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Abstract 
Introduction: Autism Spectrum Disorder (ASD) and CDKL5 deficiency disorder are among the 
nervous and developmental disorder with genetic origin that requires accurate molecular models 
to study the mechanisms of disease and develop new treatments. The CRISPR / Cas9 genome 
editing system is an efficient tool to generate targeted changes in the genome. The aim of this 
study was to design and construct CRISPR / Cas9 vector carrier sgRNA for CDKL5 gene and to 
confirm the cloning and identity of the cell line used by molecular methods. 
Methods: In this experimental study, at first, specific primers were designed for region in the 
cdkl5 gene. Oligo nouclotide forward and reverse annealing and cloned in PX458 vector. After 
transformation of E. coli strains DH5, positive colonies were confirmed by PCR and sequencing 
methods. Also to ensure the identity of the HEK293T cell line, QF - PCR was used to determine 
the sex and chromosome study. 
Results: Colony-PCR results showed the expected band of 230 bp in selected colonies. Sequencing 
also confirmed insert sgRNA in the vector. The results of QF-PCR demonstrated specific peaks 
patterns for sex chromosomes that confirmed cell line identity. 
Conclusions: The CRISPR / Cas9 target gene expression was successfully performed and molecular 
approvals were obtained for cloning and analysis of the cell line. This vector can be used for further 
studies of gene expression in cellular models. 
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با    ی خط سلول   ت ی هو   د یی و تأ   CDKL5هدفمند ژن    CRISPR/Cas9وکتور    نگ ی ساخت و کلون 

   QF-PCR  روش 

 4فری سلحشور مانیا، 3ی غلام لادیم، *2ی هارون یجعفر امان، 1ی هیفاطمه فق

 ران یتهران، ا  ،ی دانشگاه آزاد اسلام  قات،یواحد علوم و تحق  ، یشناسستیگروه ز  ،یدکتر   یدانشجو  1
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 ران ی اراک، اراک، ا  یدانشگاه علوم پزشک  ،یدانشکده پزشک  ک،یو ژنت  یمیوشیگروه ب  3
 ران یتهران، ا  ،یدانشگاه آزاد اسلام  قات،یواحد علوم و تحق  ، یشناسستیگروه ز  4
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 22/12/1404  تاریخ دریافت:

 10/01/1405  تاریخ پذیرش:

 چکيده 
  ی رشد  -یاز جمله اختلالات عصب  CDKL5و اختلال کمبود    ASD (Autism Spectrum Disorder)  سمیاوت  فی اختلال ط  مقدمه:

 ستم ی. سباشندیم  نینو  یها و توسعه درمان   یماریب  یهاسمیمطالعه مکان  یبرا  یمولکول  قیدق  یها مدل  ازمندیهستند که ن  یکیژنت  شهیبا ر

ا  راتییتغ  جادیا  یبرا  دکارآم  یابزار  CRISPR/Cas9ژنوم    شیرایو هدف  است.  ژنوم  در  طراح  ن یهدفمند  وکتور   یمطالعه،  ساخت  و 

CRISPR/Cas9    حاملsgRNA  ژن  یبرا  یاختصاص  CDKL5ی هامورد استفاده به کمک روش  یخط سلول  تیو هو   نگیکلون  دییو تأ  

 .  بود یمولکول
 و Forward طراحی شد. الیگوهای CDKL5 اختصاصی برای ناحیه مورد نظر در ژن sgRNA در این مطالعه تجربی، ابتدا  روش کار:

Reverse آنیل شده و در وکتور PX458  کلون شدند. پس از ترانسفورماسیون باکتریE. coli سویه DH5αهای مثبت به روش، کلونی 

Colony PCR  یید شدند. همچنین جهت اطمینان از هویت خط سلولی أیابی تو توالی  HEK293T  مورد استفاده، آزمون  QF-PCR 

