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Introduction: Homeodomain transcription factor 1 (PDX-1) is necessary for proper 

pancreatic development and β-cell function. The Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats (CRISPR) system, in conjunction with CRISPR-associated 

protein 9 (Cas9), facilitates modifications, particularly deletions, within the genome. 

The use of lentiviral vectors for gene transfer to somatic stem cells has increased 

significantly. They harbor advantageous features, including a relatively high gene 

loading capacity, a diminished likelihood of gene expression silencing following 

integration into the genome, and high efficiency in delivering genes to a variety of 

target cells. Furthermore, they elicit no undesirable immune reactions and offer a broad 

selection of alternative envelope proteins. 

Aim: This study aims to introduce a mutation in the chicken PDX-1 gene. A guide 

RNA (gRNA) will be designed to complement a specific region of the PDX-1 gene. 

This approach aims to create targeted mutations with potential therapeutic applications 

in gene therapy. 
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Materials and Methods: The PDX-1 gene was cloned using the 

LentiCRISPRv2GFP vector. To delete and modify the PDX-1 gene, a specific single 

guide RNA (sgRNA) sequence is designed. This sgRNA sequence is approximately 

100 base pairs (bp) in length, with about 76 bp derived from the scaffold segment 

already integrated into the LentiCRISPRv2GFP vector. 

The region responsible for binding the sgRNA to the target genomic sequence is 20 

nucleotides long and is complementary to 20 nucleotides in exon one of the PDX-1 

gene. The CRISPR Design Tool (http://crispr.mit.edu) was used to design a specific 

sgRNA sequence targeting the PDX1 locus (sgPDX1). 

The double-stranded oligonucleotide fragment and the LentiCRISPRv2GFP vector 

were subjected to enzymatic digestion using the BsmbI restriction enzyme. To create 

the LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1 vector, the cleaved sgPDX1 sequence was joined 

with the cleaved vector. This was accomplished by mixing the vector and nucleotide 

fragment and subjecting them to a ligation reaction using the T4 ligase enzyme. The 

resulting vector contains a transcript of the sgRNA, specifically sgPDX1.  

The heat shock method was employed to transform Escherichia coli Top10 host cells 

with the cloned LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1 vector. To confirm the presence of the 

sgPDX-1 gene in the vector, a polymerase chain reaction (PCR) was conducted using 

primers targeted at a portion of the U6 promoter sequence (forward primer) and a 

segment downstream of the sgRNA gene region (reverse primer). Additionally, each 

PCR product was analyzed using enzymatic digestion with EcoRV and BsmBI 

enzymes. To confirm the successful cloning, the PCR product was sequenced. 

Results: The PCR results showed an amplified fragment measuring 267 base pairs (bp), 

which indicated the presence of the sgPDX-1 gene. This was visualized on an agarose 

gel. Additionally, the reverse digestion with two restriction enzymes produced a 2000 

bp fragment isolated from the vector. The sequencing results confirmed that the cloning 

process was successful. 

Discussion: Genome editing technology has been highlighted in bird species due to 

their significant potential for economic production and creating models for biological 

research. The application of CRISPR gene editing technology in avian research has 

yielded promising advancements, particularly in the modification of somatic cells and 

tissues in birds. By precisely targeting primordial germ cells (PGCs), researchers can 

implement specific genetic modifications within the chick genome, thereby facilitating 

the development of genetically edited chicks. Numerous studies have investigated the 

role of the PDX-1 gene in gene therapy using the CRISPR/Cas9 system across various 

organisms. However, this study is the first to design and produce a recombinant 

construct containing the chicken PDX1 gene using a lentiviral vector with the 

CRISPR/Cas9 construct. This advancement aims to create a practical research platform 

for future studies by enabling the direct transfer of this recombinant construct into chick 

embryos and cells.  

Conclusion: The chicken PDX-1 gene was cloned into a lentiviral vector containing 

the CRISPR/Cas9 construct. The recombinant vector LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1 

was successfully obtained. The gene construct developed in this study has significant 

potential for investigating gene function and for use in gene therapy. Consequently, 

utilizing this construct may enable the creation of an animal model in chicken embryos 

featuring defects, including an empty organ or tissue cavity. Such a model will allow 

for the investigation and treatment of the defects using specific drugs and cell lines. 
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 با استفاده ازکلون شده  PDX1ژن وی نوترکیب حالنتی ویروسی سازه  یک ایجاد

 CRISPR/Cas9 سیستم
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 چکیده   واژگان کلیدی 

کس، -سییسیتم کریسی ر

لینیتیی  ژن،  وییراییژ 

 راهنما RNAویروس، 

ایجاد موتاسیون در ژن    هدف:  از این مطالعه،  ایجاد یک    PDX-1هدف  با    gRNAجوجه، از طریق  مکمل 

ژن   از  ا  .است  PDX-1قسمتی  کاربردها   یهاجهش   جادیا  کردیرو  نیهدف  با  در    یدرمان  یهدفمند  بالقوه 

راهنمای تکی    RNAجوجه، توالی    PDX-1جهت حذف و تغییرات در  ژن  ها:  مواد و روش  است.  یدرمانژن

(single guide RNA, sgRNA)    از نرم افزار اینترنتیCRISPR Design Tool    طراحی شد. و از طریق

