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ABSTRACT 
Background and  Aim: Genome editing is an efficient and accurate method in biological and medical 

studies. Among the wide range of genome editing techniques, clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats (CRISPR) is one of the simplest and yet promising methods. The CRISPR system 
consists of two key components; an endonuclease enzyme called Cas9 and guide RNA (gRNA), 
ensuring that Cas9 enzyme cuts at the right point in the genome. Although CRISPR genome editing is 
one of the useful methods to modify the genome, there are still multiple challenges in the technique 
steps. 
Materials and Methods: sgRNAs were designed and ordered accordingly on the basis of the target 

site and vector of interest. Cloning procedures were performed and confirmed by sequencing as a gold 
standard. The list of high efficient sgRNAs for the LAMP-2 gene was prepared based on the available 
outstanding databases by analyzing and comparing the specificity and functionality as two main 
characteristics. 
Results: In this study, we tried to evaluate the main challenges in the process of preparing 
CRISPR/Cas9 popular vectors (pX330/pX459). A list of high efficient sgRNAs for an autophagy gene 
is also prepared as an example for clarification of the sgRNA design procedures. 
Conclusion: This study tried to depict problems that may be encountered during sgRNA design and 

plasmid preparation, followed by giving appropriate recommendations. 
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 چکیده

 ه  اییکاز تکن یعیوس    یفط یاناست. در م یو پزشک یولوژیکیدر مطالعات ب یقکارآمد و دق یژنوم روش یرایشو زمینه و هدف:

 ح  ال بس  یارینه  ا و درعروش ینتراز س  اده یک  ی( CRISPR) یابافاص  له م  نوش  وش  ه  یندرومیکوتاه پال  یژنوم، تکرارها  یرایشو

ی  ک  و Cas9ان  دونوکلزاز ب  ه ن  ام  یشآن  ز ی  کاس  ت.  ش  ده یلتش  ک ی  دیج  زک کل دواز  CRISPR یس  تشاس  ت. س یدوارکنن  دهام

 ی  رایشده  د. اگر   ه ویب  رش م   را از ژنوم  ینقطه مناسب Cas9 یشکند که آنزیحاصل م ینانکه اطم RNA (gRNA)  کنندهیتهدا

وج  ود  ی  کتکن ی  ندر مراح  ل ا یمتعدد یهااما هنوز  الش ؛اصلاح ژنوم است یبرا یدمف یهااز روش یکی CRISPR یهپابر    ژنوم

 .رددا

 مراح  ل کلونین   و س  فارش داده ش  دند.  یم  وردنور طراح    وکت  وربر اساس مکان ه  دو و  راهنما یها RNA :هاروشمواد و  

ژن  یراهنم  ا کارآم  د ب  را یه  ا RNA ی از. فهرس  تندش  د یی  دتأ ی  یاس  تاندارد طلا ی  ک روشعنوان ب  ه ،یت  وال یینانجام شد و با تع

LAMP-2  یاص  ل یژگ  یعنوان دو وو عملک  رد ب  ه ا تصاص  یت یسهو مقا وتحلیلیهبا تجز و داده برجسته موجود هاییگاهبر اساس پا 

 .فراهش شد

 سیس  تش (pX330/pX459) محب  و  یوکتوره  ا ی  هته ین  ددر فرا یاص  ل یه  ا الشه اس  ت ت  ا ش  د  یس  ع  مطالعه  یندر ا  ها:یافته  

CRISPR/Cas9 ی ازفهرستچنین مه. دنبررسی شو RNA روش  ن  یمثال برا عنوانبه یزن اتوفاژیژن  یک یراهنما کارآمد برا یها

 .فراهش آمده استراهنما   RNA  یطراح  یهاشدن روش

به   ید پلاسم ی سازراهنما و آماده  RNA ی در طول طراح رود یماحتمال که  ی مشکلات تا  شده است ی مقاله سع  یندر ا  گیری:یجهنت

 . ارائه شود  هاآنبرای حل  مناسب  یهاهیو به دنبال آن توصد نشو یدهکش یر به تصو ،آیدوجود 

 ، پلاسمید sgRNA،pX330/pX459، ویرایش ژنوم، CRISPR/Cas9: کلمات کلیدی 
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پال  یتکرارها منوش   یا وشه  یندرومیککوتاه    بافاصله 

(Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats, CRISPRبا مرتبط    9  ین(/ پروتز
CRISPR  (CRISPR Associated Protein 9, Cas9) 
که فرصت  یمهندس  یفناور   یک است  را    بسیاری   ی هاژنوم 

  یستش س.  (1)کند  یاصلاح ژنوم در مکان  اص فراهش م   یبرا

CRISPR/Cas9    ازRNA  یها  (  ,guide RNAراهنما 

gRNA  انداز  فاصله  مجاور    یف موت  یک ( وProtospacer 

Adjacent Motif, PAM)برا و    ی(  دادن  قرار  هدو 

استفاده    یژنوم   DNA  یجداساز   . ( 2)  کندیم به طور  اص 

CRISPR/Cas9  ا دو    یک   یجاد با    ی ارشتهشکست 

(Double Strand Break, DSB )  سه   یباً. تقرکندیمعمل

اصل سI-III)  ینوع  دار  CRISPR  ی هایستش(    که   دنوجود 

ب  IIنوع   مختلف    یندر    ین بهتر  یدارا  CRISPRانواع 

توالی    CRISPRسیستش    است.  یژگیو از  استفاده   RNAبا 

  DNAتواند به هدو  ود در سطح  راهنما طراحی شده، می

شود   نوکلزاز(.  3, 4)متصل  سه    Cas9  ،DNA  همواره  را 

توال بالادست  در  باز  این  برش می  PAM  ی جفت  به  و  دهد 

اعمال   را  هدفمند  تغییر  ین  پرکاربردتر.  (5)  نماید یمترتیب 

پ  باکتری  از  Cas9  پروتزین   گرفته   منشأ  یوژنزاسترپتوکوک 

عنوان    NGG-3′-′5  یداراو    شودمی   PAM  یتوال  یک به 

نام    است با  سیستش    . (6)  شودیمشنا ته    spCas9و 

CRISPR/Cas9  جمله    اهداواز    یعی وس  یف ط  یبرا از 

)اناک وKnock-inین  ژن  Knock-out)  اوت ناک  (   )

ایجاد  (8,7)هدو   تلفیقی  ی ها کتابخانه،  برای    ، غربالگری 

و  (  8,7)  حیوانات مدل  یک ژنت  ی مهندس،  (9  ,10)کشف ژن  

درمانی     یه پابر  ژنوم    یمهندس   .شودیماستفاده    (12,11)ژن 

CRISPR/Cas9  مراحل    ی مختلف  ی ها الش  یدارا در 

طراح از  آماده  RNA  ی مختلف  و  تا    یدپلاسم  یساز راهنما 

غربالگر  یوانسلول/ح  به  انتقال ااستی  بعد  هاییو    ین . 

.  هستند متفاوت    یگرد  یشگاهبه آزما  یشگاهیاز آزما  ها الش

ا بر    مطالعه   ینهدو  مهش   ی ارائه  طراح   نکات  مورد    ی در 

RNA  آمادهرا  یها و  به طور    یدپلاسم  یسازهنما  است که 

توجه  ما    یریگهدو  یی کارا  یقابل  تجربه  اساس  بر  را  ژن 

م  از  بخشدیبهبود  مورد  دو  س  ترینیاساس.  در    یستش مراحل 

CRISPR/Cas9  یطراح  RNA  سا ت   یها و  راهنما 

براباشندیم   یدپلاسم راهنما،    ی ها  RNA  ی طراح   ی . 

هدو،    هاییینگران از  برش  ارج  مورد  و    ا تصاصیتدر 

دار وجود  ا.  ( 5)  د نعملکرد  سع  یندر  است    ی مقاله  شده 

طراح  یی ها الش طول  در  است  ممکن    ی ها   RNA  یکه 

ساز  راهنما آماده  آن  ید پلاسم  ی و  تشر  ها با  شد،    یح مواجه 

آن  نشو دنبال  به  و  حل   مناسب  هایی یهتوصد  راه  عنوان    به 

 ارائه شود. 

