation steps (such as 
amplification), off-target detection, 
need for appropriate storage and 

transportation conditions.

Not widely used in clinical trials, 
awaiting clinical validation, 
integration of all diagnostic 

steps into a single device and 
elimination or reduction of 

preparation steps.

CRISPR-chip-
based

Creating the potential for integrating molecular 
biology with electronics, detection without the need 
for amplification, SNP detection for use in identity 
recognition, expanding the boundaries of digital 
genomics, high efficiency at the diagnostic level, 

no need for fragmentation of the genomic sample, 
average efficiency of more than 92%, suitable for easy 

transportation.

Expensiveness of the reader and the 
electronic part of the Crispr chip.

Not producing electronic parts 
domestically.

Table 2) Comparison of enzymes used in CRISPR-based biosensors
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DISCUSSION
After the outbreak of COVID-19, CRISPR-based 
diagnostic methods have attracted the attention of 
experts and commercial companies as one of the 
main priorities in the design of pathogen detection 
kits. The number of CRISPR-derived methods for 
diagnosis is rapidly increasing, and new diagnostic 
pathways are presented every day. CRISPR is very 
flexible and is compatible with most thermal 
amplification methods, reporters, and detection 
methods, and although it is usually implemented 
in microtubes, it can be used in single-well plates, 
ELISA plates, microarrays, and other laboratory 
instruments, and shows the results with sufficient 
accuracy. It can be said that there will be a CRISPR-
based diagnostic method in various fields, such 
as food safety, for every laboratory in the world 
[6]. The design of portable CRISPR kits, while 
being simple to operate and not requiring the 
participation of specialized individuals, can be 
a suitable option and be beneficial to society in 
terms of money and time. CRISPR microarrays or 
CRISPR chips are the latest diagnostic kits that can 
identify the target at the femtomolar detection 
level without the need for genome replication. This 
method can also be used in criminal identification. 
In the following, an attempt has been made to 
describe CRISPR-based diagnostic methods.

CRISPR-based biosensors: Conventional 
diagnostic methods cannot quickly identify 
pathogenic biological agents, stop a disease before 
it spreads, and quickly become operational on site 
in times of need. Since these methods are slow and 
their programs cannot be changed quickly, they 
will not be able to respond effectively in responding 
to biological threats. However, CRISPR-based 

Table 3) Final product specifications from DARPA’s 
DIGET program

Feature Target
Detective range Less than 10 copies of nucleic acid
 Sensitivity and

specificity Above 98%

Detection time Less than 15 minutes
 Detection per unit

time Minimum 10 and maximum 1000 samples

Sample volume  Minimum 150 microliters and maximum
1.5 ml

Sample preparation Online or in a simple step

Final price  Single and multiple tests cost $1 and $10
respectively

 Primary genome
amplification No need

 Recovery and
reprogramming hours 24

Sample flexibility  More than one sample (blood, sputum,
(environmental sample

Stability  Stable in the environment with the lowest
energy

diagnostic methods do not have the cumbersome 
problems of conventional diagnostic methods, 
which is why they have gained great popularity 
among researchers. The most important feature 
of CRISPR is its ease of use. CRISPR methods, 
whether in the field of gene editing or in the 
field of diagnostics, are inexpensive and do not 
require complex equipment for implementation, 
and can be easily used by non-specialists. Also, 
the interpretation of their results is easy [9]. In 
addition, the use of CRISPR kits is not limited to 
a specific location and is easily portable, and the 
waiting time for the results to appear has been 
reported to be a maximum of three hours and 
a minimum of 15 minutes [6 and 7]. CRISPR, 
combined with isothermal amplification methods, 
has partially solved the problem of false-positive 
results. The greatest popularity of CRISPR is that 
it can be used to design and manufacture home 
kits. That is, diagnostic tests can be performed 
with minimal facilities and non-specialized people 
in places other than laboratories. The safety of 
working with CRISPR kits is acceptably high and is 
not considered a threat to humans or nature [10]. 
CRISPR-based biosensors operate using a variety 
of Cas enzymes and detection methods based on 
fluorescence, electrochemical, Raman scattering 
(SERS), and colorimetry [11] (Figure 1).

Currently, to increase the sensitivity 
of CRISPR-based diagnostic kits, a thermal 
amplification step must be performed before the 
reaction to increase the amount of the target gene. 
The target gene must increase its amount under 
the influence of the amplification reactions. LAMP 
and RPA are the most common amplification 
methods used with CRISPR, but research has 
shown that LAMP is more efficient because it is 
inexpensive, requires fewer enzymes, and reveals 
the answers faster. It is worth noting that the 
thermal amplification of the genome in CRISPR 
methods is not limited to isothermal methods and 
can also be performed based on multi-temperature 
methods such as PCR [12]. Four important CRISPR-
based biosensors that were developed during the 
COVID-19 outbreak include SHERLOCK, DETECTR, 
HOLMES, and CONAN (Figure 2). These methods 
can be performed using a variety of Cas enzymes 
and also optical detection or using strip kits (LFA) 
[13].

In some methods, the two amplification 
and detection steps are implemented separately, 
but in one-step methods, the two amplification 
reaction mixtures and the CRISPR reaction 
are combined. Two-step methods usually have 
higher accuracy, but their biggest drawback is 
the formation of aerosols when opening the 
microtube, which can disrupt the workflow. To 

activity of these enzymes is presented in Table 3.
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optimize one-step methods, the CRISPR reaction 
mixture can be placed separately in the lid of the 
microtube, and the amplification reaction mixture 
in the bottom. After the desired temperature is 
applied during genome amplification, the CRISPR 
mixture gradually moves downward and reaches 
the bottom of the vessel, and the products of 
the amplification reaction are obtained. Ideally, 
researchers are looking to achieve one-step 
methods that have similar accuracy to two-step 
methods. On the other hand, the basis of detection 
with cas12, cas13, and cas14 enzymes is the 
uncontrolled cuts that these enzymes make on the 
genomes around them (reporters) after binding to 
the target region (Figure 3). 

However, Cas9 and dCas9 enzymes do 
not perform off-target cuts and their diagnostic 

activity is carried out by binding to the target [14-
17]. Some CRISPR-based diagnostic kits require 
laboratory equipment to track the final result, 
such as fluorescence measurement devices and 
electrochemical instruments to detect the results. 
However, researchers have been able to develop 
kits to design home kits that do not depend on 
laboratory equipment for the appearance and 
examination of the results. Such kits are generally 
equipped with LFA, color change, portable devices 
for irradiating UV and laser light, and smartphones, 
and can provide final results with accuracy similar 
to real-time PCR. The two main factors for accurate 
measurement of diagnostic results are sensitivity 
and specificity. Currently, rapid diagnostic kits 
available on the market usually do not provide 
results with high accuracy, and the reliability of 

Figure 1) Illustration of CRISPR-based biosensors employing a variety of Cas enzymes that operate using fluorescence-
based, electrochemical, surface-enhanced Raman spectroscopy, and colorimetric detection methods [11].

Figure 2) Comparative image of CRISPR-based biosensors used in the detection of the novel coronavirus [13]
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the results published by them requires additional 
tests using the aforementioned diagnostic 
methods. However, recent research has shown 
that the sensitivity and specificity of CRISPR-
based diagnostic methods are equivalent to and 
sometimes higher than conventional methods 
such as PCR [10-12]. In general, CRISPR-based 
diagnosis is called CRISPR-DX, and in general, 

CRISPR-based detection is performed according to 
two main methods: the binding method, in which 
Cas9 and dCas9 proteins operate in this area, and 
the cleavage method, in which Cas12, Cas13, and 
Cas14 are included in this group. The design of kits 
and techniques that work with dCas9 and Cas9 are 
more complex than other diagnostic Cas, and once 
the kits are designed and prepared, they usually 

Figure 3) Fluorescence detection in biosensors based on  
Cas12 (DETECTR), Cas13 (SHERLOCK), and Cas14 (Cas14-DETECTR) [17]

Figure 4) A diagram of the mechanism of action of CASs that  
perform recognition based on target binding (cas9 and dcas9) [19]

require the addition of multiple biological and 
chemical agents to display the results (Figure 4) 
[16, 18, 19].

As mentioned, the basis of the activity 
of cas12, cas13, and cas14 is the creation of 
uncontrolled cuts in areas outside the main target. 

These cuts are called off-target cuts or trans 
cleavage. The greater the number of these non-
specific cuts, the higher the accuracy of the work. 
This is exactly the opposite of what is done about 
Cas9 and dCas9, where efforts should be made 
to reduce non-specific cuts as much as possible. 
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On the other hand, cas12, cas13, and cas14 only 
require an RNA called crRNA (CRISPR RNA) in 
the gRNA for activity. However, Cas9 and dCas9 
require the presence of tracrRNA along with 
crRNA in the designed gRNA structure. Therefore, 
the gRNA design stage for Cas9 and dCas9 is more 
complex and requires more accuracy. Setting up 
diagnostic kits that work with Cas12, Cas13, and 
Cas14 requires very few and simple components, 
such as the Cas enzyme, the designed GRNA, 
reporters, the corresponding buffer (which has 
the same composition in most kits regardless of 
the type of Cas used), and the materials related 
to the amplification reaction. However, when the 
kits are planned and designed based on the Cas9 
or dCas9 enzyme, a larger number of biological 
and chemical materials are needed, and as a 
result, the design is highly complex. Therefore, 
the preparation steps of kits that work with 
Cas9 or dCas9 are more difficult and longer than 
those of Cas12 and Cas13. Also, the appearance 
of the final results requires more time. The need 

for a large number of raw materials and more 
complex preparation processes compared to other 
detection Cas have caused researchers to use 
Cas9 and dCas9 less often [20-23]. In Table 2, a 
comparison of Cas enzymes was examined. These 
enzymes are proteins with two structural lobes, 
often consisting of two parts, a nuclease part 
(NUC) and a recognition part (REC) connected by 
an arginine-rich bridge. The nuclease part has two 
domains, HNH and RuvC. In the Cas13 structure, 
the HEPN domain is involved in the cutting action 
[24] (Figure 5). If Cas enzymes are used alone and 
without combining with amplification methods to 
identify different targets, they are still capable of 
detecting genomes, but with less sensitivity. One 
of the main goals in designing CRISPR kits is to 
achieve a technique that detects the presence or 
absence of the desired target without the need for 
pre-CRISPR reaction treatments, such as genome 
extraction and amplification reactions [25]. Such 
diagnostic kits are known as CRISPR microarrays 
or CRISPR chips.

