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 چکیدُ

سزیٗ صٖ زرٌیز زر ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ثب اعشفبزٜ اس  (، ٟٔٓ(LRRK2 2ٔغبِؼٝ سرزیت صٖ ویٙبس غٙی اس ِٛعیٗ ؽٕبرٜ  ٞسف اس ایٗ :ّدف

 .ثٛز CRISPR-Casسىِٙٛٛصی 

)ؽٕبرٜ  وزیغذز عیغشgRNAٓ وّٛ٘یًٙ ٔزاحُ ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼبر رإٞٙب زر ایٗ دضٚٞؼ ثب اعشفبزٜ اس ویز  ّب: هَاد ٍ رٍش

سٛعظ ٘زْ  LRRK2صٖ  41اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیس ثزای سٛاِی اٌشٖٚ  4ؽزوز ساٚر سیغز آسٔب( ا٘جبْ ؽس. اثشسا  C8324Kوبسبِٛي 

رإٞٙب( زر زٚ عزف اٌشٖٚ RNA) gRNAs  عزاحی ؽس٘س. ایٗ زCHOCHOPٚ ثب ػٙٛاٖ  CRISPRرإٞٙبی   RNAافشارعبذز

ؼُٕ اعشب٘سارز زر آسٔبیؾٍبٜ عبذشٝ ؽس٘س. لغؼبر زٚ رؽشٝ ای ثز اعبط زعشٛراِ DNA ای ٞبی زٚ رؽشٝ فٛق زر ٘ظز ٌزفشٝ ؽس٘س. ِٔٛىَٛ

ِیٍبس ثٝ ٚوشٛر ثیب٘ی  DNAؽٛ٘س، ثب اعشفبزٜ اس آ٘شیٓ  اعشفبزٜ ٔی Cas9-gRNA جفز ثبسی رإٞٙب وٝ ثزای سؾىیُ وٕذّىظ 20

ؽٛن حزارسی ٔٙشمُ ؽس٘س.  ٔیشثبٖ ثب رٚػE.Coli DH5a ٔشقُ ٚ دلاعٕیسٞبی ٘ٛسزویت ثٝ زرٖٚ ثبوشزی Px459 وزیغذزیٛوبریٛسی 

         .س٘سؽ یثبیسرا AND فیزر ٗییؼس ٚ RCP یبٞ ػٚر ّٝیعٚٝ ث بٞ ٘شبیج آسٔبیؼ

 یسبع ٝ٘بغٕٞ ،AND یثبی یِاٛس ٚ ٍِٛا AND ٖاٛٙػٝ ث تیوزسٛ٘ یبٞسیٕعلاد سا ٜزبفشعا بث PCR ٝ٘بٌسٙچ یبٞ آسٔبیؼ ًتبیج:

         .زاز ٖبؾ٘ ار زذغیزو ی٘بیث سیٕعلاد رز بٕٙٞار هچٛو یبٞٝ ؼغل
ػٙٛاٖ یه اثشار لٛی فزاٌیز ثزای ٚیزایؼ ٚ سٙظیٓ  سٛا٘س ثٝ ٔی CRISPR٘شبیج حبفُ اس ایٗ ٔغبِؼٝ ٘ؾبٖ زاز، عیغشٓ  گیری: ًتیجِ

 ٞب اس جّٕٝ ثیٕبری دبرویٙغٖٛ اعشفبزٜ ؽٛز. ٞبی ٔٛثز زر ثیٕبری  ثغیبری اس صٖ

 وزیغذز، LRRK2ثیٕبری دبرویٙغٖٛ، صٖ  کلیدی:ٍاشگبى 
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 مقدمه

 Clusteredٞبی ذٛػ ٔٙظٓ زار فبفّٝ دبِیٙسرٚٔی سىزارٞبی ؽبُٔ اوشغبثی ایٕٙی عیغشٓ زارای ٞب ثبوشزی ثزذی

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats(CRISPR) ٜصٖ دزٚسئیٙی ثب ٕٞزاCas  ایٗ ثبؽٙس. ٔی 

وٙس  ٔی ایجبز ذبرجی ٚارز ؽسٜ راDNA یب ٞز  ثبوشزیٛفبص ؽبُٔ ثیٍب٘ٝ ػٛأُ ٞجْٛ ثزاثز زر اوشغبثی ٔمبٚٔز عیغشٓ

(1،2،3 .)CRISPR ُٔلغؼبر سٛعظ ثبؽسوٝ زر صْ٘ٛ ٔی ؽسٜ ٔحبفظز سىزاری ٞبی سٛاِی ؽب DNA فزز ٔٙحقزثٝ ٔشغییز 

 ثؼسی حٕلار ثزاثز زر ایٕٙی ا٘س. ؽسٜ جسا ٞٓ اس ٌیز٘س، ٔی ٔٙؾب ثیٍب٘ٝ ػبُٔ DNA اس وٝ (Spacer) ا٘ساس فبفّٝ ػٙٛاٖ سحز

 ایجبز وٙس، ٔی راحُٕ آٖ صْ٘ٛ ثٝ ٔزثٛط  Spacerٞبی ٘ٛوّئٛسیسی یىغبٖ ثب لغؼبر ازغبْ ؽسٜ رزیف وٝ ای ثیٍب٘ٝ ػٛأُ

ثزای ثزػ اس  I٘ٛع  وزیغذزثبوشزیبیی ؽٙبعبیی ؽسٜ اعز. عیغشٓ  CRISPRسب ثٝ أزٚس عٝ ٘ٛع عیغشٓ . (4،5،6،7ؽٛز ) ٔی

وٙس. ٕٞچٙیٗ لبزر ثٝ  ٞبی ٔشؼسز وٕىی زیٍزی اعشفبزٜ ٔی ٕٞزاٜ دزٚسئیٗ ثٝ Cas1،Cas6  ٚ Cas5ٞبی  ریجٛ٘ٛوّئٛدزٚسئیٗ