کلون شد و از طریق شوک    LentiCRISPRv2GFPهای برشی و واکنش الحاق در وکتور لنتی ویروسی  آنزیم

قطعه   کی  PCR  جینتا:  نتایج د.  شترانسفورم    Escherichia coli Top10های میزبان  حرارتی در سلول

طول 267  جفت باز )bp(  را نشان داد که نشان دهنده وجود ژن sgPDX-1 بود. این قطعه روی  شده به ریتکث

ژل آگارز قابل مشاهده بود. علاوه بر این،  هضم معکوس با دو آنزیم  محدودکننده،  یک  قطعه  2000  جفت باز ی  

جدا شده از ناقل را تولید  کرد. نتایج  تعیین  توالی،  موفقیت آمیز  بودن فرآیند  کلونینگ  را تایید  کرد.  نتیجهگیری:  

نوترکیب   وکتور  لنت یویروسی  حاو ی  ساختار  CRISPR/Cas9  کلون شد.  در  یک  وکتور  ژن  PDX-1  مرغ 

LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1  با موفقیت  به دست آمد. ساختار ژنی  توسعهیافته  در این  مطالعه پتانسیل  

قابل توجهی  برای  بررسی  عملکرد ژن و استفاده در ژندرمانی  دارد. در نتیجه،  استفاده از این  ساختار ممکن  

است امکان ایجاد  یک  مدل حیوانی  در جنینهای  مرغ با نقص، از جمله حفره خالی  اندام  یا  بافت، را فراهم 

 کند. چنین  مدلی  امکان بررسی  و درمان نقصها را با استفاده از داروها و ردههای  سلولی  خاص فراهم میکند.

 1404/ 01/ 21تاریخ دریافت: 

 1404/ 05/ 25تاریخ بازنگری: 

 1404/ 05/ 26 تاریخ پذیرش:

 همقدم -1

خصوص از نوع حذف در ژنوم شود،   سیستم  پروتئینی  مرتبط  ه تواند باعث ایجاد تغییرات بکه می  ژنوم  ویرایش  هایآوری فن  از  یکی

 Clustered regularly interspaced short palindromic(  با  تناوبهای کوتاه پالیندرومی فاصله دار منظم خوشه ای

 repeat (CRISPR) and CRISPR-associated (Cas9) یا  CRISPR/Cas9  میباشد.
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از اجزای ژنومیکی   پروتئومیکی    (CRISPR)این فناوری متشکل  ارتباط با سیستم ایمنی  می  (Cas)و  ابتدا در  باشد که در 

ها و آرکیها در پاسخ به حمله فاژها و انتقال پلازمید در طبیعت  شناسایی شد. باکتریها با  درصد از باکتری75القایی در تقریبا 

این سیستم قادر به شناسایی ویروس جدید و حذف آن شدند  )1,  2(. قسمت ژنومی شامل توالیهای کوتاه پالیندرمی منظم  

تکراری بوده که در میان آنها توالیهای کوتاه متغیری بهنام فاصله انداز یا  spacer وجود دارد. طول توالی تکرارشونده از  25  تا  

40  نوکلئوتید متغییر است. درحالیکه طول توالی فاصله انداز از  21  تا  71  نوکلئوتید متغیر میباشد  )1(.   در ط ی  فرآیند  ایمن 

سازی،  قطعات کوتاهی  از  DNA خارجی  در  قسمت فاصله انداز  آرای ه  CRISPR  در کروموزوم میزبان  ادغام میشوند، در نتیجه  

یک  سابقه ژنتیکی  از عفونت قبلی   ارائه میشود که میزبان  را قادر م یسازد از تهاجم آینده  به همان مهاجم جلوگیری  کند. با 

رونویسی و پردازش از منطقه فاصله انداز جدید، RNA های کوتاه بالغ بهنام )CRISPR RNA )cRNA، ایجاد میشود که  

از قسمت  '5  اش مکمل قطعه فاصله انداز خارجی است و از قسمت'3  مکمل با ناحیه منظم پالیندرمی تکراری است. هیبریداسیون  

بین فاصله انداز در  cRNA  و توالی مکمل از هدف خارجی در سیستم  CRISPR، موجب تحریک فعالیت سیستم اندونوکلئازی  

Cas  شده که منجر به شناسایی و تخریب قطعه  DNA  یا  RNA  خارجی در ورود دوم به همان یاخته میشود  )3(. یک   موتیف  

 Protospacer adjacent )PAM(  بهنام  موتیف مجاور فاصله انداز اولیه  )حاوی  توالی  حفاظت شده کوتاه ) 2  تا  5  جفت باز

motif،  که در مجاورت توالی  هدفگیری  شده با  crRNA  روی  DNA  مهاجم  قرار دارد، نقش اساسی  در انتخاب و تخریب 

DNA  هدف در اکثر سیستم های   Cas/CRISPR  ایفا  میکند.  سیستم های  CRISPR  به  6  تیپ مختلف تقسیم میشوند. 