 . برای تعیین جنسیت و بررسی کروموزومی انجام شد

 حیصح  Insert  زین  یابییمنتخب نشان داد. توال  یهایرا در کلون  یجفت باز  230وجود باند مورد انتظار    Colony PCR  جینتا  ها:یافته

sgRNA جیکرد. نتا دییأرا در وکتور ت QF-PCR یخط سلول تیرا نشان داد که هو یجنس یهاکروموزوم یمشخص برا یهاک یپ یالگوها 

  .کردی م دییرا تأ

های مولکولی لازم شامل کلونینگ و بررسی ییدیه أ با موفقیت انجام شد و ت CDKL5   هدفمند ژن CRISPR/Cas9   ساخت وکتور  گيري: نتيجه 

 .های سلولی مورد استفاده قرار گیرد مدل تواند برای مطالعات بعدی ویرایش ژن در  خط سلولی حاصل گردید. این وکتور می 

 واژگان کليدي:  

CRISPR/Cas9؛ 

 ؛ CDKL5ژن 

 ؛نگیکلون

QF-PCR ؛ 

  HEK293T یخط سلول
 

 تمامی حقوق نشر برای دانشگاه  

 علوم پزشکی اراک محفوظ است.

. QF-PCR با روش  یخط سللول تیهو  دییو تأ  CDKL5هدفمند ژن   CRISPR/Cas9وکتور    نگیکلونسلاخت و  .  مانیا  فری، سللحشلورلادیم یجعفر، غلام  یهارون  یفاطمه، امان  یهیفقارجاع: 

 .25 -19 (:1) 29؛ 1405 اراک مجله دانشگاه علوم پزشکی

 

 مقدمه

یک  ،  ASD(  Autism Spectrum Disorder) اوتیسللماختلال طیف 

رشللدی پیچیده اسللت که با نقص در تعاملات اجتماعی،    -اختلال عصللبی

شلللود. مطلالعلات  ارتبلاطلات و رفتلارهلای تکراری و محلدود مشلللخص می

در حال افزایش اسللت و در   ASD  اند که شللیو اپیدمیولوژیک نشللان داده

کودک در ایلالات متحلده بله این اختلال مبتلا   54در    1حلال حلا لللر حلدود  

های متعددی در اند که جهش. مطالعات ژنتیکی نشللان داده(3-1)هسللتند  

های کاندید برای درک پاتوفیزیولوژی  نقش دارند و شناسایی ژن ASD بروز

 .این بیماری  روری است

ژن  از  ژن یللکللی  زمللیللنلله،  ایللن  در  مللهللم   CDKL5  هللای 

 (Cyclin-Dependent Kinase-Like 5 )  اسللت که بر روی کروموزوم 

X (Xp22.13) کلملبلود اخلتللال  بلله  ملنلجلر  ژن  ایلن  در  جلهلش  دارد.    قلرار 

CDKL5   کند شود که علائمی شبیه به سندرم رت و اوتیسم را ایجاد می می

 959اگزون اسلت و پروتئین حاصلل از آن شلامل   21. این ژن شلامل  ( 4-6) 

در رشلد و تکامل مغز، به ویهه در  CDKL5 پروتئین باشلد.  اسلید آمینه می 

 (. 9- 7)  کند ها نقش حیاتی ایفا می ها و تشکیل سیناپس تکامل نورون 

CDKL5 ،   یک سرین/ترئونین کیناز است که با پروتئین MeCP2  تعامل

های مرتبط با رشلد عصلبی نقش دارد. مطالعات نشلان  دارد و در تنظیم بیان ژن 

شللود و در ها بیان می در هسللته و سللیتوپلاسللم نورون  CDKL5 اند که داده 

یندهای مختلفی از جمله تکثیر سلولی، تمایز نورونی و پلاستیسیته سیناپسی  ا فر 

 مقاله پژوهشی 
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رخ   de novoهای این ژن اغلب به صللورت  . جهش ( 12- 10) مشللارکت دارد 

