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 1402چهارم آذر  ی /هفته740 ی/شوارهچهل و یکنسال  هجله دانشکده پزشکی اصفهاى
 28/9/1402تبریخ چبپ:  21/9/1402تبریخ پذیزش:  14/7/1402تبریخ دریبفت: 

  
 در ارزیببی  دیآم لیآکر یالکتروفورز شل پلو سیستم  Iاندونوکلئبز  T7ی عملکرد آنسیم  مقبیسه

 CRIPSR/Cas9 کبرآیی برش سیستم 

 
4، هنیره عجوی3، الهام حویزی2داری حویذ گله، 1نسین هایلی فریذنی

 

 
 

‌چکیده

ّبی  جْص یگر غرببلٍ  CRISPR (Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeat)در سیستن  Cas9ارزیببی کبرآیی برش آًسین  مقدمه:

ُ، بذٍى ًیبز بِ اکریل پلیسیستن بر استفبدُ از  یهبتٌ ایي هطبلعِ رٍضی. ببضذ ّبی ایي سیستن هی ایجبد ضذُ، یکی از چبلص بب کبرآیی ببلا را  ّترٍدپلکس لیتطک آهیذ غیردًبتَر
 .کٌذ پیطٌْبد هی

ِ، بِ هٌظَر بررسی عولکرد سیستن  هب: روش اَلی CRISPR-Cas9در ایي هطبلع اَلی ّذف، طراحی ٍ سٌتس ضذ.  RNA، ابتذا ت  (PX458ٍکتَر )راٌّوبی هٌبسب بب ت

pSpCas9(BB)-2A-GFP  بب استفبدُ آًسینBbsI  ٍ ُبرش دادRNA  ترکیب، استخراج ٍ پس از تأییذ صحت کلًَیٌگ بب راٌّوبی در جبیگبُ برش کلَى ضذ. پلاسویذ ًَ
لَی  یببی، بِ ردُ استفبدُ از تکٌیک تَالی هی  DNA تراًسفکت گردیذ. پس از تأییذ اًتقبل ٍ تعییي درصذ تراًسفکت تَسط دستگبُ فلَسبیتَهتری، HEK293Tی سل شًَ

ی هَرد ًظر بر رٍی شى بتبگلَبیي اًجبم ضذ ٍ درصذ  هختلف در ًبحیِ PCR( Polymerase chain reaction)ّبی حبهل ٍکتَر ًَترکیب استخراج ضذ. دٍ ٍاکٌص  سلَل
 .غیردًبتَرُ کٌٌذُ ارزیببی گردیذآهیذ  اکریل ( ٍ سیستن پلیT7EndonucleaseI) T7Iبب استفبدُ از آًسین اًذًٍَکلئبز  Cas9عولکرد آًسین 

م، ًطبى T7E1ًتبیج ّضن آًسیوی  هب: یبفته ُ، ًطبى اکریل ٍ ًتبیج سیستن پلی Cas9درصذی آًسین  32ی عولکرد  دٌّذُ بر رٍی شًَ  ی عولکرد  دٌّذُ آهیذ غیردًبتَرُ کٌٌذ

در هحل هَرد  کیًَکلئ ذی( در طَل اسbpجفت ببز ) 10-5 ی کَچک بِ اًذازُ راتییتغ یقببل اعتوبد بِ طَرآهیذ غیردًبتَرُ  اکریل درصذی آًسین بَد. بِ ایي ترتیب سیستن پلی 66
 .دّذ یه صیتطخ ًیس ًظر را

اًَذ یه PAGE کیتکٌ گیزی: نتیجه اَى  T7E1سٌجص  يیگسیجب ت لَ یّب ردُ کردى پیشًَت یبرا یطگبّیپرٍتکل هعوَل آزهب کیبِ عٌ  ستنیضذُ بب س ذیتَل یاًسبً یسل

CRISPR/Cas9 ضَد. 

 ؛ جْص ایٌذلCRISPR/Cas؛ Iاًذًٍَکلئبز T7اهیذ؛ آًسین اکریل الکترٍفَرز شل پلی واصگبن کلیدی:

 
الکتزوفورس صل و سیستم  Iاندونوکلئبس  T7ی عملکزد آنشیم  مقبیسه .داری حویذ، حَیسی الْبم، عجوی هٌیرُ هبیلی فریذًی ًسین، گلِ ارجبع:

 929-937(: 740) 41؛ 1402هجلِ داًطکذُ پسضکی اصفْبى . CRIPSR/Cas9 در ارسیببی کبرآیی بزش سیستم  دیآم لیآکز یپل

 

 مقدمه

ٍ   خُز  اخشلبكی اص اوذيوًکلئبصَبی اػشفبدٌ ی  ایدابد ثاشؽ دس وبه ا

ٍ DNA سشم م َبی مکبو ؼم سحشیک مـخلی اص یک طن ثٍ مىظًس  ، ثا

دس ؿاشایظ   سا طن َابی سلاح     سکى اک  کابسییی  ساًخُی  قبثا   عًس

 اص مخشلفی َبی . سبکىًن اص کلاع(1)ثخـ ذٌ اػز  یصمبیـگبَی ثُجًد

 اػاشفبدٌ  طواً   يیاشایؾ  خُاز  سیضی ثشوبمٍ قبثل ز ثب اوذيوًکلئبصَبیی

 (،Meganucleasesاػاااز کاااٍ ػجبسسىاااذ اص مگبوًکلئبصَاااب ) ؿاااذٌ

، ZFNs(Zinc-Finger Nucleases) سيی-اوگـاااز وًکلئبصَااابی

 سيوًیؼااااای  کىىاااااذٌ فؼاااااب  ؿاااااجٍ وًکلئبصَااااابی افکشاااااًس

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases )

TALENs دبل ىاذسي   کًسبٌ َبی سىبية ثش مجشىی وًکلئبص َبی ػ ؼشم ي 

  .(2-4) (CRISPR) ای خًؿٍ مىظم داس فبكلٍ

 مقبله پصوهشی
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 َابی وًکلئبصطوی،  ؾیشایي یاثضاسَب هیاص قذسسمىذسش یکامشيصٌ ی

 وًکلئاابصی ػ ؼااشم. (5، 2)ثبؿااىذ  ماای CRISPR ػ ؼااشم مااشسجظ ثااب

CRISPR /Cas9 اػز یسیض ثشوبمٍ قبث  وًکلئبصَبی اص خذیذ کلاػی 

ساًالی َاذ     ؿاىبخز  ساَىمب ثٍ مىظًس یغبص فشایىاذ  RNA اص یک کٍ

 دس سیااضی ثشوبمااٍ قبثاا  کااٍ ديماا ه ، دس هاابلی(6)کىااذ  ماای اػااشفبدٌ

 یااک ػاابخشبس دشيسئ ىاای ی ثااش دبیااٍ TALENs ي ZFNs مگبوًکلئاابص،

 یاک  هضاًس  و بصمىاذ  Cas9وًکلئابص   کبسیمذ . فؼبل ز(8، 7)ثبؿىذ  می

  سااشاوغ ی کىىااذٌ فؼااب  ( ي سااًالیcrRNAمکماا  ) RNAسااًالی 

(Trans-activating CRISPR (tracr) RNA مای )  ػابخشبس . ثبؿاذ 

tracrRNA: crRNA كًسر ثٍ یب سًاوذ می RNA  یاب  ي (9) ديسابیی 

 قشاس اػشفبدٌ ( مًسدsingle guide RNAک مشیک ) سک ساَىمبی یک

 ي ؿذٌ َ جشیذ خًد مکم  DNA سًالی ثب ساَىمب RNA .(11، 10) گ شد

ٍ  ماًسد وظاش   DNA محا   ثشؽ ي اسلب  خُز سا Cas9 اوذيوًکلئبص  ثا

 .(14-12)کىاذ   می ، ثٍ مح  مًسد وظش َذایزPAM سًالی هضًس ؿشط

 مؼاشل   ثغًس کٍ خًد ديم ه دي فؼبل ز عشیق اص ػمذسبً Cas9 وًکلئبص

( RuvC ديما ه ) مکم  غ ش ی سؿشٍ ي( NHN ديم ه) مکم  ی سؿشٍ

 اص داغ . (15) کىاذ  می ایدبد کًس ای ديسؿشٍ ؿکؼز صوىذ، می ثشؽ سا

ٍ  ؿکؼز سـخ ق  ػا گىب   یاک  سًػاظ  ؿکؼاز  محا   ای، ديسؿاش

ساشم م اسلاب     ػ ؼاشم  عشیاق  اص ساشم م  َبی مبؿ ه اسلب  ي مًلکًلی

 NHEJ( Non-Homologous End Joiningاوشُبَبی غ شَمًلًگ )

