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Abstract 

Plasmids play an important role in the spread of antibiotic resistance among bacterial strains that pose a 

threat to global health. Traditional methods of curing plasmid rely on the development of bacterial strains under 

inappropriate conditions, such as high temperature or the addition of intruding agents that interfere with the structure 

of DNA synthesis during the replication of plasmids. Other methods rely on the phenomenon of plasmid 

compatibility based on the principle of competition between identical plasmids but require accurate knowledge of 

the mechanism of multiplying the target plasmid, in addition to the subsequent treatment of the interfering plasmid. 

With the advent of Crispras9, which simulates natural bacterial defense against plasmid and latex infiltrators, this 

technique has been used as an accurate tool for targeting places specializing in plasmid DNA. In this review, we will 

address the most important methods of removing and deleting plasmids from bacterial cells. 

Key words: Plasmid, Type of plasmid, Mechanism the replication of plasmid, curing plasmid, CRISPRcas9. 
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 الطرق المختلفة لحذف البلازميدات البكتيرية تقييم
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 جامعه بابل –كليه العلوم  –قسم علوم الحياة 
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 جامعه بابل –كليه العلوم  –قسم علوم الحياة 
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 رشا نايف علي
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 ةالخلاص
لذا  لمية.انتشار صفة مقاومة المضادات الحيوية بين السلالات البكترية والتي تشكل تهديدا  على الصحة العاتلعب البلازميدات دورا مهما في 

كترية في ظل تعتمد الطرق التقليدية لازالة البلازميد على تنمية السلالات الب .للحد من انتقال البلازميداتو كفيلة اقتضت الضرورة ايجاد طرق ناجعة 
تعتمد رى أساليب أخهنالك  ظروف غير ملائمة ، مثل ارتفاع درجة الحرارة أو إضافة عوامل أقحام تتداخل مع بنية تركيب الدنا اثناء تكرار البلازميد.

المستهدف ،  ة تضاعف البلازميديعلى ظاهرة عدم توافق البلازميد القائمة على مبدأ التنافس بين البلازميدات المتطابقة ولكنها تتطلب معرفة دقيقة بآل
تسللين من كاة الدفاع البكتيري الطبيعي ضد المالتي هي محا 9مع ظهور تقنية كريسبركاس . بالإضافة إلى المعالجة اللاحقة للبلازميد المسبب للتداخل

تناول اهم في هذه المراجعة سن .البلازميدي اداه دقيقة لاستهداف اماكن متخصصة في الحمض النووي لتكون هذه التقنية  م استثمارالبلازميد والعاثي، ت
 . يةبلازميدات من الخلايا البكتير والحذف للزالة لاطرق ا

 .9آلية تضاعف البلازميد،حذف البلازميد، تقنية كريسبركاس انواع البلازميد، البلازميد ، :دالةالكلمات ال

 

 المقدمة
" مركبات"وهي  ،بالبلازميداتبشكل مستقل عن المادة الوراثية للبكتيريا  تتضاعفالإضافية التي الحلقية  تسمى الجزيئات

، مما والبيئية إلى البكتيريا المضيفة المرضية صفاتالبلازميدات ينقل الإن تبادل  .مهمة لنقل المعلومات الوراثية بين البكتيريا
، تم تحديد عدد كبير من البلازميدات وعزلها على مدى العقود الستة الماضية يعزز تطورها السريع والتكيف مع البيئات المختلفة

تسلسل كامل من البلازميدات الموجودة  4600ر من تم تحديد أكث مع ثورة تكنولوجيا التسلسل و المختلفة الاحياء المجهريةمن 
مثل البروتينات  الضراوةبعض البلازميدات لها دور مهم في توليد عوامل . [1] ةالخلايا حقيقية النوا و  البكتريا القديمةفي البكتيريا و 

على حتوي البلازميدات كما ت جينات المقاومة للمضادات الحيوية، ولها أيضًا دور حيوي في نقل المسؤولة عن قتل البكتيريا
الكائنات الحية الأخرى أو عن طريق الدفاع عن الخلية المضيفة عن طريق ، إما عن طريق قتل جينات تعزز بقاء الكائن الحي

