
Applied Molecular Biology
Vol.1, issu.1, Winter. 2023

CRISPR-Based Diagnosis and
Treatment of Human

Cytomegalovirus (HCMV) Infection
* Fatemeh Abdi Vazvani
** Fatemeh Akbarian

Abstract
Human cytomegalovirus is the largest and most prevalent

member of the human herpes virus family. The only natural host
of this virus are humen, with a worldwide outbreak. According to
the health, economic, and social circumstances in various
societies, 80 percent of adults typically have antibodies against
the cytomegalovirus. This infection is asymptomatic and spreads
in the environment by disseminating the virus from the infected
person after the infection. As a result, there is a significant
chance of infection and widespread diffusion of this virus. The
purpose of this investigation is to utilize cutting-edge CRISPR
genome editing technology to gather data on the life cycle,
infectiousness, genetics, diagnosis, and therapy of this virus.
Human cytomegalovirus, therapy, genome editing, and
infectivity were used as keywords in the NCBI and PubMed
databases to find the data for this study. These databases
eventually yielded 80 articles, among which 42 were selected
based on the criteria outlined in this article. The study of the
preceding cases has demonstrated the effective use of the
CRISPR tool with the Sherlock technique in the clinical
diagnosis of this virus. Therefore, the use of this technology is
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recommended to doctor and professionals for rapid and cost-
effective diagnosis and treatment, being aware of its risks and
challenges.
Keywords: Human Cytomegalovirus(HCMV), Treatment, Gene
Editing, Diagnosis,  Infectivity, CRISPR/Cas, SHERLOCK
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چکیده
یانسانهايروسیعضو خانواده هرپس ونتریعیو شانیتربزرگیانسانروسیوتومگالویسا

. به طور باشدیآن میعیطبزبانیداشته و انسان تنها میجهانوعیشروسیونی. اشودیمحسوب م
تیحسب وضعبرنیوجود دارد که اتومگالیساروسیضد ويبادیآنتنادرصد از بالغ80دریکل

بدون تومگالیدر جوامع مختلف، متفاوت است. عفونت با سایو اجتماعياقتصاد،یبهداشت
نیالذا ؛شودیمنتشر مطیاز شخص مبتلا، در محروسیبا دفع ویعلامت است و بعد از آلودگ

یاطلاعاتيمطالعه، گردآورنیدارد. هدف از اییبالازاییده و احتمال عفونتگسترانتشار روسیو
با استفاده از روسیونیو درمان اصیتشخروس،یوکیژنت،ییزاعفونتیبر چرخه مولکولیمبن

يهادادهگاهیمطالعه از پانی. اطلاعات موجود در اباشدیمسپریژنوم کرشیرایونینويتکنولوژ
NCBIوPubMedژنوم شیرایدرمان، و،یانسانتومگالیساروسیويدیبا استفاده از کلمات کل

42ها به دست آمد که دادهگاهیپانیمقاله توسط ا80جهیشده است. درنتيگردآورزاییعفونتو
انگریذکرشده بنوشتار انتخاب شدند. مطالعه موارد نیمورد بحث در اهاياریمقاله با توجه به مع

لذا؛بوده استروسیونیاینیبالصیشرلوك در تشخکیبا تکنسپریابزار کرمیعظيریکارگهب
آن به پزشکان و متخصصان جهت هايبا درنظرگرفتن خطرات و چالشکیتکننیاستفاده از ا

.گرددیمشنهادیپنههزیو کمعیو درمان سرصیتشخ
ژنوم، شیرایو،زاییعفونت، درمان، )HCMV(یسانانتومگالیساروسیو: واژگان کلیدي

.SHERLOCK ,CRISPR/Casص،یتشخ
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مقدمه
240اي با ژنومی نزدیک به رشتهدار دوDNAسایتومگال انسانی یک ویروس 