در این میان، تیپII ، دارای یک اندونوکلئاز تکی ویژه  DNA  بهنام  Cas-9  می باشد  که با دومینهای نوکلئازی ویژهاش برای  

هر رشته از  DNA، منجر به ایجاد شکست در دو رشته  DNA  میشود. همچنین یک قطعه  RNA  کوتاه اضافی، بهنام قطعه 

فعال کننده ترانس  cRNA  یا  tracer-RNA  نیز در این سیستم حضور دارد که با ناحیه منظم تکراری در  cRNA  جفت  

 guide  راهنما  RNA  راهنمای دو گانه که  RNA  هیبریدی دو گانهای را تشکیل دهد. این  RNA  میشود تا یک ساختار

RNA (gRNA)،   نامیده میشود،  اندونوکئاز  Cas9  را هدایت  میکند تا  دو رشته  DNA  حاوی  ی ک  توالی  هدف مکمل  20  

نوکلئوتیدی و  PAM  مجاور را  برش دهد   )3و  4(. بنابراین  این فناوری، متشکل از یک کمپلکس نوکلئوپروتئینی است که حاوی  

پروتئین  Cas9  و یک  RNA  راهنمای تکی   )sgRNA(   میباشد که باعث   ایجاد   شکستهایی در دو  رشته  DNA  میشود  )4(.  

در  طول  فرآیند  تعمیر  ازنوع  مستعد خطا  )error-prone(   وابسته به دو رشته، با   اتصال  انتهای   غیر  همولوگ،  منجر به ایجاد  

درجها یا حذفهای کوچک  )Indel( در آن منطقه ژنوم میشوند و این تغییرات کوچک، میتواند منجر به جابجایی و تغییر در  

چارچوب  خواندن  و  اختلال  عملکردی  نهایی پروتئینهای  هدف   شود.  از  آنجاییکه  سیستم  CRISPR/Cas9  تنها  به   یک  جفت  

اولیگونوکلئوتید  حاوی  توالی  هدف  نیاز  دارد،  آماده  سازی  پلاسمید  برای  اختلال  ژن  هدف   با کارایی گزارش شدهی بالای  80 

ژنتیک، بسیار  آسان  تر   و   مقرون  به  صرفه  تر  است  )5(.   این   به کار رفته در مهندسی  درصد، در   مقایسه  با   سایر تکنیکهای 

استراتژی به طور موفقیت آمیزی در هدف گذاری ژنی در کشت های سلولی و تولید ارگانیسمهای موتانت شده کاربرد دارد  )4(.  

سیستم  CRISPR/Cas9  یک  ابزار  ساده  و  توانا در ویرایش  ژنوم  در  موجودات  مختلف  از  جمله  دام )جوجه، بز و...(، خوک، و 

خرگوش  میباشد  )6-10(. این سیستم  از  قدرت  بالایی  در راستای بررسی  عملکرد ژن و کاربرد در  ژن درمانی،   برخوردار است  

 )6(. در این راستا، این سیستم از مناسب ترین روشها در مطالعات تکوینی در جنین جوجه نیز میباشد )11(. 

مهم    دارای یک نقش  PDX-1  یا   (Homeodomain transcription factors)فـــــاکتور رونویـــــسی هومئـــــودمین 

عنوان یک فاکتور رونویسی کلیدی در تنظیم بیان ژن انسولین موثر بوده و به  . باشد پانکراس می  β  هایسلول  بقای   در  و اصلی 

همچنین نقش این فاکتور در تکوین و رشد طبیعی پانکراس از طریق تعیین بلوغ و تمایز سلولهای پیش ساز پانکراس ضروری  



 عظیمه اخلاق پور، محسن بصیری، مریم مبارک قمصری، سیده نفیسه حسنی  281

 

 4 شماره  /3دوره  / 16جلد / 1404پاییز سلول و بافت/

 

  PDX-1  ،مشخص  میشود.  بنابراین  PDX-1  در   لوزالمعده با   ایجاد   آژنزیس پانکراس  در   موش های   پوچ  PDX-1  است.  اهمیت

 برای رشد مناسب پانکراس و نیز عملکرد سلول های بتا مورد نیاز است )12(. 

ها، با هدف کاربردهای بالینی، در  در میان حاملین ژنی مختلف، استفاده از وکتورهای مبتنی بر لنتی ویروس  گذشته،  دهه  در

افزایش داشته است. وکتورهای لنتی ویروسی، دارای ظرفیت   T  هایسلول  و  سوماتیک  بنیادی  هایسلول  به  ها ژن   پایدار  انتقال

های مختلف ها به سلولبارگیری ژنی نسبتا بالا، کاهش احتمال خاموش شدن بیان ژن پس از ورود به ژنوم، کارایی بالا در ارئه ژن

های انولوپ های ایمنی ناخواسته و داشتن طیف وسیع انتخابی در پروتئینهدف، افزایش بالای میزان بیان ژن، عدم ایجاد واکنش

  به ها ژن پایدار انتقال برای  گذشته دهه  در  های لنتی ویروسی راوکتور از  انحصاری تقریبا استفاده  عوامل  این باشند. جایگزین می

  PDX-1در این مطالعه، ژن    .(15-13)کند  بالینی توجیه می   با هدف کاربردهای  T  هایسلول   و  سوماتیک  بنیادی  هایسلول 

موتاسیون  ایجاد  جهت  کاربردجوجه،  با  هدفمند  سازه  های  حاوی  ویروسی  لنتی  وکتور  در  درمانی،  ژن  و  درمانی  های 

CRISPR/Cas9    بافت مورد نظر  ایاندام    ینقص و کنام خال  یدارا  حیوانی در جنین جوجه  مدل  دیتولکلون شده که با هدف  

 رد. ک بررسی و درمان را نقص نیا خاص بتوان یدارو و رده سلول قیتا از طر  باشد،می

 

   هامواد و روش -2

نام  LentiCRISPRv2GFP  بهصورت هدیه  از وکتوری به   PDX-1جهت کلون نمودن ژن  :  LentiCRISPRv2GFP  وکتور

 ای از دیوید فلدسر ) Addgene، آمریکا( استفاده شد.