 (. 15- 13)   دارند  X دهند و الگوی توارث غالب وابسته به می 

انقلابی در   CRISPR/Cas9 فناوری ویرایش ژنومهای اخیر،  در سلال

 مهندسی ژنتیک ایجاد کرده است. این سیستم متشکل از آنزیم اندونوکلئاز

Cas9  و یک RNA راهنما (gRNA) تواند توالی خاصلی از اسلت که می  

DNA  سلیسلتم(.  18-16)  را شلناسلایی و برش دهد   CRISPR/Cas9  از

ها از این  گرفته شلده اسلت که در آن باکتریها الهام  سلیسلتم ایمنی باکتری

  (.  21-19) کنندسیستم برای دفا  در برابر فاژها استفاده می

به  gRNA   به این صلورت اسلت کهCRISPR/Cas9  مکانیسلم عمل

یک شللکسللت دو   Cas9  شللود و آنزیممتصللل می DNA توالی هدف در

کند. سلللول سللزس از طریق دو ایجاد می DNA در (DSB) ایرشللته

 : کندمکانیسم اصلی این شکست را ترمیم می

این مکانیسللم سللریا اما  : (NHEJ)  اتصللال انتهای غیر همولو   -1

شلود  حذف (Indel)   یا  Insertion تواند منجر بهمسلتعد خطا اسلت و می

 .گرددسازی ژن میو غیرفعال تغییر چهارچوب خوانش ژن  که باعث

تر این مکانیسللم دقیق:  (HDR)ترمیم هدایت شللده با همولوژی  -2

یا اصللا    Insertion ، امکانDNA donor اسلت و در حولور یک الگوی

 (.25-22)  کنددقیق توالی را فراهم می

های ژنتیکی، با توجه به پتانسلللیل بالای این فناوری در درمان بیماری

برای هدف    CRISPR/Cas9  طراحی و سلللاخت وکتور  ،هدف این مطالعه

 بود.    CDKL5قرار دادن ژن  

، Downstream  هایهمچنین به منظور اطمینان از صللحت آزمایش

در دسلتور کار    QF-PCR  یید هویت خط سللولی مورد اسلتفاده با روشأت

تواند منجر به نتایج  ها میقرار گرفت. آلودگی خطوط سللولی یا جابجایی آن

ییلد هویت ژنتیکی أشلللود، لذا تل  Biomedical  هاینادرسلللت در پهوهش

 های ویرایش ژن امری حیاتی است.  پیش از آزمایش

 

 روش کار

 و اليگوها sgRNA طراحی

بلا اسلللتفلاده از ابزار   sgRNA ، توالیCDKL5برای هلدف قرار دادن ژن  

  طراحی شلللد. معیلارهای انتخلاب شلللامل وجود توالی  Synthego آنلاین

PAM (NGG)    میزان اثراتدر نزدیکی سلللایلت هلدف، کمترین  off-

target   ( بود. درصللد 90یی برش بالا )بیشللتر از  آ( و کاردرصللد  5)کمتر از

تلواللی Reverse و Forward اللیلگلوهللای هلملراه  sgRNA حللاوی    بلله 

Overhangهای سازگار با آنزیم برشی   BbsI(1جدول  )  سنتز شدند  . 
 

 CRISPR  توالی الیگوهای طراحی شده برای ساخت وکتور. 1جدول 

 نام اليگو  ( '3به  '5توالی )

CACCGGAGTTTGTCTTCATGAAGA Forward oligo 
AAACTCTTCATGAAGACAAACTCC Reverse oligo 

 