Figure 5) Illustration of the three Cas proteins and their structural regions active in nucleic acid cleavage [24]. Cas9 is 
structurally composed of two lobes: the nuclease lobe (NUC) and the recognition lobe (REC). The NUC lobe contains 
two endonuclease domains, HNH and RuvC, along with a PAM-interacting domain. Cas12 contains only a RuvC-like 

domain, and Cas13 contains two higher eukaryotic and prokaryotic nucleotide-binding domains (HEPN) for nucleic 
acid cleavage

DARPA aims to harness life sciences to 
defend U.S. military personnel and revolutionize 
defense. In this regard, the DIGET program was 
defined after the introduction of the extraordinary 
potential of CRISPR in detection. The goal of 
this program is to develop high-sensitivity and 
specificity diagnostic systems, small in size, 

reprogrammable to identify new targets, and low-
cost, capable of detecting any threat at any time 
and in any possible place. The construction stages 
of these systems should not take more than a 
week, and also, the detection of the results should 
not require laboratory equipment, It is proposed 
to use strip kits for this purpose. Researchers 
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should work towards building devices that can 
detect a minimum of 10 and a maximum of 1,000 
samples in a single test. DARPA wants these 
diagnostic systems to be able to identify multiple 
samples in small volumes simultaneously, while 
performing a single step and not requiring 
genome replication, and to reveal the final results 
in less than 15 minutes with such accuracy that it 
can confidently respond to the threat and make 
the right decisions. Of course, DARPA’s goal is 
not limited to the medical field, and it looks at 
diagnostic kits as new soldiers to protect its 
country. Respiratory diseases, febrile diseases, 
diseases transmitted by insects and animals, 
digestive diseases, and harmful microorganisms 
are biological challenges that DARPA considers 
a threat and intends to prevent problems caused 
by them through diagnostic kits. The existence of 
such kits anywhere in the world can be very useful 
in the early detection of a pathogen that may 
lead to an epidemic. Another dimension of this 
program is the advancement of bioinformatics as a 
support for diagnostic techniques that can change 
the system programming to detect new targets in 
emergencies within 24 hours. Table 3 shows the 
specifications and features of the final product 
intended for the DARPA DIGET program [26].

CRISPR-based biosensor for detecting 
non-nucleic acid targets: After demonstrating the 
ability of CRISPR to detect genomes, scientists 
found that this method can also be programmed 
to detect other biological or chemical substances 
such as uric acid, hydroxybenzoic acid, ATP, 
small organic molecules, metal ions, exosomes, 
and extracellular vesicles [27, 28]. Since CRISPR 
systems are activated only by encountering nucleic 
acids, the detection of non-nucleotide molecules 
requires the help of intermediaries that link the 
CRISPR complex to non-nucleotide targets. In a 
way, the presence or absence of the target molecule 
should send a message to the mediators, and that 
mediator, in response to the sent message, will 
activate or deactivate the CRISPR complex. After 
the mediator is activated, other similar steps will 
be taken as if the main target were the genome. 
Aptamers (also known as chemical antibodies) 
are one of the best mediators. By recognizing the 
target molecules and changing its spatial structure, 
the aptamer is separated from the molecules that 
are bound to it and binds to the target molecule. 
The molecules bound to the aptamer are a kind 
of activator of the CRISPR system, which, by 
separating from the aptamer and performing a 
few simple biochemical reactions, cause the Cas 
enzyme to activate and create uncontrolled cuts by 
it. These cuts will lead to the reporter substance 
(fluorophore) moving away from the quencher 

(quencher) and the emission of detectable signals. 
In addition to aptamers, DNAzymes and allosteric 
transcription factor (aTF) can also be used as 
mediators. The function of aTF is similar to that of 
an aptamer, and the researcher must bind double-
stranded DNA to aTF. In the presence of a target 
molecule and binding with aTF, the spatial shape 
of aTF changes, and the double-stranded DNA 
is released from it, while the CRISPR complex 
recognizes the double-stranded DNA and the Cas 
enzyme is activated (Figure 6) [29]. 

It should be noted that the detection of 
non-nucleotide targets is done either through 
direct methods or indirect methods. In indirect 
methods, we must find a way to release the DNA or 
RNAs that activate the CRISPR complex, through 
several steps and with the help of nucleases, with 
the help of mediators. However, in direct methods, 
molecules must be designed that act both as an 
aptamer and as a CRISPR activator. Such molecules 
are called aptavators. The Aptavator is a strand of 
DNA that both acts as an aptamer and activates 
the Cas protein. In the presence of the target 
molecule, the Aptavator binds to it and the gRNA 
is no longer able to recognize it, so the Cas is not 
activated and the reporters are not cut. However, 
in the absence of the target molecule, the gRNA 
from the CRISPR complex can recognize and bind 
to the Aptavator. This binding changes the spatial 
structure of the CRISPR complex, making it ready 
to cut the reporters and subsequently generate 
detectable signals [29]. CRISPR can also serve as 
a non-invasive method for detecting proteases of 
a disease or cancer markers. Kits can be designed 
to simultaneously detect several non-nucleotide 
molecules in a single reaction. In the identification 
of non-nucleotide targets by CRISPR, the most 
commonly used Cas is Cas12, but Cas14 has also 
been shown to be able to perform well for tracking 
these targets. The HARRY diagnostic method is 
one of the methods that works with cas14 and 
can be programmed to detect histamine, aflatoxin, 
thrombin, ATP, and Cd2+ [26, 29].

CRISPR microarrays or CRISPR chips: 
Combining the high-precision capability of CRISPR 
with the speed and scalability of electronics, 
the CRISPR chip is an electronic DNA search 
engine that not only enables DNA detection 
without amplification but also demonstrates 
the untapped potential of integrating molecular 
biology with electronics and nanomaterials. The 
ability of CRISPR chips to detect genetic and 
infectious diseases without amplification has 
been demonstrated in samples from individuals 
with Duchenne muscular dystrophy and sickle cell 
disease. Following the success of Kiana Aran and 
Brett Goldsmith, from the University of California, 
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Berkeley, startups were founded to commercialize 
CRISPR chips and perform genotyping without 
amplification [25]. This capability of CRISPR chips 
could also be used for criminal identification. 
In principle, CRISPR chips could be capable 
of detecting SNPs in the future, which could 
significantly expand their applications [27]. 
CRISPR chips also have the potential to push the 
boundaries of digital genomics. The CRISPR-Chip 
method involves Cas enzymes and target-specific 
crRNA complexed onto a graphene-based field-
effect transistor (gFET). gFETs consist of an ultra-
thin layer of graphene (a crystalline, honeycomb 
structure of carbon). This material, which acts 
as a conductive layer, is sensitive enough to 
allow engineers to detect the ionic content of a 
solution. CRISPR-Chip technology allows CRISPR 

to function properly even when chemically bound 
to graphene, and the gFET detects the binding 
of the Cas-gRNA complex to the target DNA. In 
effect, the gFETs form the core of a microarray-
based biosensor. When the target DNA binds to 
the corresponding CRISPR-Chip complex (RNP), 
changes in the conductivity of the graphene change 
the electrical properties of the transistor, which 
can be measured as a change in current. Notably, 
this technology does not require labeled reporter 
molecules, or in other words, the graphene-
bound RNP complex, upon binding to the target 
DNA (hybridization of the target DNA to the RNP 
complex), stimulates the electrical properties of 
the gFET, leading to the generation of an electrical 
signal (Figure 7). 

From the analysis of this signal, the 

Figure 6) CRISPR-based detection of proteins, small molecules, exosomes, and ions. In combination with functional 
DNA or fDNA such as aTFs, aptamers, and DNAzymes, the CRISPR system can be used to detect proteins (A), small 

molecules (B), exosomes (C), and metal ions (D) [29]]
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Figure 7) CRISPR-Chip enables gene detection in less than 15 minutes. CRISPR-Chip leverages the gene targeting 
capability of CRISPR-Cas9 and the sensitivity of gFET to rapidly identify a gene target from an entire genomic sample 

without amplification [30].

detection of samples and the test result are 
performed. Cas9 complexed with a target-
specific sgRNA (called RNP) is immobilized on 
the graphene surface of the gFET structure. 
The immobilized RNP scans the entire genomic 
DNA until it recognizes its target sequence (the 
complement of the 5’ end of the sgRNA) and, 
upon recognition, binds to the target DNA. The 
selective binding event of the target DNA to the 
RNP complex modulates the electrical properties 
of the gFET, leading to the output of an electrical 
signal within 15 minutes [31]. CRISPR-Chip has 
been used to analyze DNA samples collected 
from HEK293T cell lines expressing a specific 
protein and clinical DNA samples with two 
distinct mutations in exons commonly deleted in 
individuals with Duchenne muscular dystrophy. 
In this evaluation, CRISPR-Chip was shown to 

have a detection limit of 1.7 femtomolar and did 
not require genomic amplification. The average 
efficiency of this method has been estimated to be 
over 92%. Although CRISPR-Chip does not require 
fragmentation of the genomic sample, it does 
require purification of the genomic sample [32-
30]. To design a CRISPR-Chip, it is first necessary 
to fabricate a gFET chip. Today, commercial 
companies such as Graphena and ArcheBioChip 
have also introduced these graphene-based chips 
to the market. After fabricating or preparing 
gFET chips, Cas enzymes are immobilized on 
the graphene surface through chemical bonding. 
After immobilization of the Cas enzyme, the 
graphene surface is blocked with special materials 
such as polyethylene glycol (PEG) to prevent 
non-specific adsorption of charged molecules. 
Finally, the immobilized Cas is complexed with 

Figure 8) Image of using CRISPR chip to detect SNPs that 
can be used for identification and criminology [27]
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a target DNA-specific sgRNA and forms the RNP 
complex. In other words, the detection power in 
the CRISPR-Chip system is due to the combination 
of its two main components, RNP and graphene. 
RNP is not only specific for recognizing a specific 
sequence, but can be programmed to recognize 
any desired sequence. Graphene has a very high 
sensitivity to the adsorption and interaction of 
charged molecules on its surface, and therefore, 
the combined structure of graphene and CRISPR, 
or CRISPR-Chip, makes it an ideal candidate for 
the next generation of nucleic acid detection 
biosensors [35-33].

CONCLUSIONS
In summary, it can be concluded from this review 
that the design of CRISPR-based kits is suitable 
for criminal identification, biosecurity, and food 
security with high sensitivity and specificity and 
simultaneous detection of multiple targets. It is 
also expected that in the future, CRISPR-based 
diagnostic kits will be used as a field method 
without the need for initial genome amplification 
to identify pathogens in the fields of biology and 
health, and to detect genetic abnormalities and 
determine criminal identity.