 کاربردی   -بنیادی  که از نوع  در این مطالعه:    Single guide RNA  (sgRNA)  یا  راهنما  RNA  طراحی و کلون کردن

ز  ا  PDX-1   (XM_040658386.2) ، ژنLentiCRISPRv2GFPدر وکتور  PDX-1جهت کلون نمودن ژن  ، باشدمی

بر روی کروموزوم شماره یک در جوجه قرار دارد. این ژن    PDX-1دریافت شد. ژن     ncbi.nlm.govبه آدرس  NCBIسایت  

باشد. جهت حذف و تغییرات در این ژن، توالی  RNA  راهنمای تکی یا  sgRNA  طراحی  حاوی دو اگزون شماره یک و دو می

میشود. که این توالی  در حدود  bp  100 طول دارد.  حدود  bp76 از این توالی به بخش داربست تعلق دارد که در وکتور مربوطه  

)LentiCRISPRv2GFP(  در محدوده  bp  7357-7282  روی وکتور،  از پیش تعبیه شده است. ناحیه ای  که مسئول اتصال  

sgRNA  به توالی  ژنومی  هدف است،  bp20  طول دارد  که مکمل 20  نوکلئوتید از اگزون شماره یک از ژن  PDX-1  است که  

 شامل توالی رهبر و توالی پیرو بهشرح ذیل می باشد. 

5'-CACCGTTGACAGCTCGCCGCTCCGT-3' و         

 5'-AAACACGGAGCGGCGAGCTGTCAAC-3   
توالی   طراحی  لوکوس    sgRNAبرای  نرمPDX1  (sgPDX1ویژه  از  اینترنتی(    CRISPR Design Toolافزار 

(http://crispr.mit.eduاستفاده شد ) (16 )  .  کلون کردن این قطعه  و  ای  قطعه دو رشته اتصال دو الیگونوکلئوتید و تولیدبرای

 طریق زیر عمل خواهد شد. به LentiCRISPRv2GFPدر وکتور 

مخلوط حاوی دو رشته سنس د.  شای مخلوط تهیه  . برای اتصال دو الیگونوکلئوتید به یکدیگر و تشکیل یک قطعه کوتاه دورشته1

همراه آنزیم  T4  لیگاز  )برند  سیناکلون، ایران(،  در  به  PDX-1و آنتی سنس از الیگونوکلئوتیدهای مورد نظر از اگزون یک ژن  

 حجم مشخصی از واکنش میباشد. 
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درجه   95دقیقه در دمای    5ابتدا برای    ، آمریکا(، T100مدل    bio radبرند    ). مخلوط فوق با استفاده از دستگاه ترموسایکلر  2

گراد  نگهداری  خواهد  شد و سپس دما تا  25  درجه سانتیگراد  با شیب دمایی   6  درجه سانتیگراد  در دقیقه کاهش داده سانتی

 شد. که منجر به اتصال دو قطعه به یکدیگر میشود. 

، پس از تکثیر و تخلیص از باکتری LentiCRISPRv2GFPوکتور  :  واکنژ هضم آنزیمی قطعه الیگونوکلئوتیدی و وکتور  

هم  اشریشیاکلی واکنش  وکتور در  و  شده  تولید  ای  رشته  دو  الیگونوکلئوتیدی  شد.    قطعه  بهکار  گرفته  اتصال  و  هضم  زمان 

 CGTCTCN  برند کیاژن، ژاپن(،  با توالی برشی(  Bsmb1  تحت هضم آنزیمی با آنزیم برشی  ،LentiCRISPRv2GFP

)7373bp-7353(   قرار داده شد. آنزیم  Bsmb1  پایین  دست محل تشخیص  خود را میشکافد و میتواند  بازهای  4  نوکلئوتیدی  

 آویزان از هر قسمت ' 5 دلخواه را ایجاد کند.  

  sg PDX-1جهت اتصال توالی  :  LentiCRISPRv2GFPبه وکتور  sg PDX-1 (sgRNA) الحاق قطعات برشی از  

و وکتور برش خورده با همان آنزیم، مخلوط وکتور و قطعه نوکلئوتیدی برش خورده در واکنش    Bsmb1برش خورده با آنزیم  

دست آید که  که یک   رونوشت از   به  LentiCRISPRv2GFP-sgPDX-1لیگاز قرار گرفت. تا وکتور    T4الحاق با آنزیم  

sgRNA  یا  sgPDX-1 را  ایجاد کرده ،  که میتواند  یک توالی منحصر به فرد واقع در اگزون  1  ژن  PDX-1  جنین جوجه  را  

هدف قرار  دهد.  واکنش الحاق بعد از تعیین غلظت وکتور و قطعه الحاقی، بهوسیله  آنزیم   T4  لیگاز و طی واکنشی   انجام   شد. این  

مخلوط حاصل از وکتور و آنزیم  بهمدت  16  ساعت در دمای  10-12  درجه سانتیگراد  قرار داده شد. این دما کمک میکند تا  

تشکیل پیوندهای هیدروژنی بین دو انتهای  چسبنده  آسانتر  و با پایداری بیشتری انجام شود. زمان طولانی  واکنش این  امکان را  

 میدهد  که آنزیم لیگاز زمان کافی برای تشکیل پیوند فسفودی استری را داشته باشد.