، Cas2ٞبی سیبزی اس جّٕٝ  ٘یش ثزای فؼبِیز ثٝ دزٚسئیٗ III٘ٛع  وزیغذزثبؽس. عیغشٓ  ٞسف ٔی DNAثزػ فمظ یه رؽشٝ 

Cas6 ٗفمظ  وزیغذزػلاٜٚ ایٗ ٘ٛع عیغشٓ ٝ ٞبی زیٍزی ٘یبس زارز. ث ٚ دزٚسئیDNA ٝای ٚ زر ٔٛارزی  سه رؽشRNA  را

٘یبس زاؽشٝ ٚ لبزر ثٝ ثزػ  Cas9 ٞبی وٕشزی اس جّٕٝ ثزای فؼبِیز ثٝ دزٚسئیٗ II٘ٛع  وزیغذززٞس. زر ٔمبثُ عیغشٓ  ثزػ ٔی

DNA ٝعیغشٓ (.4،8،10) ثبؽس ای ٔی زٚرؽش CRISPR سٔیٙٝ زر را ا٘ملاثی وٝ اعز صْ٘ٛ یزایؼ ٚ لسرسٕٙس سىِٙٛٛصی یه 

 افلاح، ؽبُٔ صْ٘ٛ عغح زر سغییزار ا٘ٛاع ا٘جبْ أىبٖ (. ایٗ عیغش5،11،13ٓ) ایجبز وززٜ اعز سیغز دشؽىی سحمیمبر

 ا٘ٛاع سىِٙٛٛصی ایجبز اعز.ثب اعشفبزٜ اس ایٗ آٚرزٜ ٚجٛز ثٝ را ٚ ٘غجشب عبزٜ ارساٖ عزػز، ثبزلز، ٞب را صٖ وززٖ ذبٔٛػ ٚ رٚؽٗ

 (.14،19) اعز ؽسٜ فزاٞٓ صْ٘ٛ عیغشٕبسیه ثزرعی ٕٞچٙیٗ ٚ عِّٛی، حیٛا٘ی ٞبی ٔسَ

 ٞبی ٘ٛرٖٚ ا٘حغبط زِیُ ثٝ ثبؽس. ایٗ ثیٕبری ٔی ؽبیغ دیؾزٚ٘سٜ حزوشی-ػقجی اذشلاَ یه (PD) دبرویٙغٖٛ ثیٕبری

 سٛاٖ ٔی ثیٕبری ایٗ وّیٙیىی افّی ٞبی ٚیضٌی اس ز.ؽٛ ٔی زٚدبٔیٗ ػقجی زٞٙسٜ ا٘شمبَ عغح وبٞؼ ثٝ ٔٙجز زٚدبٔیٙزصیه

ثزز  ٘بْ را ػضلار عفشی رفشٗ ٚ راٜ زر ثجبسی ثی حزوبر، وٙسی اعشزاحز، حبِز زر دب ٚ زعز جّٕٝ اس ثسٖ اػضبی ِزسػ

ثبلای  جٕؼیز زر زرفس یه ثیٕبری ایٗ ؽیٛع یبثس ٔی افشایؼ عٗ، ثب ثبلارفشٗ ػقجی ٔشٔٗ اذشلاَ ایٗ ثزٚس (. ٔیشا20،23ٖ)

 ػٛأُ ثیٗ سؼبٔلار اس احشٕبلا ٘بؽی وٝ اعز دیچیسٜ اذشلاَ یه PD اعز. عبَ 85 ثبلای جٕؼیز زر زرفس 4ٚ عبَ 65

ا٘س.  ؽسٜ ؽٙبعبیی PD ثزٚس زر زذیُ صٖ چٙسیٗ ٌزفشٝ ا٘جبْ ِٔٛىِٛی ٞبی ثزرعی (. ثب24،26) اعز ص٘شیىی ٚ ٔحیغی ذغز

 (.22)ٞغشٙس  ٞب صٖ ایٗ سزیٗ ٟٔٓ اسجّٕٝ ATP13A2  ،PARKIN ،PINK1 ،DJ-1 ،SNCA  ٚLRRK2ٞبی صٖ

 ی ا٘ساسٜ ثٝ عِٛی ٚ اٌشٖٚ 51 اعز. ؽبُٔ ٌزفشٝ لزار ٔٛػ 15 ؽٕبرٜ وزٚٔٛسْٚ ثزرٚی وٝ اعز ثشرٌی صٖ LRRK2 صٖ

وٙس  ٔی ٌذاری وس ٔشؼسز ػّٕىززی ٞبیزٚٔیٗ ٕٞزاٜ ثب آٔیٙٛاعیس 2527 ؽبُٔ را دزٚسئیٙی صٖ ایٗ. زارز ٘ٛوّئٛسیس 7584

 دزٚسئیٗ یه LRRK2 رٚز.ٔی ثبلا آٖ ثیبٖ ٔیشاٖ ٔؼٕٛلا صٖ ایٗ زر جٟؼ اس حبفُ دبرویٙغٛ٘ی ثیٕبراٖ زر (.27،28)

 زٚٔیٗ سیبزی سؼساز زاؽشٗ ػّز ثٝ ٕٞچٙیٗ ٚ ٞب٘ٛرٖٚ زر دیچیسٜ عِّٛی فزایٙسٞبی ٘ٛرٚ٘ی، رؽس زر وٝ اعز عیشٛسِٚی

 زیٍز ٚ ٔغش ثبؽس. ایٗ صٖ زر ٔیاعز، زذیُ  حیبسی ٞب٘ٛرٖٚ ػّٕىزز ثزای وٝ عیٍٙبِیًٙ ٔشؼسز ٔغیزٞبی ٔزوش ػٙٛاٖ ثٝ

 ٚ زارز ارسجبط دبرویٙغٖٛ ثیٕبری زر حزوشی اذشلالار ثب وٝ ایلبػسٜ ٞبیٌزٜ ٔٙبعك زر ػٕسسب آٖ ثیبٖ ؽٛز. ٔی ثیبٖ ٞب ا٘ساْ