الگاًی دَىاذٌ،    DNAسشم م ًَمًلاًگ مؼاشل م دس هضاًس یاک      یب

 سخشیاات ثااشؽ، ثااٍ ياثؼااشٍ مؼاا شَبی دس. (16)گااشدد  سحشیااک ماای

ؿًد ي  می سحشیک ؿکؼز مح  دس DNA 5' اوشُبی دس وًکلئًل ش کی

گاشدد   ثابصی  خفز 25-1َبی  ثٍ ایدبد ایىذ  سًاوذ مىدش دس وُبیز می

مًفاق   ؾیشایا ي یثاشا  یگب  اػبػ کی ،وًکلئبص یییکبس یبثیاسص. (17)

 یکاٍ دس مًخاًدار صواذٌ ي ثاشا     ییَب ؾیدس یصمب ظٌیطوً  اػز، ثٍ ي

 یَاب  ک ا اص سکى یا گؼاششدٌ  ف ع .(18)ؿًد  میاودب   یاَذا  دسمبو

. گاشدد  مای وًکلئبصَب اػشفبدٌ  ؾیشایي یاثشثخـ یبثیاسصخُز مخشلف 

، ثب ثٍ دػز یمذٌ یَب ي دادٌ بص صمبن مًسد و ىٍ،یَب اص وظش َض سيؽ هیا

ُ  ین ه،ی. ػلايٌ ثش اثبؿىذ میمشفبير یکذیگش   یمخشلفا  ضار ا َب ثاٍ سد

ي  PCR یَااب ه مبؿاا هیسااش ییداسوااذ کااٍ ممکااه اػااز اص اثشااذا بص ااو

مذسن سا  یثب سًان ثبلا یبثی یسًال یَب الکششيفًسص سب دػشگبٌ یَب ؼشم ػ

بكای  خ یَاب  زیولبط قًر ي محذيد اص َش کذا کٍ  (19) ؿبم  ؿًد

 Restriction fragment length). یوبل ضَبی(20)ثبؿىذ  ثشخًسداس می

polymorphism) RFLP،TIDE (tracking of indels by 

decomposition) ،IDAA (indel detection by amplicon 

analysis) ،ENIT (engineered nuclease-induced translocations) ،

( High-Resolution Melting) ثابلا  ز ا ف ثاب ک  DNAرية  یمىحىا  ض یوابل 

HRM ي T7 اوذيوًکلئبص (T7E1 َمگی اص )ی ثشمجشى َبی سيؽ PCR 

مکبن خبف کبسیماذ َؼاشىذ. ثاب     کیدس  وبَمگه DNA ییؿىبػب خُز

 سک یَب ؼم مًسف یدل ، قبدس ثٍ ؿىبػبییػىدؾَبی  سيؽ هیهب ، ا هیا

و ااض  SNPs (Single nucleotide polymorphisms) یذ ااًکلئًسو

ٍ مثجاز کابرة    حیوشبایدبد ثٍ ثبؿىذ کٍ گبَبً مىدش  می  یطوا ی  دس وبه ا

کٍ ثٍ عًس گؼششدٌ ماًسد   T7EIاوذيوًکلئبص  .(21)گشدوذ  یمًسد وظش م

ٍ  DNA شد، گ یماػشفبدٌ قشاس  َشاشيديدلکغ وبمشىبػات سا    یا دي سؿاش

ٍ  بیا دي  دااٍ ىاذ ي دس وش ک یَاذ  قاشاس دادٌ ي َضاام ما     ی چىاذ قغؼاا

 DNAکىاذ. قغؼابر    یما  ذ ا سًل یما یياکىؾ یوض کیسش سا دس  کًچک

. (22)مـابَذٌ کاشد    سًان ثاب الکششيفاًسص ط  یگابسص    یَضم ؿذٌ سا م

ی، کما  PCRدػاشگبٌ   و ض و بصمىذرية  یمىحىی یوبل ض  ػىدؾ ثش دبیٍ

ثبؿاذ کاٍ مىداش ثاٍ افاضایؾ       ای مای  َبیی د ـشفشٍافضاس ي وش  ضار سدُ

 اص  ؾ ثا  ارش  ا سغ ثاشای  ه،یلايٌ ثاشا ػا ، (23)گاشدد   یوبل ض می ی َضیىٍ

 مىبػاات دس محاا  َااذ    ک ااوًکلئ ذ خفااز ثاابص دس عااً  اػاا    15

اص  یؿا وب ىاذ  یا ی اواذاصٌ  مشًػظ ایه دس هبلی اػز کٍ .(24)ثبؿذ  می

CRISPR-Cas9   ًثؼشٍ ثٍ عRNA خفاز ثابص    13سب  6اص  یساَىمب

 . (25) ثبؿذ می

، ػالايٌ  ً مشػا  یَب سيؽ هیایکی دیگش اص مـکلار اػشفبدٌ اص 

َبی ثابلا، و ابص ثاٍ دسكاذ      ثًدن ثشای سؼذاد ومًوٍ ىٍیثش ي دشَض صمبن ثش

ثبؿاذ کاٍ    َبی سشاوؼفکز ؿذٌ خُز ثشسػی ثشؽ می ثبلایی اص ػلً 

َابی ثى ابدی    َبی ػخز سشاوؼفکز ؿًوذٌ مبوىذ ػلً  دس مًسد ػلً 

اػاشفبدٌ اص   ه،یثىابثشا  ؿاًد.  َمبسًدًئ ش ک چبلـی ثضسگ محؼًة مای 

 ىاذ  یا یَاب  خُاؾ  هضاًس  أی اذ س یػبدٌ ي کبسیمذ ثشا یَب یظاػششاس

ثاش الکششيفاًسص    یسيؽ مجشىا  کیمغبلؼٍ،  هیدس ا مغلًة اػز. بس ثؼ

( سا Polyacrylamide Gel Electrophoresis) ذ ا یم  یا یکش یط  دلا 

ٍ  ض یم ز ثشؽ مًفل سأی ذ یثشا ی طوای ماًسد وظاش ي هضاًس      دس وبه ا

. میا ا ، اػمب  کاشدٌ CRISPR/Cas9 ؼشم اص ػ یوبؿ ىذ یا یَب خُؾ

 کىاذ  یثبثز م PAGEثش  ی، سيؽ مجشىT7EIی ثب سيؽ ػىش ؼٍیدس ملب

 .اػز ىٍیدس صمبن ي َض ییخً کبسیمذسش، ثب كشفٍ یاػششاسظ کیکٍ 

 

 ها روش

سشاوؼافش    اوؼابن  یٍ  ا کل یى خى یَب ػلً  ی سدٌ یمغبلؼٍ، ثش سي هیا

 شً ؿاذٌ اص اوؼاش   ٍ ا ( س293HEKُ) SV40يیشيع  Tطن  ؿذٌ ثب یوشی

کـاز   ظ ثذػاز یماذٌ دس محا    یَاب  اودب  ؿاذ. ػالً    شانیدبػشًس ا

DMEM دسكذ 10 یهبي FBS ، ه ل ػا  یمحلً  دىا (U/mL 100 ،)

کـاز   ه گلًسبم-Lمحلً   mM 2( ي µg/mL 100) یؼ هاػششدشًمب

ي  CO2دسكاذ   5گشاد،  یػبوش ی دسخٍ 37 ییدمب ظیدادٌ ؿذ ي دس ؿشا

 . ذیگشد دسكذ اوکًثٍ 95سعًثز 

ساَىماابی  RNA عشاهاای مىظااًس ثااٍساَىمااب:  RNAعشاهاای 

 GN19NGG الگاًی  ثاب  gRNA سًالی اوؼبوی، HBB طن اخشلبكی
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 CRISPOR یولایاه  عشاهی اثضاس اص اػشفبدٌ ثب َذ  سًالی ی کذکىىذٌ