Clinical & Practical Tips in POLICE MEDICINE: 
Accordingly, the design of simple and mobile 
sensor systems for determining criminal identity 
at the scene of a crime, the rapid identification of 
pathogens that have pandemic potential, and the 
determination of genetic abnormalities based on 
point mutations using a drop of patient blood are 
among the clinical and criminal points of using 
CRISPR-based chips.
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نشریه طب انتظامی

دسترسی آزادمقاله اصیل

مروری بر طراحی کیت های نوین تشخیصی مبتنی بر کریسپر

چکیده

اهداف: کریسپر یکی از مهم‌ترین ابزارهای ویرایش ژنی است که با سرعتی بالا در زیست فناوری توسعه یافته است. علاوه بر کاربرد 
کریسپر در ویرایش ژن، این روش می‌تواند برای طراحی کیت‌های تشخیصی دقیق و نوین نیز استفاده گردد. هدف از این مطالعه 

معرفی کاربردهای تشخیصی کریسپر و بررسی ویژگی‌های منحصر بفرد این فناوری است.

مواد و روش‌ها: این مطالعه از بهار تا زمستان سال 1403 انجام و ضمن بررسی و تفسیر مقالات معتبر و کتب علمی مربوطه از 
کلید واژه های مرتبط با فناوری کریسپر، نظیر gene editing, cas, CRISPR based biosensor و CRISPR-Chip در پایگاه داده 

گوگل اسکولار، NCBI، PubMed و سایر پایگاه داده های معتبر، استفاده شد.

یافته‌ها: همه‌گیری کرونا باعث شد، روش‌های تشخیصی که با سرعت و دقت بالا حضور یا عدم حضور یک پاتوژن را می‌تواند 
تشخیص دهد، توسعه یابد. طراحی کیت‌های کریسپری قابل حمل، ضمن سادگی کار و عدم نیاز به مشارکت افراد مختصص، 
کریسپر چیپ،  یا  کریسپری  ریزآرایه‌های  واقع شود.  جامعه سودمند  برای  زمانی  و  مالی  نظر  از  و  بوده  مناسبی  گزینه  می‌تواند 
جدیدترین نوع کیت‌های تشخیصی است که بدون نیاز به تکثیر ژنوم، قادر است در حد تشخیص فمتومولار، هدف مورد نظر را 

شناسایی کند. از این روش می‌توان در تشخیص هویت جنایی نیز استفاده نمود.

نتیجه‌گیری: در حوزه پزشکی، تعیین هویت جنایی، امنیت زیستی و امنیت غذایی، توسعه روش‌های تشخیصی با حساسیت و 
اختصاصیت بالا، هزینه کم، پاسخگویی سریع و تشخیص همزمان چند هدف، بسیارضروری است. سامانه‌های تشخیصی مبتنی بر 
کریسپر چیپ یکی از روش‌های آینده دار به منظور توسعه کیت‌های تشخیصی نوین در جهت شناسایی ژنوم پاتوژن ها و نمونه‌های 

زیستی به حساب می‌آید.
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مقدمه
کریســپر یــا تناوب هــای کوتــاه پالینــدروم فاصلــه دار منظــم 
ــی باکتری هــا و آرکی هاســت  خوشــه ای، بخشــی از ســامانه ایمن
کــه بــه طــور طبیعــی در ایــن جانــداران تکامــل یافتــه و ســالیان 
برابــر فاژهــا، ویروس هــا و  را در  آنهــا  متمــادی اســت کــه 
پلاســمیدها محافظــت می نمایــد. ایــن کمپلکــس طبیعــی، 
متشــکل از دو جــزء پروتئیــن cas و RNA راهنمــا )gRNA( اســت 
ــا  ــر دودن ــار، توجــه پروفســور جنیف ــن ب ــرای اولی کــه توانســت ب
ــه  ــه ناحی ــط gRNA ب ــس توس ــد. کمپلک ــب کن ــود جل ــه خ را ب
مــورد نظــر هدایــت می شــود و منجــر بــه اســتقرار و فعال ســازی 
ــت  ــه عل ــارپنتیر، ب ــل ش ــا و امانوئ ــن cas می شــود. دودن پروتئی
ــل  ــزه نوب ــدهٔ جای ــی، برن ــهٔ علم ــه جامع ــامانه ب ــن س ــی ای معرف
شــیمی در ســال 2020 شــدند. ایــن ســامانه، در ابتــدا بــه علــت 
ــت  ــا داش ــق ژن ه ــش دقی ــه در ویرای ــاده ای ک ــی خارق الع توانای
مــورد اســتقبال طیــف وســیعی از محققیــن قــرار گرفــت و خیلــی 
زود متوجــه شــدند، کریســپر عــلاوه بــر ویرایــش ســلول های 
ــا  ــلول های زای ــی در س ــای ارث ــد ویرایش ه ــوماتیکی، می توان س
و جنیــن انســانی نیــز انجــام دهــد. همیــن امــر منجــر بــه ایجــاد 
ســر و صــدای زیــاد در جامعــهٔ علمــی شــد به طــوری کــه صحبــت 
از ایمنــی کار و اخــلاق پزشــکی بــه میــان آمــد. بعــد از گذشــت 
چنــد ســال از معرفــی کریســپر بــه عنــوان ابــزاری قدرتمنــد بــرای 
ویرایــش ژن هــا، محققیــن آزمایشــگاه دودنــا طــی یــک آزمایــش 
ــه  ــال ب ــس از اتص ــن cas12، پ ــدند پروتئی ــه ش ــی متوج اتفاق
ــه وار هــر ژنومــی کــه اطرافــش  ــه صــورت دیوان ناحیــه هــدف، ب
باشــد را بــرش زده و باعــث مــرگ ســلول می شــود. آن هــا از 
ایــن رفتــار بــرای طراحــی کیت هــای تشــخیصی ایــده گرفتنــد ]1، 
2[. در ایــن مســیر، فنــگ ژانــگ از موسســهٔ بــراد، همیــن رفتــار 
ــه  ــدام ب ــز اق ــرد و او نی ــن cas13 مشــاهده ک ــورد پروتئی را در م
ــل  ــی اســت قب ــه گفتن ــود. البت ــای تشــخیصی نم ــداع روش ه اب
از مطرح شــدن پتانســیل cas12 و cas13 بــرای تشــخیص های 
بســیار دقیــق، محققــان از cas9 و cas9( dcas9 مــرده و غیرفعال( 
ــا آنکــه cas9 و  ــد. ب ــرای اهــداف تشــخیصی اســتفاده می کردن ب
ــالا  ــا حساســیت و اختصاصیــت ب dcas9 هــم تــوان تشــخیص ب
ــوردار  ــری برخ ــت بالات ــا cas12 و cas13 از محبوبی ــد، ام را دارن
هســتند چراکــه کار بــا آنهــا راحت تــر اســت، نتایــج دقیق تــری را 
آشــکار می کنــد و هــم انعطاف پذیــری بیشــتری بــرای تشــخیص 
ــا  مــواد مختلــف دارد. تجاری ســازی کیت هــای تشــخیصی کــه ب
مکانیســم cas12 و cas13 کار می کنــد، در دوران همه گیــری 
کرونــا بــرای اولیــن بــار در آمریــکا توســط تیــم ژانــگ آغــاز شــد. 
در نتیجــه، آمریــکا پیشــتاز در انجــام بیشــترین آزمون هــای 
ــا شــد. البتــه، پتانســیل تشــخیصی کریســپر بــه  تشــخیص کرون
انــدازه پتانســیل آن بــرای ویرایــش ژن جنجــال بــه پــا نکــرد، امــا 

ــه آرامــی در سرتاســر جهــان گســترش یافــت ]1، 3[. ب
کاری  حوزه هــای  پراهمیت تریــن  امــروز  بــه  تــا 
از  اســت. جــدای  بــوده  و تشــخیص  ژن  ویرایــش  کریســپر، 
تهدیداتــی کــه ویرایــش ژن در ســلول های زایــا می توانــد داشــته 
ــل شــود،  ــه یکــی از ابزارهــای هکرهــای زیســتی تبدی باشــد و ب

ــان  ــت درم ــد در جه ــش ژن بتوانن ــا ویرای ــد ب ــن امیدوارن محققی
بیماری هــا در ســلول های زایــا، قبــل از تشــکیل جنیــن، در 
مراحــل اولیــه جنینــی و حتــی در انســان های بالــغ گام بردارنــد. 
ــا  ــید پاتوژن ه ــک اس ــرای تشــخیص نوکلئی ــدا، ب ــپر در ابت کریس
ــرای  ــد ب ــد می توان ــخص ش ــی زود مش ــا خیل ــد، ام ــی ش معرف
ــد نشــانگرهای زیســتی  ــواد مانن ــی از م ــواع مختلف ــایی ان شناس
ــتی،  ــک زیس ــای کوچ ــا، مولکول ه ــا، یون ه ــرطان، هورمون ه س
ســموم و غیــره برنامه ریــزی شــود. ســرطان چــه در حــوزهٔ درمانــی 
و چــه در حــوزهٔ تشــخیصی بــه شــدت مــورد توجــه دانشــمندانی 
ــه امــروز،  ــا ب ــد. ت اســت کــه در مــورد کریســپر پژوهــش می کنن
ــرای توســعه کیت هــای کریســپری  ــادی ب ــای زی شــرکت های نوپ
تأســیس شــده اســت ]1، 4[. معمــولًا، هــدف دانشــمندان در 
طراحــی کیت هــای کریســپری قابل حمل بــودن آن اســت، تــا 
ــزات  ــه تجهی ــتگی ب ــدون وابس ــر، ب ــورد نظ ــل م ــد در مح بتوان
حرکــت  و  کنــد  عمــل  آموزش دیــده  اپراتورهــای  و  پیچیــده 
محققــان بــه ســمتی اســت کــه نمونــهٔ هــدف را بــدون نیــاز بــه 
کیت هــای اســتخراج ژنــوم، مســتقیماً تحــت تأثیــر کریســپر 
ــر  ــر، اکث ــال حاض ــند. در ح ــواه برس ــه دلخ ــه نتیج ــرار داده و ب ق
کیت هــای تشــخیصی کریســپر در آزمایشــگاه مــورد اســتفاده 
قــرار می گیرنــد و نمونه هــای مــورد نظــر چــه از جنــس نوکلئیــک 
اســید باشــد و چــه غیــر از آن، بایــد مراحلــی را بــرای سازگارشــدن 
بــا کیــت، ماننــد اســتخراج، خالص ســازی و تکثیــر طــی کنــد ]5[. 
البتــه، ریزآرایه هــای کریســپری یــا کریســپر چیــپ بــدون نیــاز بــه 
تکثیــر، فعالیــت تشــخیصی را انجــام می دهــد. امــروزه بزرگتریــن 
چالــش محققــان، رســیدن بــه روشــی اســت کــه کمپلکــس 
کریســپر در آن بتوانــد بــا حساســیت و اختصاصیــت قابــل قبــول، 
همزمــان چندیــن هــدف را در یــک واکنــش شناســایی کنــد. بــه 
عنــوان مثــال، روش SHERLOCKv2، یــک آزمــون توســعه یافتــه 
ــه  ــاوم ب ــم cas13 مق ــه در آن، از آنزی ــه ای اســت ک ــک مرحل و ی
ــان  ــد همزم حــرارت )LwaCas13a( اســتفاده می شــود و می توان
و در یــک واکنــش، اهــداف ژنــی متفــاوت را مــورد شناســایی قرار 
دهــد. همچنیــن، کاهــش مراحــل آزمایــش و کاهــش وابســتگی 
در طراحــی  مهــم  رویکــرد  دو  آزمایشــگاهی،  آلات  ابــزار  بــه 
کیت هــای کریســپری اســت ]6[. تمامــی ایــن چالش هــا، توســط 
ــه ای تحــت  ــز احســاس شــد و برنام ــکا نی ــای آمری ســازمان دارپ
ــر  ــی ب ــخیصی مبتن ــای تش ــی روش ه ــه معن ــوان DIGET، ب عن