صٖ  زر جٟؼ اس حبفُ زر ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ٌیزز. فٛرر ٔی ٞیذٛوبٔخ ٔثُ غیزحزوشی ٘ٛاحی زاذُ ٕٞچٙیٗ زر

LRRK2، رخ ٔغش عیبٜ جغٓ ثرؼ زر ػقجی ٔغیزٞبی سرزیت ٚ لسأی ای ؽبذٝ ٞبی عَّٛ ثٝ آعیت ٘ٛرٚفیجزیلاری، سجٕغ 

 (.29،32زٞس )ٔی
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ٞبی  زر رزٜ عِّٛی ا٘غب٘ی زچبر جٟؼ وغت ػّٕىزز ؽس. زر ٔمبیغٝ ثب ٕ٘ٛ٘ٝ LRRK2صٖ  CRISPRثب اعشفبزٜ اس عیغشٓ 

س. ایٗ أز ٘مؼ ٟٔٓ صٖ فٛق را زر ٔىب٘یشْ ؽثز فزایٙس عیغشٓ ػقجی ٔؾبٞسٜ ٞبی سزا٘غفٛرْ ؽسٜ  وٙشزَ اثزار ٔرزة عَّٛ

 ٔٙظٛر ثٝٞبی عِّٛی ٚ حیٛا٘ی  را زر ایجبز ٔسَ وزیغذزثیٕبری دبرویٙغٖٛ ٘ؾبٖ زاز. ٕٞچٙیٗ إٞیز عیغشٓ ٚیزایؾی 

افّی زرٌیز زر ثیٕبری ػٙٛاٖ فبوشٛرٞبی  ِىٛط ص٘ی ثٝ 28سؼساز  (.33،34) وبرثززٞبی احشٕبِی زرٔب٘ی ٔؾرـ وزز

سزیٗ ػٛأُ ایجبز  ػٙٛاٖ افّی ثٝ LRRK2ٞبی ٚیضٜ صٖ  ٞبی ص٘ی، ٔٛسبعیٖٛ دبرویٙغٖٛ زذبِز زار٘س. اس ٔیبٖ ایٗ رزیف

ٞبی ٔشؼسز ٚ اٍِٛٞبی  ثیٕبری فٛق ؽٙبذشٝ ؽسٜ ا٘س. ثب سٛجٝ ثٝ دیچیسٌی ٔىب٘یشْ ایجبز ثیٕبری دبرویٙغٖٛ، زذبِز صٖ

ٞبی احشٕبِی زارٚیی  ثزای غزثبٍِزی، سؾریـ ٚ اعشفبزٜ وزیغذزٞبی فٛق، عیغشٓ ٚیزایؾی  غّٛثی صٖٔشفبٚر ٚراثز غبِت ٚ ٔ

 ٞسف حبضز دضٚٞؼ زر(. 35،38) ٞبی ٔؾبثٝ سحّیُ ثز٘سٜ عیغشٓ ػقجی دیؾٟٙبز ؽسٜ اعز ثزای ایٗ ثیٕبری ٚ عبیز ثیٕبری

 آٖ وّٛ٘یًٙ فٛق ٚ صٖ 41 ای اس اٌشٖٚ یٝثزای ٘بح gRNA عزاحی ثب  LRRK2ٚیضٜ صٖ CRISPR ٘ٛسزویت ٘بلُ عبذز

 .ثبؽسٔی  E.coli DH5αثبوشزی زر

 

 ها مواد و روش

ٝ  اس حبضز، زرٔغبِؼٝ پلاسوید: ببکتری، طراحی پیص سبزّبی قطعِ راٌّوب، پرایورّب ٍ سَیِ  DH5α اؽزؽـیبوّی  عـٛی

-pSpCas9(BB)  دلاعـٕیس  اس ٕٞچٙیٗ ٚ وّٛ٘یًٙ ٔیشثبٖ ثیب٘ی ػٙٛاٖ ثٝ ثبٞٙزوزٔبٖ ؽٟیس زا٘ؾٍبٜ ؽٙبعی سیغز ثرؼ اس

2A-Puro (Add gene)  ٖ ُ  ثٝ ػٙـٛا ً  ٘بلـ ٖ  ٚ وّٛ٘یٙـ  عـبسٞبی  دـیؼ  عزاحـی  ؽـس٘س. ثـزای   اعـشفبزٜ  LRRK2صٖ  ثیـب

gRNAٝصٖ 41 اٌشٖٚ اس ای ٞب، ٘بحی LRRK2 عٛیٝ ٔٛػ صْ٘ٛ اس CL57BL6 ٜسـٛاِی  یبفشٗ ٔٙظٛر ثٝ اثشسا زر .ؽس اعشفبز 

ٝ   ثبرٌذاری سٛاِی اس دظ ا٘شربة ؽس. ENSEMBL ٚ NCBI ٞبی عبیز اس 41 اٌشٖٚ  فـحیح  سبییـس  ٔٙظـٛر  صٖ ٔٛرز ٘ظـز ثـ

ــٛزٖ ــف ث ــبسی رزی ــٛاِی، ث ــزای CLUSTALW2 عــبیز اس س ــب عــذظ س.ؽــ شفبزٜاعــ رزیفــی ٞــٓ ثزرعــی ث  اس اعــشفبزٜ ث

ٗ  اس وٝ ٕ٘بیس ٔی ٔؼزفی را gRNA سؼسازی عبیز ایٗ ؽس. ٞب ا٘جبْ gRNAعبسٞب دیؼ عزاحی  CHOPCHOPافشار ٘زْ  ایـ

 .ٕ٘ٛز ا٘شربة را  Off targetسؼساز ثٛزٖ ٚ وٓ Score ثبلاثٛزٖ ٕٞچٖٛ ٞبییٚیضٌی زارای وٝ ٔٙبعجی gRNA ثبیغشی ثیٗ،

gRNAزارای ؽسٜ ٞبی ا٘شربةScore   عـبس  دـیؼ  دزایٕزٞبی ثٛز٘س. سٛاِی 96ثزاثز ثب gRNA  َ ٖ  1زرجـسٚ  ؽـسٜ  زازٜ ٘ؾـب