 ، فإنها لا تحتوي عادةً إلا على عدد قليل من الجينات ذات الوظيفة المحددةظرًا لأن البلازميدات صغيرة جدًان .إنتاج السموم
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من خلية الى اخرى وحيث تستطيع هذه  ةالوراثية الغريب ةلنقل الماد ةونتعتبر البلازميدات نواقل تستخدم في تجارب الكل. [2]
م ستخدوت،  أيضا .ي أجزاء قصيرة من الحمض النوو  كلونهالبلازميدات مفيدة في  ةالجينات التعبير والتضاعف في الخلايا الجديد

لطفره  ةنتيج ةان الامراض المتوارث  [3].كبيرة، بكميات نسولينيشفر للا، مثل البروتين الذي البروتينات ساخنستالبلازميدات لا
معين ويمكن علاج هذه الطفرات باستخدام البلازميدات في العلاج الجيني وراثيه تجعل الخلايا غير قادره على تصنيع بروتين 

 بلازميداتات الحيوية و تشكل بلازميدات المقاومة للمضاد. [4]الى داخل الخلايا المتضررة  ةاذ تستخدم لنقل الجينات السليم
 بتراكيز معينة كيمائيةمواد  طرق مختلفة لازالة البلازميدات منها استخدام رورة الى استخدامتهديدا حقيقيا لذا دعت الض ةراو الض

 الاستفادة منفة الى ذلك، ضابالا .(SDS) وكبريتات دوديسيل الصوديوم (EB) وبروميد إيثيديوم (AO) مثل برتقالي أكريدين
الحاملة لصفة  البكتيريةتعريض السلالات منها   البكتيريةعن طريق ايجاد ظروف غير ملائمة لنمو السلالة  العوامل الفيزيائية

مرتفعة و كذلك يتم حذف البلازميد عن طريق  ايجاد صفة عدم توافق بين البلازميدات حرارة ات الى درجة و ار ضالمقاومة او ال
في بكتريا  1987تم اكتشاف نظام كريسبر لاول مره من قبل علماء يابانيين من جامعة اوساكا عام  .[4]البكتيريةفي السلالة 

E.coli  نظام دفاعي مكتسب تستخدمة البكتريا عند تعرضها لهجمات فيروسية و الحمض النووى و تم تعريفة على انه
عبارة عن  (CRISPR)التكرارات العنقودية المتناظرة القصيرة منتظمة التباعد تعتبر تسلسلات كريسبر او,  البلازميدي الاجنبي

 تكالبكتريا و البكتريا القديمة تضم بقايا الحمض النووي للفيروسات التي سبق ان هاجمتسلسلات دنا متواجدة في بدائية النوى 
 يتم و يحتفظ بها كفواصل حتى يستخدمها في الكشف عن الدنا الخاص بتلك الفيروسات في هجماتها اللاحقة  ومن ثم البكتريا

الذي يعمل كانزيم قاطع يستخدم تسلسلات كريسبر في التعرف على توالي معينة من  (Cas 9)9كاس تدميرها بمساعدة بروتين
 الطبيعي البكتيري الاستفادة من هذا النظام  يمكن طبقا للدراسات الحديثة  .[5]الدنا الفيروسات المهاجمة للبكتريا و من ثم قصها

((CRISPR  تم  استنادًا إلى الانتقائية عالية لهذا النظام،  [6]لاستهداف جينوم البكتيريا المسببة للأمراض على وجه التحديد
 .[7]بين السلالات البكتريةانتشار البلازميدات المقاومة للأدوية المتعددة  للحد من البلازميد البكتيري  ازالةفي   مهاستخدا

 تعريف البلازميد
عن الحمض النووي  توجد و تتضاعف بشكل مستقلالبلازميد عبارة عن قطعة دائرية صغيرة من الحمض النووي 

الحمض  عن طريق نقل تطور الكائنات بدائية النواه دورًا حاسمًا في يلعب البلازميد  [8].ةالبكتيريفي الخلايا  الكروموسومي
ها أيضًا في توجد البلازميدات بشكل أساسي في البكتيريا ، ولكن يمكن العثور علي . [9]المختلفة  النووي بين الأنواع البكتيرية