 ها روشمواد و  

 : راهنما یها  RNAطراحی و آماده سازی 

 : راهنما  یها RNAهای عمومی ویژگی

  سیستش   ژنوم باواسطه   یرایش مراحل در و  ن یتریاز اساس   یکی

CRISPR/Cas9  طراح است  RNA  ی نحوه    ی برا.  راهنما 

و   RNA  یطراح انواع  نرم  هاگاهراهنما،    ی افزارها و 

موجود،   و  تسه  یطراحپیشرفته  در    (13,5)  کنندیم  یلرا 

( ژن  حذو  رویکرد  با  ( Loss of functionمطالعات 

نتایج    توانندیمپروتزین    کدکننده  هاییندم  یری گهدو

کنند   فراهش  را  تری  رویکرد  .( 14)مطلو     ین ا  یجرا  یک 

انتخا   راهنما  RNA  که  است که هایی    یحاً ترج  شوند 

انتهای     ی ها ژن  یهااگزونN  (N-terminal  )قسمت 

دهند    کدکننده قرار  هدو  را  ه( 15)پروتزین  در  م .  چنین 

تا    راهنما  RNAطراحی   دقت شود  در    ییهااگزونباید  که 

یک ژن مشترک هستند، مورد هدو    ی هارونوشتبین تمام  

به این منوور طراحی شده    CRISPysقرار گیرند. الگوریتش  

آن   توسط  بتوان  تا  که  راهنما  RNAاست  کرد  طراحی  یی 

 انواده    یکمتعدد    یاعضاسکانس هدو را برای    نیترنهیبه

 . (16)ی هدو قرار دهد  ژن

هنگام طراحی   شده    ، راهنما  RNAبه  انتخا   پلاسمید  نوع 

طور   به  شود.  گرفته  مدنور  باید  ژنوم  ویرایش  انجام  جهت 

 یدارا  CRISPR  یستشانتخا  شده در س  یداگر پلاسممثال  

  RNA  یتوال   یدنوکلزوت  یناول  و  باشد   U6پروموتر    یک
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  RNA  ی قبل از توال  G  یدنوکلزوت  یک  ید نباشد، با  Gراهنما  

شود اضافه  پروموتر    G  ین ا  . (17)  راهنما  به    U6آغازگر 

بهتر  کندیم کمک   عملکرد  باشد.  یتا  برای   داشته    همچنین 

پلاسم  طراحی شده  راهنما  RNA  اتصال ایدهای  با    ینجا )در 

pX330/pX459)  آنزیش با  شده  داده    گر برشهای  برش 

(restriction enzymes،مخصوص بازها    یبر    (  بر  از 

کننده   محدود  آنزیش  برشی  جایگاه  ر  د   ید باحسب 

توال  یینبالادست/پا اضافه    RNA  ی اصل   ی دست  راهنما 

رو تمرکز  با  شده   pX330/pX459  ی شوند.  داده    با   برش 

ترت  یدبا  "AAAC"و    "BbsI  ،"CACC  آنزیش در    یب به 

و مکمل معکوس    توالیدست    یینپا   اضافه شوند   آنراهنما 

(17) . 

 :راهنما  RNAهایی در طراحی یهتوص

با (  Loss of function)  با هدو حذو ژنمطالعات    یراب

از حداقل    شود یم   یه، توصCRISPR/Cas9  سیستش  استفاده 

دو   برا  RNAاز  مجزا  استفاده    یراهنما  نور  مورد  ژن  هر 

.  استمتفاوت    راهنما  RNAبسته به ژن هدو طراحی    شود. 

اولین و دومین   واقع در    یونینمت  یاقابل ترجمه    ینواسیداماگر 

رونویسی شروع  از   (transcription start site)  جایگاه 

باشند،    فاصلهیکدیگر   داشته  اولین متیونین را    توانیمزیادی 

گرفت  نور  هم؛  در  است  ممکن  راهنما    RNA  یک   یشه اما 

.  ( 18) وجود نداشته باشد  این ناحیه، و مشخص در  یعملکرد

ا دومین    یندر  در    یگری د  ی جا   یا   ATGکدون  حالت 

پیشنهاد  ناگزو ابتدایی  ترتیب    شود یمهای  این  به  تا 

( ژن  د ار  Open reading frame,ORF هار و    )

  RNA  یک  یهنگام طراح  (.19,18,15)برهش ریختگی شود  

و به  آن    spCas9  یستشس  ی برا  یژهراهنما،  در  به    NGGکه 

برااست  PAMعنوان   ب  ی،  که سه    شودیم   یهتوص  یشتر دقت 

  Cas9  یرا ز  ؛د ننباش  NGG  ی راهنما حاو  RNAکدون آ ر  

و    داده  یصتشخ   PAMرا به عنوان    هانوکلزوتید این  به اشتباه  

RNA  ( 13) دهد یمبرش راهنما را . 

ارز  RNA  ی طراح  در  نکات    یکی عملکرد    یابی راهنما،  از 

دو   بالا ذکر شد(    RNAمهش است.  در  راهنما )همانطور که 

از ژن هدو دور از    یمشخص  یهحذو ناح  به دلیل بهتر است  

اطراحی شوند  یکدیگر   ی غربالگر   ی مرحله بعد  رویکرد   ین . 

روش   رامع  PCRبا  فاصله  کندیم  یلتسه  مولی  اگر ه   .

مهش    یباًاما تقر  ؛شود یم  یه راهنما توص  RNAدو    ین ب  یطولان

باش داشته  توجه  که  ا  یداست   1500از    یدنبا  فاصله  ینکه 

باز   برودجفت  عملکرد    یادز  فاصله   یراز  ؛فراتر  است  ممکن 

کاهش دهد.  RNAدو    زمانهش را    RNA  1جدول    راهنما 

پنج    یازامت  ینبالاتربا  راهنما  های   از  و قابل    یزمتما  گاهو را 

 . دهدیمنشان  LAMP-2 یهااگزون یاعتماد برا

و توال  یرایشعملکرد  به  شدت  به  و    RNA  یژنوم  راهنما 

  ی کل   هاییهتوصاگر  ه  .  (20)  آن وابسته است  یه ثانوسا تار  

ن  RNA  ی طراح  یبرا سازگار  از    ی بر  اما    ؛ یستراهنما 

در    توانیم  عموماًرا    یطراح   هاییژگیو گرفت.  نور  در 

در بهترین    GCراهنما درصد نوکلزوتیدهای    RNAطراحی  

بین   به مطالعات  (21)  استدرصد    80تا    30حالت  با توجه   .

برای   راهنما  RNAتا برای کارایی بهتر،  شود یما یر توصیه 

)  رشته نشونده  شود.  non-transcribedرونویسی  طراحی   )

اتصال بهتر پروتزین    راهنما  RNA  برای  به ویژه در   Cas9به 

توصیه  سلول انسانی  از    شود یم های  آ ر  نوکلزوتید   هار 

باشند   پورینی  سا تار  (22)بازهای  همچنین     یهثانو. 

RNAگزارش شده است   مؤثر در عملکرد آن بسیار    راهنما  

اساس(.  24,23) سال    Liu  مطالعه   بر  در  همکاران   2016و 

حسب   بر  که  شد  تحل  یهتجزمشاهده  ، Chi-square  یلو 

کارا  20و    3  یتموقعبازهای   مرتبط    آنزیش  برش  ییبا 

رو   .( 25)  باشند یم کر  یمطالعات    یستالی سا تار 

CRISPR/Cas9  م نوکلزوت  دهدینشان  موقع  ید که    یت در 

  و مسزول شروع   کندیرا القا م  DNA  رشتهدو    یجداساز  20

 . (26) است R  (R-Loop)حلقه  یلتشک

 

 : راهنما RNAطراحی 
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پایگاه   از  استفاده    ی ژنوم   DNA  یتوال  NCBI  یادادهبا 

قابل همچناستی  دسترسانسان    یز ن  یگری د  هایگاهو   ین . 