 آنيلينگ و ليگاسيون

میکرومولار    100بلا غلظلت نهلایی   Reverse و Forward الیگوهلای

های حرارتی خاصلللی قرار  در بافر آنیلینگ مخلوط شلللده و تحت سلللیکل

ای تشلکیل شلود. سلزس محصلول آنیل شلده در گرفتند تا سلاختار دو رشلته

 BbsI کله قبلا  بلا آنزیمPX458 (  pSpCas9(BB)-2A-GFP)  وکتور

 T4   اسلتفاده از آنزیمخطی شلده بود، لیگاسلیون شلد. واکنش لیگاسلیون با  

DNA Ligase  انجام گرفت. این وکتور دارای کاسللت GFP   اسللت که

 .کندامکان پایش ترانسفکشن را فراهم می

 ترانسفورماسيون و کلونينگ باکتریایی

کامزتنت  DH5α سللویه  E. coliمحصللول لیگاسللیون به باکتری  

سیلین کشت  حاوی آمزیLB  های آگارها روی پلیتترانسفورم شد. باکتری

 37های مقاوم رشلد کنند. شلرایط کشلت شلامل دمای  داده شلدند تا کلونی

 .ساعت بود  18-16گراد به مدت  درجه سانتی

 (Colony PCR)   هایيد کلونیأت

اسللتفاده   Colony PCR های مثبت، از روشجهت غربالگری کلونی

اسلتفاده گردید.    insert شلد. برای این کار از پرایمرهای اختصلاصلی وکتور و

  های شلللامل مرحله دناتوراسلللیون اولیه، سلللیکل PCR شلللرایط واکنش

Touchdown  نهایی بود. محصلول تکثیر  و   PCR  درصلد   2روی ژل آگارز

جفت بازی در نظر گرفته شلد.   230الکتروفورز شلد. اندازه باند مورد انتظار  

 .نشان داده شده است 2توالی پرایمرهای مورد استفاده در جدول  

 
 Colony PCR  توالی پرایمرهای مورد استفاده در. 2جدول 

 نام پرایمر توالی (bp) اندازه محصول

230 TACGATACAAGGCTGTTAGAG Forward 
230 TCTTCATGAAGACAAACTCC R guide 

 

 یابیاستخراج پلاسميد و توالی

اسلتخرا  شلد. غلظت   پرپهای مثبت، پلاسلمید به روش مینیاز کلونی

یابی  در نهایت، توالی.  با دسللتگاه نانودراپ بررسللی گردیدDNA   خلوصو 

 .انجام شد Insert sgRNA سنگر برای اطمینان از صحت

 QF-PCR   کشت سلول و آزمون

سلرم   درصلد  10حاوی   DMEM در محیط HEK293T   خط سللولی 

یید هویت خط سللولی و تعیین أ کشلت داده شلد. جهت ت  (FBS) جنین گاو 

اسلتفاده  (QF-PCR)   فلورسلنت کمی PCR   کروموزومی، از روش جنسلیت 

ها اسللتخرا  شللده و با اسللتفاده از مارکرهای  ژنومی از سلللول  DNA.  شللد 

قرار گرفت. محصلولات  PCR  های جنسلی تحت واکنش اختصلاصلی کروموزوم 

بررسلی شلدند. این روش به دلیل دقت Genetic Analyzer  با اسلتفاده از 

 .های کروموزومی و تعیین جنسیت انتخاب شد بالا در تشخیص ناهنجاری 

 

 هایافته

 Colony PCR نتایج

های ترانسللفورم شللده، چندین کلونی انتخاب و مورد پس از کشللت باکتری

با اسلللتفاده از پرایمرهای  Colony PCR   بررسلللی قرار گرفتند. واکنش

شلود، باند مورد مشلاهده می  1اختصلاصلی انجام شلد. همانطور که در شلکل  

های کلونی مثبت مشللاهده  در نمونه(bp)   جفت بازی  230انتظار با اندازه  

 PX458 در وکتورinsert sgRNA   دهنده وجودگردید. این باند نشلان

ییلد اولیله بر  أاسلللت. نمونله کنترل منفی فلاقلد این بلانلد بود. وجود این بلانلد تل

 .موفقیت آمیز بودن مرحله لیگاسیون و ترانسفورماسیون بود
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 .باشند جفت بازی می   230های کلونی مثبت با باند  نمونه  S های کنترل منفی و لاین  N دهنده مارکر اندازه، لاین نشان  M تو یح شکل: لاین  Colony PCR .آگارز مربوط به نتیجه الکتروفورز ژل  .  1شکل  