شده   کلون  وکتور  باکتریایی  LentiCRISPRv2GFP-sgPDX-1ترانسفورم  میزبان    نمودن تراریخت    جهت:  به 

شوک ، از روش   LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1وکتور کلون شده  با    Escherichia coli Top10  های میزبانسلول 

 استفاده شد. این فرایند به ترتیب زیر صورت گرفت: گرمایی

 گراد خارج شده و روی یخ قرار داده شد، تا بهآرامی ذوب شوند.درجه سانتی - 70های مستعد از دمای . ابتدا ویال سلول1

های مستعد اضافه  از سوسپانسون سلول   میکرولیتر  200در شرایط استریل به  الحاقی  از محصول واکنش    میکرولیتر  10. حداکثر  2

 مدت 30 دقیقه ویالها بر روی یخ نگهداری شد.و پس از مخلوط کردن، به

مدت  به میکرولیتر 42دمای با ،آلمان(،   BSH25D)برندبن ماری در  ها از یخ خارج شده و ، ویالحرارتیال شوک . جهت اعم3

 90 ثانیه قرار داده شدند.

 مدت 3 دقیقه در ظرف حاوی یخ قرار داده شد. بهبلافاصله ویال ها . 4

لیتر  از محیط )Luria-Bertani )LB،  مایع  (از برند سیگما آلدریچ، آمریکا(، میلی  1در شرایط استریل  ویال مورد نظر    . به5

بدون آنتی بیوتیک اضافه  شد  و بهمدت  1  ساعت در دمای  37  درجه سانتیگراد  انکوبه  شدند. در این مدت سلولها ضمن ترمیم  

 کنند. شود بیان میبیوتیکی را که توسط پلاسمید کد میحرارتی، پروتئین مقاومت آنتیه  و تکان  2CaClهای ناشی از تیمار  آسیب 

مدت  3  دقیقه با سرعت  ×g  2000  سانتریفوژ  )از برند ترموفیشر، آمریکا(،  خواهند  شد و محلول رویی دور ریخته  به  ویال ها.  6

شد. رسوب در  50  میکرولیتر محیط  LB  مایع دوباره حل شد و بر روی محیط  LB  آگاردار )جامد( حاوی آنتیبیوتیک مربوطه  

)آمپیسیلین به غلظت  100  میکروگرم بر میلیلیتر، برند سیگما آلدریچ، آمریکا(،   کشت داده و  بهمدت  15  ساعت در دمای  37  

  DNA  درجه سانتیگراد  انکوبه شد. سلولهایی که حاوی پلاسمید باشند میتوانند روی محیط رشد کنند اما آنهایی که فاقد
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هستند قادر به رشد در محیط آنتیبیوتیکدار نیستند و با این غربالگری میتوان سلولهای حاوی DNA نوترکیب را از دیگر 

 سلول ها تفکیک کرد.

به های  کلون  وکتور تایید  ژن  sgPDX-1  در  حضور  تایید  جهت   :PCR  کلونی آمده:  الف-  روش  دست 

LentiCRISPRv2GFP، با استفاده از پرایمرهای طراحی شده مربوط به بخشی از توالی پروموتر  forward(  U6(، بالادست  

ناحیه  sgRNA  و قسمتی از پایین دست ناحیه ژن   Reverse(sgRNA(، واکنش زنجیره ای پلیمراز انجام شد. در ژل آگارز،  

 قطعه تکثیر شده با اندازه bp 267 ردیابی شد. 

دست آمده که در روش کلونی  PCR، با استفاده از دو آنزیم برشی  EcoRV  و های بهروش هضم آنزیمی:  هریک از کلونی  -ب

Bsmb1  ) برند کیاژن، ژاپن(  در واکنش هضم آنزیمی قرار گرفتند. انتظار میرود قطعه ای با اندازه bp 2000  از وکتور جدا  

 شود. 

دست آمده در روش کلونی  PCR، برای  ، هریک از باندهای بهsgPDX-1توالی یابی: جهت تایید نهایی کلون شدن ژن    -ج

 توالی یابی  )شرکت پیشگام، ایران( ارسال شد. 