دار  ین ا  یبرا وجود  )بهنمنوور  مثال  عنواند 

genome.ucsc.edu  .)  از استفاده  تحت    FASTAقالب  با 

را  توانیم   ،gb  یلفا  یک  عنوان نرم    به  توالی به دست آمده 

.  وارد کرد   SnapGene  یا  CLC Workbench.v12  افزار

ا ا  مطالعه  یندر  صورت    پایگاهدو    یناز    ی برا  زمانهشبه 

شد.   یشافزا استفاده  مانند  گاهو از    یاری بس  دقت  ها 

https://chopchop.cbu.uib.no/ ،

http://crispor.tefor.net/ ،

https://www.benchling.com/crispr/  غ  یرهو 

با    RNA  توانندیم را  مناسب  مختلف    های یاستراتژراهنما 

پایگاه  کنند.   یطراح این  از  یک  دارای  هر    های یژگیوها 

سیستش  باشند یم  فردمنحصربه مثال  طور  به  ده .  برای    ینمره 

مورد    هاآنکه در    یی هاگونه، تعداد  راهنما  RNA  کارآمدی

قرار   انواع    اندگرفتهبررسی  همچنین   Cas  های ینپروتزو 

متفاوت   ها  آن  در  بررسی  قابل  هر    ین نهش.  استموجود 

و    ا تصاصیت   یریگاندازه  ی برا  ی اص   یارهای مع  گاهو 

دارد  RNA  یک عملکرد     یا   یا مزا  یسه مقا(.  28,27)  راهنما 

استگاهو   ینا  یبمعا دشوار    ی ها دادهاز    توانیم اما  ؛  ها 

 (. 1کرد )جدول   گیرییجهنت هاآن

 
  یادادههای  میانگین کارآمدی بر اساس پایگاه .  LAMP-2  ی ژنهااگزون  یبرا  یازامت  ینموجود با بالاتر  ی راهنماها  RNA  .1جدول 

ChopChop،Crispor،Benchling،Vector builder    وPortals Institute  یها یگاهبر اساس پا، میانگین ا تصاصیت  

و    Crisporیداده ا  یها یگاهپا  بر اساس( off-targetد  ارج از هدو )و میانگین عملکر  Portals Instituteو     Crispor،Benchlingیاداده

Portals Institute   .بررسی شدند 

شماره  

 اگزون 
 سکانس هدف 

 میانگین کارآمدی %
(ChopChop/Crispor/Benc

hling/Vector 

builder/Portals Institute) 

 میانگین اختصاصیت %
(Crispor/Benchling/

Portals Institute) 

میانگین عملکرد  

            خارج از هدف %

(Crispor/ 

Portals 

Institute) 

I 

TCCGGGCTCAGGGCTCGTTC 2/41 64 5/74 

CGAGCCCTGAGCCCGGAACC 5/48 7/49 5/30 

AGTGCGAGTCATAAGACTAG 2/33 3/46 68 

GGTCCAGCGAGCCTTTTCCC 5/31 8/50 91 

ACAACAACAGCTGCAACACC 8/31 8/43 19 

II AGCTGTGCGGTCTTATGCAT 9/32 5/30 5/49 

III 

ATAGCAGTGCAGTTCGGACC 6/56 3/50 26 

CTTGGTAAAATTCGCAATCC 9/54 5/51 37 

TTCGCAATCCAGGAAAAGCC 3/52 5/39 69 

CATTATATGTCACAGTGCCA 5/45 5/39 5/75 

IV TGATGTTGTCCAACACTACT 4/33 5/44 5/56 

V GGAACCTATTCAGTTAATAA 8/43 3/45 5/87 

VI 
GTGAGAACGGCAGCTGCCTG 4/38 3/21 5/2 

CCCAATACAACTCACTCCAC 
5/31 8/28 5/51 

VIII 
GCACATATAAGAACTTCCCA 36 2/27 70 

CATATAAGAACTTCCCAGGG 2/41 5/24 73 
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ب پ  ی ها  RNAهمه    ین از  هر    یشنهادی راهنما    ، گاه و در 

کمتر  هاییتوال با  از    یازامت  ین هدو  ) ارج  -offهدو 

target)  بالاتر )درون    یاز امت  ینو    ید با  (on-targetهدو 

توص شوند.  از    ی ها  RNAکه    شود یم  یه انتخا   راهنما 

  یک اطلاعات مربوط به    شوند تا  یسه مختلف مقا  یهاگاهو 

RNA  ب دقت  با    یستش س  یراز؛  ودش  یبررس  یشتریراهنما 

عملکرد    ا تصاصیت  یبرا  یازدهی امت در    RNAو  ها 

متفاوت    یهاگاهو    RNAکه    ی هنگام  . استمختلف 

انتخا    مناسب  مدنور  راهنما  توالی  سفارش  برای  شد 

ا  PAM  نوکلزوتیدی سکانس   ، spCas9  ی برا  ینجا )در 

NGG  .گردد حذو  اصلی  توالی  از  باید  اگر    ین، همچن( 

  spCAS9 یستش راهنما در س  RNA ید سکانس نوکلزوت یناول

پروموتر   با  انتخابی  وکتور    یک   باید   نباشد  U6  ،Gو 

برش    G  ید نوکلزوت برای  این،  بر  علاوه  افزود.  آن  ابتدای  به 

آنزیش محدودکننده    pX330  ای  pX459پلاسمید مدنور   با 

Bbs1    دو در  آنزیش  این  برشی  جایگاه  سکانس  دلیل  به  و 

باید   مذکور  انتها  'CACCG'  یتوال وکتور    ی توال  5'  یبه 

RNA    و اضافه    5'  یانتهابه    'AAAC'راهنما  مکمل  رشته 

فراهش   و پلاسمید مربوطه  راهنما  RNA تا امکان اتصال دونش

 . شود

 : راهنما  RNAی و انیل کردن ساز آماده

راهنما و مکمل معکوس آن مخلوط واکنش    RNAهر برای 

μL10  ی حاو gRNA (μM100)  μL5/1  ،μL5/1  مکمل 

 X10لیگاز    T4  بافر  gRNA  (μM100)،μL 1معکوس  

(Thermo Scientific،  10016  شماره کاتولوگE  ،)μL 

ddH2O6 (2)جدول  تهیه شد . 
 کردن  یلمواد لازم جهت انجام واکنش ان . 2جدول 

 ماده مقدار 

5/1 µL   پرایمرF 

µL5/1 یمرپرا R 

µL1  بافر لایگیشن 

µL6 آ  مقطر (DDW) 

µL10 حجش نهایی 

 

انجام    یر به شرح ز  یکلر ترموسادستگاه  در    واکنش انیل شدن 

مدت    گرادی سانتدرجه    97:  گرفت درجه    75.  یقه دق  3به 

درجه    25  کاهش دما تا   و سپس   یقه دق  3به مدت    گرادیسانت

یقه  دق  2  هر  در  گرادیسانتدرجه    5  صورت به  گرادیسانت

(29,13) 

 : طراحی پرایمرهای غربالگری 

 : یغربالگر  یمرهای پرا یمشخصات کل 

در    یکی   ی غربالگر  جهت  یمرپرا  یطراح مهش  نکات  از 

  یک   شودیم  یهتوص  همواره.  است  CRISPR/cas9  یستشس

پرا از  دا ل    یمرهامجموعه  با  توالی هدو در  حذو    ید که 

د  یطراح  د،شو مجموعه  و  پرا  یگریشوند  در    یمرهااز 

پا و  ها  یینبالادست  محل  راهنما    RNAبرش    یدست 

 . (17)  شوند یطراح

 : طراحی پرایمرهای غربالگریتوصیه هایی برای 

دو   از  مجموعه    یا اگر  م  RNAسه  استفاده  ،  شود یراهنما 

شوند    یطراح  یطور  ی غربالگر  یمرهایپرا  شودیم  یهتوص

توال تمام  برگ ی ها  RNA  های یکه  در  را  .  یرند راهنما 

به  یطراح  یراهنماها  RNAکه    یهنگام  کاف شده    ی اندازه 

م  قرار  که کارا  یلی)نه    گیرندیدور  (،  یابدکاهش    ییدور 

اعمال شده    ییراتتغ  نشان دادن   یبرا  یمرها پرا  یناز ا  توانیم

پرا مجموعه  کرد.    ی برا  توانندیم   ینهمچن  یمرهااستفاده 

طلابه  یبعد  یابییتوال استاندارد  روش  استفاده    ییعنوان 

همچن پرا  شود یم  یهتوص  ین شوند.  استفاده شود که    یمریاز 
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توال   bps  100  حداقل شروع  نقطه  داشته    یاز  فاصله  هدو 

ا  اشدب ب  ینو  )شرکت  bps  800از    یشفاصله    ی ها نباشد 

توال  اص  ود    هاییتمحدود  یدارا  یابییمختلف 

توص  باشندیم اقدام  شودیم  یهو  هر  از  قوان  یقبل    ین از 

مطالعه،    ینشرکت مدنور اطلاع حاصل شود(. در ا  یابییتوال

ا  1اگزون    یبرا  یمرپرا مکان  بر  راهنما های    RNAساس 

 .  یافت 3توان در جدول  ی را م یمرهاپرا یستشد. ل یطراح

 

 

 ی غربالگر یمرهایو پرا ی راهنماها RNAفهرست  . جدول 

 

 

 

 

 

 

Primer Blast    وGeneRunner v6.52  ترت   ی برا  یببه 

ارز  یمرهاپرا  یت ا تصاص  یلو تحل  یهتجز   یات  صوص  یابیو 

استفاده شدند. همچن از    ی امجموعه  شودیم   یه توص  ین آن ها 

فعال  یمرهاپرا اساس  هدو    یتبر  از  راهنما    RNA ارج 

ا تصاص برال کام  یت)عدم    ی طراح   یینها   یهایبررس   ی( 

 شوند. 