 
 یابییيد توالیأت

یابی  توالییابی ارسلال شلدند. نتایج  مثبت جهت توالیPCR   محصلولات

طراحی شللده به درسللتی و بدون هیچگونه   sgRNA نشللان داد که توالی

قرار گرفته اسلت. توالی   PX458 ای در ناحیه هدف وکتورجهش ناخواسلته

مطلابقلت کلاملل داشلللت کله    sgRNA  بله دسلللت آملده بلا توالی مرجا

کنلد. علدم وجود جهش در ییلد میأآمیز بودن مرحلله کلونینلگ را تلموفقیلت

 CRISPR/Cas9 برای عملکرد صللحیح سللیسللتم guideRNA  ناحیه

یابی نمایش داده شده  کروماتوگرام حاصل از توالی  2 روری است. در شکل 

 .کندیید میأرا ت  در وکتور  sgRNAاست که توالی 

 QF-PCR نتایج آزمون

سللللولی  هویلت خط  از  اطمینلان  منظور   مورد   HEK293T بله 

انجام شلد. این  QF-PCR   ترانسلفکشلن، آزمون های  اسلتفاده در آزمایش 

 های آزمون با استفاده از مارکرهای میکروساتلایت اختصاصی کروموزوم 

X  و Y  نتایج آنالیز با دسلللتگاه   .انجام گرفت Genetic Analyzer  

پلیللک نشللللان  وجلود  کلروملوزوم دهلنللده  بلرای  مشلللخلص   هللای  هللای 

هلای مورد بررسلللی، الگوهلای پیلک مربوط بله  جنسلللی بود. در نمونله 

های  دهنده مشلخصله به و لو  مشلاهده شلد که نشلان  Y و X  کروموزوم 

ییدیه برای اطمینان از  أ ژنتیکی خط سللولی مورد اسلتفاده اسلت. این ت 

آزمللایش  انجللام  از  قبللل  سللللولی  مللدل  ژن  صلللحللت  ویرایش   هللای 

  3در شلکل   Fragment Analysis  لروری بود. نمودارهای حاصلل از 

های مختلف  های فلورسلنت را در کانال نمایش داده شلده اسلت که پیک 

 .دهد نشان می 

 

 
 .دهد که تطابق کامل با توالی طراحی شده داردرا نشان می  sgRNA مربوط به region یابیتو یح شکل: کروماتوگرام توالی  .یابی سنگر از پلاسمید کلون شدهنتیجه توالی . 2شکل 
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 های سلولی هستند که هویت خط سلولیهای اختصاصی برای مارکرهای کروموزومی در نمونه دهنده پیک تو یح شکل: نمودارها نشان . QF-PCR مربوط به آزمون  Fragment نتایج آنالیز. 3شکل 

HEK293T کنندیید می أرا ت. 

 

 بحث
تواند به طور مسللتقیم  های درمانی نوین و مناسللب که میاز جمله رویکرد

باشللد. با گسللترش  می  CRISPRتکنیک    ،ها را تصللحیح کندبرخی جهش

ورزی یک یا چند این تکنیک و افزایش اطلاعات در مورد آن، امکان دسللت

توان برای مطالعه عملکرد ژن فراهم شلده اسلت در نتیجه از این سلیسلتم می

ها  های مغزی نیز به مانند سللایر سلللولهای ژنی در سلللولها و جهشژن

 استفاده کرد. 