ضها ختلف البلازميدات عن بعت . [11][10]الخلايا ةبعض الكائنات متعددو  Archaea ل البكتريا القديمةكائنات حية اخرى مث
 من حيث الوزن الجزيئي فمنها الصغير و منها الكبير، وبالتالي تختلف في حملها للجينات فمنها لايحتوي على ايالبعض 

 تركيب البكتريا. (1)يوضح شكل . [8]هناك انواع تحتوي على عدة جيناتجين  بينما 
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 تركيب البكتريا (1)الشكل 

 
 ،لسموماعن طريق إنتاج لها الخلية المضيفة منها الحفاظ على بقاء و ديمومة  للبلازميدات العديد من الوظائف المختلفة

لبلازميدات ، منح البكتريا صفة المقاومة المتعددة للمضادات الحيوية المختلفة وكذلك تساهم االبكتيرياتسهل عملية التكاثر في 
   .[12]في عملية الايض الخلوي عن طريق تحويل السكريات المعقدة الى سكريات بسيطة

 (ori) التضاعفاصل : منطقة  ابرزها من مجموعة من المناطق( 2)كما هو موضح في الشكل بلازميدال يتالف
الذي ينظم عملية ( Promoter region)منطقه المشغل  و البكتريا تضاعفنمو و أثناء المسؤولة عن تضاعف البلازميد 

مضادات للمقاومة ال مسؤول عن ايجاد صفة جين و (Primer binding site) منطقة ارتباط البادئ و استنساخ البلازميد
ه استللبلازميد لغرض در  هادخال ( التي تمثل تسلسل معين من الدنا يتمinserted genes) منطقة الجينات الحاشرة و الحيوية

 .  [3]( التي تضم تسلسل معين من الدنا قادرة على قص و لصق مكونات البلازميدRestriction site) و منطقة التقييد

 
   [3]( تركيب البلازميد2شكل )

 
 نواع البلازميداتا

اي قدرة بقاء و تضاعف  )(Compatibility) بين البلازميدات على ظاهرة التوافقية اعتمادا اتبلازميداليمكن تصنيف 
لاتستطيع البقاء  (Ori)مجموعة من البلازميدات المتشابة في منطقة اصل التضاعفالى  (البكتيرية ةاكثر من بلازميد في الخلي

( اما المجموعة الثانية فانها Incompatibility groupsغير متوافقة) اميعمجفي الخلية المضيفة لمدة طويلة ويطلق عليها 
( ولذا فان لها القدرة على البقاء في الخلية المضيفة بشكل ثابت و Oriبلازميدات مختلفة في منطقة اصل التضاعف )تضم 
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إذا كانت في البكتيريا يمكن أن تتعايش البلازميدات المختلفة  .[12](Compatibility groups) تعرف بالمجاميع المتوافقة
هنالك نوع  .[13]مع مرور الزمن من الخلية البكتيريةفانه يحذف البلازميد غير المتوافق  اما فقط متوافقة مع بعضها البعض

فعلى ضوء  ، المادة الوراثية من خلية بكتيرية إلى أخرى بواسطة عملية الاقترانمن البلازميدات لها دور فعال في عملية تبادل 
تحتوي على جينات تسمى جينات   (conjugative plasmid)بلازميدات اقترانية: هذه الوظيفة تقسم البلازميدات الى قسمين

ليس لها القدرة ( non- conjugative plasmid) و بلازميدات غير اقترانية ،الاقترانعملية  عن بداية حدوث النقل مسؤولة
 . [13] على الانتقال من خلية الى اخرى و انما تكون عملية نقلها مرافقة لانتقال البلازميدات الاقترانية

 Fertility) خصوبةال اتبلازميد :يمكن تصنيف البلازميدات الى خمسة انواع رئيسة اعتمادا على الوظائف التي تقوم بها
plasmids) والمعروفة أيضًا باسم بلازميدات F تحتوي على جينات نقل، (transfer genes)  تسمح بانتقال الجينات من