زر ٘بلـُ ٚ سىثیـز آٖ زر ثـبوشزی    gRNA جفز ثبسی ٔزثٛط ثٝ  20ثب ا٘ساسٜ  DNAٔٙظٛر سبییس ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼٝ  ثٝ .اعز

، آغبسٌزٞبی لاسْ ثزای سىثیز یـه  gRNAؾز ػلاٜٚ ثز اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیسٞبی ٔىُٕ رفز ٚ ثزٌ .ا٘جبْ ؽس PCR ٚاوٙؼ ٔیشثبٖ

عزاحـی   PPF  ٚPPRثزرٚی دلاعٕیس ٘یـش ثـب ػٙـبٚیٗ     gRNAٔزثٛط ثٝ  DNAجفز ثبسی زر زٚ عزف  400لغؼٝ حسٚز 

ٝ     PCRؽس٘س. اس سزویت ٔشفبٚر آغبسٌزٞبی لغؼٝ فٛق ٚ دزایٕزٞبی رإٞٙب زر ٚاوـٙؼ   ٌب٘ـٝ ثـب    زر فـٛرر سىثیـز لغؼـبر عـ

 (.  1ز )جسَٚ ؽٛ جفز ثبسی( ٕٞغب٘ٝ عبسی اثجبر ٔی 270ٚ  150، 400ظبر )ٞبی ٔٛرز ا٘ش ا٘ساسٜ

 

 LRRK2ٚرسی زر صٖ  عزاحی ؽسٜ ثزای زعزٚ سىثیز لغؼبر دلاعٕیس ٘ٛسزویت  gRNAعبس دیؼ: اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیسٞبی لاسْ ثزای 1جسَٚ 

Amplicon size (dsDNA) Score (5' →3') ًبم 

20 bps, guide fragment 69 GTTGCGAAGATTGCGGACTA  
TAGTCCGCAATCTTCGCAAC 

gRNAF 

gRNAR 

~ 400 bps  GGGCCTATTTCCCATGATTCCT 

CGCGCTAAAAACGGACTAGC 
PPF 

PPR 

~150 bps  GTTGCGAAGATTGCGGACTA 

CGCGCTAAAAACGGACTAGC 

gRNAF 

PPR 

~270 bps  GGGCCTATTTCCCATGATTCCT 

TAGTCCGCAATCTTCGCAAC 

PPF 

gRNAR 
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 ثـب  ؽسٜ عزاحی دزایٕزٞبی اذشقبفیز فٛرر ٌزفز. Primer 3 افشار ٘زْ اس اعشفبزٜ ثب دلاعٕیس ثٝ ٔزثٛط دزایٕزٞبیعزاحی 

 .اعز ؽسٜ زازٜ ٘ؾبٖ 1 جسَٚ زر دلاعٕیس دزایٕزٞبی ٛاِی. سسبییسؽسNCBI دبیٍبٜ زر BLAST افشار ٘زْ

ویز زر ایٗ ٔغبِؼٝ ثب اعشفبزٜ اس  وزیغذزفزایٙس عبذز ٘بلُ ٘ٛسزویت  :gRNA سبز پیص پرایورّبی اتصبل یب آًیلیٌگ

ا٘جبْ ؽس.  (98785، ؽٕبرٜ ثجز اذشزاع C8324K)ؽٕبرٜ وبسبِٛي ؽزوز ساٚر سیغز آسٔب  عیغشٓ وزیغذز  gRNAوّٛ٘یًٙ

 100ثب غّظز  ثزٌؾز دزایٕز ٔیىزِٚیشز 3 ٔیىزٚٔٛلار، 100رفز ثب غّظز  دزایٕز ٔیىزِٚیشز 3 عٛر ذلافٝ، ٔمسار ثٝ

 T4 DNA آ٘شیٓ ثبفز ٔیىزِٚیشز 3ٔٛلار،  ٘یNaClٓ  ٕ٘ه یىزِٚیشزٔ gRNA ، 4عبسٞبی دیؼ ثٝ ٔیىزٚٔٛلار ٔزثٛط

Ligase  ٚ7 زر را حبفُ ٔحَّٛ عذظ ٚ وززٜ ٔیىزِٚیشز ٔرّٛط 20حجٓ ٟ٘بیی  ثزاعبط زعشٛراِؼُٕ ثب آة را ٔیىزِٚیشز 

 ؽس. زازٜ لزار ٌزاز عب٘شی زرجٝ 92 زٔبی زرثب٘یٝ  2 ٔسر ثٝ ٚ ٌزاز عب٘شی زرجٝ 95 زٔبی زر زلیمٝ 5 ٔسر ثٝ PCR زعشٍبٜ

 زرجٝ یه زٔب ؽس وٝ سٙظیٓ ای ٌٛ٘ٝ ثٝ PCR ٌزازحزارر زعشٍبٜ عب٘شی زرجٝ 25 زٔبی سب ؽسٖ عزز ٔٙظٛر ثٝ زر ٔزحّٝ ثؼس

 یه عبسی رلیك ٔٙظٛر یبفز. زر ازأٝ ثٝثب٘یٝ وبٞؼ  20ٔسر ٌزاز ثٝ زرجٝ عب٘شی ٞز ایغشبیی  سٔب٘ی فبفّٝ ثٝیه زرجٝ 

اعشفبزٜ  gRNA عبسٞبی دیؼ ػٙٛاٖ ٚ ثٝ اضبفٝ  T4 DNA Ligase آ٘شیٓ ثبفز ٔیىزِٚیشز 50 ثٝ را ٕ٘ٛ٘ٝ ٔیىزِٚیشز اس

 ؽس٘س.