 CRISPR/Cas9 در این مطالعه، موفق به سلاخت و کلونینگ وکتور

به دلیل   CDKL5شلدیم. ژن    CDKL5اختصلاصلی ژن   sgRNA حامل

نقش حیاتی در رشلد عصلبی و ارتباط آن با اختلالات طیف اوتیسلم و صلر ،  

  جهش .  (3-1)شلود  هدف مناسلبی برای مطالعات ویرایش ژن محسلوب می

  یلک   بلاعلث  کنلد،می  کلد  را  کینلاز  ترئونین/سلللرین  یلک  کله  ،CDKL5  ژن  در

 مشلخص  شلدید  ذهنی  ناتوانی و  زودرس  صلر   با  که  شلودمی  نادر  انسلفالوپاتی

  in vivo و in vitro  . مطالعاتCDKL5کمبود   اختلال  نام  به  شللود،می

 و  مغز  رشلللد  در  را  CDKL5  نقش  ،Cdkl5  کمبود  موش  هلایملدل  در

  مغز  قشللر  و هیزوکامپ  هاینورون سللیناپسللی  اتصللال و  مورفوژنز  در  ویههبه

  هلا موش  در  Cdkl5  کمبود  کله  اسلللت  توجله  جلاللب.  انلدکرده  برجسلللتله

  کننده تحریک  اسلترس  به  نسلبت  را  هیزوکامپ  هاینورون در  پذیریآسلیب

  بقای   CDKL5  آن توسلللط  که  مکانیسلللمی  حال،  این  با.  دهدمی  افزایش

 .است  نشده  درک هنوز  کند،می کنترل  را  هانورون

 Loi عملکرد بیشللتر  بررسللی  و همکاران، برای  CDKL5 تشللریح   و  

 کمبود   انسانی عصبی مدل  یک عصلبی،  بقای  زیربنای  مولکولی  هایمکانیسلم

CDKL5  واسطه  با  ژنوم  ویرایش  از  اسلتفاده  با  را  CRISPR/Cas9   ایجاد  

  SH-SY5Y  هایسللول در  CDKL5  حذف  که  دادند  نشلان  هاآن  کردند.

 و  تکثیر  بلکه کند،می  مختل  را  هانورون  بلوغ تنها  نه  انسللانی  نوروبلاسللتوم

 و  ERK و  AKT دهیسللیگنال مسللیرهای  در تغییرات  با  را سلللول  بقای

آسللیب   با مرتبط  زیسللتی  نشللانگرهای و  پرواپوپتوز  BAX پروتئین  افزایش

DNA  کمبود  دارای  هایسللللول  این،  بر  علاوه. دهدمی  کاهش CDKL5  

  DNA  آسیب  هایکانون  بودند، حساس  DNA  آسیب  با مرتبط استرس  به

  شللاهد   گروه  به  نسللبت و(  مثبت γH2AX)  کردند  آوریجما  را بیشللتری

  از   ناشلی  سللولی مر   افزایش مهم،  نکته.  بودند  سللولی  مر   مسلتعد بیشلتر

  افزایش   با Cdkl5 KO  هایموش  هیزوکامپ  هاینورون در  کاینیک  اسللید

  نقش   قبلا   کله  دهلدمی  نشلللان  نتلایج.  اسلللت  مرتبط  γH2AX  آمیزیرنلگ

  تواند می  که  دهدمی  نشلان را  DNA  آسلیب  پاسل   در  CDKL5  ناشلناخته

   (.27باشد )  CDKL5  بقایپیش عملکرد  ساززمینه

شلده  ی  مهندسلهای  دار ژنوم بر اندونوکلئازاسلاس فرایند مهندسلی هدف

توانایی ویرایش دقیق ژنوم    ،شلدهی  مهندسلاسلتوار اسلت. این اندونوکلئازهای  

های ویرایش  های اخیر تکنولوژیها را دارد. در سلالدر طیف وسلیعی ازگونه

، نوکلئلازهلای افکتور شلللبله  (ZFN)ژنوم ملاننلد نوکلئلازهلای انگشلللت روی  

هلدایلت  (TALEN)ی رونویسلللی  کننلدهفعلال بلا  و نوکلئلازهلای  شلللده 

آملده  RNA  (CRISPR/Cas)گری  میلانجی وجود  دو بله  عملکرد  انلد. 