(http://crispor.tefor.net/عشاهی ) ثٍ ایه مىظًس ساًالی ماًسد    .ؿذ

َابی ثاشؽ َاذ  ي     خبیگابٌ  وظش دس ػبیز ثجاز ؿاذٌ ي ثاش اػابع    

ی خبیگبٌ ثاشؽ َاش    َبی د ـىُبدی، َمچى ه فبكلgRNAٍغ شَذ  

gRNA ٍ ی خُؾ ماًسد وظاش، ثُشاشیه     ثب وبهgRNA    خُاز ػاىشض

ٍ اوشخاابة ؿااذ. َمچىاا ه   ی ثااشؽ یوااضیم  سااًالی مشثااًط ثااٍ وبه اا

 ثاٍ دسين يکشاًس   gRNAػابصی   مؼبوٍ، خُز BbsIَی  محذيدکىىذٌ

(458PX) pSpCas9(BB)-2A-GFP  ثٍ دي اوشُبیgRNA   عشاهای

 ؿذٌ اضبفٍ گشدیذ.

ٍ   َابی RNAػابصی   َمؼبوٍ  ثاٍ دسين يکشاًس  ای  ساَىماب دي سؿاش

(458PX:)   0 8، 0، 1ثب اػشفبدٌ اص ثبفش اسلب  ؿبمmM Tris-HCL 

pH1mM EDTA, 1mM Nacl 00   ػاىغ   یوشای ي  دي سؿاشٍ ػاىغ

RNA ثٍ یکذیگش مشل ،  ساَىمبgRNA ٍای ػىشض ي ثب اػشفبدٌ اص  ديسؿش

الحاب  ي ثاٍ    458Pxکبوبدا( ثٍ دسين يکشاًس  -)فشمىشبص T4 ligaseیوضیم 

 دس دػشگبٌ سشمًػبیکلش قشاس دادٌ ؿذ. ºC16ػبػز دس دمبی  16مذر 

ٍ   :خُز سکث شسشاوؼفًس  يکشًس وًسشک ت   یثابکشش   ی کـاز ؿاجبو

E.coli  ً  (Lysogeny Broth) غیماب  ظ اص محا   5mLدس stbl3 ٍیػا

LB ي چااشخؾ  گااشاد یػاابوش ی دسخااٍ 37 یدس دمااب یثااب گشمبگاازاس 

َاابی  مؼشؼذػاابصی ػاالً   ( اودااب  ؿااذ. rpm) لااٍ ديس دس دق 200

 1/0( CaCl2) م کلؼا  ذیا کلش ییب م ؿا  مابس  ثب اػشفبدٌ اص س ثبکششیبیی

اوداب    یمؼشؼذ ثٍ سيؽ ؿاً  هشاسسا   یَب ػلً  ي سشاوؼفًس مًلاس 

 LBکـاز   ظ محا  یهبكا  ثاش سي   ییبیا ثبکشش ًن گشفز. ػًػذبوؼ

دخاؾ   µg/mL 100ثاب غلظاز    ه ل ػا  ییمذ ک ًس ث ییوش یخبمذ هبي

قاشاس دادٌ   گاشاد  یػابوش  ی دسخٍ 37 یؿت دس دمب کیؿذٌ ي ثٍ مذر 

ثشسػی گشدیذ. ثٍ ایه  colony PCRَبی سؿذ کشدٌ سًػظ  کلًنؿذ. 

ث ًس ک  کلًن سؿذ کشدٌ ثش سيی مح ظ ياخذ یوشی 10مىظًس هذاق  اص 

ٍ  DNAاػشخشاج  ی کلاًن ؿاذٌ اص    اودب  ؿذ. خُز سأی ذ يسيد قغؼا

ثٍ ػىًان دشیمش سفز ي سًالی  458PXدشیمش مشثًط ثٍ دشيمًسش يکشًس 

کلًن ؿاذٌ، ثاٍ ػىاًان دشیماش ثشگـاز      gRNA ػىغ  ػىشض ؿذٌ یوشی

خفاز   143ی ثبواذ   اوداب  ؿاذ. مـابَذٌ    PCRشفبدٌ ؿذ ي ياکىؾ اػ

یم اض   ی يسيد مًفل از  دَىاذٌ  دسكاذ وـابن   2 ثبصی ثش سيی ط  یگبسص

 458R2PXوًسشک ت  ذ دلاػمثبؿذ.  ثٍ دسين يکشًس می gRNAسًالی 

 .Cat. NO) ک ابطن ؿاشکز   ذ اػاشخشاج دلاػام   ز ا ثب اػاشفبدٌ اص ک 

 ثاش ایاه اػابع،    ؿاذ.   یصخذاػاب  ز ( ي عجق سيؽ مىذسج ک27104

هابيی ثابکششی هبما  يکشااًس     LBل شاش محا ظ کـاز مابیغ      م لای  2

ػبػز کـز ؿجبوٍ ثٍ م کشيس ًة مىشلا  گشدیاذ    18وًسشک ت دغ اص 

ػابوششیفًط ؿاذ. ثاش سيی سػاًة      g 8000دق لٍ ثب ديس  5ي ثٍ مذر 

اضبفٍ ي مدذد ػًػذبوؼا ًن گشدیاذ. ثاٍ مخلاًط      P1هبك  محلً  

ثاٍ   N3بفٍ ي ثٍ یسامی مخلاًط ي دس وُبیاز ثابفش    اض P2هبك  ثبفش 

اضبفٍ ي سب ومبیبن ؿذن اثشی ػف ذ سوگ ثٍ  P2مىظًس خىثی ؿذن ثبفش 

 gدق لاٍ ثاب ديس    2یسامی مخلًط گشدیذ. مخلاًط هبكا  ثاٍ ماذر     

ي ػذغ محلً  سيیی ثٍ یسامی ثٍ ػشًن مىشل   ٌػبوششیفًط ؿذ 13000

ي سًػاظ   ٌػابوششیفًط ؿاذ   g 13000دق لاٍ دس ديس   1گشدیذ. ػاشًن  

م کشيل شاش ثابفش    50ثبفشَبی ؿؼشـاً، ؿؼشـاً دادٌ ؿاذ. دس وُبیاز     

ػابوششیفًط   g 13000دق لاٍ ثاب ديس    1کىىاذٌ ثاٍ ػاشًن اضابفٍ ي      ه 

دسكاذ ي   1گشدیذ. ک ف ز دلاػم ذ اػشخشاج ؿذٌ سًػاظ ط  یگابسص   

   ٍ ٍ   ثشسػای  مىظاًس  وبوًدساح ػاىد ذٌ ؿاذ. ثا ، یػابص  كاحز َمؼابو

یابثی ػابوگش ي سأی اذ هضاًس      یساًال  ذ اػشخشاج ؿاذٌ خُاز   دلاػم

gRNA  ؿذ.   دس ػبخشبس دلاػم ذ اسػب 

اص  293HEKی ػالًلی   سدٌ :293HEKی َاب  سشاوؼفکـه ػالً  

 BN_0012.1.14یبخشٍ ثاب ؿامبسٌ دػششػای     ؿشکز ثه یثبوک ػلًل

ی گابي  ه ػش  خى دسكذ 10 یهبي DMEMکـز  ظ ي دس مح ٍ سُ

(FBSمحلااااً  دىاااا ،)ه ل ػاااا ی (U/mL100اػششدشًمب ،)ه ؼاااای 

(µg/mL100ي )L 2mM- کـااز دادٌ ؿااذ. ػااذغ دس   ه گلًساابم

ي َاش دي   یوگُذاس CO2 دسكذ 5 ثب گشاد یػبوش ی دسخٍ 37اوکًثبسًس 

دبػبط مشاًالی   3دغ اص  ي ذیگشد ضیکـز ین سؼً ظ ثبس مح کی يصس

سيص قجا  اص سشاوؼفکـاه   خُز سشاوؼفکز مًسد اػشفبدٌ قشاس گشفز. 