ٖ  ذغـی  ٔٙظـٛر  ثٝpSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459):  پلاسوید آًسیوی ّضن  5 ٔمـبزیز  حّمـٛی  دلاعـٕیس  وـزز

ٚ ثـب   رأرّـٛط  BBS1ثزؽٍز ٔیىزِٚیشزآ٘شیٓ 1 ٚ حّمٛی )غیزثزؽی( ٚوشٛر ٔیىزِٚیشز BBS1، 5 ثزؽٍز آ٘شیٓ ثبفز ٔیىزِٚیشز

 ٌـزاز  عب٘شی زرجٝ 37 زرزٔبی زلیمٝ 90 ٔسر ثٝ ٔیىزِٚیشزسٙظیٓ ؽس٘س. عذظ 50 ٞب زر عغح اعشفبزٜ اس آة ٔمغزحجٓ ٕ٘ٛ٘ٝ

َ  ؽس٘س. زر ٔزحّٝ ثؼس زازٜ لزار ٌزاز عب٘شی زرجٝ 65 زٔبی زر زلیمٝ 10 ٔسر ثٝ ثؼس اس آٖ ٚ  دلاعـٕیس  آ٘شیٕـی  ثـزػ  ٔحقـٛ

ٝ  صَ اس اعـشرزا  ثز اعبط زعـشٛر اِؼٕـُ    Bioneerویز  سٛعظ ٚ عیغشٓ اِىشزٚفٛرس ٔٙشمُ زرفس 1 آٌبرس صَ ثزرٚی  لغؼـ

 .سؽ عبسی ذبِـ ٔٛرز٘ظز

 DNAٍ سابت    pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)-V2-0اتصبل قطعِ الیگًََکلئَتید راٌّوب باب پلاساوید   

ٓ  ثـبفز  ٔیىزِٚیشز 5/2 ذغی، دلاعٕیس ٔیىزِٚیشز 5/4 اسقبَ لغؼٝ رإٞٙب ثٝ ٘بلُ ٔمسار ٔٙظٛرٝ ث ًَترکیب:  T4 DNA آ٘ـشی

Ligase ،)آ٘شیٓ یه ٔیىزِٚیشز )ِیٍبس  T4 DNA Ligaseعـبس  دـیؼ  ؽـسٜ  رلیك ٔحَّٛ ٚ یه ٔیىزِٚیشز gRNA را  ٓ  ثـبٞ

ٝ  22 زٔـبی  زر عبػز یه ٔسر ثٝ ٞب ٔیىزِٚیشز ٕ٘ٛ٘ٝ 20ٚعیّٝ آة ٔمغز سب حجٓ  دظ اس سٙظیٓ حجٓ ٟ٘بیی ثٝ ٚ سزویت  زرجـ

 .ؽس٘س زازٜ لزار ٌزاز زرجٝ عب٘شی 65زلیمٝ زر زٔبی  5ٌزاز ٚ عذظ  عب٘شی

ؽـس.   اعـشفبزٜ  حزارسـی  ؽـٛن  رٚػ اس ٔغشؼس، E.coli ثبوشزی ٞبی عَّٛ زر ٘ٛسزویت ٚوشٛر ا٘شمبَ ثزای تراًسفَرهبسیَى:

 ٔـٛلار( ثـزرٚی   1/0)وّزیـس وّغـیٓ    ٔغشؼس ٔیشثبٖ عَّٛٔیىزِٚیشز  100 حبٚی ٔیىزٚسیٛح ؽسٖ ٔبیغ اس دظ وٝ سزسیت ثسیٗ

لـزار   ید رٚی ثز زلیمٝ 30 ٔسر افشٚزٜ ٚ ثٝ ٔیىزٚسیٛح ثٝ ٕ٘ٛ٘ٝ عِّٛی زر را ٘بلُ ٘ٛسزویت اس ٔحقَٛ ٔیىزِٚیشز 7 ید، ٔیشاٖ

ٝ  1 ٔـسر  ثٝ را ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ٚ ٔجسزا زازٜ لزار ٌزاز عب٘شی زرجٝ 42 زٔبی زر را ٔیىزٚسیٛح ثب٘یٝ 60 ٔسر ثٝ عذظ .ؽس زازٜ  زلیمـ

 ـ ار هی ـسٛیث یش٘آسلبف BL غیبٔ زؾو ظیحٔ زشیِٚزىیٔ 008 ٖاشیٔزذآ ْبٌ رز .س٘سؽ یراز ید ٍ٘ٝ ثزرٚی  ةٛی ـسٚزىیٔ زٞ ـ ٝث

 ٝٔ ـازا رز .س٘سؽ ـ ٜزازرازل ـ ٝمیلز رز رٚز 051 ؼذزچ بث رٛسبثٛى٘ا رز زازٌ یش٘بع ٝجرز 73 یبٔز رز زػبع 2 رسٔٝ ث ٚ ٝفبضا

 ٗیّیع ـ یذ ـٔآ هی ـسٛیث یش ـ٘آ یٚبح سٔبج زؾو ظیحٔ یٚر زث ار ٜسؽ ْرٛفغ٘ازس یبٞ یزشوبث َّٛحٔ سا زشیِٚزىیٔ 001 ٖاشیٔ

 .س٘سؽ ـ یراسٟ ـٍ٘ زازٌ ـ یش٘بع ـ ٝج ـرز 73 یبٔز رز رٛسبثٛى٘ا رز زػبع 61 رسٔٝ ث ٚ غیسٛس (زشیِ یّیٔرز ْزٌ یّیٔ هی زظّغ)

 زرٛٔ ـ یسبع ـ ٝ٘بغ ـٕٞ ربج ـثا ٚ سیٕع ـلاد  ازرشع ـا زٟج هیسٛیث یش٘آ یٚبح غیبٔ زؾو ظیحٔ رز ٜسؽ ٜزاز سؽر یبٞ یّٙو

         .سٙشفزٌ رازل ٜزبفشعا
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اعشفبزٜ  PCR اس رٚػ ٞبی ٘ٛسزویت ثبوشزی ٚ غزثبٍِزی عبسی  ٕٞغب٘ٝ سبییسٔٙظٛر ثٝ :DNAٍ تعییي ردیف  PCR ٍاکٌص

ٔـٛلار(،   ٔیّی 50) MgCl2ٔیىزِٚیشز  10X ،1.5ٔیىزِٚیشز اس ثبفز  5ٔیىزِٚیشز حبٚی  50زر حجٓ ٟ٘بیی  PCRٚاوٙؼ ؽس. 