بر اسلاس اتصلال دومین کاتالیتیکی   TALENو   ZFNسلیسلتم ویرایش  

 های دوبرای القای شللکسللتگی  DNAبه   متصلللهای ینپروتئنوکلئازها به  

که در سللیسللتم . حال آنسللتای در جایگاه مشللخصللی از ژنوم ارشللته

CRISPR/Cas  ین  پروتئCas9    نوکلئازی اسللت که توسللط یکRNA  

  نظر   موردشلللود بله توالی  هلدف جفلت می  DNAکله بلا    (gRNA)راهنملا  

ی آنزیم برش  واحدها  یرزتوسللط   DNAشللود و سللزس  ژنوم فراخوانده می

ها نسللبت به پروتئین برای هدف قرار  gRNAتر  خورد. طراحی آسللانمی

، اختصلاصلیت بیشلتر و Cas9، تنو  بالاتر الگوی برش توسلط  DNAدادن  

زملان بلا طراحی چنلدین  طور همتوانلایی هلدف قرار دادن چنلدین لوکوس بله

gRNA  مزیللتمختل ازجمللله  سلللیسلللتم ف  از  اسلللتفللاده  برتری  و  هللا 

CRISPR/Cas   نسلبت به دو سلیسلتمTALEN  وZFN  همانند  هسلت.

ZFN    وTALEN  آنزیم  ،Cas9  بلا ایجلاد برش را  ژنوم  هلای دو ویرایش 

  (.26کند )ژنوم القا می  شدهیین تعای در جایگاه اختصاصی از پیش رشته

و آنزیم برش    px458در این مطالعه وکتور مورد اسلتفاده، وکتور بیانی  

انلدونوکلئلازی محلدود  Bbs1(BpiI)دهنلده   آنزیم  کننلده بلا  بود کله یلک 

با    px458وکتور . است  ▼GAAGACNNهای شناسایی کننده جایگاه

پلروملوتلر    bp 9288طلول   آنلزیلم    U6دارای  بلله   RNAوابسللللتلله 

polymerase IIIشلللده انسلللانی  ، آنزیم بهینلهCas9    و همچنین دارای

امکلان پایش    که  اسلللت Green Fluorescent Protein  مارکر انتخلابی

یید أکنلد، هرچند در این مرحله تمرکز بر تترانسلللفکشلللن را نیز فراهم می

 .(6-4)  کلونینگ بود

جفت بازی، اولین سلطح   230با مشلاهده باند    Colony PCR  نتایج

بله فلاصللللله    insert  ییلد برای ورودأتل بلا توجله  انلدازه  بله وکتور بود. این 

مورد انتظار، صللحیح  insert  پرایمرهای طراحی شللده روی وکتور و طول

یابی انجام شلد که خطاهای احتمالی  یید نهایی با توالیأتشلخیص داده شلد. ت

  (.  9-7)  در مرحله آنیلینگ یا لیگاسیون را رد کرد

Quantitative fluorescent PCR  اختصلللار  بله  کلهQF-PCR  

.  گردید  معرفی  دنیا  به  1993  سلال در  PCR  اخترا   پی در شلود،یم  نامیده

  بله   مربوط  اختلالات  توانسلللتیم  بشلللر  روش  این  بلا  اینکله  بله  توجله  بلا
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  QF-PCR  یجلهدرنت  نملایلد،  ردیلابی  بلالا  دقلت  بلا  را  جنسلللی  یهلاکروموزوم

 در  2001  سللال در و  یافت  گسللترش ژنتیکی  تحقیقات  ینهسللرعت درزمبه

  هلای یتوال  کروموزوم،  هر  در  .شللللد  گرفتله  کلار  بله  مربوطله  هلایینیلککل

  ، تکرارشللونده   هاییتوال  این تعداد  در  تفاوت  که دارد  وجود  یاتکرارشللونده

  یجه نت در  و داشته تفاوت مختلف  یهاکروموزوم  درها آن طول  شودیم  باعث

 و  QF-PCR  کمک  با. شلد  خواهد  افراد  میان  تمایز  به  منجر  مو لو ،  همین

  را هلا  کروموزوم  این  تعلداد  توانیم  ،تکرارشلللونلده  هلاییتوال  تکثیر  طریق  از