هامرکز کنترل و پیشگیري از بیماريهاي]. با توجه به گزارش1باشد [کیلوباز می
)CDC= Centers for Disease Control and Prevention(و سازمان بهداشت جهانی
)WHO= World Health Organization(تواند افرادي ، ویروس سایتومگال انسانی می

اما می؛بدون علامت استمعمولاCMVًچه عفونت را در هر رده سنی مبتلا کند. اگر
و پیوند عضوهاي شدیدي در افراد داراي نقص ایمنی، افراد داراي امدتواند منجر به پی

.]3, 2بیماران نیازمند به تزریق خون شود [
CMVها ها، کبد و لنفوسیتکلیهتواند در غدد بزاقی،پس از عفونت اولیه می

اند از طریق وتجایگزین شده و منجر به ایجاد عفونت مزمن گردد. این ویروس می
کلی بزاق و ادرار اما به طور؛ادرار، بزاق، منی، ترشحات گردن رحم و شیر دفع شود

هاي دهانی و ترین راه انتقال این ویروس، مسیرباشد. مهممنابع اصلی انتشار ویروس می
تماس جنسی هم امکان خون، پیوند اعضا واما از طریق جفت، تزریق؛تنفسی است

سال و افراد بالغ باعث 7در افراد طبیعی بالاي CMV]. عفونت با 4انتقال وجود دارد [
ي در این بیمار.گرددعفونی می)Mononucleosis(سندرمی مشابه به منونوکلئوزایجاد

عملکرد کبد، تب، دردهاي عضلانی و لنفوسیتوز با افزایش در تعداد هاياختلال
-بادياما از نظر وجود آنتی؛وجود دارد)Atypic Lymphocytes(هاي آتیپیک لنفوسیت

بب افتراق این بیماري با منونوکلئوز ناشی از هاي هتروفیل منفی است که این مورد س
].4گردد [می) EBV(ویروس اپشتن بار 

نشان دهد، متخصصان براي تواند علائم مختلفی را میHCMVجایی که از آن
]. 5ند [اهاي قابل توجهی مواجهموقع و درست این ویروس، با چالشتشخیص ب

باشد و لذا از سیستم ایمنی بدن میهمچنین این ویروس نهفته پایدار، قادر به گریز 
هاي پرخطر محسوب عفونت ناشی از آن به عنوان یک بحران بهداشتی در جمعیت

.]2[شود می
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شیوع ویروس سایتومگال انسانی)1
100به طوري که شیوع ؛ویروس سایتومگال انسانی در جهان بسیار شایع است

است آمریکاي شمالی گزارش شدهدرصدي در اروپا و 80درصدي در آفریقا و آسیا و
]. در آمریکا 7]. سایتومگالوویروس قادر است افراد در هر رده سنی را مبتلا کند [6[

سالگی به 5یک سوم کودکان در سالگی و تقریبا40ًدرصد بزرگسالان در 50بیش از 
تلا شده در نوزادان مب]. میزان مرگ و میر مشاهده7شوند [ویروس سایتومگال آلوده می

افراد گروه 2عفونت با این ویروس در ]. 4باشد [درصد می30به این ویروس حدودا 
بسیار اهمیت دارد:

طی بارداري قابلیت عبور از جفت را دارد، HCMV) نوزادان: از آنجا کهالف
هاي تواند طی عود ویروس نهفته موجود در بدن مادر، از جفت عبور کرده و عفونتمی

هاي مادرزادي ممکن است باعث مرگ ن جنین ایجاد کند. عفونتشدیدي را در بد
:CMID(جنین در داخل رحم شده یا ابتلا به بیماري اجسام سیتومگالیک نوزادان

Cytomegalic Inclusion disease of the newborn(متولدشده را ایجاد کند. در تازه
دت درگیر شده و شال بهاین نوزادان سیستم اعصاب مرکزي و سیستم رتیکولواندوتلی

و میکروسفالی ریزي، اختلالات بینایی، کاهش شنوایی، آسیب کبدي علائمی مانند خون
همچنین بعضی نوزادان هنگام زایمان و عبور از کانال زایمان، دچار ؛شودمشاهده می
شوند.عفونت می