( Resistance  plasmids) ةبلازميدات المقاومتحتوي  .[14]الواهبة إلى البكتريا المستلمة من خلال عملية الاقتران بكتيرياال
قاومة أن تنتقل يمكن لبعض البلازميدات الم على جينات تساعد الخلية البكتيرية على مواجهة السموم أو المضادات الحيوية،

 بلازميدات الضراوةتعمل  .[15]الحيويةللمضادات  و السلالة البكتيرية مقاومة للسموم عند حدوث ذلك تكون  عن طريق الاقتران
(virulence  plasmids) ، سلالات معينة من بكتريا الـتوجد حيث  على منح الخلايا البكترية صفة الامراضية E. coli 

  (Degradative Plasmids) البلازميدات المحلله  .[15]يمكن أن تسبب الإسهال الشديد والقيء بلازميدات ضراوة  تمتلك
هي بلازميدات اقترانية تساعد البكتيريا المضيفة على هضم المركبات المعقدة مثل الكافور والزيلين والتولوين وحمض الساليسيليك 

( Col plasmids) بلازميدات الكولسينتحتوي   .[15]بتحليل المركبات المعقدة نتيجة لامتلاكها جينات الإنزيمات الخاصة
والتي تعمل على قتل السلالات (المعروفة أيضًا باسم الكوليسينات) البكتريوسينات تصنيع بروتينات مسؤولة عن  على جينات

تم العثور على هذا النوع من البلازميدات في العديد من أنواع البكتيريا بما في  ،البكتريا المضيفةالبكتريا المختلفة و الدفاع عن 
 .E. coli [16]     ذلك

 plasmid replication mechanisms البلازميد تضاعفآليات 
مقاومة المضادات انتشار بلازميدات  البلازميد مفيدًا لتطوير استراتيجيات ضد تضاعفيمكن أن يكون فهم آليات 

ريق نقل عن ط الكائنات بدائية النواهتلعب البلازميدات دورًا حاسمًا في تطور اذ  البكتيريةالمتعددة بين السلالات الحيوية 
خل على الرغم من أن البلازميدات تتكاثر بشكل مستقل ، إلا أنها تتعايش بثبات دا الحمض النووي بين الأنواع البكتيرية

عدد يعتمد  . [8] قبل كل انقسام للخلايا بها الخاص الحمض النووي  تضاعفعن طريق  عدد نسخهاالمضيف وتحافظ على 
ليه اوهي  اتالبلازميد طرق تضاعفهناك ثلاثة أنواع من  و النمو عواملالبلازميد على نوع البلازميد والكائن المضيف و  نسخ
-Intronالـ  و Col E1 type replication ، ونوع (rolling circle replication mechanism) ةالمتدحرج ةالدائر 

contaning replication [17]. 
 Rolling circle replication mechanism     ةالمتدحرج ةالدائر آلية  -1

ف على التعر  بصوره غير متناظره وهذا يتطلب ةالمتدحرج ةالدائر العديد من البلازميدات البكتيرية بواسطة آلية  تتضاعف
القالب ، وتفكيك الازدواج الحمض النووي  DNA أحد خيوط في شق احداث  ، و (Ori) التضاعف اصل لبدءالتسلسل المحدد 

  Rep)بروتينات) تضاعفبواسطة بروتينات بدء ال (RCR)المتدحرجة  ةتبدأ آلية الدائر ،  (Ori)التضاعف اصل بدأمنطقة قبل 
 Rep الـ إن بروتينات ،  Rep   بروتينات لارتباط  خاصة على مواقع للبلازميد Oriالـ تحتوي   ,المشفرة بواسطة البلازميد

 . [18] (3)كماهو موضح في الشكل Topoisomerase Iالـ قادرة على شق وربط الحمض النووي من خلال آلية 
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 [18] ( آلية الدائرة المتدحرجة3شكل)

   للحلزون المزدوج  ori منطقة بتسلسل معين من الحمض النووي الموجود ضمن RepC بروتين يرتبط الاولى ةالخطو في 
(dso)  تعطي شكل صليبي ةنتوء يكون ضمن منطقه تحتوي على تسلسلات معكوس ينشأللبلازميد و. 