 :CRISPR/Cas9 ید برای سیستشپلاسم یدتول

کل سیستش پلاسم  ید تولبرای    ی نکات  در    ید 

CRISPR/Cas9 : 

سیستش پلاسم  ینترمناسب برای  استفاده  مورد    یدهای 

CRISPR/Cas9    شده    یمعرف   ی ها  گاهو در    توانیمرا

راهنما    RNA  ی دو برا  توانیمرا    یدها از پلاسم  یبر    .یافت

طور   حال  زمانهشبه  در  کرد،  ب  یاستفاده  از  که  ر ی 

برا  پلاسمیدها دارند راهنما    RNAیک    یفقط  در  .  کاربرد 

هدو  نهایت   به  بایدبسته  انتخا     یدپلاسم  مطالعه  مناسب 

مناسب طراحی   1در شکل    شود.  های  گاه  ، sgRNA و  

ا تصاصیت   سنجش  و  پلاسمید  آورده    sgRNAانتخا  

 شده اند.  

 

 

 

  

 مکان سکانس    نوع
sgRNA-1F CACCGCGTTCTGGTCTGCCTAGTCC   1اگزون  

sgRNA-1R AAACGGACTAGGCAGACCAGAACGC   1اگزون  

sgRNA-2F CACCGTCTCGCCGCTTTCAAGCGCG   1اگزون  

sgRNA-2R AAACCGCGCTTGAAAGCGGCGAGAC   1اگزون  

PrimerF TCAGGAGCATAGGAAGGGCT   1اگزون  

PrimerR GTTACCGGCCCCTTCTTACT   1اگزون  

U6F AAGAGGGCCTATTTCCCATGA - 
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 RNAی  طراح  یقابل استفاده برا  یهاگاهو   شنا ته شده ترین(  الف)  CRISPR/Cas9.یه سیستمپابر    داده در مطالعات  ی هایگاهپا . 1شکل  

 راهنما  RNA  ییکارا  یلو تحل  یهتجز  یبرا  ییگاه ها( و  ج)   یدپلاسم  یطراح  یقابل استفاده برا  یهاگاهو    ینشنا ته شده تر  ) (  راهنما

 

  یک   یدارا  CRISPR/Cas9  سیستش   یه پابر  پلاسمید    هر

آنز اثر  استمحدودکننده  اص    یشمحل  محل  اساس  بر   .

)  یشآنز  RNA  به  (،restriction enzymeمحدودالاثر 

اضافه شوند که    اییژهوی نوکلزوتیدی  هاسکانس  یدراهنما با

بتواند به درستی   راهنما  RNAترتیب اتصال پلاسمید به ینابه

 کریک صورت پذیرد. -بر اساس قوانین واتسون

  حذو   یکرد رو  یبرا  pX459و    pX330مطالعه،    ینا  در 

قرار گرفتند و توسط آنز  عملکرد ژن   BbsI  یش مورداستفاده 

نوع   از  کننده  محدود  آنزیش  هضش  ،  است  Type-IISکه 

اندازه    به  pX330  پلاسمیدشدند.   کو ک  ود    یباًتقردلیل 

در    8  حدوداً) استفاده  جهت  توجه  مورد  همواره  کیلوباز( 

اما با توجه به اینکه این  ؛ است بوده CRISPR/Cas9 سیستش

( انتخابی  مارکر  هرگونه  فاقد   selectableپلاسمید 

marker  در نتیجه از یک پلاسمید  است( جهت غربالگری ،

نام  با  آن  مارکر  (  یلوبازک  9  حدوداً)  pX459  مشابه  با 

می )پرومایسین(  بیوتیکی  آنتی  کرد  غربالگری  استفاده  توان 

مکان    .(30) اساس  ، BbsIمحدودکننده  آنزیش  بر 

'CACCG'  انتها   'AAAC'راهنما و    RNA  ی توال  5'  ی به 

 . (17)  رشته مکمل اضافه شد 5' یبه انتها

 : یدهضش پلاسم ی نکات کل

وکتور   با   pX459/pX330شده    تخلیصغلوت 

پلاسمشد  یریگاندازهاسپکتروفتومتر     pX459/pX330  ید. 

از ترک  BbsI  آنزیش  با استفاده    µg 1-3 :شد هضش    یرز  یببا 

 FastDigest Bbs1  (Thermo  یشآنز  μL1  ید،پلاسم

Scientificکاتالوگ شماره   ،  1012  ER  ،)μL2    بافرX 

FastDigest10    کافو برا  ی حجش  نوکلزاز  بدون    ی آ  

  ( 4)جدول    استفاده شد  μL20  به  واکنش   یکل   رساندن حجش

هضش  (13) مخلوط  مدت    شده .  دما  3به  در    37  ی ساعت 

حاصل   ینان تا از هضش کامل اطم شد انکوبه  گراد یسانتدرجه 

)گاه به    یشتر ب  انکوباسیوناوقات    ی شود  منجر  است  ممکن 

  یار ن بسیبنابرا  ؛شود  یشآنز  (star activityای )ستاره  یتفعال

انکوباس  شودیم  یهتوص زده شود(.    ینتخم  ینهبه  یونکه زمان 

انکوباس از  دما   یون،پس  در  درجه    60  یمخلوط هضش شده 

به غ  شد انکوبه    یقهدق  15به مدت    گرادیسانت شدن    یرفعال تا 

 . ( 31) کمک کند  یشآنز
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 مواد لازم جهت انجام واکنش هضم آنزیمی . 4جدول  

 ماده مقدار 

µg1-3 ید پلاسم 

µL1 یشآنز BbsI 

µL2   بافرX FastDigest10 

µL14  آ (DDW) 

µL20 حجش نهایی 

 

 : ید هضش پلاسمبرای  ییها  یهتوص

که قابل است  توال  BbsI  آنزیش   ذکر  از    یص تشخ   ی  ارج 

م برش  طراح  دهد ی ود  ا  کلونین  محل    ی و    ین در 

که از    شودیناسازگار م  یهااورهن   یجادباعث ا  یدهاپلاسم

اکنند یم   یری جلوگاتصالی   ود   معن  ین .  که    ی بدان  است 

پلاسم  5'فسفات   م   یداز  فسفور  شود یحذو    یلاسیون و 

  ی ضرور   (راهنما یها  RNAسنتز شده )دوبلکس    یگوهای ال

باایستن طراححالین.  هنگام  آزما  ی،  هر    یشهر   اص، 

یرد  آن موردمطالعه قرار گ  یازهاین  یدقت برابه  یدبا  یدپلاسم

(17) . 

 :یدپلاسم (Ligation) ی اتصالنکات کل

حاصل از هضش با   ی  ط  ید دو رشته به دا ل پلاسم یگوهای ال

به    الیگو   3:  1وکتور    با نسبت  اتصال الحاق شد.    BbsI  یشآنز

ز شد انجام    یر شرح  شده   یدپلاسم  ng300.  داده  با    هضش 

ها  یگو الاز    Bbs1  ،μL5/2  آنزیش شده   یدوپلکس    ، آماده 

μL5 /2    یعسر  اتصالبافر  X5  ،μL1  یگازل  T4   ی و حجش کاف  

برا نوکلزاز  بدون  واکنش    یآ   آوردن حجش کل  به دست 

μL25  از    با به    اتصال . مخلوط  استفاده شد  ddH2Oاستفاده 

در دما   1مدت     یک و سپس    گراد یسانتدرجه    25  یساعت 

  ( 5)جدول    گردیدانکوبه    گرادیسانت درجه    4  یشب در دما

(29 ,13). 