ٓ     100ٞز دزایٕـز )  ٔٛلار(، یه ٔیىزِٚیشز اس ٔیّی 10) dNTPsیه ٔیىزِٚیشز اس   Taqٔیىزٚٔـٛلار(، یـه ٔیىزِٚیشـز اس آ٘ـشی

DNA polymerase ،2  ٔیىزِٚیشز اسDNA  ٚ ٍِٛشز آة ا٘جبْ ؽـس. ثز٘بٔـٝ   ٔیىزِٚی 5/37اPCR   ُٔزلیمـٝ جٟـز    5ؽـب

 57ٌـزاز، یـه زلیمـٝ     زرجٝ عـب٘شی  95عیىُ ؽبُٔ یه زلیمٝ  33ٌزاز ٚ عذظ  زرجٝ عب٘شی 95ز٘بسٛراعیٖٛ اِٚیٝ زر زٔبی 

بیىّز ٌـزاز ثـب اعـشفبزٜ اس زعـشٍبٜ سزٔٛع ـ     زرجٝ عب٘شی 72زلیمٝ  5ٌزاز ٚ ٟ٘بیشب  زرجٝ عب٘شی 72ٌزاز، یه زلیمٝ  زرجٝ عب٘شی

ٕٞزاٜ آغبسٌزٞبی جّٛثز٘سٜ ٚ ثزٌؾز لغؼـٝ رإٞٙـب    ٞبی دلاعٕیسی ٘ٛسزویت ثٝ وزٜ جٙٛثی ا٘جبْ ؽس. ٕ٘ٛ٘ٝ Bioneerؽزوز 

 ارعبَ ؽس٘س.   DNAعبسی ثٝ ؽزوز سىبدٛ سیغز ثزای سؼییٗ رزیف   ٔٙظٛر سبییس ٕٞغب٘ٝ ثٝ

 

 نتایج

رضتِ ای ٍ ّوسبًِ سبزی قطعبت راٌّوب باب اساتفبدُ از پلاساوید سیساتن کریسا ر ٍ       سبت  قطعِ راٌّوبی دٍ

 E. coli DH5aببکتری ّبی ضبیستِ هیسببى 

رإٞٙب  RNAای ثزای سِٛیس  ٘شبیج اسقبَ اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیسٞبی جّٛ ثز٘سٜ ٚ ثزٌؾز جٟز ایجبز لغؼٝ رإٞٙبی زٚ رؽشٝ 1ؽىُ 

ٝ  3ای ٚ ذظ ؽٕبرٜ  ؽشٝحبِز سه ر 2ذظ ؽٕبرٜ زٞس.  را ٘ؾبٖ ٔی ای لغؼـٝ رإٞٙـب را ثـب ا٘ـساسٜ      حبِز جفز ؽسٜ یب زٚ رؽـش

 ػٙٛاٖ ٔبروز اعشفبزٜ ؽسٜ اعز. ثٝ Mوٙس.  سز ٔؾرـ ٔی وٕی عٍٙیٗ

 

 
ای لغؼٝ رإٞٙب را ثب ا٘ساسٜ وٕی  : فزْ زٚ رؽش2ٝای ٚ ذظ  :  حبِز سه رؽش1ٝٔبروز، ذظ  M:ای را ٘ؾبٖ ٔی زٞس. ذظ  : عبذز لغؼٝ رإٞٙبی زٚرؽش1ٝؽىُ 

 زٞس. سز ٘ؾبٖ ٔی عٍٙیٗ

 

-LB (Luriaثزسـب٘ی   -ٞبی ثبوشزی سزا٘غفٛرْ ؽسٜ ٘ٛسزویـت ٚ غیز٘ٛسزویـت ثـز رٚی ٔحـیظ وؾـز ِٛریـب        وّٙی 2زر ؽىُ 

Bertani) ایجبز ؽسٜ ٘ؾبٖ اس زلز ٚ ٔٛفمیز  سه ٞبی . سؼساز ٘غجشب سیبز وّٙیؽٛ٘س عیّیٗ زیسٜ ٔی حبٚی آ٘شی ثیٛسیه آٔذی

ٞـبی   دلاعـٕیسی اس ثـبوشزی    DNAٞبی ؽبیغشٝ ٔیشثبٖ، ٚ ا٘شمبَ اعز. ٔزاحُ ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽبُٔ ثزػ، اسقبَ، سٟیٝ عَّٛ

٘مؾـٝ دلاعـٕیسٞبی ٘ٛسزویـت     3٘ٛسزویت ٚ غیز٘ٛسزویت ثب رٚػ ِیش لّیـبیی ٔٛجـٛز زر آسٔبیؾـٍبٜ اعـشرزا  ؽـس٘س. ؽـىُ       

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)-V2-0-LRRK2-gRNA      ٖحبٚی لغؼـٝ رإٞٙـب ثـزای ٚیـزایؼ صLRRK2 

ز ؽسٜ اعز سب ثب اعشفبزٜ اس دزٚٔٛسٛر ٔٛجٛز ثیبٖ ٚار Scaffoldلغؼٝ رإٞٙب ثؼس اس ٔحُ زٞس.  ثیٕبری دبرویٙغٖٛ را ٘ؾبٖ ٔی

 آٖ فٛرر ٌیزز. 
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ز رٚی ٔحیظ وؾز جبٔس  وّٙی :2 ؽىُ ث زٜ ؽسٜ  ٛسزویت رؽس زا ٛسزویت ٚ غیز٘ ٘ یٛسیه ٞبی  ث آ٘شی            .سٞز را ٘ؾبٖ ٔی عیّیٗ آٔذیحبٚی 