 نتایج   - 3

( KDa  4/158) باشد. در حدودطول دارد و حاوی ژن مقاومت به آمپی سیلین میLentiCRISPRv2GFP، bp 13129وکتور

bp4104  روی وکتور، متعلق به توالی Cas-9 که پایین دست پروموتر   می باشدEF-1-alpha core     قرار دارد. همچنین، حدود

bp76    از توالی مربوط بهgRNA    نیز بر روی این وکتور(bp  7282 bp -7257  )  و در پایین دست پروموترhU6    .قرار دارد

 (.  1قرار دارد )شکل   Cas-9نیز پایین دست توالی GFP  (pb717 )توالی مربوط به ژن گزارشگر

 
 

منطبق بر اگزون شماره یک    sgRNAکه طراحی    PDX-1کروموزوم شماره یک در جوجه. و دو اگزون موجود در ژن   :A: نمایش شماتیک از1شکل  

 باشد. B: نقشه شماتیکی از وکتور LentiCRISPRv2GFP. می
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باشد که قطعه الیگونوکلئوتیدی و دارای دو ناحیه اگزون یک و دو می bp  4754از کروموزوم یک جوجه، با اندازه    PDX-1ژن  

sgRNA باشد.  منطبق بر این قسمت می 

 نتایج هضم آنزیمی و واکنژ الحاق

ای با دو انتهای چسبنده هم در وکتور و هم در قطعه الیگونوکلئوتیدی از ناحیه  قطعه  Bsmb1با روش هضم آنزیمی با آنزیم  

 اگزون یک از ژن PDX-1 بهدست آمد که در واکنش الحاق به یکدیگر متصل شدند. 

 نتایج واکنژ ترانسفورم و تایید کلون  

دست به(،  2( )شکل  (LentiCRISPRv2GFP-sgPDX-1های حاوی وکتور کلون شده  پس از واکنش ترانسفورم، کلونی

 آمد.

 
 های حاصل از کشت بعد از واکنش ترانسفورم: کلونی2شکل 

 

( و هضم  3)شکل    PCRها با استفاده از روش کلونی  ، در هر یک از کلونیLentiCRISPRv2GFP-sgPDX-1حضور وکتور  

دست آمده، از طریق توالی یابی مورد تایید نهایی قرار گرفت تایید شد. همچنین هر یک از کلون های به) 4آنزیمی ) شکل  

 )شکل 5(. 

 
ای با اندازه  bp  )ریورس(. قطعه  sgPDX-1)فوروارد( و پایین دست ژن    U6با استفاده از پرایمرهای طراحی شده از پروموتر    PCR: کلنی  3شکل  

 267 مورد انتظار، بهدست آمد. 
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 bp2000و مشاهده باند  EcoRVو  Bsmb1: هضم آنزیمی وکتور کلون شده با آنزیم 4شکل 

 

 با توالی یابی   LentiCRISPRv2GFPهای حاوی وکتور در کلونی sgPDX-1تایید کلون ژن  : 5شکل 
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 بحث  -4

ژنوم، تحق  یتکنولوژ  عیرشد سر تول  یهاعملکرد ژن  یبر رو  قاتیاصلاح  را آسان کرده است. در   یوان یح  یهامدل  دیخاص و 

توان یمثال م  یداشته باشد. برا  ی و هم در بخش اقتصاد  قاتی هم در بخش تحق  یادیتواند ارزش زیم  یتکنولوژ  ن یا  یاهل  واناتیح

اصلاح ژنوم   یکاربرد تکنولوژ   زیپرندگان ن  ی هااشاره داشت. در گونه  یماریم به بومقا  واناتیح  دیتول  ا یو    واناتیح  دیتول  شیبه افزا

دلیل  قابلیت  بالای  آنها از لحاظ تولیدات  اقتصادی  و همچنین  ا یجاد  مدل هایی  برای  تحقیقات  بیولوژیکی  تاکید  فراوان شده به

 است )17(. 

استفاده میروش تراریخت  پرندگان  ایجاد  برای  بههایی که  بیشتر  انتقال ژنهای خارجی درون سلولهای هدف  شوند  منظور 

میباشند. تاکنون روشهای مختلفی برای ایجاد پرندگان تراریخت پیشنهاد شده است. با این وجود بهدلیل تفاوتهای ساختاری  

و فیزیولوژیکی که میان پرندگان و پستانداران وجود دارد، راندمان تولید پرندگان تراریخت که توانایی انتقال ویژگی های ژن هدف  

 Pronuclear(  هسته پیش  بهداخل  تزریق  شامل  متعددی  روشهای  از  است.  بوده  باشند،  متغیر  بعد  را  داشته  نسل  به 

Microinjection(   انتقال از طریق هسته سلولهای بدنی  Somatic Cell Nuclear Transfer (SCNT)،  انتقال از 

 Embryonic Stem Cell  )ESCGT(  انتقال از طریق سلولهای بنیادی جنینی  ،)Viral Infection(   طریق ویروسها

 Sperm  انتقال از طریق اسپرم  ،Testis Mediated Gene Transfer (TMGT)  انتقال از طریق بیضه  ،Transfer Gene

Mediated Gene Transfer (SMGT)،  انتقال از طریق سلولهای بلاستودرم جنینی،  انتقال از طریق  سلولهای  زاینده 

اولیه  Primordial Germ Cell (PGC)،  سلولهای بنیادی اسپرم  Spermatogonial Stem Cells (SSC)  ،  و انتقال  

ژن به واسطه ترنسپوزون یا تکنیکهایی که برای هدف گیری ژن و اصلاح ژنوم هستند که همانند مگانوکلئازها، نوکلئازهای  انگشت  

 Tale transcription  )TALEN(  نوکلئازهای افکتوری شبه فعال کننده رونویسی ،Zinc finger nuclease  )ZFN(  روی

 activator- like effector nuclease  و CRISPR/Cas9 برای دستورزی ژنتیکی طیور استفاده شده است )18, 19( .