ــرد ]7[. ــف ک ــال 2019 تعری ــش ژن را در س ــاوری، ویرای فن
ــن و  ــای نوی ــی کاربرده ــه معرف ــن مطالع ــدف از ای ه
بالقــوه فنــاوری کریســپر و بررســی ویژگی هــای منحصــر بــه فــرد 
ایــن فنــاوری در حــوزه تشــخیص ســریع بیماری هــا و اختــلالات 
ژنتیکــی اســت. بیشــتر تمرکــز مطالعــه بــر بررســی توانایی طراحی 
کیــت تشــخیص مبتنــی بــر ســامانه کریســپر بــا داشــتن قابلیــت 
برنامه ریــزی، دقــت بــالا، ســرعت عملکــرد مناســب، ســادگی 
روش و حــذف فرآینــد تکثیــر اســت. همچنیــن معرفــی و بررســی 
پتانســیل کاربــرد ریزآرایه هــای کریســپری جهــت تشــخیص ژنــوم 
و جهش هــای ارثــی بــدون تکثیــر در جوامــع پزشــکی و نظامــی 

و انتظامــی از اهــداف دیگــر ایــن مطالعــه می باشــد.
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روش‌ها
ــط  ــالات مرتب ــا اســتفاده از مق ــی، ب ــروری روایت ــه م ــن مطالع ای
 ،ProQuest ماننــد  انگلیســی،  معتبــر  علمــی  پایگاه هــای  از 
Scopus ،PubMed و موتــور جســتجوی Scholar Google، در 
ــط  ــای مرتب ــد. کلیدواژه ه ــام ش ــا ٢٠٢٤ انج ــی 2017 ت ــازه زمان ب
 based CRISPR ،cas ،editing gene بــا فنــاوری کریســپر، نظیــر
Chip-CRISPR ،biosensor و ترکیبــات احتمالــی آنهــا، بــرای 
جســتجو اســتفاده شــد. پــس از حــذف مــوارد تکــراری و ارزیابــی 
ــاب  ــه انتخ ــرای مطالع ــه ب ــاب و مقال ــده، 37 کت ــوان و چکی عن
ــر کریســپر تشــریح  شــدند. ابتــدا، حســگرهای زیســتی مبتنــی ب
ــاوری  ــوان فن ــه عن ــپ، ب شــد و ســپس کاربردهــای کریســپر چی
اولویــت دار، بــه منظــور شناســایی پاتوژن هــا و نشــانگرهای 

ــد. ــی و بررســی گردی زیســتی، ارزیاب
ــک  ــه ی ــن مقال ــه ای ــت ک ــر اس ــایان ذک ــی: ش ــات اخلاق ملاحظ

ــش و  ــد پژوه ــه در فرآین ــا ک ــت و از آن ج ــروری اس ــه م مطالع
تحقیــق هیــچ مداخلــه ای بــر انســان یــا حیــوان صــورت نگرفتــه، 
رعایــت اصــول اخلاقــی تحقیــق به طــور کامــل تضمیــن می شــود.
تجزیــه و تحلیــل آمــاری داده‌هــا: ایــن مطالعــه یــک مــرور 

روایتــی اســت، بنابرایــن، صرفــاً بــر تحلیــل منابــع موجــود نوشــته 

ــدارد. ــتقلی ن ــاری مس ــای آم ــام تحلیل ه ــت و انج ــده اس ش

یافته‌ها
ــوان  ــش از یک صدعن ــان بی ــری، از می ــس از جســتجو و غربالگ پ
مقالــه، تجزیــه و تحلیــل نهایــی بــر روی 37 مقاله صــورت گرفت. 
در طــی ایــن مطالعــات مشــخص شــد کــه روش تشــخیصی 
مبتنــی بــر ریــل تایــم PCR و روش تشــخیصی مبتنــی برکریســپر 
و کریســپر چیــپ، از مهم تریــن روش هــای تشــخیصی بــود و 

کارایــی و عملکــرد بالایــی داشــت. 
حساســیت،  لحــاظ  از  انتخــاب  ایــن  معیــار 
ــی  ــزی، ســرعت عملکــرد و توانای ــت برنامه ری ــت، قابلی اختصاصی
حســاس  شــرایط  در  خــاص  ژنتیکــی  توالی هــای  شناســایی 
ــن  ــه، در ای ــود. درنتیج ــی ب ــی و انتظام ــتی، بالین ــت زیس امنی
تحقیــق، ایــن ســه روش بــه صــورت دقیــق بررســی و بــا یکدیگــر 
ــرای توســعه حســگرهای زیســتی  ــدول 1(. ب ــدند )ج مقایســه ش
مبتنــی بــر کریســپر، انــواع آنزیم هــای Cas مــورد اســتفاده قــرار 
ــا در  ــن آنزیم ه ــت ای ــاختار و فعالی ــه مقایســه ای از س ــت ک گرف
جــدول 2 ارائــه داده شــد. در جــدول 3، مشــخصات و ویژگی هــای 
محصــول نهایــی مــورد نظــر در برنامــۀ DIGET دارپــا نشــان داده 

شــد.

جدول 1: مقایسه روش های تشخیصی مبتنی بر ریل تایم PCR با حسگرهای زیستی مبتنی بر کریسپر.

چالش هامعایبمزایاروش تشخیصی

مبتنی بر ریل 
PCR تایم

حساسیت و اختصاصیت بالا، بکارگیری برای تشخیص نمونه های 
زنده و مرده، مورد تأیید سازمان های بین المللی.

نیاز به تجهیزات گران قیمت، بالا بودن 
هزینه انجام آزمون، صولانی بودن زمان 
پاسخگویی، نیاز به افراد متخصص جهت 

انجام آزمون و تفسیر نتایج.

وابستگی به شرکت های خارجی جهت 
تهیه اغلب مواد مورد استفاده، خطا در 
تفسیر نتایج و ایجاد جواب های مثبت 

کاذب.

مبتنی بر کریسپر

هزینه کم، حساسیت بالا، حفظ حساسیت تست در نمونه های 
بالینی پیچیده، بدون نیاز به ابزار و تجهیزات پیچیده، سریع و 

راحت برای آزمایش میدانی، زمان تشخیص نسبتاً سریع )به طور 
میانگین حدود نیم ساعت(، گزینش پذیری بالا برای مولکول های 

هدف، سهولت طراحی، سادگی در استفاده، کارآمدی زیاد، تشخیص 
اپی ژنتیک، دامنه کاربردی گسترده، ایجاد پتانسیل نوین برای 

توسعه حسگرهای زیستی نسل بعد، تشخیص بصری.

مراحل مختلف آماده سازی )مانند تکثیر(، 
 ،Off-target تشخیص خارج از هدف یا

نیازبه شرایط نگهداری و حمل و نقل 
مناسب.

عدم استفاده به طور گسترده در 
کارآزمایی های بالینی، در انتظار تأیید 

اعتباربالینی، ادغام تمام مراحل تشخیص 
در قالب یک دستگاه و حذف یا کاهش 

مراحل آماده سازی.

مبتنی بر کریسپر 
چیپ

ایجاد پتانسیل ادغام زیست شناسی مولکولی با الکترونیک، 
تشخیص بدون نیازبه تکثیر، تشخیص SNP برای کاربرد در 

تشخیص هویت، گسترش مرزهای ژنومیک دیجیتال، کارایی بالا در 
حد تشخیصی، عدم نیاز به تکه تکه شدن نمونه ژنومی، میانگین 
بازدهی بیش از 92 درصد، دارای استحکام مناسب جهت حمل 

ونقل آسان.

گران بودن دستگاه خوانش گر و بخش 
الکترونیکی کریسپر چیپ.

عدم تولید بخش های الکترونیکی در 
داخل کشور.

جدول 2: مقایسه آنزیم‌ها که در حسگرهای زیستی مبتنی بر کریسپر استفاده می‌شود.
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15مروری بر طراحی کیت های نوین تشخیصی مبتنی بر کریسپر
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بحث
بعــد از شــیوع بیمــاری کوویــد 19، روش هــای تشــخیصی مبتنــی 
ــی  ــی در طراح ــای اصل ــی از اولویت ه ــوان یک ــپر، به عن ــر کریس ب
کیت هــای شناســایی عوامــل بیمــاری زا، مــورد توجــه متخصصیــن 
و شــرکت های تجــاری قــرار گرفــت. تعــداد روش هــای مشــتق از 
کریســپر بــرای تشــخیص، بــه ســرعت رو بــه افزایــش اســت و هــر 
ــپر،  ــود. کریس ــه می ش ــدی ارائ ــخیصی جدی ــیرهای تش روزه مس
انعطاف پذیــری بســیار بالایــی دارد و بــا اکثــر روش هــای تکثیــر 
دمایــی، گزارشــگرها و روش هــای آشکارســازی نتایــج، وفــق 
ــا آنکــه معمــولًا در میکروتیوب هــا پیاده ســازی  یافتــه اســت و ب
ــزا،  ــای الای ــه، پلیت ه ــای تک خان ــد در پلیت ه ــود، می توان می ش
ریزآرایه هــا و ســایر ابــزارآلات آزمایشــگاهی مــورد اســتفاده قــرار 
ــوان  ــاید بت ــد. ش ــان ده ــی نش ــت کاف ــا دق ــج را ب ــه و نتای گرفت
گفــت، بــه انــدازهٔ هــر آزمایشــگاه در جهــان، یــک روش تشــخیصی 
ــهٔ کریســپر در حوزه هــای مختلــف، نظیــر امنیــت غذایــی  ــر پای ب
ــل  وجــود خواهــد داشــت ]6[. طراحــی کیت هــای کریســپری قاب
ــراد  ــارکت اف ــه مش ــاز ب ــدم نی ــادگی کار و ع ــن س ــل، ضم حم
مختصــص، می توانــد گزینــه مناســبی بــوده و از نظــر مالــی 
و زمانــی بــرای جامعــه ســودمند واقــع شــود. ریزآرایه هــای 
کریســپری یــا کریســپر چیــپ، جدیدتریــن کیت هــای تشــخیصی 