ریه و کبد در گیرندگان پیوند کلیه، قلب،CMVب) بیماران مبتلا به نقص ایمنی: 
توان به تب، ترین آن میشود که از مهممنجر به ایجاد عوارض و علائم متعددي می

ترین عارضه در این بیماران کولیت اشاره کرد. شایعلکوپنی، هپاتیت، گاستریت و
].4پنومونی است [

ایی سایتومگال انسانیزچرخه مولکولی عفونت)2
اي را براي بررسی و مطالعه روس، انگیزهمشکلات اجتماعی ناشی از سایتومگالووی
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کند. ژنوم ویروس سایتومگال انسانی زایی پیچیده آن ایجاد میچرخه زندگی و عفونت
هاي عملکردي را دارد و به باشد که توان بیان پروتئینقاب خوانش باز می192داراي 

]. پتانسیل 8[است هاي هرپس شناخته شدهین ژنوم در میان دیگر ویروسرتعنوان بزرگ
گذاري این ویروس گسترش بیشتري یافته و سطح بالایی از پیچیدگی ژنوم را نشان کد
شود و عملکرد سلولی میویروس و میزبان باعث تغییري]. تعاملات پویا9دهد [می

هاي پوششی ویروسی ]. گلیکوپروتین10نیاز است [براي تکثیر و انتشار ویروس مورد
هاي سلول میزبان در حین ورود با گیرنده،ره عفونی قرار دارندکه در قسمت خارجی ذ

سلول میزبان یا اندوسیتوز وارد سلول میزبان يکنند تا از طریق ادغام با غشاتعامل می
هاي میزبان براي هاي ویروسی به کپسید متصل شده و با میکروتوبولشوند. پروتئین

]. 13-11کنند [ون هسته تعامل میهاي ویروسی به پوشش هسته و درانتقال کپسید
هاي آلوده به وسیله ذرات عفونی هاي داخل سلول در سلولدراین زمان، سایر پروتئین

تا شروع پاسخ ند ریگمیهاي مختلف داخل سلول را هدف کنند و مکانرسوب می
این بسیاري از ]. علاوه بر16-14ایمنی را مهار و بیان ژن ویروسی را تنظیم کنند [

دهی و متابولیسم سلولی را هاي سیگنالرشده با ویروس، مسیهاي کدگذاريوتئینپر
شود کنند که باعث حمایت از همانندسازي ویروس و فرار از سیستم ایمنی میتنظیم می

به چند کلاس زمانی ،هاي ویروسی به صورت آبشاري بوده]. بیان این پروتین18, 17[
IE)Immediate Early( ،DE)Delayed Early ( وL)Late(شود که هرتقسیم می

ها در هسته ]. کپسید20, 19کنند [هاي مختلف چرخه عفونی را تنظیم میکدام جنبه
دولایه هسته و لامین يجمع شده و خروج آنها از هسته از طریق اختلال در غشا

تقال ذرات انرسد، ادغام و]. هنگامی که کپسید به سیتوپلاسم می22, 21اي است [هسته
]. مسیر ترشحی سلول 23افتد [ویروسی از طریق همکاري چند مسیر سلولی اتفاق می
ها، براي تشکیل یک مجموعه شامل شبکه آندوپلاسمی، دستگاه گلژي و اندوزوم
]. در این مجموعه، 25, 24گیرد [ویروسی سیتوپلاسمی پیچیده مورد استفاده قرار می

هاي داخل سلولی به دست میوسی را از وزیکولکپسید، لایه پوششی و پوشش ویر
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عفونی، به نام رآورد. در مرحله بعد، ذرات عفونی تولیدشده به همراه سایر ذرات غی
). 1شوند (شکل اجسام متراکم، به فضاي خارج سلولی فرستاده می

شناسی توجهی به درك زیستهاي اخیر، مطالعات پروتئومی کمک قابلسالدر
شناسی هاي پروتئومی با ویروساست. ادغام رویکردتومگال انسانی کردهویروس سای

است مراحل توانستههاي بیوشیمیاییکروسکوپی و تکنیکمولکولی، مطالعات می
،یافتنی نبوددستدر سطحی که قبلاًرا مختلف چرخه زندگی سایتومگالوویروس 

].26توصیف کند [
.