 phosphotyrosineبواسطه   end-'5 ةبالجه Leading strandبالشريط القائد   RepCترتبط بروتينات  :ةالخطوه الثاني 
linkage انزيم يتم تحميل PcrA helicase للحمض النووي  الشريط المفرد على (ssDNA) ارتباط كل من انزيم وDNA 

polymerase III  و بروتينات الـsingle- strand DNA binding protein (SSB)  في منطقة القطع لتنظيم عملية
 .استطالة الشريط القائد

تنساخ حتي يتم اسالقائد لشريط الدنا  end-'3 ةة الحر النهايتضاعف شريط القائد عن طريق استطالة  يستمر :ةالخطوه الثالث 
لمفرد ا DNAشريط الـ عن RepCبروتينات الـ  تنفصل عند منطقه الانهاء: ةالرابع ة. الخطو هكامل لشريط الدنا الابوي و انفصال

  .[18]المتكون 
    Col1E1آلية تضاعف بلازميد  -2

 النسخ الخاصة به عن طريق إشراك عدادآلية تنظيم سلبية تمكن البلازميد من التحكم في أ   Col E1تضاعف يعد 
RNA  ، والنوع الثاني منمن النوع الأول RNA  وبروتين ،Rom تضاعف يبدأ . ، والبلازميد نفسهCol E1  عن طريق
ان نسخ الـ  .عدد نسخهالمشفر بواسطة البلازميد لتنظيم  ضاعفبدء الت اتولا يعتمد على بروتين RNA-RNA تفاعلات
RNA   النوع الثاني الذي يوجد اعلى منطقه بدء تضاعف بلازميد الـCol E1  يعلن عن بدء  ةنايتروجيني ةقاعد 555ب ,

 و RNA IIمن الـ  G ةالنتروجيني ةبالقاعد ةالغني ةبين المنطقهنالك تشابه التضاعف عند تكون  يحدث . تضاعف البلازميد
 DNA/RNAعلى الـ  RNaseيتعرف انزيم الـ   ،مكونا اشكالا حلقيه   DNA في الشريط القالب للـ C ةالغنية بالقاعد ةالمنطق

-'3 ةالحر  ةيمكنه الان الارتباط بالنهاي RNAبادئ الـ  ،end-'3  ةالهجين عند النهاي RNAالهجين ويعمل على فصل الـ 
end من ازاله الـ  ةالناتجRNA عمل انزيم الـ  أالهجين, بعدها يبدDNA polymerase  ,كما من اكمال تضاعف البلازميد
 . [17] (4شكل )في ال
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 Col E1 [30] بلازميد تضاعف آلية (4شكل )

 
 Iteron-containing repliconsآلية تضاعف ريبلكون الايترون  -3

 من مجموعة ، المسؤول عن تضاعف البلازميدRep ترون من جين مسؤول عن تشفير بروتين يريبلكون الا يتكون 
ايمين الثالادنين و  ةالقواعد النتروجنيمنطقة غنية ب التي تكون بالقرب من (iteron) ايترون  تسمى المباشر التكرار تسلسلات

(AT)وصناديق Dna.  طول  ان .البكتيري مسؤول عن بدء عملية تضاعف الكروموسوم  بروتينيشفر لان جين الايترون
رون آلية تضاعف ريبلكون الايتتبدأ   .الى اخر  ريبلكون  تختلف من   DnaAصناديق و يترون عدد الا، AT المنطقة الغنية بـ

 في Dna A  بروتينات صناديق  مع هماارتباطمن ثم و   DNA بنفس اتجاه حلزون الـ Intronلـ او   Repرتباط بروتيناتعند ا
مما يسهل وصول   AT في المنطقة الغنية بـ  DNAفك شريطي الـعلى تعزيز  Rep-DnaA-DNA ، تعمل مجموعةريبلكون ال

 .[17] كما في الشكل ادناه ةالبلازميد الجديد ةعلى التضاعف وتصنيع نسخ ةالعوامل المساعد
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 [19]( آلية تضاعف ريبلكون الايترون 5شكل )