ــد  ــت در ح ــادر اس ــوم، ق ــر ژن ــه تکثی ــاز ب ــدون نی ــه ب ــت ک اس
ــد. از  ــایی کن ــر را شناس ــورد نظ ــدف م ــولار، ه ــخیص فمتوم تش
ــز اســتفاده  ــوان در تشــخیص هویــت جنایــی نی ایــن روش می ت
ــا روش هــای تشــخیصی  نمــود. در ادامــه، تــلاش شــده اســت ت

مبتنــی بــر کریســپر تشــریح گــردد.
ــر کریســپر: روش هــای  ــی ب حســگرهای زیســتی مبتن

تشــخیصی مرســوم نمی تواننــد عوامــل زیســتی بیمــاری زا را 
ــاری آن  ــک بیم ــیوع ی ــل از ش ــد، قب ــایی کنن ــرعت شناس ــه س ب
ــل،  ــرعت در مح ــه س ــروری ب ــع ض ــرده و در مواق ــف ک را متوق
ــتند  ــد هس ــا کن ــن روش ه ــه ای ــی ک ــد. از آنجای ــی گردن عملیات
ــادر  ــس ق ــر داد، پ ــرعت تغیی ــه س ــا را ب ــهٔ آنه ــوان برنام و نمی ت
نخواهــد بــود در پاســخ بــه تهدیــدات زیســتی مؤثــر واقــع شــود. 
امــا روش هــای تشــخیصی مبتنــی بــر کریســپر مشــکلات دســت 
ــن  ــه همی ــدارد، ب ــخیصی را ن ــداول تش ــای مت ــر روش ه و پاگی
علــت محبوبیــت بالایــی در بیــن محققیــن پیــدا کرده انــد. 
اســت.  آن  از  آســان  اســتفادهٔ  کریســپر  ویژگــی  مهم تریــن 
روش هــای کریســپری، چــه در حــوزهٔ ویرایــش ژن و چــه در حــوزهٔ 
ــزات  ــه تجهی ــاز ب ــدم نی ــودن و ع ــن کم هزینه ب ــخیصی، ضم تش
ــراد  ــط اف ــانی توس ــد به آس ــازی، می توان ــرای پیاده س ــده ب پیچی
غیرمتخصــص بکارگیــری شــود. همچنیــن، تفســیر نتایــج حاصــل 
از آن هــا بــه ســادگی امکان پذیــر اســت ]9[. عــلاوه بــر ایــن، 
ــی  ــکان خاص ــه م ــدود ب ــپری مح ــای کریس ــتفاده از کیت ه اس
نبــوده و بــه راحتــی قابــل حمــل و نقــل هســتند و مــدت زمــان 
ــل 15  ــر ســه ســاعت و حداق ــج، حداکث ــور نتای ــرای ظه انتظــار ب
دقیقــه گــزارش شــده اســت ]6 و 7[. کریســپر ضمــن ترکیــب بــا 
ــت  ــای مثب ــروز جواب ه ــکل ب ــا، مش ــری هم دم ــای تکثی روش ه
ــت  ــترین محبوبی ــت. بیش ــرده اس ــل ک ــدودی ح ــا ح کاذب را ت
کریســپر بــه ایــن دلیــل اســت کــه می تــوان آن را بــرای طراحــی 
ــی،  ــرار داد. یعن ــتفاده ق ــورد اس ــی م ــای خانگ ــاخت کیت ه و س
ــا حداقــل امکانــات و افــراد  بتــوان آزمایش هــای تشــخیصی را ب
ــام داد.  ــگاه انج ــر از آزمایش ــی غی ــص در مکان های ــر متخص غی
ایمنــی کار بــا کیت هــای کریســپری تــا حــد قابــل قبولــی 
ــد محســوب نمی شــود  ــرای انســان و طبیعــت تهدی بالاســت و ب
[10[. حســگرهای زیســتی مبتنــی بــر کریســپر بــا اســتفاده از انــواع 

جدول 3: مشخصات محصول نهایی حاصل از برنامه DIGET دارپا ]26[

هدفویژگی

کمتر از 10 کپی از اسید نوکلئیکمحدوده تشخیصی

بالای 98 درصدحساسیت و اختصاصیت

کمتر از 15 دقیقهزمان تشخیص

حداقل 10 و حداکثر 1000 نمونهتشخیص در زمان واحد

حداقل 150 میکرولیتر و حداکثر 1٫5 میلی لیترحجم نمونه

بصورت برخط یا در یک مرحله سادهتهیه نمونه

قیمت نهایی
برای آزمون های تکی و چندتایی به ترتیب یک و 

ده دلار

نیازی نیست.تکثیر اولیه ژنوم

بازیابی و برنامه ریزی 
مجدد

24 ساعت

بیش از یک نمونه )خون، خلط، نمونه محیطی(انعطاف پذیری نمونه

پایدار در محیط با کمترین انرژیپایداری

شکل 1: تصویری از حسگرهای زیستی مبتنی بر کریسپر با بکارگیری انواع آنزیم های Cas که با استفاده از روش های آشکارسازی مبتنی بر فلورسانس، 
الکتروشیمیایی، طیف سنجی رامان تشدید شده سطحی و رنگ سنجی فعالیت می کند ]11[.
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آنزیم هــای Cas و روش هــای آشکارســازی مبتنــی بــر فلورســانس، 
رنگ ســنجی  و   )SERS( رامــان  پراکنــش  الکتروشــیمیایی، 

فعالیــت می کنــد ]11[ )شــکل ۱(.
در حــال حاضــر، بــرای افزایــش حساســیت کیت هــای 
انجام شــدن  از  قبــل  بایــد  کریســپر  بــر  مبتنــی  تشــخیصی 
ــدار  ــا مق ــود ت ــام ش ــی انج ــر دمای ــه تکثی ــک مرحل ــش، ی واکن
ــد تحــت تأثیــر  ــد. ژن مــورد نظــر بای ژن مــورد نظــر افزایــش یاب
و   LAMP یابــد.  افزایــش  مقــدارش  تکثیــری،  واکنش هــای 
ــده  ــه ش ــه کار گرفت ــری ب ــای تکثی ــوم ترین روش ه RPA از مرس
 LAMP همــراه بــا کریســپر اســت، امــا تحقیقــات نشــان داده کــه
ــای  ــه آنزیم ه ــت ارزان، ب ــن قیم ــرا ضم ــری دارد، زی ــی بهت کارای
ــد.  ــان می کن ــاز دارد و جواب هــا ســریع تر را نمای ــز نی کمتــری نی
ــپری  ــای کریس ــوم در روش ه ــی ژن ــر دمای ــت تکثی ــی اس گفتن
ــاس  ــد براس ــوده و می توان ــا نب ــم دم ــای ه ــه روش ه ــدود ب مح
روش هــای چنددمایــی ماننــد PCR نیــز انجــام شــود ]12[. چهــار 
ــر کریســپر کــه در زمــان شــیوع  حســگر زیســتی مهــم مبتنــی ب
DE- ،SHERLOCK ــامل ــت، ش ــعه یاف 19 توس ــاری کوویــد  بیم

HOLMES ،TECTR و CONAN اســت )شــکل ۲(. ایــن روش هــا 
ــن، آشکارســازی  ــواع آنزیم هــای Cas و همچنی ــا اســتفاده از ان ب
 )LFA( به صــورت چشــمی یــا اســتفاده از کیت هــای نــواری

می توانــد صــورت گیــرد ]13[.
در برخــی روش هــا، دو مرحلــه تکثیــر و شناســایی 

جــدا از هــم پیاده ســازی می شــوند، امــا در روش هــای یــک 
مرحلــه ای، دو مخلــوط واکنــش تکثیــری و واکنــش کریســپری بــا 
هــم ترکیــب می شــوند. روش هــای دو مرحلــه ای معمــولًا دقــت 
بالاتــری دارنــد، امــا بزرگ تریــن نقــص آنهــا تشــکیل آئروســل ها 
هنــگام بــاز شــدن در میکروتیــوب اســت کــه می توانــد در رونــد 
کار اختــلال ایجــاد کنــد. بــرای بهینه ســازی روش هــای یــک 
مرحلــه ای، می تــوان مخلــوط واکنــش کریســپری را در درب 
میکروتیــوب و مخلــوط واکنــش تکثیــری را در کــف آن بــه 
صــورت مجــزا قــرار داد. بعــد از اعمــال دمــای مــورد نظــر حیــن 
ــمت  ــه س ــج ب ــه تدری ــپری ب ــوط کریس ــوم، مخل ــدن ژن تکثیرش
پاییــن حرکــت می کنــد و بــه کــف ظــرف و محصــولات حاصــل 
ــه  ــده آل، ب ــت ای ــن در حال ــری می رســد. محققی ــش تکثی از واکن
دنبــال رســیدن بــه روش هــای یــک مرحلــه ای هســتند کــه دقتــی 
ــر،  ــوی دیگ ــد. از س ــته باش ــه داش ــای دو مرحل ــابه روش ه مش
 ،cas14 و   cas13  ،cas12 آنزیم هــای  بــا  تشــخیص  مبنــای 
برش هــای کنتــرل نشــده ای اســت کــه ایــن آنزیم هــا بعــد 
از اتصــال بــه ناحیــه هــدف، بــر روی ژنوم هایــی اطرافشــان 
 cas9 ــای ــا آنزیم ه ــد )شــکل 3(. ام ــاد می کن ــگرها(، ایج )گزارش
ــه هــدف را انجــام نمی دهــد  و dcas9 برش هــای خــارج از ناحی
و بــا اتصــال بــه هــدف فعالیــت تشخیصی شــان انجــام می شــود 

.]14-17]
ــپر  ــر کریس ــی ب ــخیصی مبتن ــای تش ــی از کیت ه برخ

شکل ۲: تصویری مقایسه‌ای از حسگرهای زیستی مبتنی بر کریسپر که در تشخیص کرونا ویروس جدید مورد استفاده قرار گرفت ]۱۳[.
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17مروری بر طراحی کیت های نوین تشخیصی مبتنی بر کریسپر