مطلوب   ج یبه نتا یابیاست که دستجمعیت بالای افراد نسل شان کوتاه و  مثل دیبر اساس زمان تولجوجه، مدل کاربردی  یژگیو

کند. شباهت الگوی  گلیکوزیلاسیون  پروتئین  به انسان، پ یچیدگی   بیوشیمیایی  کم پروتئی نهای  بومی   تخم مرغ و  یم  لیرا تسه

تولید داروی زیستی مقرون به صرفه یکی از مزایای استفاده از مدل جوجه است. در پرندگان، تغییرات ژنی با استفاده از سیستم  

CRISPR  در مطالعاتی محدود به هدف گیری  سلول های  سوماتیکی  پرندگان و بافتها گزارش  شده است.  اصلاحات ژنتیکی  

خاص ژنوم  جوجه  را میتوان با هدف قرار دادن سلولهای  زایای  اولی ه  )PGCs( و  تولید جوجه های ویرایش شده ژنتیکی ایجاد 

 نمود )11(. 

و   β یهاسلول  زیدر رشد پانکراس، تما یکه نقش مهم شودکد می Hox شبه نیتوسط ژن هومئودومPDX-1 فاکتور رونویسی

دلیل  افزایش  شیوع  دیابت  شیرین  یا به  ابتیو د   PDX-1  نیدر مورد رابطه ب  قاتیبالغ دارد. تحق  β  یهاحفظ عملکرد سلول 

بیان  ب یش  از حد  PDX-1  رشد   اند که  اخیر  نشان داده  ملیتوس،  توجه  زیادی  را به خود جلب کرده است. مطالعات  دیابت 

پانکراس را تنظیم  میکند و باعث تمایز  سلول های  β  و ترشح انسولین   میشود. همچنین  نقش حیاتی  در بازسازی  سلولی،  ویرایش  

ژن و توسعه دارو ایفا  میکند. برعکس، عدم وجود  PDX-1  حساس یت  به  دیابت ملیتوس  را افزایش  میدهد  )20(.   در پژوهش 

حاضر، ابتدا با استفاده از نرم افزار اینترنتیCRISPR Design Tool، قطعه gRNA 20 نوکلئوتیدی مکمل با اگزون یک از  

  Bmsb1  راهنما و ناحیه ورودی وکتور با آنزیم  sgRNA  جوجه، طراحی و آماده شد. قطعه الیگونوکلئوتئدی از  PDX-1  ژن

برشگر و آنزیم  DNA  لیگاز ناقل نوترکیب ساخته شد.   وکتور لنتی ویروسی  LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1  حاوی 
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ناقل نوترکیب با روش شوک حرارتی به میزبان باکتریایی ترانسفورم شد. با استفاده از روش کلونی  PCR  و توالی یابی قطعه 

 bp267 تکثیر شده و هضم آنزیمی از منطقه bp 2000 حاوی قطعه gRNA،کلون بهدست آمده مورد تایید قرار گرفت.  

اولین بار، یک سازه نوترکیب برای  از  جوجه  PDX-1حاوی ژن    در این مطالعه  وکتور لنتی ویروسی حاوی سازه  ، با استفاده 

CRISPR/Cas9   نوترکیب به جنین و سلول جوجه، بستری سازه تا در آینده بتوانیم با انتقال مستقیم این    طراحی و تولید شد

با هدف ژن درمانی به کمک سازه   PDX-1تاکنون مطالعات زیادی بر روی اثر و نقش ژن   کاربردی برای تحقیقات فراهم آوریم.

CRISPR/Cas9    در مطالعه ای توسط    .(23-21)در موجودات مختلف انجام شده استLiu  ( 24و همکاران  ،)  ژن با حذف

،  CRISPR  روشبه T CD8+ هایاز سلول  SHP-1 یا   سارکوم  2  نیدوم  یحاو  1-فسفاتاز  نیروزیت  نیپروتئبیان کننده  

فعالیت  ضدتوموری در برابر کارسینوم هپاتوسلولار  در مدل  انسانی  کارسینومای هپاتوسلولار  با  PDX  را  افزایش دادند به گونهای  

که توانستند با  ترکیب این سلول های اصلاحشده با داروی سیمواستاتین بهطور همافزا اثر درمانی را تقویت کرده  و مقاومت به  

ایمنیدرمانی را کاهش داند.  همچنین در مطالعه ای  توسط  Hu  و همکاران )25(، که به توسعه یک پلتفرم فعال سازی رونویسی  

مبتنی بر  dCas-9(  CRISPR-dCas-9: نسخه غیر برش دهنده  Cas-9(  پرداخته اند، توانستند فعال سازی ژن ها را بهطور  

دقیق در زمان و مکان به خصوص در مدلهای موشی دیابتی  )از طریق فعال سازی ژن  PDX-1  و توموری کنترل کنند.  بنابراین  

این پلتفرم، یک ابزار قدرتمند برای تصویر سازی  )microRNA  )miRNA،  و   ژن درمانی با کنترل دقیق زمانی و مکانی است،  

 که قابلیت انتقال بالینی داشته و می تواند در درمان سرطان و دیابت در آینده کاربردی شود.