. شکل فوق روس سایتومگال انسانیویزاییعفونت.  چرخه مولکولی 1شکل
باشد.] می43برگرفته از مقاله [

تشخیص بر مبناي تکنولوژي کریسپر)3
=CRISPR(اي منظمدار خوشههاي کوتاه پالیندرومی فاصلهتوالی Clustered

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats(هاي ، به عنوان بخشی از توالی
DNAتري فراهم کنند. این توانند ایمنی اکتسابی را براي باکمیهاکاریوتدر ژنوم پرو
ر اند که باکتري آنها را دهاي باکتریوفاژ بودهواقع قسمتی از ژنوم ویروسها درتوالی
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ژنوم خود ذخیره کرده و در صورت برخورد مجدد با همان باکتریوفاژ، از این سیستم 
کنند. در ادامه باکتري با رونویسی از این میبراي تشخیص مجدد باکتریوفاژ استفاده 

gRNA: Guide(راهنما RNAخاص، یک توالی پالیندرومی از جنس DNAقطعه 

RNA(به آن ،تواند مکمل خود را در ژنوم باکتریوفاژ شناسایی کردهکه میکندایجاد می
متصل به DNAدهنده متصل شود. بخش دیگر این سیستم دفاعی، یک آنزیم برش

شدن د و پس از متصلوشمیکریسپر متصل gRNAاست که به Casکریسپر به اسم 
RNAبهDNA27کند [باکتریوفاژ را غیر فعال می،ویروسی، آن را برش زده .[

اساس مشابهت و فراوانی بالا صورت گرفته و به چهار برCasهاي گذاري اولیه ژننام
,Cas1دسته Cas2, Cas3, Cas4 بندي هاي اخیر، طبقه]. در سال28[تقسیم شدند

طوري که ه ب؛پیشرفت و تغییرات چشمگیري داشته استCRISPR/Casهاي سیستم
].29شود [زیرگروه تقسیم می48گروه و 6کلاس اصلی، 2بندي جدید در طبقه

هاي تشخیصی کریسپر، تشخیص ترین حوزه مورد بررسی سیستمگسترده
Cas13aهاي هایی را بر اساس خانوادهین محقق روشهاي ویروسی است. چندعفونت

-SHERLOCK)Specific Highترتیب اند که بهتوسعه دادهCRISPR/Cas12aو  

Sensitivity Enzymatic Reporter un-Locking ( وDETECTR)DNA

Endonuclease-targeted CRISPR Trans Reporter(شوند. روش  نامیده می
DETECTRو زیرگروه  4هاي گروه از آنزیمCas12aکند و روش استفاده می

SHERLOCKو زیرگروه 5هاي گروه از آنزیمCas13a32-30کند [استفاده می .[
با روش کریسپر EBVو CMVها شامل دار مثل هرپس ویروسDNAهاي ویروس

له تکنیک شوند. در محیط بالینی شناسایی ویروس سایتومگال انسانی به وسیشناسایی می
SHERLOCK34, 33گیرد [صورت می.[

اي براي تشخیص و شناسایی روش بالقوهDETECTRو SHERLOCKفناوري 
هاي فوق حساس است که نیاز به پردازش و هاي عفونی با آزمایشسریع بیماري

تجهیزات پیچیده ندارد. این تکنیک با این مکانیسم به تشخیص ویروس سایتومگال 
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DNA، از طریق پیش تقویت SHERLOCKازد. واکنش پردانسانی می