 
 Plasmid curing in bacteria البكترية البلازميداتحذف 

ت المسارا،المعادن و قاومة المضادات الحيوية معن مسؤولة  من المعروف أن البلازميدات البكتيرية تحتوي على جينات
دات البلازمي ان حذف .الحيوي لبعض المضادات الحيوية تصنيعالهيدروكربونات  وال تحليلالتقويضية مثل استخدام اللاكتوز و 

 حيويةمقاومة المضادات ال والتقليل من انتقال صفةء على البلازميد البكتيري هي إحدى الطرق للقضا ةسلالات البكتيريفي ال
البلازميد  ازاله تبدأ آلية ، البلازميداتلازلة  تم تطوير العديد من الطرق التي تشمل العوامل الكيميائية والفيزيائية [20]المتعددة

بتكسير الشكل الحلزوني الفائق للحمض النووي  intercalating agents الاقحام تقوم عوامل حيث تضاعفهتثبيط عن طريق 
 ر تتأثعندما لا" كروموسومية"المقاومة بشكل عام على أنها  تعتبر.  [21] مفتوحه DNAجزيئه البلازميدي لتشكيل بعد ذلك 

 ازالتهاو  ةحيويللمضادات ال ةلجينات المقاوم ةتثبيط البلازميدات الحاملان  .بها عندما تتأثر "بلازميديه"البلازميد وبآليات حذف 
زميدات البلا ازالة في المستخدمةالعوامل  ةكفاءان  .في النظام البيئي الحيويةللمضادات  ةالمقاوم صفة يحد من زياده انتشار

 . [22]الحذفوفعاليه عامل  ةكفاء ,تختلف بصوره كبيره وهذا الاختلاف يعود الى نوع الكائن الحي
 acriflavine, acridine orange, ethidium )مثل  Intercalating dyesصبغات الاقحام تم بنجاح استخدام 

bromide and quinacrine   ) من خلال تثبيط  هذه الصبغات تكون عمل  إن طريقه [23] ةالبلازميدات البكتيري ازالةفي
لقواعد و المشابه ل C21H20N3Br الكيميائية ةذات الصيغ برومايد لإيثيديوماجزيئه تعمل . البلازميد تضاعفعملية 

محدثا خللا في تركيب الشريط الحلزوني  DNAبين شريطي الـ بسهولة  على التداخل هيكلها الكيميائي لذا في النتروجينية
البلازميدات في مجموعة واسعة من السلالات لازلة و حذف على نطاق واسع لإيثيديوم برومايد ا لذا يستخدم المزدوج للبلازميد

 لبكتريا الفي الخلايا السليمة   DNA gyraseانزيم  من مثبطاتكل من الكوميرميسين والنوفوبيوسين يعتبر  .[4]البكتيرية
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 Novickاشار العالم  .[24] البلازميدي فائق اللف DNAازاله الالتفاف السالب لشريط ال الانزيم  حيث يعمل هذا,    E. coliـ
ليه عمل آان . S. aureus في بكتريا  penicillinase plasmid ةادت الى ازالكوميرمايسين من ال ةالى ان التراكيز القليل

هذه المضادات تكون من خلال تراكم الاشكال الوسطيه للبلازميد المتضاعف وبالتالي تعاني هذه الجزيئات من التحلل والازاله 
يعتبر   ,و S. aureusو بكتريا الـ   E. coliفي كل من بكتريا   RNA polymeraseريفامبيسين انزيم  يثبط  . [25]

بين شريطي  الروابط الالكيليه حيث يقوم بمهاجمة  Hydoquinoneالـ مسؤول عن تثبيط  (Mitomycin C ) ميتوميسين ج
على  في القضاء  Pseudomonas   putida في C تأثير ميتوميسين زملائهو  Rheinwaidاكتشف  [18] .الحمض النووي 