 

 
ثب  Scaffold RNAاضبفٝ ؽسٜ ثؼس اسی حبٚی ثرؼ رإٞٙب pSpCas9(BB)-2A-Puro ( PX459)-V2-0-LRRK2-gRNA: ٘فؾٝ دلاعٕیس ٘ٛسزویت 3ؽىُ

 زٞس. لغؼٝ اضبفٝ ؽسٜ ثیغز جفز ثبس ا٘ساسٜ زارز.  ثب رً٘ فزٔش را ٘ؾبٖ ٔی LRRK2-gRNAػٙٛاٖ 

 

 برای تبیید ّوسبًِ سبزی قطعِ راٌّوب DNAٍ تعییي ردیف  PCRًتبیج آزهبیص ّبی 

 20٘ؾبٖ زازٜ ؽسٜ اعز. ثب سٛجٝ ثٝ لغؼٝ ثغیبر وٛچه ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽسٜ رإٞٙب، حـسٚز   4زر ؽىُ  PCR٘شبیج آسٔبیؾبر 

چٙسٌب٘ـٝ   DNA  ٚPCRٞـبی سؼیـیٗ رزیـف     دذیز ٘جٛز. اس ٔىب٘یشْ جفز ثبس، سبییس ٕٞغب٘ٝ عبسی ثب رٚػ ثزػ آ٘شیٕی أىبٖ

یه لغؼـٝ   PPF  ٚPPRٛرسی عزاحی ؽس٘س وٝ دزایٕزٞبی جّٛثز٘سٜ ٚ ثزٌؾز ف ثزای اثجبر ایٗ أز اعشفبزٜ ؽس. آغبسٌزٞب ثٝ

ٚ اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیـس   PPFجفز ثبسی را زر زٚ عزف لغؼٝ رإٞٙب زر دلاعٕیس سىثیز وٙٙس. ٕٞچٙیٗ دزایٕز جّٛثز٘سٜ  400حسٚز 

ٍٛ٘ٛوّئٛسیس عٙظ لغؼٝ ٚ اِی PPRجفز ثبسی ٚ ثبلاذزٜ دزایٕز ثزٌؾز  270، یه لغؼٝ gRNARآ٘شی عٙظ لغؼٝ رإٞٙب، 
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جفز ثبسی را زر فـٛرر ٕٞغـب٘ٝ عـبسی ٔٛفمیـز آٔیـش لغؼـٝ رإٞٙـب سىثیـز وٙٙـس. زر           150، یه لغؼٝ gRNAFرإٞٙب، 

سىثیـز لغؼـبر    4اٍِٛ اعشفبزٜ ؽـس. ؽـىُ    DNAػٙٛاٖ  اس دلاعٕیسٞبی اعشرزا  ؽسٜ احشٕبِی ٘ٛسزویت ثٝ PCRآسٔبیؾبر 

زٞس. سٛضیحبر زر سیز ٘ٛیظ  ٘ٝ عبسی لغؼٝ رإٞٙب زر دلاعٕیس ٔٛرز ٘ظز اعز، ٘ؾبٖ ٔیٌب٘ٝ فٛق را وٝ سبییس وٙٙسٜ ٕٞغب عٝ

 ؽىُ آٚرزٜ ؽسٜ اعز.

 

 
ٝ  PCRآسٔبیؾبر : ٘شبیج 4ؽىُ   .وزیغـذز ثیٕـبری دبرویٙغـٖٛ زر دلاعـٕیس     LRRK2جفـز ثـبسی ٚیـضٜ صٖ     20ٔٙظـٛر سبییـس ٕٞغـب٘ٝ عـبسی لغؼـٝ رإٞٙـبی        ثـ

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)-V2-0M اِیٍٛ٘ٛوّئٛسیـس   دلاعٕیس فُ سىثیز دزایٕز جّٛثز٘سٜبجفز ثبسی ح 270: لغؼٝ 2جفز ثبسی، ذظ  100: ٔبروز ٚ

حبفـُ سىثیـز    جفز ثـبسی  400: لغؼٝ 3ذظ ٚ رؽشٝ عٙظ رإٞٙب.  دلاعٕیس جفز ثبسی ثب اثز دزایٕز ثزٌؾز 150: حبفُ سىثیز یه ثرؼ 1آ٘شی عٙظ رإٞٙب، ذظ 

لغؼبر عٝ ٌب٘ٝ فٛق سبییس وٙٙسٜ ٕٞغب٘ٝ عبسی ٔٛفمیز آٔیش اعز. ثـزای سٛضـیح جشایـبر ثیؾـشز ثـٝ      دزایٕزٞبی رفز ٚ ثزٌؾز )عٙظ ٚ آ٘شی عٙظ( دلاعٕیس. سىثیز 

 ٔزاجؼٝ ؽٛز.  1ٚ جسَٚ ٔشٗ 

 

 pSpCas9(BB)-2A-Puroلغؼٝ رإٞٙبی ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽـسٜ زر دلاعـٕیس وزیغـذز    DNA٘شبیج سؼییٗ رزیف  5ؽىُ 

(PX459)-V2-0  ٝزٞس. ثب سٛجٝ ثٝ ٘شبیج حبفُ، ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼٝ رإٞٙـبی   ٘ؾبٖ ٔیزرفس  100ثب زرجٝ ٕٞرٛا٘ی سؾبث

ٚ سؼیـیٗ رزیـف    PCRٚعـیّٝ آسٔبیؾـٟبی    ثیٕبری دبرویٙغٖٛ زر دلاعٕیس ٚیزایؾی وزیغذز زر ایٗ ٔغبِؼٝ ثٝ LRRK2صٖ 