  اسلللتفلاده   PCR  و  فلورسلللنلت  پرایمرهلای  از  QF-PCR  در.  نمود  تعیین

یید خط سلللولی با  أنتایج این مطالعه مربوط به تبخش دیگری از  شللود.یم

 بود.   QF-PCR  روش

ترین خطوط سللللولی برای تولیلد رایجیکی از  HEK293T   سللللولی

پروتئین و مطلالعلات ویرایش ژن اسلللت. اطمینلان از هویلت ژنتیکی و علدم  

  از   .آلودگی یلا جلابجلایی خطوط سللللولی از اهمیلت بلالایی برخوردار اسلللت

  اسللت  CDKL5  ژن  از  نسللخه  4-3  حاوی  که  ،HEK293T  یهاسلللول

به عنوان یک روش سللریا و  QF-PCR . روش(12-10)  کردیم  اسللتفاده

های کروموزومی شللناخته  دقیق برای تعیین جنسللیت و بررسللی ناهنجاری

یید کرد أشلود. نتایج به دسلت آمده در این مطالعه هویت خط سللولی را تمی

های بعدی ویرایش  نیاز مهمی برای تفسللیر صللحیح نتایج آزمایشکه پیش

  .(15-13)  ژن است

 که کارایی کلونینگ در سللیسللتم  داد مقایسلله با مطالعات مشللابه نشللان  

CRISPR/Cas9   بسلته به طراحی   sgRNA  .و شرایط لیگاسیون متغیر است

های با کارایی بالا  سلازی شلرایط آنیلینگ و اسلتفاده از آنزیم در این مطالعه، بهینه 

 QF-PCR اسلتفاده از همچنین  (.  18- 16)  منجر به موفقیت در کلونینگ شلد 

به عنوان یک کنترل کیفی برای خط سللللولی، نقطله قوت این مطلالعله در بخش  

یید هویت سللولی  أ شلود. مطالعات پیشلین نیز بر اهمیت ت متدولوژی محسلوب می 

 (.  21- 19)   اند کید داشته أ های ژنتیکی ت قبل از آزمایش 

است. در   off-target های اصللی در ویرایش ژنوم، اثراتیکی از چالش

بیوانفورملاتیکی،   بلا اسلللتفلاده از ابزارهلای  بلا  sgRNAاین مطلالعله  هلایی 

اثرات احتملال  تل off-target کمترین  ییلد  أانتخلاب شللللدنلد. همچنین 

رخ   guide ای در ناحیهیابی اطمینان داد که هیچ جهش ناخواسلللتهتوالی

 (.  25-22)  نداده است

 

 گیرینتیجه
انجام    تیبا موفق  CDKL5هدفمند ژن    CRISPR/Cas9سلاخت وکتور  

.  دیگرد  دییتأ  یاب ییو توالColony PCR  یهاشللد و صللحت آن به روش

  QF-PCRبا اسلتفاده از آزمون   HEK293T  یخط سللول  تیهو  نیهمچن

تلأ ا  دییلمورد  برا  نیقرار گرفلت.  آملاده اسلللتفلاده  بعلد  یوکتور    ی مراحلل 

  نی و عملکرد پروتئ  انیلژن بر ب   شیرایاثرات و  یترانسلللفکشلللن و بررسللل

CDKL5  وکتور   نیا  ییکارآ ،یدر مطالعات آت شلودیم شلنهادی. پباشلدیم

مورد   مارانیب   یسللللول  یهادر مدل  زایماریخاص ب   یهادر اصللللا  جهش

 .ردیقرار گ  یاب یارز
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