 حذف  كعامل (SDS) كبريتات دوديسيل الصوديوم يستخدم المنظف الانيوني.[25]كسدة الكافورلأالمشفرة  ةالبلازميدي الجينات
 ةتأثير ارتفاع درجات الحرار البلازميد أكثر فعالية من في ازالة  SDS أن استخدامبين الباحثون  . [4]لازالة البلازميدات كيميائي
 عادة ما يستخدم العامل الفيزيائي مثل درجة حرارة النمو المرتفعة في . [15]الاثيديوم برومايد في الوسط الزرعي  ةاو اضاف

 ةعند حضانتها بدرجات حراري ةمئوي 37 ةحرار  ةدرجفي التي تنمو  ان البكتريا.  Vibrioالمتواجد في بكتريا بلازميدال حذف
أظهرت دراسة أخرى أن درجة حرارة النمو  .  [16]لبقائها  ةفأنها تفقد البلازميدات غير اساسي ةدرجه مئوي 42تصل الى  يةعال

يمكن  و المرتفعة قد استخدمت بنجاح لعلاج سلالات إيجابية من البنسليناز للمكورات العنقودية الذهبية المقاومة للتتراسيكلين
ان هذه التقنيه  كارو وآخرون ذكر اعلى الثايمين  ةالبلازميدات المعتمد لازلة (Thymine limitation) استخدام تقييد الثايمين

بلازميدات بكتريا من %  80 يمكن حذف .E. coliبكتريا الـ  في  لحذف بلازميدات الكولسين المتواجدة  استخدمت
 رالبروتوبلاست قبل تجديد الجداخلال طور حدث تالبلازميد حيث ان ازالة  ،وتجديد البروتوبلاستتشكيل اثناء   S.aureusال

خلايا يتم تحويلها بسهولة إلى  اذرام الموجبه لصبغه غلبكتيريا االبلازميد من  حذف في مناسبة ةهذه الطريقد تع . الخلوي 
في بعض البلازميد التقليدية  حذف إن استخدام إستراتيجيات .lysosome  [15]تعريضها لا نزيم  عن طريق بروتوبلاست

، ودرجة حرارة  (SDS) ، نوفوبيوسين ، كبريتات دوديسيل الصوديومبرومايديثيديوم الإمثل صبغة أكريدين ، السلالات البكتيرية 
قد كما انها  ،في بعض السلالات البكتيرية لا تفيد في إزالة البلازميدات من البكتيريا (UV) أو الأشعة فوق البنفسجية العاليه

كما ان التحري عن  ازالة البلازميد البلازميدات غيرمستهدفة في عملية تكون و  وميحمض النووي الكروموستؤدي إلى تلف ال
إلى حقيقة أن اثنين من البلازميدات  يعدم توافق البلازميد تشيرظاهرة. [4]يستغرق وقتًا طويلاً  السلالات التي فقدت البلازميد 
. [26]البنويهنفس الخلية  فيبشكل ثابت  بقائها لمدة طويلة لا يمكنالبلازميدي و  ة عدم التوافقالتي تنتمي إلى نفس مجموع

في منطقة اصل التضاعف  بلازميدين متشابهينان  ةالى حقيق يشير بطريقه عدم التوافقالبلازميد ان حذف بينت الدراسات 
(Ori)  متوافق في الكائن يتم إدخال بلازميد غير حيث . جد بطريقة مستقرة داخل الخلية نفسهااو تغير قادرين على اليكونان

الخلايا التي فقدت  ةثم يتم معامل. أثناء نمو الكائن الحي على انتقاء للبلازميد الجديدالحي الذي يتم معاملته ويتم الحفاظ 
 . [15]من البلازميد الذي تم إدخاله عن طريق اختيار الظروف التي تؤدي إلى فقدانه( المقيم)البلازميد الأول 
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 Using the CRISPR/Cas9 system to eliminate plasmids استخدام تقنية كريسبر في حذف البلازميدات
ث جوائح تعتبر الأمراض المعدية تهديدا عالميا يسهم في زيادة معدلات الاعتلال والوفاة سنويا، مع استمرار احتمال حدو 

خيص السريع لذا فان دركنا لمسببات الامراضية للبكتيريا والفيروسات والفطريات والطفيليات، إلى جانب التش ، مزعزعة للاستقرار
تيني بشكل رو  كريسبريتم الآن تطبيق تكنولوجيا  .لحد من انتشار الامراض جميع أنحاء العالموالعلاج من العدوى يساهم في ا