سشاوؼفکز ثاب  اضبفٍ ؿذ.   خبوٍ 6 ز َش چبَک اص دل دسػلً   5×105

دي ( اوداب  ؿاذ.   PEIک لًدالشًن ) 25ایم ه اس له سشک ت دلی اصاػشفبدٌ 

 َب ثب مح ظ سبصٌ هبيی سيیی ػلً  ظ اص سشاوؼفکـه، مح د ؾػبػز 

ٍ  37 یدس دماب سؼًیض گشدیاذ ي   FBSدسكذ  2  گاشاد  یػابوش  ی دسخا

 ثااش اػاابع دػااشًسالؼم  ؿااشکز ثااه یبخشااٍ،    . گشمبگاازاسی ؿااذ 

ی اوشلاب  دادٌ  شش ل یل م 5/1 م کشيس ًةثٍ  BON1ثبفش  شش کشيل م 100

ي ثٍ خاًثی يسسکاغ   اضبفٍ  يکشًس وًسشک ت ثٍ ین کشيگش  م 5ؿذ ي 

ثابفش   شاش  کشيل م 672 ،یگاش ید یشاش  ل یل م 5/1 م کشيس ًةثٍ گشدیذ. 

BON2 محلااً   شااش کشيل م 28 يPEI  ٍگشدیااذ ي ثااٍ خااًثی اضاابف

 م کشيس اًة ثاٍ   PEIمحلً  اص  شش کشيل م 100 يسسکغ ؿذ. دس ادامٍ

، َاش  )ػٍ ثابس  PEIثلافبكلٍ دغ اص افضيدن  ؿذ ياضبفٍ  يکشًس یهبي

دس  لٍ دق 15ثٍ مذر يسسکغ گشدیذ. مخلًط ثذػز یمذٌ ( ثبو ٍ 3ثبس 

 یاک ثاٍ   DNA/PEIمخلاًط  ؿذ ي دس وُبیاز َاش   اسب  اوکًثٍ  یدمب

، ػابػز  20داغ اص گزؿاز    گشدیاذ. اضابفٍ   خبوٍ 6ص دل ز ک اچبَ

اوداب  ؿاذ ي داغ اص     FBS دسكذ 10 یهبيثب مح ظ  ظ مح سؼًیض

ؿذر وًس ػجض ػبعغ ؿذٌ )ثٍ دل   ث ابن داشيسئ ه    ػبػز 48گزؿز 

GFP       ثب اػاشفبدٌ اص م کشيػاکًح فلًسػاىز ثشسػای ؿاذ. دسكاذ )

یمشیکاب(   – FACS caliburسشاػفکز سًػاظ فلًػابیشًمششی )ماذ     

 سؼ  ه ؿذ.

ثٍ مىظاًس اسصیابثی   ساَىمبی عشاهی ؿذٌ:  RNAاسصیبثی ػملکشد 

 RNAی َااذایز  ثااٍ ياػااغٍ Cas9کاابسییی ػملکااشد ثااشؽ یوااضیم  
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اص َااش چبَااک هاابيی   DNAساَىماابی عشاهاای ؿااذٌ، اػااشخشاج  

سشاوؼفکز ؿذٌ ثب اػاشفبدٌ اص ک از اػاشخشاج     HEK 293َبی  ػلً 

DNA (-Promega  .اودب  ؿذ )یمشیکب 

اص  ثذػز یماذٌ  PCR محلً : T7EIػىدؾ ثشؽ ثب اػشفبدٌ اص 

 ز ا ک سًػاظ  خفاز ثابص   778ثاٍ عاً     ماًسد وظاش   یطواًم  یٍ  وبه

 .ذؿا  ػبصی خبلق Qiaquick PCR (Qiagen, 2806ی )ػبص خبلق

 ٍ ٍ    ی ثاشؽ  ثٍ مىظًس سـک   َششيديثلکغ ث ه سؿاش ی  خاًسدٌ ي سؿاش

ي  کلشیخابلق ؿاذٌ ثاب اػاشفبدٌ اص سشمًػاب      PCRمحلاًلار   ػبلم،

دسخاٍ دس   2دسخٍ ثب کابَؾ دماب    85-95دق لٍ،  5-دسخٍ 95ی  ثشوبمٍ

دسخٍ دس ثبو ٍ، دس اثشذا دوبسًسٌ  1/0دسخٍ ثب کبَؾ دمب  85-25ثبو ٍ ي 

ي ػذغ مدذد سوبسًسٌ گشدیذ. ثٍ ایه سشس ت دس كًسر ایدبد خُاؾ  

اًلی   PCRمحلاًلار   گشدواذ.  َاب سـاک   مای    َششيديثلکغ DNAدس س

( NEBدس ثابفش )  I (NEB, M0302L)اوذيوًکلئبص  T7 سًػظؿذٌ  ذیجش َ

NEBuffer 2  گاشاد َضام    یػابوش  ی دسخٍ 37 یدس دمب لٍ دق 30ثٍ مذر

 دسكذ قشاس گشفشىذ. 5/2ؿذوذ ي سحز الکششيفًسص ط  یگبسص 

اػاشفبدٌ اص خفاز   ثاب   :PAGEػىدؾ ثشؽ ثب اػشفبدٌ اص ػ ؼشم 

خُاز   PCRی طوای ماًسد وظاش،     عشاهی ؿذٌ ثشای وبه ٍ یمشَبیدشا

قغؼابر  اوداب  ؿاذ.    خفاز ثابص   187ثذػز یمذن محلًلی ثٍ عً  

دسكااذ  15سًػااظ ط   PCRثااشؽ خااًسدٌ مًخااًد دس محلااً    

يلاز اص   200دق لاٍ ثاب يلشابط     30ػابػز ي   4یم ذ داغ اص   اکشی  دلی

اکشی  یم اذ سًػاظ    . ط  دلی(26)وذ قغؼبر ثشؽ وخًسدٌ سفک ک ؿذ

یم ضی و ششار ولشٌ دس اثشذا  ثٍ مىظًس سوگ .یم ضی ؿذ و ششار ولشٌ، سوگ

  یم ذ سیخشاٍ  اکشی محلً  هبيی مشبوً  ي اػ ذاػش ک ثش سيی ط  دلی

 دق لاٍ ثاش سيی ؿا کش قاشاس دادٌ ؿاذ. ػاذغ محلاً          10ي ثٍ مذر 

( ثش سيی ط  سیخشٍ ي مداذد  یلمبن-ؿشکز ػ گمبدسكذ و ششار ولشٌ ) 10

دق لٍ ثش سيی ؿ کش قشاس دادٌ ؿذ. دس دبیبن، ط  سًػظ محلاً    10ثٍ مذر 

NaOH دق لٍ ؿؼشـاً دادٌ ؿاذ ي ثؼاذ اص رابَش      4ثٍ مذر  ي فش  یلذَ ذ

گ شی ایىاذ  دس َاش    ؿذن ثبوذَب، ط  اص محلً  خبسج گشدیذ. دسكذ ؿک 

صیش سؼ  ه ي ثاب یکاذیگش    فشمً ي  ImageJافضاس  دي سکى ک ثب اػشفبدٌ اص وش 

ؿاذر   cي  bَضم وـذٌ ي  PCRمحلً   کذبسچٍیؿذر  aملبیؼٍ ؿذ. 