 
 مواد لازم جهت انجام واکنش اتصال  . 5جدول 

 ماده مقدار 
ng300 ید پلاسم 
μL5/2 آماده شده  یدوپلکس ها  یگوال 
μL5/2   یعسر  اتصالبافر  X5 
μL1   یگازلآنزیش  T4 
 (DDW) آ  برسد  µL25 به حجش نهایی

µL25 حجش نهایی 

 

 : یدپلاسم اتصال  هایی براییهتوص

از  به  اتصال  یک که    شود یم  یهتوص متشکل  کنترل،  عنوان 

در  دوبلکس    یگو بدون ال  Bbs1  آنزیش  هضش شده با   یدپلاسم

شود گرفته  مانند    یمختلف  ی هاگاهو .  نور 

https://nebiocalculator.neb.com/  ،Ligation 

Calculator    ازOmni Calculator  سا   ی هاگاهو   یرو 

م  بیموجود  مقادتوانند  محاسبه  واکنشه  کمک    اتصال  یر 

 کنند. 

 : یدپلاسم ی سازو  الص تکثیر

 : مستعد  ی هاسلول ی سازدر مورد آماده ی نکات کل
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روزه  پروسه سه  یک در    مستعد  E. coli  ترنسفرماسیون،   یبرا

روز    یدتول در  کم اولشد.  مقدار    TOP10 E. coliاز    ی، 

و    شد حل    LB (Luria-Bertani)  یطمح  mL2منجمد در  

دما مدت    گرادیسانتدرجه    37  یدر  )  یکبه   20-16شب 

 . گردید ساعت( انکوبه 

مح   µL50،  دومروز    در در    یط از  قبل  روز    یک کشت 

سترون در    LB  محیط   mL35  ی حاو  mL50سترون    فالکون

ب  یرز روشن    یرو  یولوژیکیهود  شدشعله  در    ریخته  و 

ش مدت    یکردار انکوباتور  دما  3به  در  درجه    37  ی ساعت 

شدقرار    گرادیسانت براداده  مستعد   یساز آماده  ی.  ،  سلول 

ب نور    =nm600OD  در  µg/µL6/0-  3/0  ین غلوت  مورد 

ب و  ا  یشتر است  ا  یناز  به  باکتر   ی معن  ین غلوت  که    ی است 

د است  بنابرا  مناسب  یگر ممکن  مناسب   ین،نباشد؛    زمان 

مدت    واکنش   مخلوط سپس    اعمال شود.   یدبا  انکباسیون به 

مدت    گردید انکوبه    یخ   یرو  یقهدق  15 به  بلافاصله    10و 

دما  یقهدق   یفیوژ سانتر  g×4000در    گرادیسانت درجه    4  ی در 

  و بر روی یخ تحت شرایط سرما  مراحل    یهها در بق. سلولشد

شدند دارنگه مای  شد دور    ییرو  یع.  در    رسو  و    ریخته 

mL5/10  2CaCl  1/0  شرا در  حل    یطمولار  .  شد سترون 

انکوبه    یخ   ی سترون رو  یط در شرا  یقهدق  30مخلوط به مدت  

مدت  گردید به  سپس  دما   یقهدق  10.  درجه    4  یدر 

ماگردید   یفیوژ سانتر  g×4000در    گرادیسانت دور    یی رو  یع . 

  CaCl2و    % 15  یسرولگل  mL2.1در    رسو  و    ریخته شد 

حل    1/0 مناسب    یهاسلول.  شدمولار  مقادیر  در  حاصله 

و شدند  دما  الیکه  داده    گراد یسانتدرجه    -70  ی در  قرار 

از    . شدند به شرح    مستعد   ی هاسلول  یی کارا  ،ساعت  24پس 

مقاوم    یداز هر پلاسم  ng100و    ng1  ،ng10  :شد  یبررس   یرز

ترنسفورم    یلین س  یآمپ   حاوی  LBپلیت    ی رو  یلینس  ی به آمپ

 . (34-32)شد 

 : مستعد ی هاسلول یه ته یبرا هایی یهتوص

سلول   شود یم توصیه   کارآمدی  بررسی  از  برای  مستعد  های 

کنترل    ید تائ  DNAیک   عنوان  به  قبلی  مطالعات  در  شده 

هش شود.  استفاده  منفی  مثبت  کنترل  یک  عنوان  به   نین 

این    DNAفاقد    سازهاز    توانیم بر  علاوه  کرد.  استفاده 

آنتی    شودیمپیشنهاد   به  مقاومت  و  مانی  زنده  کارایی،  تا 

از   ثابت  غلوت  یک  با  پلاسمید  DNA  (ng1 )بیوتیک 

  یه سوبا توجه به    شودیم. همچنین پیشنهاد  ( 35)سنجیده شود  

جهت   استفاده  روش    یهالسلو  یهتهمورد  بهترین  مستعد 

در   مثال  به طور  برگزیده شود.  ای که  مقایسه  مطالعهمناسب 

سال    Chanتوسط   در  همکاران  گرفت    2013و  صورت 

  2CaCl بهتر است از روش  TOP10 یه سوکه برای  داد نشان 

برای   که  است  حالی  در  این  و  شود    DH5α  یهسواستفاده 

 . (36)به کار گرفته شود   Hanahanروش 
 : نکات کلی ترنسفورماسیون

شرا  مستعد  E.coliاز    µL250  با  اتصال محصول     یط تحت 

به    گرادیسانتدرجه    4  ی. مخلوط در دمامخلوط شدسترون  

دما  یقه دق  30مدت   در  سپس  به    گراد یسانت درجه    42  ی و 

به مدت   گراد یسانتدرجه   4 ی و مجدداً در دما یهثان  40مدت 

برابر.  گردید انکوبه    یقهدق  10 در    E.coli  ارمقد  دو  مستعد، 

کشت    µL500  ینجاا آنت)   LBاز محیط  به    یوتیک( ب  ی فاقد 

اضافه   ومخلوط  ب  گردید  منوور  آنت   یان به  به  مقاومت    ی ژن 

  ی در دما  یکردار ساعت در انکوباتور ش یکبه مدت  یوتیکب

سانت  37 زمان    گراد   ی درجه  گذشت  از  پس  شد.  انکوبه 

پلیت حاوی از مخلوط    µL100  یون،انکوباس   ی آمپ -آگار  به 

و  یلینس دما  یتپل  اضافه شد  به    گراد   یسانت  درجه  37  یدر 

 . (34)شد  شب انکوبه   یک مدت 

 : هاآنیید تأها و یکلونبرداشت 

انتخا    از  افتاده های تک و  یکلون پس  توان علاوه  یم  جدا 

برای   یهتهبر   پشتیبان،  از تأ  پلیت  انجام کلونین     یید صحت 

PCR    ها کلونیپلیت پشتیبان    یه تهبرای  .  (37)کمک گرفت  

اول،  استفاده شد دو روش    از پبا  . در روش  مقدار    یپتنوک 

انتخا     یکم کلونی  در    شداز  سپس    یبان پشت  پلیت  یکو 

دوم، هر کلونی در  . در روش داده شد قرار   LB-آگار ید جد

طر  LB  یط مح  داد  مینی روش    یق از  شد کشت  برای  .  ه 
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از دارنگه  µL500  و مخلوط  گراد یسانتدرجه    -70  یدما   ی 

 . استفاده شد یسرول گل-LBمحیط  µL500کشت و یطاز مح 

زیر  تأبرای   روش  از  پلاسمید  در  الیگوها  ورود  صحت  یید 

اجزا  PCRواکنش    µL20استفاده شد.     : شد آماده    یرز  یبا 

µL5    واکنش مخلوط  ، PCR  (Royan TuCAGene)از 

µL5/0یمرپرا  U6   فوروارد  (µM5/0  ،)µL5/0  یمرپرا 

)  RNAمعکوس   از کلونی (،  µM5/0راهنما  و    مقدار کمی 

کاف  کل  دستبه  یبرا  O2ddHاز    ی حجش  حجش  آوردن 

 . (37)  (6جدول ) µL10 به مقدار واکنش

 
 PCRمواد لازم جهت انجام واکنش کلونی  . 6جدول 

 ماده  مقدار 
µL5 مخلوط واکنش  PCR 

µL5/0 یمرراپ  U6   فوروارد 

µL5/0 معکوس    یمرپراRNA   راهنما 

 کلونی به مقدار سر تیپ سمپلر 

 (DDW) آ  برسد  µL10 به حجش نهایی

µL10 حجش نهایی 

 