)Preamplification( با یک ریکامبینازRPAتقویت یا پیشRNA)Recombinase

Polymerase amplification( با رونویسی معکوسRPA)Reverse – transcriptase

RPA(شدن آنزیم و سپس تشخیص و فعالCas13aر، تکثیدر طول پیششود.انجام می
شده تقویتDNAشوند تا امکان رونویسی از پلیمراز اضافه میT7 RNAپروموتورهاي 

، Cas13aتوان از طریق انکوباسیون با  را میRNAرا فراهم کند. سپس این RNAبه
فلورسنت شناسایی کرد. با اتصال RNAهاي با کریسپر و حسگرRNAروابط مکملی 

را در محلول RNAهاي فعال شده و سایر گونهCas13aهدف، آنزیم RNAیک توالی 
شناخته )Collateral Cleavage(این پدیده به عنوان اثر برش جانبی .کنداز هم باز می

5در انتهاي )Reporter(با یک مولکول فلورسنت گزارشگرRNAهاي رشود. حسگمی
فعال Cas13aط پریم توس3در انتهاي )Quencher(کننده پریم و یک مولکول خاموش

). در 2] (شکل 35شود [شدن یک سیگنال فلورسنت ایجاد میشده و پس از شکافته
گزارشگر، تولید فلورسنت و درنتیجه RNA، برش Cas13سازي توسط غیاب فعال

). فناوري کریسپر به دانشمندان 2] (شکل 35پذیر نیست [تشخیص عامل ویروسی امکان
الگو و استفاده از یک پروتئین متصل به RNA، با تغییر دهد با روشی مشابهاجازه می

].27سلول مورد نظر اعمال کند [DNA، تغییراتی در Casکریسپر موسوم به 

شکل برگرفته ، SHERLOCKمبناي .  مکانیسم تشخیص ویروس بر2شکل
باشد.می]44از مقاله [
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درمان بر مبناي تکنولوژي کریسپر)4
شوند:حالت متمایز مشاهده می3در هاي ویروسی عفونت

حال تکثیر و تولید ویروس است و پس . عفونت لیتیک: ویروس به طور فعال در1
ها، از طریق لیز سلولی آزاد هاي پروتینی یا کپسیدبندي ژنوم ویروسی در پوششهاز بست

].36برند [شوند و درنتیجه سلول میزبان را از بین میمی
تواند شود که میویروس وارد یک حالت خفته می،در آن. عفونت نهفته: که2
هاي مهم انسانی از جمله سایتومگالوویروس ها در آن باقی بماند. بسیاري از پاتوژنسال

].37شوند [باعث عفونت نهفته می
. عفونت مزمن: تکثیر مداوم ویروس در سطح پایین که منجر به آسیب مزمن اندام 3

].38شود [می
ت ویروسی نهفته و مزمن، ژنوم ویروسی به طور نامحدود در داخل سلول در عفون

شود. هنگامی که ویروس در داخل شود یا در ژنوم میزبان ادغام میمیزبان نگهداري می
اخیر در هاي]. پیشرفت39برانگیز است [سلول میزبان ساکن شد، درمان آن بسیار چالش

امکان ایجاد تغییرات دقیق در CRISPR/Cas9خصوص هاي ویرایش ژن بهتکنیک
].  هدف 40است [دار فراهم کردهDNAهاي اي از ژنوم، از جمله ویروسطیف گسترده

راهنما RNAپروکاریوتی و یک توالی Cas9روش کریسپر بر بیان مشترك یک نوکلئاز 
=DBS(ايرشته2دچار شکست Cas9توسطgRNAگیري است. هنگامی که هدف

Double-Stranded Break(اصلی ترمیم آسیب با هم رقابت کرده و فرایندشود، دو می
=NHEJ(شوند. اتصال انتهاي غیرهمولوگباعث تغییراتی در توالی اصلی می Non-

homologous end-joining( ها اغلب مستعد خطاست که در آن جفت بازفرایندیک
شوند و به دیده اضافه یا کم میآسیبقبل از اینکه دو انتها به هم متصل شوند، به دنباله 