اًل ثبؿذ.  دٌ میخًس َش محلً  ثشؽ کذبسچٍی َابی  مشیسماب  دشا  یَاب  یسا

 .  اوذ فُشػز ؿذٌ 1خذي  دس ػىشض ؿذٌ  gRNAي  مًسد اػشفبدٌ
 

100 × (1-(1-(b + c) / (a + b + c))1/2 

 

 دس EE/1401.2.24.118699/scu.ac.irاخالا    کذ ثبملبلٍ  ایه

 .گشدیذ سلًیت اًَاص چمشان ؿُ ذ داوـگبٌ

 

 ها افتهی

َابی   کلًوی اص کلاًوی  4دس ایه مشهلٍ،  ی:ػبص كحز َمؼبوٍ یثشسػ

سؿذ یبفشٍ اوشخبة گشدیذ ي خُز سأی ذ سشاوؼافًس  يکشاًس وًسشک ات    

colony PCR    ی هضاًس   کىىاذٌ  اودب  ؿذ. وشبیح ثذػاز یماذٌ سأی اذ

 2ؿااک   (.1َاابی مىشخاات ثااًد )ؿااک   يکشااًس وًسشک اات دس کلااًن

 دسكاذ  1 ی ک ف ز يکشًس اػشخشاج ؿذٌ ثش سيی ط  یگبسص دَىذٌ وـبن

ثبؿذ. سؼ  ه سًالی يکشًس وًسشک ت ثب اػاشفبدٌ اص یغابصگش اػاشبوذاسد     می

ی هضااًس سااًالی مااًسد وظااش دس يکشااًس   سأی ذکىىااذٌ Px458يکشااًس 

 (.3وًسشک ت ثًد )ؿک  

 

 
ّای هٌتخب  اًجام گرفتِ بر رٍی کلَى Colony PCR. ًتایج 1ضکل 

 بر رٍی پرٍهَتر  Fبا استفادُ از پریور  PCRحاٍی ٍکتَر ًَترکیب .

U6  پریور ٍR تَالی آًتی(  سٌس ّرgRNA .اًجام ضذ )M هارکر با ٍزى :

 درصذ 2جفت باز بر رٍی شل آگارز  55هَلکَلی 

 

 طراحی ضذُ gRNAّای پرایورّا ٍ  تَالی .1جذٍل 

 '3→'5 توالی نام پرایمر
gRNA2- sense CACCGTCCCACCCTTAGGCTGCTGG 

gRNA2- antisense AAACCCAGCAGCCTAAGGGTGGGAC 
187F-HBB  GCATGTGGAGACAGAGAAGAC 
187R-HBB CTTGCCATGAGCCTTCACCTT 
778F-HBB AACTCCTAAGCCAGTGCCAGAAGA 
778R-HBB GCAATCATTCGTCTGTTTCCC 

U6F GAATTCGATGATGGAGGACGTCGGAATG 
R.gRNA2 AAACCCAGCAGCCTAAGGGTGGGAC 

 ثبؿذ. می BbsIسًالی قشمض سوگ مشثًط ثٍ سًالی هبك  اص ثشؽ یوضیم 
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 چاّک . استخراج ضذُ 458Px. الکترٍفَرز پلاسویذ ًَترکیب 2ضکل

 ًاًَگرم در هیکرٍلیتر. چاّک  365غلظت  R2.PX 458 ( پلاسویذ1

 درصذ 1شل آگارز  بر رٍی 1kb( هارکر 2

 

 یبثیاااسص: 293HEKَاابی  سأی ااذ اوشلااب  دلاػاام ذوًسشک ت ثااٍ ػاالً 

سشاوؼافکز ؿاذٌ    293HEKی َب ػلً  ز دس خمؼ +GFPیَب ػلً 

. شفزیػبػز دغ اص اوشلب  كاًسر داز   GFP، 48 ثب يکشًس گضاسؿگش

 یَاب  اص ػالً  دسكذ  54 ز خمؼ یبیشًمششگًیدػشگبٌ فلًػب یَب دادٌ

GFP+ َی دَىاذٌ  فلًسػاىز وـابن   حًکشيػک م شیثب سلً یدس َمشا 

 (.4ثًد )ؿک   293HEKَبی  دس ػلً  cas9یوضیم مًفق  ث بن

 PCRدي ياکااىؾ  :T7E1ي  PAGE سيؽ ز هؼبػاا یبثیاااسص

کلااًن مشفاابير اص  10مخشلااف ثااش سيی طوااً  خذاػاابصی ؿااذٌ اص  

ثبواذ   T7E1َبی سشاوؼفکز ؿذٌ اودب  ؿذ. دس ػاىدؾ ثاشؽ    ػلً 

خفز ثبص ثٍ َمشاٌ ساک ثبواذ مـابَذٌ     778ی ثٍ عً   مشثًط ثٍ قغؼٍ

ی  دَىاذٌ  کلًن ػلًلی مـبَذٌ ؿذ کٍ وـبن 2ؿذٌ دس صیش ثبوذ اكلی دس 

ی َششيديدلکغ ایدبدٌ ؿاذٌ   دس وبه ٍ T7E1ػملکشد یوضیم اوذيوًکلئبص 

 10دي  ثاش سيی طواً     PCR(. دس ياکاىؾ  5ثبؿاذ )ؿاک     دس طوً  می

 ٍ خفاز ثابص ثاش سيی ط      178ی ثاٍ عاً     کلًن سشاوؼفکز ؿذٌ، قغؼا

گاشدد،   مـابَذٌ مای   6یم ذ مـبَذٌ ؿذ. َمبوغًس کٍ دس ؿک   اکشی  دلی

کلااًن مشفاابير،  4هضااًس ثبوااذَبی اضاابفٍ دس صیااش ثبوااذ اكاالی دس   

 ثبؿذ. ی مًسد وظش می دس وبه ٍ Cas9ی ثشؽ یوضیم  دَىذٌ وـبن

 

 بحث

دس قبلات   Cas9ایه مغبلؼٍ ثٍ مىظًس ثشسػی کبسییی ثاشؽ یواضیم    دس

ساَىمب ثٍ كاًسر دي   RNA، دس اثشذا سًالی CRIPSR/Cas9ػ ؼشم 

ثاٍ خبیگابٌ    Cas9ػىغ، خُاز َاذایز یواضیم     ی ػىغ ي یوشی سؿشٍ

طن ثشابگلًث ه عشاهای ي داغ اص اوداب       2َذ  ثشؽ ثش سيی اگضين 

يکشاًس  ی ػىغ ي یوشی ثاٍ یکاذیگش، ثاٍ دسين     فشایىذ اسلب  دي سؿشٍ

(458PX)pSpCas9(BB)-2A-GFP       مىشلا  گشدیاذ. داغ اص سأی اذ

 RNAی ماًسد وظاش، سشاوؼفًسمبػا ًن يکشاًس هبما        کلًو ىگ قغؼٍ

اودب  ؿاذ.   ثب مًفل زاؿشؿ بکلی ثبکششی  Stbl3ساَىمب ثٍ دسين ػًیٍ 

، PCR-کلاًوی َبی ثبکششیبیی ي اودب  سکى اک   ی کلًن دغ اص مـبَذٌ

َبی مثجز هبيی يکشًس وًسشک ت خُاز اػاشخشاج دلاػام ذ دس     کلًن

ث ًس ک کـز دادٌ ؿذ ي اػشخشاج يکشًس ثب غلظاز   مح ظ هبيی یوشی

 یى خى یَب اص سؿذ ػلً  HEK293Tی ػلًلی  ثبلا اودب  گشدیذ. سدٌ

. ثاب سًخاٍ ثاٍ سؿاذ     اػاز   کـز هبكا  ؿاذٌ   ظ اوؼبن دس مح ٍ کل

ثاٍ   HEK293T یَاب  مىبػت، ػلً  ًن کبػ سشاوؼف ز مىبػت ي قبثل

مًسد اػشفبدٌ قاشاس   یػلًل یؿىبػ ؼزیص لبر كًسر گؼششدٌ دس سحل

َاابی  ، اص محااذيد سدHEK293Tٌی  . َمچىاا ه سدٌ(27) شوااذ گ یماا

ثبؿذ، ثٍ ایه سشس ت خُاز اسصیابثی    گلًث ه می کىىذٌ طن ثشب ػلًلی ث بن

. (28)ثبؿاذ   ثش سيی طن گلًث ه ثؼ بس مىبػت می Cas9ػملکشد یوضیم 

، ثااب Cas9ساَىمااب ي یوااضیم  RNAدس ادامااٍ يکشااًس وًسشک اات هبماا  

ی  ک لًدالشاًوی ثاٍ سدٌ   25( PEIاس لا ه ایما ه )   اػشفبدٌ اص دل مش دلای 

سًاوىذ  می PEIَبی یم ه  گشيٌسشاوؼفکز گشدیذ.  HEK293Tػلًلی 

اوذيػا شًص ؿاذٌ سا    DNAدس مح ظ اػ ذی اوذيصي  دشيسًوٍ ؿًوذ ي 

 .(29) ظ وًکلئبصَبی ل ضيصيمی هفبرز کىىذسدضیٍ سًػ اص

 