  

ترموسانمونه در  زیر ها  شرح  به  شدند قرار    یکلر    95)  داده 

سانت مدت    ی درجه  به  درجه    94)  یکل س  35  یقه، دق  7گراد 

برا  یسانت سانت  54  یه،ثان  30  یگراد  برا  ی درجه    40  یگراد 

  ی درجه سانت   72و    (یه ثان  30  یگراد برا  ی درجه سانت  72  یه،ثان

به مدت   آگارز    یرو  بر  هانمونهسپس  .  (یقه دق  10گراد  ژل 

( (1x Tris-acetate-EDTA TAEبافر  با استفاده از    5/1%

شدند که    یشآزما  هاییکلون .  برده    ی رو   صحیح  باندشده 

نشان   آگارز  در  دادند ژل   ،mL7    کشت   حاوی   LBمحیط 

µg/mL1  ین لی س  یآمپ  (Sigma،  کات  5354  . ولوگ شماره 

A  در ش  یک(  دما  یکردار انکوباتور  سانت   37  ی در    ی درجه 

 . اده شدندشب کشت د یک به مدت  گراد

 : استخراج پلاسمید به روش مینی و نکات کلی -5-4

DNA  ک  های یکلون از  استفاده  با  شده    ینی میت  کشت 

Bioneer)  شماره .  گردید استخراج  (  3032کاتولوگ  ، 

با   یدهای غلوت پلاسم اسپکتروفتومتر    دستگاه  استخراج شده 

گ و  یریاندازه  مناسب   شد  پلاسم  یمقدار    یین تع  یبرا  یدهااز 

یابی  ی هاداده.گردید ارسال    یتوال توالی  از  نرم  با    حاصل 

تحل  یهتجز  CLC Workbench.v12  افزار   . گردید   یل و 

طراحی   از  مراحل  تا    RNAکلیه  در    ها یکلون  ید تائراهنما 

 آورده شده اند.   2شکل 
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اساس  ، بر راهنما RNAی و آماده ساز ی( طراحالف) CRISPR/Cas9 سیستش یهبر پاپلاسمید جهت ویرایش ژنتیکی  یآماده ساز فرآیند کلی .2 شکل

  برش با آنزیش محدودکننده مکان  یک یدارا یدهر پلاسم ید،( هضش پلاسم حذو شوند ) یااضافه  یدمناسب با یدهایمورد نور که نوکلزوت یدژن و پلاسم

شده   آماده ی راهنمایها RNAبا   یدباکه هضش شده  یدپلاسم  اتصال( جهضش شدند ) BbsI آنزیش توسط pX459و   pX330که در اینجا مشخص است 

 . کلونین   یدتائ   یبرا  ییاستاندارد طلا  یک روش  یابی،  ی. توال)ذ(شده    یدتائ  یهابه دست آوردن کلونی  یبرا  ترنسفورماسیون،(  دشود )  کلون

 

 : ی و نکات کلتوالی یابی 

م  یابی یتوال داد. توص  یا  یک در    توان یرا  انجام    یه دو جهت 

مناسب جا  یابییتوال   یمرپرا  شودیم فاصله  هدو    یگاه را در 

فاصله  .  کرد انتخا    است  گرفتن بهتر  از  پرا  قرار  یمرها 

از    یکدیگر  ب  70کمتر  و  باز  باز    700از    یش جفت  جفت 

ها  . ضمناً مشاوره با شرکت موردنور قبل از ارسال نمونهنباشد

 . گرددیم  یهتوص یاربس

 : یو نکات کل  پرپ ماکسیبه روش  ید استخراج پلاسم

تأ کلونی  )  ییدهر  برا  یک شده  (  راهنما  RNAهر    ی کلونی 

داده    LB  محیط  mL250در   انکوباتور  شد  کشت  در  و 

دما  یکردارش شب    یک به مدت    گرادیسانت درجه    37  ی در 

  استفاده از   کشت شده با  های ی. روز بعد، کلونگردیدانکوبه  

پلاسم  یتک ماکسیاستخراج  شماره (Qiagen  کیاژن  ید   ،

همچنگردیدنداستخراج  (  12663کاتولوگ.   ا  ین .  ن  یذکر 

. E. coliشده در    تکثیر  یدپلاسم  DNAنکته مهش است که  

سلول  یبرا به  قرار    ید با  یادیبن  ی هاانتقال  تخلیص  مورد 

مشتق شده   ین انسان به اندوتوکس یادی بن ی هاسلول زیرا  ؛گیرد

 . (37, 38) باشند یمحساس  E.coliاز 

 

 هایافته

ذکر شده در بالا، ما    یهابهتر مراحل و روش نشان دادن  یبرا

 LAMP-2به نام    ی اتوفاژ  کننده یشتنو  ی اصل  یها از ژن  یکی

 LAMP-2.  یش ود انتخا  کرد  یقاتیرا بر اساس علاقه تحق

  حذو ژن . کندیم  یشرا تنو  یزوزوماتوفاگوزوم و ل یهمجوش 
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LAMP-2  ب  یا آن مسزول  نادرست    Danon  یماریعملکرد 

یستمی  با علائش  ند س یکوژن گل یرهذ  یماریب یک که است

فهرست است با  RNAاز    ی.  راهنما  ی  برا  یاز امت  ینبالاتر  های 

مفهوم  LAMP-2  ژن اثبات  عنوان  دادن    ی برا  ی به  نشان 

د  راهنما  RNA  یطراح  یاستراتژ  ینبهتر ته  یدگاهاز    یه ما 

است )جدول   راه    (.1شده  و    ی ها حلمشکلات مواجه شده 

-LAMP  های راهنما ژن  RNA  کلونین در مورد    یاحتمال

پلاسم  2 ا  pX330/pX459  یدهای در  مورد    ین بر  اساس 

 . ند قرار گرفت  یبررس

ژن    RNAطراحی  -1 برای    LAMP-2راهنما 

(NG_007995.1  )ب اساس    ی هاگاهو   ین از  بر  مختلف 

 .  ارج از هدو انجام گرفت یازات و امت ییکارا

جهت هدو قرار دادن ژن    ید کاند  ی راهنما  RNA  ی سر  دو

LAMP-2 یدانتخا  گرد . 
sgRNA-1 Forward; 5ʹ-
CGTTCTGGTCTGCCTAGTCCTGG-
3ʹ(PAM)  

sgRNA-1 Reverse; 5ʹ-
CCAGGACTAGGCAGACCAGAACGC-3ʹ 
sgRNA-2 Forward; 5ʹ-
GTCTCGCCGCTTTCAAGCGCGGGG-
3ʹ(PAM) 
sgRNA-2 Reverse; 5ʹ-
CCCCGCGCTTGAAAGCGGCGAGAC-3ʹ 

RNA  قبلاً که    ییهاروشانتخا  شده بر اساس    راهنما  یها  

 . شدند  انیل داده شد، سفارش داده و  یح توض

 : راهنما و پلاسمید  RNAکلون کردن -2

ده  ندود کنح که با آنزیش م   pX459و    pX330  یدهایپلاسم

 -1sgRNAبا  یببه ترت مورد هضش آنزیمی واقع شده بودند،

.  ه طور جداگانه کلون شدند ب  -2sgRNAو    -1sgRNAو  

از طرسپس کلونی   E.Coli Top10  مستعد   ی هاسلول  یق ها 

 . شدند ترنسقورم

 :PCRکلونی  یدتائ

مناسب برااز کلونی  ی مقدار  انتخا     PCRکلونی    یزآنال  یها 

در  ندشد ا  یافت  ی مثبت  ی کلون  یچه  ابتدا،.  به  با توجه    ین نشد. 