ی
ب انـتـظـامـ

ی طـ
ش

ی پژوه
شـریـه علم

نـ
شماره ۱، 1403

دوره ۱3، 

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2024;13(1):e15

آزمایشــگاهی  تجهیــزات  بــه  نهایــی،  نتیجــه  ردیابــی  بــرای 
ماننــد دســتگاه هایی بــرای ســنجش فلورســانس و ابزارهــای 
الکتروشــیمیایی بــرای آشکارســازی نتایــج، نیــاز دارنــد. امــا 
محققیــن بــا هــدف طراحــی کیت هــای خانگــی توانســته اند 
کیت هایــی را توســعه دهنــد کــه ظهــور و بررســی نتایــج در آنهــا 
هیــچ وابســتگی بــه تجهیــزات آزمایشــگاهی نداشــته باشــد. ایــن 
قبیــل کیت هــا عمومــاً بــا LFA، تغییــر رنــگ، دســتگاه های 
تلفن هــای  و  لیــزر  و   UV نــور  تابانــدن  بــرای  قابــل حمــل 
 real هوشــمند، می توانــد نتایــج نهایــی را بــا دقتــی مشــابه
time PCR ارائــه دهــد. دو فاکتــور اصلــی بــرای ســنجش دقیــق 
نتایــج روش هــای تشــخیصی، حساســیت و اختصاصیــت اســت. 
در حــال حاضــر، کیت هــای تشــخیصی ســریع کــه در بــازار وجــود 
ــد و  ــه نمی دهن ــج را ارائ ــی نتای ــت بالای ــا دق ــولًا ب ــد، معم دارن
اطمینــان از نتایــج منتشرشــده توســط آنهــا، نیازمنــد آزمون هــای 

ــرده شــده اســت.  ــام ب ــی توســط روش هــای تشــخیصی ن تکمیل
امــا تحقیقــات اخیــر نشــان داده کــه حساســیت و اختصاصیــت 
ــی  ــادل و گاه ــپر، مع ــر کریس ــی ب ــخیصی مبتن ــای تش روش ه
بالاتــر از روش هــای مرســوم ماننــد PCR اســت ]12-10[. بطورکلــی، 
 DX-CRISPR اصطلاحــاً  را  کریســپر  مبنــای  بــر  تشــخیص 
می نامنــد و بــه طــور کلــی، شناســایی توســط کریســپر، طبــق دو 
ــای  ــه پروتئین ه ــی ک ــود: روش اتصال ــام می ش ــی انج روش اصل
cas9 و dcas9  در ایــن حــوزه فعالیــت دارنــد و روش برشــی کــه 
ــد. طراحــی  ــرار می گیرن cas13 ،cas12 و cas14 در ایــن گــروه ق
کیت هــا و تکنیک هایــی کــه بــا dcas9 و cas9 کار می کننــد، 
و  بــوده  پیچیده تــر  تشــخیصی  casهــای  بــه ســایر  نســبت 
ــرای  ــولًا ب ــدن، معم ــی و آماده ش ــد از طراح ــت بع ــن کی همچنی
ظاهرکــردن نتایــج، نیازمنــد افــزودن مــواد زیســتی و شــیمیایی 

ــکل ۴( ]16، 18، 19[. ــتند )ش ــدد هس متع

.]۱۷[ )DETECTR-Cas14( Cas14 و )SHERLOCK( Cas13 ،)DETECTR( Cas12 شکل ۳: آشکارسازی فلورسانس در حسگرهای زیستی مبتنی بر

شکل ۴: تصویری از نحوۀ عمل casهایی که بر مبنای اتصال به هدف )cas9 و dcas9( شناسایی را انجام می‌دهند ]19[.
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 ،cas12 ــت ــه اشــاره شــد، اســاس فعالی ــه ک همانگون
cas13 و cas14، ایجــاد برش هــای کنتــرل نشــده در نواحــی خارج 
ــای  ــاً برش ه ــا اصطلاح ــن برش ه ــه ای ــی اســت. ب ــدف اصل از ه
ــداد  ــه تع ــه می شــود. هرچ ــا trans cleavage گفت off target ی
ــر  ــت کار بالات ــد دق ــر باش ــی زیادت ــای غیراختصاص ــن برش ه ای
ــا  ــه در رابطــه ب ــزی اســت ک ــن درســت برعکــس چی مــی رود. ای
ــا حــد  ــردد ت ــد ســعی گ ــه بای ــام می شــود ک cas9 و dcas9 انج
امــکان از برش هــای غیراختصاصــی کاســته شــود. از ســوی دیگــر، 
 RNA بــرای فعالیــت تنهــا نیــاز بــه یــک cas14 و cas13 ،cas12
 cas9 دارد. امــا gRNA در )RNA کریســپر(  crRNAتحــت عنــوان
و dcas9، نیازمنــد بــه حضــور tracrRNA همــراه بــا crRNA نیــز 
ــی  ــه طراح ــذا، مرحل ــت. ل ــده gRNA اس ــی ش ــاختار طراح در س
ــت  ــد دق ــوده و نیازمن ــر ب ــرای cas9 و dcas9 پیچیده ت gRNA ب
 ،cas12 بیشــتری اســت. راه انــدازی کیت هــای تشــخیصی کــه بــا
cas13 و cas14 کار می کنــد، بــه اجــزای بســیار کــم و ســاده ای 
از قبیــل آنزیــم Grna ،cas طراحــی شــده، گزارشــگرها، بافــر 
مربوطــه )کــه در اکثــر کیت هــا فــارغ از نــوع cas اســتفاده شــده 
ــری،  ــش تکثی ــه واکن ــوط ب ــواد مرب ــانی دارد( و م ــب یکس ترکی
ــا  ــم cas9 ی ــر اســاس آنزی ــا ب ــه کیت ه ــی ک ــا زمان ــاز دارد. ام نی
dcas9 برنامه ریــزی و طراحــی می شــود، بــه تعــداد بیشــتری 
ــی  ــه طراح ــت و درنتیج ــاز اس ــیمیایی نی ــتی و ش ــواد زیس از م
ــی  ــذا مراحــل آماده ســازی کیت های ــی دارد. ل آن پیچیدگــی بالای

 cas13 و cas12 کار می کنــد نســبت بــه dcas9 یــا cas9 کــه بــا
ــی  ــج نهای ــور نتای ــن، ظه ــت. همچنی ــر اس ــوارتر و طولانی ت دش
ــه  ــواد اولی ــه م ــاز ب ــد اســت. نی ــان بیتشــری نیازمن ــه زم ــز ب نی
cas زیــاد و فرآیندهــای آماده ســازی پیچیده تــر نســبت بــه ســایر
 dcas9 و cas9 هــای شناســاگر، باعــث شــده محققیــن اســتفاده از
ــدول 2،  ــد ]23-20[. در ج ــرار دهن ــود ق ــتورکار خ ــر در دس را کمت
مقایســه آنزیم هــای Cas مــورد قــرار گرفــت. ایــن آنزیم هــا، 
پروتئین هایــی بــا دو لــوب ســاختاری اســت کــه اغلــب ســاختار 
 )NUC( آنهــا از دو بخــش تشــکیل شــده اســت، بخــش نوکلئــازی
و بخــش تشــخیصی )REC( کــه از طریــق یــک پــل غنــی از آرژنین 
ــن  ــازی دارای دو دومی ــش نوکلئ ــود. بخ ــل می ش ــم متص ــه ه ب
HNH و RuvC اســت. در ســاختار Cas13، دومیــن HEPN در 
اعمــال بــرش نقــش دارد ]24[ )شــکل 5(. اگــر آنزیم هــای cas بــه 
ــا روش هــای تکثیــری بخواهنــد  تنهایــی و بــدون ترکیب شــدن ب
ــاز هــم  ــف اســتفاده شــوند، ب ــرای شناســایی هدف هــای مختل ب
توانایــی ردیابــی ژنوم هــا را دارنــد امــا بــا حساســیت کمتــر. یکــی 
ــه  ــی در طراحــی کیت هــای کریســپری رســیدن ب از اهــداف اصل
تکنیکــی اســت کــه بــدون نیــاز بــه تیمارهــای پیــش از واکنــش 
واکنش هــای  انجــام  و  ژنــوم  اســتخراج  ماننــد  کریســپری، 
تکثیــری، حضــور یــا عــدم حضــور هــدف مــورد نظــر را شناســایی 
کنــد ]25[. این گونــه کیت هــای تشــخیصی، بــه ریزآرایه هــای 

کریســپری یــا کریســپر چیــپ معروفنــد.

شــکل 5: تصویــری از ســه پروتئیــن Cas و بخش هــای ســاختاری فعــال آن در بــرش اســیدهای نوکلئیــک ]Cas9 .]24 از نظــر ســاختاری دارای دو لــوب اســت: لــوب 
نوکلئــاز )NUC( و لــوب شناســایی )REC(. لــوب NUC شــامل دو حــوزۀ اندونوکلئــاز، HNH و RuvC، همــراه بــا یــک دومیــن تعامــل بــا PAM اســت. Cas12، فقــط 
حــاوی یــک دومیــن شــبیه بــه RuvC بــوده و Cas13، شــامل دو دومیــن اتصالــی بــه نوکلئوتیــد یوکاریوت هــای عالــی و پروکاریوت هــا )HEPN(، جهــت بــرش اســید 

نوکلئیــک اســت.
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ــاع از  ــوم زیســتی در جهــت دف ــا قصــد دارد از عل دارپ
کارکنــان نظامــی آمریــکا بهره بــرداری کــرده و انقلابــی جدیــد در 
ــن راســتا، برنامــه DIGET را  ــدازد. در همی حــوزه دفاعــی راه بین
بعــد از معرفی شــدن پتانســیل فوق العــاده کریســپر در تشــخیص، 
سیســتم های  توســعه  برنامــه،  ایــن  هــدف  کــرد.  تعریــف 
ــدازه کوچــک،  ــالا، ان ــت ب ــا حساســیت و اختصاصی تشــخیصی ب
قابــل برنامه ریــزی مجــدد بــرای شناســایی اهــداف جدیــد و کــم 
ــر  ــان و در ه ــر زم ــد را در ه ــر تهدی ــد ه ــه بتوان ــه اســت ک هزین
مــکان ممکــن شناســایی کنــد. مراحــل ســاخت ایــن ســامانه ها 
نبایــد بیشــتر از یــک هفتــه طــول بکشــد و همچنین، آشکارســازی 
نتایــج نبایــد بــه تجهیزات آزمایشــگاهی محتاج باشــد و پیشــنهاد 
شــده اســت کــه از کیت هــای نــواری بــرای ایــن منظــور اســتفاده 
گــردد. محققیــن بایــد در جهــت ســاخت دســتگاه هایی فعالیــت 
ــون  ــک آزم ــه را در ی ــر 1000 نمون ــل 10 و حداکث ــه حداق ــد ک کنن
واحــد تشــخیص دهــد. دارپــا می خواهــد ایــن ســامانه های 
ــر  ــه تکثی ــاز ب ــدم نی ــه و ع ــک مرحل تشــخیصی ضمــن انجــام ی
ــورت  ــم به ص ــای ک ــه را در حجم ه ــن نمون ــد چندی ــوم، بتوان ژن
همزمــان شناســایی کــرده و در کمتــر از 15 دقیقــه، نتایــج نهایــی 
را بــا چنــان دقتــی آشــکار کنــد کــه بتــوان بــا اطمینــان بــه تهدیــد 
پاســخ داده و تصمیمــات درســتی اتخــاذ کــرد. البتــه هــدف دارپــا 
ــه  ــی ب ــه نوع ــود و ب ــکی محــدود نمی ش ــوزه پزش ــه ح ــا ب تنه
کیت هــای تشــخیصی بــه عنــوان ســربازان جدیــد بــرای محافظــت 
ــای  ــای تنفســی، بیماری ه ــد. بیماری ه ــگاه می کن از کشــورش ن
و  حشــرات  توســط  منتقل شــونده  بیماری هــای  تــب زا، 
ــای گوارشــی و میکروارگانیســم های مضــر،  ــات، بیماری ه حیوان
ــد محســوب  ــا تهدی ــر دارپ ــه از نظ چالش هــای زیســتی اســت ک
ــه  ــا ب ــط آنه ــکلات توس ــروز مش ــگیری از ب ــد پیش ــده و قص ش
واســطه کیت هــای تشــخیصی را دارد. وجــود چنیــن کیت هایــی 
در هــر نقطــه ای از جهــان می توانــد در تشــخیص زودهنــگام یــک 
ــا حــد  ــری شــود ت ــه همه گی ــوژن کــه ممکــن اســت منجــر ب پات
زیــادی کاربــردی باشــد. بُعــد دیگــر ایــن برنامــه، پیشــرفت حــوزۀ 
ــخیصی  ــای تش ــتیبان تکنیک ه ــوان پش ــه عن ــی ب بیوانفورماتیک
ــد  ــا 24 ســاعت بتوان ــر ت ــع اضطــراری حداکث ــه در مواق اســت ک
برنامه ریــزی سیســتم را بــرای ردیابــی اهــداف جدیــد تغییــر 
ــی  دهــد. در جــدول 3، مشــخصات و ویژگی هــای محصــول نهای
مــورد نظــر در برنامــه DIGET دارپــا نشــان داده شــده اســت ]26[. 
حســگر زیســتی مبتنــی بــر کریســپر جهــت تشــخیص 