 
 (R2.PX458طراحی ضذُ ) gRNAتعییي تَالی ٍکتَر ًَترکیب حاهل ی  . ًتیج3ِضکل 
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 بِ ّوراُ ّیستَگرام فلَسایتَهتری جْت تعییي درصذ تراًسفکت PEIتراًسفکت ضذُ با  HEK293Tّای  تصَیر هیکرٍسکَپ فلَرسٌت ٍ ًَری سلَل. 4ضکل

 

 
. کادر سفیذ g2.PX458جْت ارزیابی عولکرد  T7E1. ًتایج 5 ضکل

باضذ ٍ  ی قطعات حاصل از تطکیل ّترٍدٍپلکس هی دٌّذُ رًگ ًطاى

 ی شًی هَرد ًظر است. ی برٍز جْص ایٌذل در ًاحیِ کٌٌذُ تأییذ

 

، ي HEK293Tَابی   ػبػز دغ اص اوشلب  يکشاًس ثاٍ ػالً     72

ثاب اػاشفبدٌ اص یوابل ض فلًػابیشًمششی،      Cas9کؼت اعم ىبن اص ث بن طن 

َبی سشاوؼفکز ؿذٌ، ثٍ مىظًس ثشسػای   طوًمی ػلً  DNAاػشخشاج 

 ی َذ  اودب  ؿذ.  طن ثشبگلًث ه دس وبه ٍ

 

 
 اکریل آهیذ  بر رٍی شل پلی Cas9ی ارزیابی برش آًسین  . ًتیج6ِضکل 

  gRNA2باًذّای هطاّذُ ضذُ هربَط بِ عولکرد  درصذ. 15

 ی اصلی با طَل  ی قطعِ دٌّذُ درصذ(. فلص قرهس رًگ ًطاى 66)

ی باًذ تَلیذ ضذُ در ًتیجِ  دٌّذُ جفت باز ٍ فلص سفیذ رًگ ًطاى 187

 bp55. هارکر با ٍزى هَلکَلی Mباضذ.  هی Cas9برش آًسین 

 

 PAGE ی هبضااااش، اص دي سکى ااااک غشثاااابلگشی دس مغبلؼااااٍ

خُز اسصیبثی ػملکشد ثاشؽ   T7E1ي َضم یوضیمی  کىىذٌ شدوبسًسٌ غ

gRNA َب دس اسصیابثی ثاشؽ    عشاهی ؿذٌ اػشفبدٌ ي م ضان ػملکشد ین

ی يیاشایؾ ؿاذٌ/ ي یاب    َاب  کلًن دػش بثی ثٍثب یکذیگش ملبیؼٍ گشدیذ. 

ي  هیصمابن ثشساش   ، اصَاب  طوً  ین یوبل ض ػذغ ي َبی خذیذ هبم  خُؾ

َبی  يؽدس س CRISPR-Cas9اػشفبدٌ اص سکى ک مشاه   هیسش ىٍیدشَض

یواضیم  ثاش   ی. سيؽ مجشىا (30)ثبؿاذ   يیشایؾ طواً  ي طن دسمابوی مای   

ثاش  طواً    ثشؽ حیوشب یبثیاسص خُز ای ثٍ عًس گؼششدٌ T7E1وًکلئبص 

اػاشفبدٌ  ثش سيی ط  یگبسص،  DNAَششيديدلکغ قغؼبر  ایدبد اػبع

ثاٍ   ىاذ  یا یَب ؾخُی هبي یا کٍ قغؼبر سک سؿشٍ ی. َىگبمگشدد یم

   َب سا سـاک  ؿًوذ، َششيددلکغ یم مشل  یوًع يهـ DNAقغؼبر 

ؿکؼشٍ  T7لئبص کػذ  سغبثق سًػظ وً یَب دَىذ کٍ مشؼبقجبً دس مکبن یم

  .(31)ؿًوذ  می

ثؼا بس ماًسد    T7E1 ػاىدؾ سيؽ لاص  ثٍ رکش اػز کٍ اگشچٍ 

   اص ػاغ  سـاک   یجا یسلش ه ، اماب سىُاب سخما   گ اشد  اػشفبدٌ قاشاس مای  

ٍ  ؿکؼز وؼاجز ثاٍ    T7E1، َاذ د یسا اسائاٍ ما   DNAای  َبی ديسؿاش

 یهابي  یَب مًلکً  ذسًاو ی)م ػ ز ثبلاسشی داسدثضسگ هؼب یَب ىذ یا

   سا سـاک  DNAَابی   خمؼ از مًلکاً   دسكذ ک   5/0ٍ سا ک ىذ یا

ثٍ  ،کًسبٌ یَب ىذ یثشؽ اؿىبػبیی ي  ی( امب ثشادَذ ق دَىذ، سـخ یم

 ی. اثشثخـا کمشاشی داسد  کبسییی ثؼا بس  َبی سک وًکلئًس ذی خُؾ ظٌیي

T7E1 وؼجز  ،اوکًثبػ ًن ظیثٍ ؿشاDNA یدبسامششَاب  شیػاب ي  می/یواض 

   .(32)گشدد  ػبصی ىٍ دس َش مًسد خبف ثُ ذیداسد کٍ ثب یياکىؾ ثؼشگ

ٍ  T7E1وشبیح َضم یوضیمی  ی  دَىاذٌ  ، وـابن ی هبضاش  دس مغبلؼا

ی َذ  ثاش سيی طن   دس ثشؽ وبه ٍ Cas9دسكذی یوضیم  32ػملکشد 

ای مـاابثٍ،  ثااًد. دس مغبلؼااٍ HEK293Tی ػاالًلی  ثشاابگلًث ه دس سدٌ

Lotfi  ي َمکبسان، کبسییی ثشؽ یوضیمcas9   ثش سيی طن ثشابگلًث ه دس

مااًسد  T7E1سا ثااب اػااشفبدٌ اص سکى ااک   HEK293Tی ػاالًلی  سدٌ

 ی ػملکااشد  دَىااذٌ ثشسػاای قااشاس دادوااذ ي وشاابیح ثذػااز یمااذٌ وـاابن

 . (33)ثًد  Cas9دسكذ یوضیم  5/37

 کىىذٌ غ شدوبسًسٌ PAGE اص ػ ؼشم مب ،یغشثبلگش   سؼُ ثٍ مىظًس

ٍ ی خُاؾ  ییؿىبػب یي هؼبع ثشا غیسيؽ ػش کیثٍ ػىًان   یَاب  بفشا

 
100µm 100µm 
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CRISPR-Cas9 ٌاصد ؾ اص ایه دس مغبلؼبر مخشلفای   .میکشد اػشفبد 