قرار گرفت  یابییبع  یجه،نت (.  الف-3)شکل    در دستور کار 

اتصال د  فرآیند  بار  و نوبت    قبل   با همان روش   یکی   یگر،دو 

ساعت(    18  یباً)تقر  اتصال  یبرا  یشترب  یوندوم با زمان انکوباس

به اطلاعات  به  توجه  با  شد.  ده  دستتکرار  اساس  بر  آمده 

)شکل   ا  -3کلون  بر  فرض  آلودگ   ین (،  که    ی بود 

دهد   مستعد   ی هاسلول است رخ    ی ها سلول  ین،بنابرا؛  ممکن 

آنت   LB-آگار  پلیت  یک در    مستعد   مجدداً   یوتیکب  یبدون 

کلونی  ی بررس بعد،  داشت    پلیتدر    یی هاشدند. روز  وجود 

از مرحله اول با    اتصال   ینبنابرا؛  بود  ی آلودگ   دهنده  که نشان

 PCRکلونی در نهایت با تکرار شد.  مستعد جدید  ی هاسلول

شد و  ج-3)شکل    pX330در    -1sgRNA  ن کلون   )

1sgRNA-    2وsgRNA-    درpX459  3)شکل    شد   یدئتا-

(. د
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از   یانمونه  )ب(  CRISPR/Cas9ید و چالش های پیش رو در سیستم  پلاسم  یآماده ساز  بررسی مرحله به مرحله(  الف)   . 3  شکل

تأج)   ترنسفورماسیون  یآلودگ و    sgRNA-1-pX459  یبرا   PCRکلونی    ییدتأ  )د(   sgRNA-1-pX330  یبرا  PCRکلونی    یید( 
sgRNA-2-pX459 
 : توالی یابی سنگر

کشت  به روش  ید استخراج پلاسم ی برا ائید شدهت های یکلون

شدند.    ،مینی داده  شده    یدهایپلاسمسپس  کشت  استخراج 

توسط  ی  توال  یین تع  یبرا پرابه  U6سنگر    یشرو پ  یمرعنوان 

 CLCافزار  توسط نرم  سنگر  یابی یتوال   یجفرستاده شدند. نتا

Workbench.v12  تحل  یهتجز و    یلو  کردن شد    کلون 

RNA  (.   و   الف -4شد )شکل  یدتائ تور در هر وکراهنما 

ماکسی-5 استخراج پلاسمید به روش  یید  تأو    پرپ   کشت و 

 : PCRنهایی با 

  ی ماکس   یداستخراج پلاسم  یتشده توسط ک  یدتائ  یهاکلونی 

پلاسم هر  و  شدند  توسط    یداستخراج  شده   PCRاستخراج 

تر  که    طور همان شد )شکل    یبررس   ، داده شد   یح توضپیش 

 (. ج -4

 
 

در پلاسمید   2و  1های راهنمای  RNAورود  یدتائ، CLC توسط نرم افزارسنگر  ی یابیتوال یهاداده  یلو تحل یه( تجزالف)   . 4 شکل

pX459    )سنگر توسط نرم افزار    یابی  یتوال  یهاداده   یلو تحل  یهتجز)بCLC  ،ورود    یدتائRNA   یددر پلاسم  1  یراهنما  pX330 

پلاسم)ج(   و  یداستخراج  پرپ  ماکسی  روش  پلاسم  2و    1  یراهنما  یها  RNAورود    یبرا  PCR  یدتائ  به   RNAو    pX459  یددر 

 . pX330 یددر پلاسم 1 یراهنما

 

 بحث

  ی اگسترده  یکاربردها   CRISPR  یهپابر    ژنوم   یرایشو

ا  in vivo    /in vitroصورت  به به    مطالعه  یندارد.  باهدو 

تجرب گذاشتن  طراح  یاتاشتراک  مورد  در    RNAی  مرتبط 

انجام    یدپلاسم  یهو ته  CRISPR/Cas9  راهنما برای سیستش 

تا  شد.   شد  سعی  مطالعه  این  در  یها الشدر  هر    احتمالی 

به بررسمرحله  راه  ی دقت  شوند مرتبط    ی هاحلو  .  توصیه 

آنچه اهمیت این مطالعه را نشان می دهد توجه به پیش افتاده  

مد نور   تا سنتز وکتور  از طراحی  . به طور  استترین مسائل 

از    ی هاسلولمثال آلودگی   در    ها  الشمستعد همواره یکی 

وکتور    ینهزم سعی  استتولید  مقاله  این  در  به    که  با  تا  شد 

به یکی   هاسلولتصویری از آلودگی در این   یگذاراشتراک

ژن   یک  انتخا   با  همچنین  شود.  داده  پاسخ  ها  از  الش 

طراحی   جهت  آن  دادن  قرار  الگو  و  راهنما    RNAبزرگ 

به قدم طراحی و سفارش دهی   قدم  تا  های    RNAسعی شد 

شوند   داده  توضیح  تنه  (.5)شکل  راهنما  مطالعه  این  به  در  ا 
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راهنما و آماده سازی پلاسمید مربوطه    RNAبخش طراحی  

شد  عملکرد  .  پردا ته  دقت  و  کیفیت  بررسی  بعدی  قدم 

RNA  که آن نیز بسته   است راهنمای قرار گرفته در پلاسمید

دارای   سازه  معرفی  نوع  و  هدو  سلول  نوع    ی ها  الشبه 

 . استاحتمالی 

 
 

کل    . 5  شکل راهنمایها  RNAتعداد  کادرها  LAMP-2ژن    ی  در  اگزون  هر  نمودار    یرز  یدر  است.    ای یلهمنمودار ذکر شده 

-LAMPدر هر اگزون  ی راهنماها RNA ی( را برایاهخارج از هدف )سعملکرد ( و ی)خاکستر اختصاصیت(، ید)سف ییکارا یانگینم

م  2 دادهدهدینشان  از  یها.  اگزون  ایپایگاه  هر  داده  موسسهChopChop  ،Crispor  ،Benchling  های   ،  Broad  Portals  ،

Vector Builder  و  Rgenome یه تجز  ،گاههر وب   یاستخراج شده بر اساس اطلاعات منحصر به فرد برا   یها. دادهنداستخراج شد

های مذکور به طور خلاصه  هدف بر اساس اطلاعات پایگاه  و عملکرد خارج از  اختصاصیت. میانگین کارایی،  ندو خلاصه شد  یلتحلو

 شد.  ارائهدر نمودار فوق 

 

 گیری یجهنت

 RNAی طراح    یه  ا الش در ای  ن مطالع  ه، مراح  ل ک  ار و

جه  ت  ه  ای مربوط  هها در پلاس  میدو کلون کردن آن  راهنما

. ش  رح داده ش  دند CRISPR/Cas9  سیستش  ویرایش ژنوم با

 یهاس  ا ت س  ازهنکات و مراح  ل  شد تا یمطالعه سع  در این

ب  ه ص  ورت س  اده و   CRISPR  توسط سیس  تش  ژنوم  یرایشو

مطالع  ات م  رتبط  یر. اگر   ه س  امرحله به مرحل  ه بی  ان ش  وند

در ای  ن ام  ا  ؛ان  درا ذک  ر کرده در این زمینه  موجود  یهاروش

در مح  یط     ود  ربی  اتب  ه تج   باتوج  ه  مطالعه سعی کردیش ت  ا

تر عن  وان نکات حائز اهمیتی را به صورت برجسته  آزمایشگاه

 کنیش.

 

 تشکر و قدردانی

رو مؤسسه  مالی کمک  یبرا  یان از  در  فن  یبانیپشتو    های  ی 

این طرح پژوهشی تشکر به عمل می کد  همچنین    .آیدانجام 

طرح  شماره    ا لاق   به 

IR.ACECR.ROYAN.REC.1398.67  و    است

نو  کدام چیه و    ینا  یسندگان از  افراد  ها    دستگاه   یا مطالعه، 

 مقاله ندارند.   ین انتشار ا ی برا یتعارض منافع

 

 منابع
1.Cong LE, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Habib N, et al. Multiplex genome engineering using 
CRISPR/Cas systems. Science. 2005;339(6121):819-23. 
2.Horvath P, Barrangou R. CRISPR/Cas, the immune system of bacteria and archaea. Science. 
2010;327(5962):167-70. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
sj

ku
.2

7.
4.

93
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

02
 ]

 

                            15 / 17

http://dx.doi.org/10.52547/sjku.27.4.93
http://sjku.muk.ac.ir/article-1-7066-fa.html


 طراحی گام به گام وکتور های...    108

 1401  آبان و  مهر/   هفتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 

3.Gasiunas G, Barrangou R, Horvath P, Siksnys V. Cas9–crRNA ribonucleoprotein complex mediates 
specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. PNAS. 2012; 109(39):2579-86. 
4.Garneau JE, Dupuis MÈ, Villion M, Romero DA, Barrangou R, Boyaval P, et al. The CRISPR/Cas 
bacterial immune system cleaves bacteriophage and plasmid DNA. Nature. 2010;468(7320):67-71. 