=INDEL(هايطور قابل توجهی باعث جهش Insertion and deletion(شوند. می
=HR(نوترکیبی همولوگ  Homologous Recombination( نیز توالی را با استفاده از

DNAکند که وقتی با ساختار همولوگ به عنوان  الگو ترمیم میDNAیی از هابخش
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]41کند [شود، امکان ایجاد تغییرات دقیق در ژنوم هدف را فراهم میژن جفت میاگزو
). 3(شکل 

هاي مبتنی بر کریسپر سنجی استفاده از تکنیکدر ادامه به بررسی کارایی و امکان
گیري هاي مبتنی بر کریسپر براي هدفپردازیم. روشمیHCMVبراي مهندسی ژنوم 

و نوترکیبی همولوگ INDELلوویروس از طریق جهش هاي ژن سایتومگاموثر توالی
هاي هاي تجربی مختلف، متوجه شدیم که جهششوند. پس از ارزیابی پارامتراستفاده می

INDEL با واسطهNHEJدر ؛درصد ژن شوند75توانند منجر به حذف بیش از می
درصد 40از توانند به نوترکیبی بیشمیHRشده توسط گیريهاي هدفحالی که جهش

هاي اولیه کریسپر در فیبروبلاستبرسند. درمجموع این نتایج زمینه را براي استفاده از
هاي سازي تولید ویریوناص در ژنوم سیتومگالوویروس، سادهجهت ایجاد تغییرات خ

]. با 42کند [فراهم میHCMVهاي مهم براي تکثیر فرایندجهش یافته و تسهیل بررسی 
هاي ویروسی قراردادن ژنومتوانند براي هدفهاي مبتنی بر کریسپر میماین حال، سیست

در داخل سلول میزبان مورد استفاده قرار گرفته و آنها را براي رونویسی و تکثیر دچار 
هاي نسیل درمانی براي عفونتتواند پتامشکل کند. بنابراین ویرایش ژن می

].39برانگیز ارائه دهد [چالش
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شکل برگرفته از مقاله .درمانییسم عملکرد تکنولوژي کریسپر در ژن. مکان3شکل
باشد.] می39[

گیرينتیجه
تکنولوژي کریسپر به عنوان یک کشف برجسته و نوظهور در زمینه مهندسی ژنتیک 

هاي پزشکی بالینی دارد. به علاوه این اي در بسیاري از زمینهثیر عمدهأو تپدیدار شده
هاي عفونی دارد و ص بیماريهاي پیشین در تشخیی مشابه روشکیفیتتکنیک دقت و

هاي پیشین است. در این مقاله ما مواردي را در خصوص ویروس تر از تکنیکارزان
زایی، استفاده از کریسپر در سایتومگال انسانی از جمله شیوع، چرخه مولکولی عفونت

ین روش بررسی کردیم. با هزینه و همچنین درمان این ویروس با اتشخیص سریع و کم
درمانی هاي ژنهاي مالی و مدیریتی قابل توجهی در استفاده از روشاین حال چالش

خصوص ویرایش ژن از طریق تکنولوژي کریسپر وجود دارد که باید قبل از استفاده از به
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هاي بزرگ و جهانی مورد توجه قرار گیرد. پیشرفت چشمگیر تکنولوژي آن در مقیاس
هاي اخیر و درك بهتر از دوام و ایمنی ویرایش ژن، ممکن است در آینده منجر در دهه

هاي ژنتیکی، تر و با کارایی بالاتر در درمان بیماريهاي ایمنبه شناخت بهتري از روش
هاي خونی گردد. تشخیص و ها و بیماريهاي ویروسی مزمن، انواع سرطانعفونت
در آینده نزدیک در موارد بالینی مورد استفاده قرار هاي مبتنی بر کریسپر احتمالاًدرمان

العاده این روش و خطرات بالقوه آن آگاه خواهند گرفت و پزشکان باید از پتانسیل فوق
باشند.
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