اهدافــی غیــر اســید نوکلئیکــی: بعــد از اثبــات توانایــی کریســپر 

ــن  ــوان ای ــه می ت ــد ک ــوم، دانشــمندان دریافته ان در تشــخیص ژن
روش را بــرای شناســایی ســایر مــواد زیســتی یــا شــیمیایی ماننــد 
اســید اوریــک، هیدروکســی بنزوئیــک اســید، ATP، مولکول هــای 
آلــی کوچــک، یون هــای فلــزی، اگــزوزوم هــا و وزیکول هــای 
ــه  ــی ک ــرد ]27، 28[. از آنجای ــزی ک ــز برنامه ری ــلولی نی ــارج س خ
سیســتم های کریســپری تنهــا بــه واســطه برخــورد بــا اســیدهای 
ــای  ــایی مولکول ه ــرای شناس ــذا ب ــوند، ل ــال می ش ــک فع نوکلئی
کــه  بگیریــم  کمــک  واســطه هایی  از  بایــد  غیرنوکلئوتیــدی 
کمپلکــس کریســپری را بــه اهــداف غیرنوکلئوتیــدی مرتبــط 
ســازند. بــه نوعــی، حضــور یــا عــدم حضــور مولکــول هــدف، بایــد 

پیامــی بــرای واســطه ها بفرســتد و آن واســطه در پاســخ بــه پیــام 
کمپلکــس  غیرفعال شــدن  یــا  فعال شــدن  باعــث  ارسال شــده 
کریســپری شــود. بعــد از فعالیــت واســطه، ســایر مراحــل مشــابه 
زمانــی طــی خواهــد شــد کــه هــدف اصلــی، ژنــوم بــود. آپتامرهــا 
)کــه بــه آنتی بادی هــای شــیمیایی نیــز معــروف اســت( یکــی از 
بهتریــن واســطه ها می باشــند. آپتامــر بــا تشــخیص مولکول هــای 
هــدف و ضمــن تغییــر ســاختار فضایــی اش از مولکول هایــی کــه 
بــه آن متصــل هســتند جــدا شــده و بــه مولکــول هــدف اتصــال 
می یابــد. مولکول هــای متصــل بــه آپتامــر بــه نوعــی فعال کننــده 
سیســتم کریســپری هســتند کــه بــا جداشــدن از آپتامــر و انجــام 
 cas ــم ــت آنزی ــث فعالی ــیمیایی باع ــاده بیوش ــش س ــد واکن چن
و ایجــاد برش هــای کنترل نشــده توســط آن می شــوند. ایــن 
برش هــا منجــر بــه دور شــدن مــاده گزارشــگر )فلورفــور( از 
خاموش کننــده )کوینیچــر( و ساتع شــدن ســینگال های قابــل 
DNA- ــوان از ــا می ت ــر آپتامره ــلاوه ب ــد. ع ــد ش ــی خواهن  ردیاب
ــه  ــرداری آلوســتریک )aTF( هــم ب ــور نســخه ب zymeهــا و فاکت
عنــوان واســطه اســتفاده کــرد. عملکــرد aTF نیــز مشــابه آپتامــر 
می باشــد و محقــق بایــد DNA دو رشــته را بــه aTF متصــل 
 ،aTF کنــد، در صــورت وجــود مولکــول هــدف و اتصــال بــا
ــته  ــدن DNA دورش ــی aTF و آزادش ــکل فضای ــر ش ــن تغیی ضم
ــرده و  از آن، کمپلکــس کریســپر DNA دو رشــته را شناســایی ک
ــر اســت  ــه ذک ــال می شــود )شــکل 6( ]29[. لازم ب ــم cas فع آنزی
کــه تشــخیص اهــداف غیــر نوکلئوتیــد، یــا از طریــق روش هــای 
مســتقیم یــا روش هــای غیرمســتقیم صــورت می گیــرد. در 
روش هــای غیــر مســتقیم، بایــد بــا کمــک واســطه ها راهــی بــرای 
منتشرشــدن DNA یــا RNAهــای فعال کننــده کمپلکــس کریســپر، 
ــا در  ــم. ام ــدا کنی ــا پی ــا کمــک نوکلئازه ــه و ب ــد مرحل طــی چن
روش هــای مســتقیم، بایــد مولکول هایــی را طراحــی کــرد کــه هــم 
ــند.  ــپر باش ــده کریس ــش فعال کنن ــم در نق ــر و ه ــش آپتام در نق
ــد. در  ــی، Aptavator می گوین ــن مولکول های ــه چنی ــاً ب اصطلاح
ــش  ــم نق ــه ه ــت ک ــته از DNA اس ــک رش ــع، Aptavator ی واق
آپتامــری دارد و هــم پروتئیــن cas را فعــال می کنــد. در حضــور 
ــر  ــبد و gRNA دیگ ــه آن می چس ــدف، Aptavator ب ــول ه مولک
ــده و  ــال  نش ــذا cas فع ــود، ل ــد ب ــایی آن نخواه ــه شناس ــادر ب ق
ــدف،  ــول ه ــاب مولک ــا، در غی ــورد. ام ــرش نمی خ ــگرها ب گزارش
gRNA از کمپلکــس کریســپر می توانــد Aptavator را تشــخیص 
دهــد و بــه آن متصــل شــود. ایــن اتصــال باعــث تغییــر ســاختار 
فضایــی کملکپــس کریســپری شــده و آن را آمــاده ایجــاد بــرش 
در گزارشــگرها و بــه دنبــال آن ایجــاد ســیگنال های قابــل ردیابــی 
می کنــد ]29[. همچنیــن، کریســپر می توانــد بــه عنــوان یــک 
ــاری  ــک بیم ــای ی ــخیص پروتئازه ــرای تش ــی ب روش غیرتهاجم
ــی را  ــوان کیت های ــد. می ت ــل کن ــرطانی عم ــانگرهای س ــا نش ی
ــدی را  ــر نوکلئوتی ــد مولکــول غی ــان چن ــرد کــه همزم طراحــی ک
در قالــب یــک واکنــش، شناســایی نمایــد. در شناســایی اهــداف 
غیرنوکلئوتیــدی توســط کریســپر، بیشــترین cas مــورد اســتفاده، 
ــرای  ــد ب ــه می توان ــا cas14 هــم نشــان داده ک cas12 اســت، ام
انجــام وظیفــه کنــد. روش  به خوبــی  اهــداف  ایــن  ردیابــی 
تشــخیصی HARRY یکــی از روش هایــی اســت کــه بــا cas14 کار 
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ترومبیــن، ATP و +Cd2 برنامه ریــزی شــود ]26، 29[.می کنــد و می توانــد بــرای تشــخیص هیســتامین، آفلاتوکســین، 

شــکل 6: تشــخیص پروتئین هــا، مولکول هــای کوچــک، اگــزوزوم هــا و یون هــا بــر اســاس کریســپر. در ترکیــب بــا DNA عملکــردی یــا fDNA ماننــد aTFs، آپتامرهــا و 
DNAzymes، سیســتم کریســپری می توانــد بــرای تشــخیص پروتئین هــا )A(، مولکول هــای کوچــک )B(، اگزوزوم هــا )C( و یون هــای فلــزی )D( اســتفاده شــود ]29[.

ــب  ــپ: ترکی ــپر چی ــا کریس ــای کریســپری ی ریزآرایه‌ه

توانایــی بســیار دقیــق کریســپر بــا ســرعت و مقیاس پذیــری 
الکترونیــک، یــک موتــور جســتجوی DNA الکترونیکــی بــه 
ــا تشــخیص  ــه تنه ــه ن ــد ک ــه می ده ــپ را ارائ ــپر چی ــام کریس ن
DNA را بــدون تکثیــر امکان پذیــر می کنــد، بلکــه پتانســیل 
اســتفاده نشــده ادغــام زیســت شناســی مولکولــی بــا الکترونیــک 
و نانومــواد را نمایــان می ســازد. توانایــی کریســپر چیــپ در 
ــدون  ــی ب ــای عفون ــی و بیماری ه ــای ژنتیک ــخیص بیماری ه تش
تکثیــر در نمونه هــای افــراد مبتــلا بــه دیســتروفی عضلانــی 
ــلال ســلول داســی شــکل مشــخص شــده اســت.  دوشــن و اخت
ــگاه  ــمیت، از دانش ــرت گلداس ــا آران و ب ــت کیان ــس از موفقی پ
تجاری ســازی  بــرای  آپــی  اســتارت  شــرکت های  کالیفورنیــا، 
ــیس  ــر، تأس ــدون تکثی ــپ ب ــایی ژنوتی ــپ و شناس ــپر چی کریس
ــخیص  ــرای تش ــپ ب ــپر چی ــت کریس ــن قابلی ــد ]25[. از ای گردی