اص  یوبؿا  یَاب  خُاؾ  ییؿىبػاب  یثاشا کىىاذٌ   دوبسًسٌ PAGE ػ ؼشم

CRISPRCas9 َاػاشفبدٌ   یاوؼابو  یَب مًؽ ي ػلً  ،یدس گًسخشمب

 قجا  اص َشاشيديدلکغ     ثاٍ سـاک   بص ا ه ػىدؾ ویهب ، ا هی. ثب اؿذ

 ساًان  یما  د ـاىُبد ؿاذ   . دسایه مغبلؼٍ(34، 20)داؿز  PAGE اودب 

 قیا سا اص عش cas9وبؿی اص ػملکاشد یواضیم    PCRمحلًلار  مبً مؼشل

فلاظ ثاش اػابع سفابير اواذاصٌ دس عاً         کلاػ ک ي PAGE ػ ؼشم

 ق ي سـااخ   سـااک ثااٍ و ابصی ي  مااًسد ثشسػاای قااشاس داد کاًن  یمذل

دس  DNAػااذ  سغاابثق دس ولاابط  یماایثااشؽ یوض بیااَااب  َشااشيددلکغ

کًچک دس عً   شار  سغ ق . سـخثبؿذ َبی مًسد یصمبیؾ ومی ومًوٍ

DNA داسد.  بص ثب دسكذ ثبلا و ذ یم  ییکش یط  دل کیثٍ  ،مًسد ثشسػی

ثاٍ دػاز یيسدن    یثاشا  دسكذ 15 ذ یم  ییکش دلیاص ط   ثٍ ایه سشس ت

ؿاذ  خفز ثبص اػشفبدٌ  150-25 یَب کًن دس یمذل یکبف ک قذسر سفک

دس  Cas9دسكااذی یوااضیم  66ی ػملکااشد  دَىااذٌ ي وشاابیح ین وـاابن

 سيؽ کی َااذ  ثااًد. ثااٍ ایااه سشس اات یاا ؿىبػاابیی ي ثااشؽ وبه ااٍ

کاشدن   خ طوًس یثشا ی ي اسصان ق مز ساا مشهلٍ سککبسیمذ  غشثبلگشی

دس  CRIPSR/Cas9 ؼشم ؿذٌ ثب اػشفبدٌ اص ػ دبدیا ىذ یا یبَ خُؾ

وشبیح ثذػز یمذٌ ث بوگش قاذسر  . ومًدیم اسائٍَبی اوؼبوی  ی ػلً  سدٌ

ثاشای سـااخ ق   PAGEسفک اک دي ثشاثاش ي يضاًا ثاابلای ػ ؼاشم     

 ک ا وًکلئ ذ خفز ثبص دس عاً  اػا   10-5 ی کًچک ثٍ اوذاصٌ شار  سغ

ثبؿاذ. ایاه    مای  ییی ثبلاکبس ه ي َمچى ز دس مح  مًسد وظش ثب هؼبػ

ي َمکبسان مغبثلز داؿز. ثب ایاه سفابير کاٍ     Zhuی  وشبیح ثب مغبلؼٍ

ی سـک   َشاشيديدلکغ   دوبسًسٌ کىىذٌ ثش دبیٍ PAGEَب اص سکى ک  ین

اػشفبدٌ کشدٌ ي وـبن دادوذ کٍ ایه سکى ک ثٍ خًثی قابدس ثاٍ طوًس اخ    

َابی   دس سدٌ CRISPR-Cas9اص  یوبؿا  یَاب  خُؾ ییؿىبػبکشدن ي 

 .(34)ثبؿذ  مخشلف ػلًلی می

 گیری نتیجه

کىىاذٌ ثاٍ    دسكاذ غ شدوابسًسٌ   15اکشی   دلی دس ایه مغبلؼٍ اص ػ ؼشم ط  

ٍ     Cas9مىظًس اسصیابثی کابسییی یواضیم     ی  خُاز ایدابد ثاشؽ دس وبه ا

مـخلی اص طوً  اػشفبدٌ ؿذ ي وشبیح ثذػز یمذٌ اص ایه سيؽ ثاب وشابیح   

)ػاىدؾ سًػاظ    Cas9ثذػز یمذٌ اص سيؽ مشػً  اسصیابثی ػملکاشد   

ی قاذسر   دَىاذٌ  ی ثذػز یمذٌ وـبن ( ملبیؼٍ گشدیذ. وش دT7EIٍیوضیم 

سفک ک ثبلای ایه ػ ؼشم خُز ؿىبػبیی قغؼبر ثشؽ خاًسدٌ دس یاک   

اػاشفبدٌ اص   اكالی  ثبؿاذ. اص دیگاش مضایابی    مای خمؼ ز وبَمگه ػلًلی 

سًان ثاٍ   می، َب سيؽ ػبیش ثب ؼٍیدس ملب غ شدوبسًسٌ کىىذٌ PAGEسکى ک 

 هیا ا. اؿبسٌ داؿاز  ی اودب  یصمبیؾ ىٍیي َضکًسبٌ ثًدن مذر صمبن اخشا 

سا َبی ایدبد ؿذٌ  خُؾ اعلاػبر مُم ي مخشلفی اص ی اسائٍ امکبن سيؽ

دَاذ   یوـبن م PAGEي  PCRذ. اػشفبدٌ اص کى یفشاَم م ؾییصمب کیدس 

اواذ یاب    ی َذ  ؿذٌ َبی مًسد ثشسػی دچبس ثشؽ دس وبه ٍ ییب ػلً کٍ 

مًخاًد )دسج دس ملبثا  هاز ( ي     یَب خُؾ یوًع وؼج ه َمچىخ ش. 

ی هؼبػ ز ثبلا دس وـبن دادن قغؼابر   ثٍ ياػغٍسا َب  سؼذاد اوًاع خُؾ

دادٌ ي قغؼاابسی ثااب سفاابير وـاابن وًکلئًس ااذی ثااب عااً  کًساابٌ سا  دلاای

سيؽ  هیا ا داٍ،  دس وش .دَاذ  وًکلئًس ذی ثؼ بس کم سا اص یکذیگش سم ض می

ٍ یکام َض  غ،یدشيسک  ػبدٌ، ػاش  کی  ـاگبٌ یصمبیي قبثا  اخاشا دس َاش     ىا

َبی يیاشایؾ طوای    دس دشيػٍ ىذ یا یَب خُؾ ق سـخ یثشای، لبس سحل

 .ػبصد یفشاَم م صایی سا ي خُؾ

 

 تشکر و قدردانی

ٍ  ملبلٍ مىشح اص دبیبنایه  ٍ    وبما ثاب کاذ   ی طوش اک   ی ملغاغ دکشاشی سؿاش

 ثبؿذ کٍ دس داوـگبٌ ؿُ ذ چمشان اًَاص سلًیت گشدیذ ي می 118699

 .ثب همبیز مبلی داوـگبٌ ثٍ اودب  سػ ذٌ اػز

 
References 

1. Yang H, Ren S, Yu S, Pan H, Li T, Ge S, et al. 

Methods favoring homology-directed repair choice in 

response to CRISPR/Cas9 induced-double strand 

breaks. Int J Mol Sci 2020; 21(18): 6461. 

2. Cox DBT, Platt RJ, Zhang F. Therapeutic genome 

editing: Prospects and challenges. Nat Med 2015; 

21(2): 121-31. 

3. Kim H, Kim JS. A guide to genome engineering with 

programmable nucleases. Nat Rev Genet 2014; 15(5): 

321-34. 

4. Gupta D, Bhattacharjee O, Mandal D, Sen MK, Dey 

D, Dasgupta A, et al. CRISPR-Cas9 system: A new-

fangled dawn in gene editing. Life Sci 2019; 232: 

116636. 

5. Finotti A, Breda L, Lederer CW, Bianchi N, Zuccato 

C, Kleanthous M, et al. Recent trends in the gene 

therapy of β-thalassemia. J Blood Med 2015; 6: 69-85. 

6. Asmamaw M, Zawdie B. Mechanism and 

applications of CRISPR/Cas-9-Mediated genome 

editing. Biologics 2021; 15: 353-61. 

7. Sander JD, Joung JK. CRISPR-Cas systems for 

genome editing, regulation and targeting. Nat 

Biotechnol 2014; 32(4): 347-55. 

8. Silva G, Poirot L, Galetto R, Smith J, Montoya G, 

Duchateau P, et al. Meganucleases and other tools for 

targeted genome engineering: Perspectives and 

challenges for gene therapy. Curr Gene Ther 2011; 

11(1): 11-27. 

9. Cho SW, Kim S, Kim Y, Kweon J, Kim HS, Bae S, 

et al. Analysis of off-target effects of CRISPR/Cas-

derived RNA-guided endonucleases and nickases. 

Genome Res 2014; 24(1): 132-41. 

10. Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlo 

JE, et al. RNA-guided human genome engineering via 



 

 

 
http://jims.mui.ac.ir 

 اىو هوکار نسین هایلی فریذنی های اینذلدر تشخیص جهش PAGEکارآیی دقیق سیستن 

 936 1402چهارم آذر  ی/ هفته740ی / شماره 41سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

Cas9. Science 2013; 339(6121): 823-6. 

11. Jiang F, Doudna JA. CRISPR-Cas9 structures and 

mechanisms. Annu Rev Biophys 2017; 46: 505-29. 