وظيفة و ان مفهومنا لبنية  .[4]استثمارها في مجالات طبية واسعة وبالاخص في مجال الامراض المعديةو لتحرير الجينات بكفاءة 
( 9asC) 9كاس ببروتينالمرتبطة  كريسبر( وما يرافقه من بروتينات CRISPRمنتظمة التباعد )المتناوبة التكرارات العنقودية 

 كتشاف، عندما تم ا 1987لأول مرة في عام  كريسبر تم تحديد مكان ،أدى إلى التوسع السريع في البحوث والتطبيقات السريرية
 ونيةنوكليوتيدية في الإشريكية القول( فواصل 32( نيوكليوتيد مفصولة ب)29تكرارات متجانسة ل) 5وراثية تحتوي على مقاطع 

 زميداتالبلا و العاثيات بما في ذلك النوكليوتيدية مشتقة من عناصر جينية متنقلة أن تسلسلات الفواصلبعد سنوات علم  .[27]
من  s9Ca-CRISPRتم توظيف  .[28]العتائقفي البكتيريا و  يةمناعة التكيفلل يةساسالبنية الأتشكل , التي  الجينات القافزة و

في  9كاس-كريسبر بالاستفاده من تقنيةزملائه مولر و  تمكن ،2016في  قبل العديد من المحققين لتشخيص الأمراض المعدية
 9اسكبروتين -معقد شريط الرنا الدليل بتركيبحيث قامو  ،البكتيرية في البلازميدات تحديد جينات مقاومة المضادات الحيوية

(Cas9-gRNA( وبعد ارتباط شريط  التي تحتوي على جينات المقاومة للبلازميدات ى و تسلسلات محددة من حمض النو  مع
دنا ولغرض التحري عن قطع ال. 9الرنا الدليل مع تسلسلات الدنا المكملة له، يتم قص التسلسلات المحددة بفعل بروتين كاس

الحمض النووي على أساس المناطق الغنية مع ( وناتروبوسين بشكل مستقل YOYO-1صبغة الفلورسنت )تم ربط  الحاصلة،
AT ختبار بالاستفادة من هذا الا الحمض النووي. من انبعاثات فريدة من نوعها لكل جزء توليدبشكل انتقائي، مما أدى إلى  و

، بما في عمقاومة للمضادات الحيوية ذات الطيف الواس التي تنتج المختلفة قادرين على التمييز بين البلازميدات ،كان الباحثون 
  .[29]نيموالكرباب 14-ام-سيمسيفوتاك ، 15-ام-سيفوتاكسيم ذلك

تم بناء هذا  ، حيث(PFREEقام لورستين و زملائه بتصميم  نظام ازالة بلازميد شامل اطلق عليه )في تطبيق آخر، 
و تسلسلات هدف تعود   9كريسبركاس( ؛ متضمنا  لتسلسلات Pmazskالبلازميد عن طريق تضخيم العمود الفقري لبلازميد )

 ( والغرض منه التخلص من بلازميدات مختلفة خلال خطوة واحدة كما موضح ColE1انواع مختلفة لبلازميد )ربع لأ
 .[24]ادناه  في الشكل
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 [24](PFREE( آلية عمل نظام ازالة البلازميد الشامل)6شكل )

 
حتوي ( تحتوي على ثلاثة بلازميدات متوافقة ونقلها الى وسط تحول يE.coli) بكتيريةسلاله  تهيئةقام الباحثون بحيث 
 ( و تم حضن المزيج لفترات زمنية مختلفة، ثم أخذ عينات من مزيج التحول و زراعتها على وسط التحولPFREEبلازميدات )

(LB agar لمدة ليلة واحدة . حيث وجدو ان )من 10زميد تماما في حين ان % من الخلايا المختبرة خالية من البلا80 %
الخلايا المختبرة تحتوي على واحد او اكثر من البلازميدات و كذلك وجدو ان جميع الخلايا المختبرة لاتحتوي على 

 .[24] (pFREEبلازميدات)
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