و ثابت شده است که  ی اصلاح ژنوم از طریق حذف و تغییر عملکرد ژن باشد.  برا  یدیابزار مف  تواندیم  CRISPR/Cas9  ستمیس

و    ی وانیح  یهاهم در مدل ZFNو    TALENد  مانن  ،یکیژنت  شیرایو یهاکیتکن  ر یبا سا  سهی تر و سودمندتر در مقاآسان  یروش

نسبت به دو روش گفته    CRISPR/Cas9. مزایای بسیاری در استفاده از سیستم  (24)ی است  و دامپزشک  یانسان   یهم در پزشک

که، سیستم  CRISPR  توانایی ایجاد جهش در توالیهای متیله و غیر متیله را دارد و برای ایجاد  شده وجود دارد. از جمله این

جهش تنها به حداقل  20  نوکلئوتید نیاز دارد. درحالیکه روشهای مبتنی بر جهش مانند  TALEN  و  ZFN، فاقد توانایی در 

برش جایگاه متیله بوده و با صرف هزینه، زمان و پیچیدگیهای زیادتری باید بر روی تغییر توالیهای اسیدآمینه ای متمرکز  

باشند  )25,  26(. همچنین جهشهای مورد نظر را میتوان با سرعت از طریق توالی یابی سنتی سنگر و بدون انتخاب نشانگر  

ردیابی و بررسی کرد. بهعلاوه،  چندین  gRNA  را م یتوان در  یک   آرایه  CRISPR  وارد نموده  تا  چندین لوکوس  و حتی  چندین  

منطقه را در  یک  لوکوس ژنی  مورد هدف قرار دهد  و  کتابخانههای  gRNA  بزرگی  را  نیز  میتوان  برای  ایجاد  ناک اوتهایی  در  

مقیاس  ژنوم در ارگانیسم  میزبان  تولید  کرد  )27(.  هرچند  کاربرد س یستم  CRISPR/Cas9  در ویرایش  ژن و اصلاح ژنوم در  

 Insertion-deletion   درج-   حذف موفق  مطالعه،  جهش  چندین  حال  پیشرفت  است،  اما در  در  هنوز  گونههای  پرندگان 

 Jinsoo Ahn  در ردههای  سلولی   پرندگان نشان داده   شده است.  در مطالعهای توسط  CRISPR/Cas9  با واسطه   ،)indel(

و همکاران )29(، با استفاده از وکتور مبتنی بر آرایه  CRISPR چندین جهش ایندل در لوکوس ملانوفیلین بلدرچین با کارایی  

 CRISPR/Cas9 و همکاران )30( ، با استفاده از سازه Qisheng Zuo بالا در تغییر ژن ایجاد شد. در مطالعه دیگری توسط

با کارایی  40  درصد  و هدف گذاری ژن  C1EIS  به نقش آن در تمایز سلولهای بنیادی جوجه )ESCs(  به سلول های بنیادی 

اسپرماتوگونی  )SSCs(  پی بردند. بهطوری که با ایجاد موتاسیون در این ژن، این تمایز مهار میشود.  در مطالعه دیگری توسط  

Yani Zhang  و همکاران  )31(  که با هدف  بررسی  عملکرد ژن   Stra8در فرآیند  تما یز  ESCs  جوجه  به  SSCs  بود، نتایج 

نشان داد که  Cas9/gRNA  نه تنها منجر به حذف ژن  Stra8  میشود،  بلکه نشان میدهد  که تولید  SSCs  توسط ناکداون  

https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Zuo/Qisheng
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ژن  Stra8  در شرایط  آزمایشگاه ی  مسدود م یشود. بنایراین نشان دادند که  سیستم  CRISPR/Cas9  میتواند  واسطه  ژن  

 Stra8 پای دار در سلولهای جوجه باشد و تمایز ECSs به SSCs را مهار کند .

 گیری نتیجه -5

های  و وکتورهای لنتی ویروسی در ویرایش ژنوم، جهت ایجاد موتاسیون   CRISPRبا توجه به مزایای ذکر شده از کاربرد سازه  

 CRISPER/CAS9جوجه، در وکتور لنتی ویروسی حاوی سازه    PDX-1های درمانی و ژن درمانی، ژن  هدفمند با کاربرد

دست آمد. سازه ژنی تولید شده در این مطالعه،  از  قدرت به  LentiCRISPRv2GFP-sgPDX1کلون شد و ناقل نوترکیب  

بالایی  در راستای    بررسی  عملکرد ژن و کاربرد در  ژن درمانی،  برخوردار است.  بدینترتیب با استفاده از چنین سازه  ای، میتوان  

در جهت تولید مدل حیوانی در جنین جوجه دارای نقص و کنام خالی اندام یا بافت اقدام کرد  تا از طریق  دارو و رده سلولی  

 خاص بتوان این نقص را بررسی و درمان نمود.

 تشکر و قدردانی   -6

وسیله از  همکاران محترم بخش مهندسی ژنتیک  پژوهشگاه رویان تهران  که در انجام این کار ما را همراهی نمودند و از این  بدین 

 موسسه به جهت تامین بودجه این تحقیق قدردانی و تشکر مینماییم. 
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