5.Gupta N, Susa K, Yoda Y, Bonventre JV, Valerius MT, Morizane R. CRISPR/Cas9‐based Targeted 
Genome Editing for the Development of Monogenic Diseases Models with Human Pluripotent Stem 
Cells. Curr Protoc Stem Cell Biol. 2018;45(1):e50. 

6.Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlo JE, et al. RNA-guided human genome 
engineering via Cas9. Science. 2013;339(6121):823-6. 
7.Yang H, Wang H, Shivalila C, Cheng A, Shi L. One-step generation of mice carrying reporter and 
conditional alleles by CRISPR/Cas-mediated genome engineering. Cell. 2013;154(6):1370-9. 
8.Wang H, Yang H, Shivalila CS, Dawlaty MM, Cheng AW, Zhang F, et al. One-step generation of 
mice carrying mutations in multiple genes by CRISPR/Cas-mediated genome engineering. Cell. 
2013;153(4):910-8. 

9.Wang T, Wei JJ, Sabatini DM, Lander ES. Genetic screens in human cells using the CRISPR-Cas9 
system. Science. 2014;343(6166):80-4. 
10.Shalem O, Sanjana NE, Hartenian E, Shi X, Scott DA, Mikkelsen TS, et al. Genome-scale 
CRISPR-Cas9 knockout screening in human cells. Science. 2014;343(6166):84-7. 
11.Schwank G, Koo BK, Sasselli V, Dekkers JF, Heo I, Demircan T, et al. Functional repair of CFTR 
by CRISPR/Cas9 in intestinal stem cell organoids of cystic fibrosis patients. Cell Stem Cell. 

2013;13(6):653-8. 
12.Li J, Shou J, Guo Y, Tang Y, Wu Y, Jia Z, et al. Efficient inversions and duplications of 
mammalian regulatory DNA elements and gene clusters by CRISPR/Cas9. J Mol Cell Biol. 
2015;7(4):284-98. 
13.Ran FA, Hsu PD, Wright J, Agarwala V, Scott DA, Zhang F. Genome engineering using the 
CRISPR-Cas9 system. Nat Protoco. 2013;8(11):2281-308. 
14.Shi J, Wang E, Milazzo JP, Wang Z, Kinney JB, Vakoc CR. Discovery of cancer drug targets by 
CRISPR-Cas9 screening of protein domains. Nat Biotechnol. 2015;33(6):661-7. 

15.Campenhout CV, Cabochette P, Veillard AC, Laczik M, Zelisko-Schmidt A, Sabatel C, et al. 
Guidelines for optimized gene knockout using CRISPR/Cas9. Biotechniques. 2019;66(6):295-302. 
16.Hyams G, Abadi S, Lahav S, Avni A, Halperin E, Shani E, et al. CRISPys: optimal sgRNA design 
for editing multiple members of a gene family using the CRISPR system. J Mol Biol. 
2018;430(15):2184-95. 
17.Bauer DE, Canver MC, Orkin SH. Generation of genomic deletions in mammalian cell lines via 
CRISPR/Cas9. J Vis Exp. 2015;3(95):e52118. 

18.Joberty G, Fälth-Savitski M, Paulmann M, Bösche M, Doce C, Cheng AT, et al. A tandem guide 
RNA-based strategy for efficient CRISPR gene editing of cell populations with low heterogeneity of 
edited alleles. CRISPR J. 2020;3(2):123-34. 
19.Endo M, Mikami M, Toki S. Multigene knockout utilizing off-target mutations of the 
CRISPR/Cas9 system in rice. Plant Cell Physiol. 2015;56(1):41-7. 
20.Bortesi L, Zhu C, Zischewski J, Perez L, Bassié L, Nadi R, et al. Patterns of CRISPR/Cas9 activity 
in plants, animals and microbes. Plant Biotechnol  J. 2016;14(12):2203-16. 

21.Bruegmann T, Deecke K, Fladung M. Evaluating the efficiency of gRNAs in CRISPR/Cas9 
mediated genome editing in poplars. Int J Mol Sci. 2019;20(15):3623. 
22.Wang T, Wei JJ, Sabatini DM, Lander ES. Genetic screens in human cells using the CRISPR-Cas9 
system. Science. 2014;343(6166):80-4. 
23.Doench JG, Hartenian E, Graham DB, Tothova Z, Hegde M, Smith I, et al. Rational design of 
highly active sgRNAs for CRISPR-Cas9–mediated gene inactivation. Nat Biotechnol. 
2014;32(12):1262-7. 
24.Wong N, Liu W, Wang X. WU-CRISPR: characteristics of functional guide RNAs for the 

CRISPR/Cas9 system. Genome Biol. 2015;16(1):1-8. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
sj

ku
.2

7.
4.

93
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

02
 ]

 

                            16 / 17

http://dx.doi.org/10.52547/sjku.27.4.93
http://sjku.muk.ac.ir/article-1-7066-fa.html


 109مهدی توتونچی،فاتح ستوده نژاد نعمت اللهی   

1401  آبان و  مهر/   هفتمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و   

25.Liu X, Homma A, Sayadi J, Yang S, Ohashi J, Takumi T. Sequence features associated with the 
cleavage efficiency of CRISPR/Cas9 system. Sci Rep. 2016;6(1):1-9. 
26.Geny S, Pichard S, Brion A, Renaud J-B, Jacquemin S, Concordet J-P, et al. Tagging Proteins with 
Fluorescent Reporters Using the CRISPR/Cas9 System and Double-Stranded DNA Donors. Methods 
Mol Biol. 2021;2247:39-57. 

27.Prykhozhij SV, Rajan V, Gaston D, Berman JN. CRISPR multitargeter: a web tool to find common 
and unique CRISPR single guide RNA targets in a set of similar sequences. PloS One. 
2015;10(3):e0119372. 
28.Liu G, Zhang Y, Zhang T. Computational approaches for effective CRISPR guide RNA design and 
evaluation. Comput Struct Biotechnol J. 2020;18:35-44. 

29.Santos DP, Kiskinis E, Eggan K, Merkle FT. Comprehensive protocols for CRISPR/Cas9‐based 
gene editing in human pluripotent stem cells. Curr Protoc Stem Cell Biol. 2016;38(1):5B. 6.1-5B. 
6.60. 
30.Oji A, Noda T, Fujihara Y, Miyata H, Kim YJ, Muto M, et al. CRISPR/Cas9 mediated genome 

editing in ES cells and its application for chimeric analysis in mice. Sci Rep. 2016;6:31666 
31.Rossino R, Gosalvez J, Mezzanotte R. The effects of enzyme inactivation and incubation buffer on 
digestion in situ with restriction endonucleases. Biotech Histochem. 1998;73(6):325-8. 
32.Majeed MT, Hussain K, Noreen M, Izhar M. Optimum range of plasmid supercoiled DNA for 
preparation of competent Top 10 E. coli. Arch Pharm Pract. 2011;2(2):76-9. 
33.Liu X, Liu L, Wang Y, Wang X, Ma Y, Li Y. The Study on the factors affecting transformation 
efficiency of E. coli competent cells. Pak J Pharm Sci. 2014; 27(3 Suppl):679-84. 
34.Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manual. 2nd ed. Cold Spring 

Harbor, New York, 1989.  
35.Chang AY, Chau V, Landas JA, Pang Y. Preparation of calcium competent Escherichia coli and 
heat-shock transformation. JEMI methods. 2017;1:22-5. 
36.Chan W-T, Verma CS, Lane DP, Gan SK-E. A comparison and optimization of methods and 
factors affecting the transformation of Escherichia coli. Biosci Rep. 2013;33(6):e00086. 
37.Gao P, Dong X, Wang Y, Wei G-H. Optimized CRISPR/Cas9-mediated single nucleotide mutation 
in adherent cancer cell lines. STAR Protoc. 2021;2(2):100419. 

38.Lieder R, Gaware VS, Thormodsson F, Einarsson JM, Ng C-H, Gislason J, et al. Endotoxins affect 
bioactivity of chitosan derivatives in cultures of bone marrow-derived human mesenchymal stem cells. 
Acta Biomater. 2013;9(1):4771-8. 
 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
sj

ku
.2

7.
4.

93
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
jk

u.
m

uk
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
2-

02
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            17 / 17

http://dx.doi.org/10.52547/sjku.27.4.93
http://sjku.muk.ac.ir/article-1-7066-fa.html
http://www.tcpdf.org