12. Jinek M, East A, Cheng A, Lin S, Ma E, Doudna J. 

RNA-programmed genome editing in human cells. 

Elife 2013; 2: e00471. 

13. Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Habib N,  

et al. Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas 

systems. Science 2013; 339(6121): 819-23. 

14. Cho S, Kim S, Kim JM, Kim J. Targeted genome 

engineering in human cells with the Cas9 RNA-

guided endonuclease. Nat Biotechnol 2013; 31(3): 

230-2. 

15. Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna 

JA, Charpentier E. A programmable dual-RNA-

guided DNA endonuclease in adaptive bacterial 

immunity. Science 2012; 337(6096): 816-21. 

16. Xue C, Greene EC. DNA repair pathway choices in 

CRISPR-Cas9-Mediated genome editing. Trends 

Genet 2021; 37(7): 639-56. 

17. Ceccaldi R, Rondinelli B, D'Andrea AD. Repair 

pathway choices and consequences at the double-

strand break. Trends Cell Biol 2016; 26(1): 52-64. 

18. Bravo JP, Liu MS, Hibshman GN, Dangerfield TL, 

Jung K, McCool RS, et al. Structural basis for 

mismatch surveillance by CRISPR-Cas9. Nature 

2022; 603(7900): 343-7. 

19. Burger A, Lindsay H, Felker A, Hess C, Anders C, 

Chiavacci E, et al. Maximizing mutagenesis with 

solubilized CRISPR-Cas9 ribonucleoprotein 

complexes. Development 2016; 143(11): 2025-37. 

20. Ota S, Hisano Y, Muraki M, Hoshijima K, Dahlem 

TJ, Grunwald DJ, et al. Efficient identification of 

TALEN-mediated genome modifications using 

heteroduplex mobility assays. Genes Cells 2013; 

18(6): 450-8. 

21. Zhou J, Shen B, Zhang W, Wang J, Yang J, Chen L, 

et al. One-step generation of different 

immunodeficient mice with multiple gene 

modifications by CRISPR/Cas9 mediated genome 

engineering. Int J Biochem Cell Biol 2014; 46: 49-55. 

22. Wijshake T, Baker DJ, van de Sluis B. 

Endonucleases: new tools to edit the mouse genome. 

Biochim Biophys Acta 2014; 1842(10): 1942-50. 

23. Dahlem TJ, Hoshijima K, Jurynec MJ, Gunther D, 

Starker CG, Locke AS, et al. Simple methods for 

generating and detecting locus-specific mutations 

induced with TALENs in the zebrafish genome. 

PLoS Genet 2012; 8(8): e1002861. 

24. D'Agostino Y, Locascio A, Ristoratore F, Sordino P, 

Spagnuolo A, Borra M, et al. A rapid and cheap 

methodology for CRISPR/Cas9 zebrafish mutant 

screening. Mol Biotechnol 2016; 58(1): 73-8. 

25. Zhang JP, Li XL, Neises A, Chen W, Hu LP, Ji GZ, 

et al. Different effects of sgRNA length on CRISPR-

mediated gene knockout efficiency. Sci Rep 2016; 6: 

28566. 

26. Chandrasekaran AR, Halvorsen K. Nuclease 

degradation analysis of DNA nanostructures using 

gel electrophoresis. Curr Protoc Nucleic Acid Chem 

2020; 82(1): e115. 

27. Pulix M, Lukashchuk V, Smith DC, Dickson AJ. 

Molecular characterization of HEK293 cells as 

emerging versatile cell factories. Curr Opin 

Biotechnol 2021; 71: 18-24. 

28. Kalkan BM, Kala EY, Yuce M, Alpaslan MK, 

Kocabas F. Development of gene editing strategies 

for human β-globin (HBB) gene mutations. Gene 

2020; 734: 144398. 

29. González-Domínguez I, Grimaldi N, Cervera L, 

Ventosa N, Gòdia F. Impact of physicochemical 

properties of DNA/PEI complexes on transient 

transfection of mammalian cells. N Biotechnol 2019; 

49: 88-97. 

30. Haeussler M, Schönig K, Eckert H, Eschstruth A, 

Mianné J, Renaud JB, et al. Evaluation of off-target 

and on-target scoring algorithms and integration into 

the guide RNA selection tool CRISPOR. Genome 

Biol 2016; 17(1): 148. 

31. Vouillot L, Thélie A, Pollet N. Comparison of T7E1 

and surveyor mismatch cleavage assays to detect 

mutations triggered by engineered nucleases. G3 

(Bethesda) 2015; 5(3): 407-15. 

32. Lomov NA, Viushkov VS, Petrenko AP, Syrkina MS, 

Rubtsov MA. Methods of evaluating the efficiency of 

CRISPR/Cas genome editing. Mol Biol (Mosk) 2019; 

53(6): 982-97. 

33. Lotfi M, Ashouri A, Mojarrad M, Mozaffari-Jovin S, 

Abbaszadegan MR. Design principles of a novel 

construct for HBB gene-editing and investigation of 

its gene-targeting efficiency in HEK293 cells. Mol 

Biotechnol 2023: 1-14. 

34. Zhu X, Xu Y, Yu S, Lu L, Ding M, Cheng J, et al. An 

efficient genotyping method for genome-modified 

animals and human cells generated with 

CRISPR/Cas9 system. Sci Rep 2014; 4: 6420. 



DOI: 10.48305/jims.v41.i740.0929 
 
 
 

 

1- PhD Candidate, Department of Biology, Faculty of Sciences, Shahid Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran 
2- Professor, Department of Biology, Faculty of Sciences, Shahid Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran 
3- Associate Professor, Department of Biology, Faculty of Sciences, Shahid Chamran University of Ahvaz, Ahvaz, Iran 
4- Assistant Professor, Department of Hematology, School of Paramedical Sciences, Tehran Medical Sciences, Islamic Azad 
University, Tehran, Iran 
Corresponding Author: Hamid Galehdari, Professor, Department of Biology, Faculty of Sciences, Shahid Chamran University of 
Ahvaz, Ahvaz, Iran; Email: galehdari187@yahoo.com 
 

 

http://jims.mui.ac.ir 

 937 1402چهارم آذر  ی/ هفته740ی / شماره 41سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

Journal of Isfahan Medical School Vol. 41, No. 740, 4
th

 Week, December 2023  
  

Received: 06.10.2023 Accepted: 12.12.2023 Published: 19.12.2023 

 

 
A Comparison of the Efficiency of the T7-Endonuclease I Enzyme and 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis System in Evaluating the Cleavage 
Efficiency of the CRISPR/Cas9 System 

 
Nasim Mayeli Fereydani

1
, Hamid Galehdari

2
, Elham Hoveizi

3
, Monireh Ajami

4
 

 

Abstract 

Background: Assessment of Cas9 cleavage in CRISPR (Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeat) 

system and screening of mutations is one of the challenges of this system. This study suggests a high-efficiency PCR-

based method using non-denaturing PAGE that does not depend on the formation of heteroduplexes.  

Methods: In this study, to investigate the CRISPR-Cas9 function, first, a proper guide RNA sequence with the 

target sequence was designed and synthesized. The BbsI digested pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) vector and the 

guide RNA were cloned into the cleavage site. The recombinant plasmid was extracted, and after confirming the 

correctness of cloning using the sequencing technique, it was transfected into the HEK293T cell line. After 

confirming and determining the transfected percentage by flow cytometry, the genomic DNA of the cells carrying 

the recombinant vector was extracted. Two different PCR reactions were performed to check the function of the 

Cas9 enzyme in the desired region on the Beta-globin gene, and the cutting percentage was evaluated. 

Findings: The enzymatic digestion of T7EI on the genome showed 32%, and the polyacrylamide gel 

electrophoresis system results showed a 66% function of the Cas9 enzyme. In this way, the PAGE system 

reliably detects changes as small as 5-10 base pairs in the length of the nucleic acid at the desired location. 

Conclusion: The PAGE-based technique can replace the T7EI assay as a routine laboratory protocol for 

genotyping human cell lines produced by the CRISPR/Cas9 system. 

Keywords: Polyacrylamide gel electrophoresis; T7-Endonuclease I enzyme; CRISPR-Cas; Indel mutation 
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