هویــت جنایــی نیــز می تــوان اســتفاده نمــود. در اصــل، کریســپر 
چیــپ در آینــده توانایــی تشــخیص SNPهــا را دارد و ایــن 
توانایــی می توانــد کاربــرد آن را بــه طــور قابــل توجهــی گســترش 
دهــد ]27[. همچنیــن، کریســپر چیــپ ایــن پتانســیل را دارد کــه 
ــپر  ــد. روش کریس ــترش ده ــال را گس ــک دیجیت ــای ژنومی مرزه
 crRNA و کمپلکــس شــده بــا Cas چیــپ شــامل آنزیم هــای
ــا  ــتور ب ــر روی ترانزیس ــت آن ب ــدف و تثبی ــرای ه ــی ب اختصاص
 gFET .اســت )gFET( خاصیــت اثــر میدانــی مبتنــی بــر گرافــن
ــوری  ــه زنب ــوری و لان ــن )ســاختار بل ــه گراف ــک لای ــا شــامل ی ه
ــه  ــه ب ــاده ک ــن م ــازک اســت. ای ــاده ن ــن( فوق الع ــس کرب از جن
ــی  ــدازه کاف ــه ان ــود، ب ــتفاده می ش ــانا اس ــه رس ــک لای ــوان ی عن
ــوای  ــد محت ــکان می ده ــان ام ــه مهندس ــه ب ــت ک ــاس اس حس
ــه  ــاوری کریســپر چیــپ ب ــد. فن ــی را تشــخیص دهن ــول یون محل
کریســپر اجــازه می دهــد حتــی در هنــگام اتصــال شــیمیایی 
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ــال  ــد و gFET اتص ــته باش ــب را داش ــرد مناس ــن عملک ــه گراف ب
ــد.  ــخیص می ده ــدف را تش ــه DNA ه ــس gRNA-Cas ب کمپلک
ــر  در حقیقــت gFETهــا هســته مرکــز حســگر زیســتی مبتنــی ب
ــدف  ــال DNA ه ــان اتص ــد. در زم ــکیل می ده ــا را تش ریزآرایه ه
بــه کمپلکــس کریســپری مربوطــه )RNP(، تغییــرات در رســانایی 
ــود  ــتور می ش ــی ترانزیس ــواص الکتریک ــر خ ــث تغیی ــن باع گراف
کــه می تــوان تغییــر جریــان آن را انــدازه گیــری کــرد. قابل توجــه 
اســت کــه ایــن فنــاوری بــه مولکول هــای گزارشــگر لیبــل شــده، 
ــه  ــه عبــارت دیگــر کمپلکــس RNP متصــل ب ــا ب ــدارد ی نیــازی ن
 DNA ــیون ــدف )هیبریداس ــه DNA ه ــال ب ــس از اتص ــن پ گراف
هــدف بــه کمپلکــس RNP( خــواص الکتریکــی gFET را تحریــک 
می شــود الکتریکــی  ســیگنال  تولیــد  بــه  منجــر  و   می کنــد 
)شــکل ۷( ]30[. از روی تحلیــل ایــن ســیگنال، تشــخیص نمونه ها 
و نتیجــه آزمــون صــورت می گیــرد. Cas9 کمپلکس شــده بــا 
ــود(  ــه می ش ــه آن RNP گفت ــه ب ــدف )ک ــک sgRNA خــاص ه ی
 RNP .ــود ــت می ش ــاختار gFET تثبی ــن در س ــطح گراف روی س
ــی  ــا زمان ــد ت ــکن می کن ــی را اس ــده کل DNA ژنوم ــت ش تثبی
کــه توالــی هــدف خــود را شناســایی کنــد )مکمــل انتهــای 
'5 در sgRNA( و پــس از شناســایی بــه DNA هــدف متصــل 
ــس  ــه کمپلک ــدف ب ــی DNA ه ــداد اتصــال انتخاب ــود. روی می ش
ــد و منجــر  ــل می کن ــی gFET را تعدی ــای الکتریک RNP ویژگی ه
ــه می شــود  ــرض 15 دقیق ــی در ع ــه خروجــی ســیگنال الکتریک ب
 DNA ــای ــل نمونه ه ــه و تحلی ــرای تجزی ــپ ب ــپر چی [31[. کریس
جمع آوری شــده از رده هــای ســلولی HEK293T کــه پروتئیــن 
خاصــی را بیــان می کنــد و نمونه هــای بالینــی DNA بــا دو 
ــه  ــلا ب ــراد مبت ــولًا در اف ــه معم ــی ک ــزا در اگزون های ــش مج جه

دیســتروفی عضلانــی دوشــن حــذف می شــوند، بکارگیــری شــده 
اســت. در ایــن ارزیابــی، کریســپر چیــپ نشــان داد کــه دارای حــد 
تشــخیصی 1.7 فمتومــولار و بــدون نیــاز بــه تکثیــر ژنومــی اســت. 
میانگیــن بازدهــی ایــن روش بیــش از 92 درصــد تخمیــن شــده 
ــۀ  ــه تکه تکه شــدن نمون ــازی ب ــپ نی ــه کریســپر چی اســت. اگرچ
ــاز دارد  ــی نی ــه ژنوم ــازی نمون ــه خالص س ــی ب ــدارد ول ــی ن ژنوم
[32-30[. بــرای طراحــی کریســپر چیــپ ابتــدا لازم اســت تراشــه 
ــا  gFET ســاخته شــود. امــروزه شــرکت های تجــاری نظیــر گرافن
ــن را  ــر گراف ــی ب ــه های مبتن ــن تراش ــز ای ــپ نی ــه بیوچی و آرچ
ــه تراشــه های  ــا تهی ــس از ســاخت ی ــد. پ ــه کرده ان ــازار ارائ ــه ب ب
ــد  ــق پیون ــن از طری ــطح گراف ــر روی س ــای Cas ب gFET، آنزیم ه
 ،Cas آنزیــم  تثبیــت  از  بعــد  می شــوند.  تثبیــت  شــیمیایی 
مســدودکردن ســطح گرافــن بــا مــواد خاصــی نظیــر پلــی اتیلــن 
گلیکــول )PEG( بــرای جلوگیــری از جــذب غیــر اختصاصــی 
ــت  ــت Cas تثبی ــود. در نهای ــام می ش ــاردار، انج ــای ب مولکول ه
شــده بــا یــک sgRNA اختصاصــی DNA هــدف، کمپلکــس 
می شــود و کمپلکــس RNP را تشــکیل می دهــد. بــه بیــان دیگــر، 
قــدرت تشــخیصی در ســامانه کریســپر چیــپ بــه دلیــل ترکیــب 
دو جــزء اصلــی آن یعنــی RNP و گرافــن اســت. RNP نــه تنهــا 
اختصاصــی بــرای شناســایی یــک توالــی مشــخص اســت، بلکــه 
قابــل برنامه ریــزی بــرای شناســایی هــر توالــی دلخواهــی اســت. 
ــش  ــه جــذب و برهمکن ــاد ب ــن دارای حساســیت بســیار زی گراف
ــاختار  ــن، س ــوده و بنابرای ــود ب ــطح خ ــاردار درس ــای ب مولکول ه
ــه  ــا همــان کریســپر چیــپ آن را ب ــی گرافــن و کریســپر ی ترکیب
یــک کاندیــدای ایــده آل بــرای نســل بعــدی حســگرهای زیســتی 

ــد ]33-35[. ــل می کن ــک تبدی ــیدهای نوکلئی ــاگر اس شناس

شــکل 7: کریســپر چیــپ تشــخیص ژن را در کمتــر از 15 دقیقــه امکان پذیــر می کنــد. کریســپر چیــپ از توانایــی هدف گیــری ژن توســط Cas9-CRISPR و حساســیت 
gFET بــرای شناســایی ســریع یــک هــدف ژنــی از کل نمونــه ژنومــی بــدون تکثیــر اســتفاده می کنــد ]30[.
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نتیجه گیری
ــت  ــه گرف ــوان نتیج ــروری می ت ــه م ــن مطالع ــوع، از ای در مجم
ــت  ــن هوی ــر کریســپر در تعیی ــی ب ــه طراحــی کیت هــای مبتن ک
جنایــی، امنیــت زیســتی و امنیــت غذایــی بــا حساســیت و 
ــدف، مناســب  ــد ه ــان چن ــالا و تشــخیص همزم ــت ب اختصاصی
اســت. همچنیــن، پیش بینــی می شــود در آینــده، کیت هــای 
ــک روش  ــوان ی ــه عن ــپ، ب ــپر چی ــر کریس ــی ب ــخیصی مبتن تش
ــرای شناســایی  میدانــی و بــدون نیــاز بــه تکثیــر اولیــه ژنــوم، ب
تشــخیص  و  ســلامت  و  زیســت  حوزه هــای  در  پاتوژن هــا 
ناهنجاری هــای ژنتیکــی و تعییــن هویــت جنایــی مــورد اســتفاده 

ــرد. ــرار گی ق

ــن اســاس، طراحــی  ــس: برای ــرای پلی ــردی ب ــی کارب ــکات بالین ن

ــت  ــن هوی ــت تعیی ــیار، جه ــاده و س ــگری س ــامانه های حس س
ــه  ــی ک ــریع پاتوژن های ــایی س ــت، شناس ــل جنای ــی در مح جنای
ــد و همچنیــن تعییــن ناهنجاری هــای  پتانســیل پاندمــی را دارن

ــک  ــتفاده از ی ــا اس ــه ای ب ــای نقط ــر جهش ه ــی ب ــی مبتن ژنتیک
قطــره خــون بیمــار، از نــکات بالینــی و جنایــی اســتفاده از 

ــپ اســت. ــپر چی کریس
تشــکر و قدردانــی. مطالعــات فــوق در پژوهشــکده علــوم و فناوری 

زیســتی دانشــگاه صنعتــی مالــک اشــتر انجــام گرفــت. از ایــن رو، 
از زحمــات مســئولین ایــن دانشــگاه، قدردانــی می شــود.

ــن  ــدی زی ــه، مه ــده و طراحــی مقال ــه ای ســهم نویســندگان. ارائ

آنهــا، مهــدی  تحلیــل  و  و تجزیــه  داده  الدینــی؛ جمــع آوری 
ــه  ــال محمــدی. هم ــام جم ــرا مردشــتی و فرن ــی، زه ــن الدین زی
نویســندگان در نــگارش اولیــه مقالــه و بازنگــری آن ســهیم بودنــد 
و همــه بــا تأییــد نهایــی مقالــه حاضــر، مســئولیت دقــت و 

صحــت مطالــب منــدرج در آن را می پذیرنــد.
تصریــح  مقالــه  نویســندگان  بدین وســیله  منافــع.  تعــارض 

ــه  ــال مطالع ــی در قب ــارض منافع ــه تع ــه هیچ گون ــد ک می نماین
ــدارد. ــود ن ــر وج حاض

منابع مالی. این مقاله هیچ گونه حمایت مالی نداشت.
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