DNA  (.5ٚ  4ٞبی  س )ؽىُؽاثجبر 

 

 
 pSpCas9(BB)-2A-Puroثیٕبری دبرویٙغٖٛ زر دلاعٕیس ٚیزایؾـی  LRRK2لغؼٝ ٕٞغب٘ٝ عبسی ؽسٜ رإٞٙب ٔزثٛط ثٝ صٖ  DNA٘شبیج سؼییٗ رزیف  :5ؽىُ 

(PX459)-V2-0 اعز وٝ ٘ؾبٖ زٞٙسٜ ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼٝ فٛق اعز. زرفس 100زٞس. زرجٝ ٕٞرٛا٘ی سؾبثٝ  را ٘ؾبٖ ٔی 

 بحث
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 ٔرقٛؿ صٖ  gRNA سِٛیس وٙٙسٜ dsDNAجفز ثبسی  20عبسٞبی لاسْ ثزای لغؼٝ  دیؼ اثشسا حبضز دضٚٞؼ زر

LRRK2 ٝای رإٞٙب، ثب  ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ثب اعشفبزٜ اس ٘زْ افشارٞبی وبٔذیٛسزی عزاحی ؽس٘س. دظ اس سؾىیُ لغؼٝ زٚرؽش

( pSpCas9(BB)-2A-PuroPX459)-LRRK2ِیٍبس ٘بلُ ٘ٛسزویت  DNAٚ آ٘شیٓ  BBS1اعشفبزٜ اس آ٘شیٓ ثزؽٍز 

 .E ٞبی ثبوشزی  عبذشٝ ؽس. ػُٕ سزا٘غفٛرٔبعیٖٛ ثب وٕه رٚػ ؽٛن حزارسی ا٘جبْ ٚ ٕٞغب٘ٝ عبسی لغؼٝ رإٞٙب زر عَّٛ

coli DH5a ٕٞغب٘ٝ عبسی ثب اعشفبزٜ اس رٚػ  .ٔیشثبٖ ثب ٔٛفمیز ا٘جبْ ؽسPCR  سؼییٗ رزیف ٚDNA  س.ؽاثجبر 

سزیــٗ اذشلالار  یىــی اس ٟٔٓ ایٗ ثیٕبری ثبؽس. ٌیز زر ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ٔیٞبی زر سزیٗ صٖ یىی اس ؽبیغ LRRK2صٖ 

(. 26ٔشٔــٗ عیغــشٓ اػقــبة ٔزوــشی زر ا٘غبٖ اعز وٝ سبوٖٙٛ ٞیچ زرٔبٖ وبّٔی ثزای ایٗ ثیٕبری دیسا ٘ؾسٜ اعز )

(. ذبٔٛػ وززٖ ایٗ صٖ 73وززٜ اعز )ٞب را زر ٍٔظ عزوٝ آؽىبر  ثیبٖ ثیؼ اس حس یب سیبز ایٗ دزٚسئیٗ آثبر سرزیجی ٘زٖٚ

ثب  LRRK2ٞبی ص٘شیىی ثز رٚی صٖ  جٟؼ(. 38ػقجی دبرویٙغٖٛ ٔفیس ٚالغ ؽٛز )-ٕٔىٗ اعز زر ثٟجٛز ثیٕبری ٔغشی

 ٞبی ثیٛا٘فٛرٔبسیىی فٛرر ٌزفشٝ اعز ٚ حشی دیؼ ثیٙی ZFN ،TALEN ،CRISPRٞبی  اعشفبزٜ اس رٚػ

ٞبی سحّیُ ثز٘سٜ ػقجی  ٞبی زیٍز ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ٚ عبیز ثیٕبری ٚی ثزذی صٖٞب ثزر ایٗ ثزرعی(. 39،40،41،42،43،44)

 ٔغیز ایٗ صٖ زر ثیٕبری دبرویٙغٖٛ ٔؾرـ ؽس ػّٕىزز ٚ LRRK2ثب ایجبز جٟؼ زر صٖ  ٘یش ا٘جبْ ؽسٜ اعز. ٔثلا

ٔیشٛوٙسری را ٘ؾبٖ زاز. ٞبی  ، ثزذی اثزار ضس جٟؾی ثز رٚی صZFNٖ٘شبیج حبفُ اس ػُٕ عیغشٓ ٕٞچٙیٗ (. 33،47)

فزفٝ،  عشفبزٜ اس رٚؽی راحز، ٔمزٖٚ ثٝا(. 48، 41) جٟؼ زر صْ٘ٛ ٔیشٛوٙسری ٘یش اسجّٕٝ ػٛأُ ثیٕبری دبرویٙغٖٛ اعز

ػٙٛاٖ یه ٌشیٙٝ زارٚی سیغشی یب  ثٝ LRRK2جٟز ایجبز سغییز ص٘شیىی زر صٖ  CRISPRعزیغ ٚ اذشقبفی ٕٞچٖٛ 

 لزار ٌیزز. ٘ظزسٛا٘س ٔس  یٕبری دبرویٙغٖٛ ٚ ٔٛارز ٔؾبثٝ ٔیزرٔب٘ی ث ثیٛسىِٙٛٛصی ثب ٞسف صٖ

ثب سٛجٝ ثٝ فبوشٛرٞبیی ٕٞچٖٛ ٞشیٙٝ دبییٗ، زلز سیبز،  CRISPRسغییز ص٘شیىی ٔٛاز ص٘ٛٔی ٔجشٙی ثز عیغشٓ ٚیزایؼ ص٘ی 

سرزیت یب  فٛق جٟزٚیزایؾی  عیغشٓ اس(. 50، 49) اعز  وززٜ ٞبی سیبزی حبفُ ٔٛفمیزسبوٖٙٛ  ٔغّٛة ٚ عزػز ثبلا وبرآیی

 عیغشٓ ٞبی ثیٕبری ٕٞچٙیٗ ٚ ریٝ عزعبٖ ٔب٘ٙس ٔرشّف ٞبی عزعبٖ ا٘ٛاع اسجّٕٝ ٌٛ٘بٌٖٛ ٞبی ثیٕبری سغییز صٟ٘بی زرٌیز زر

زر ٔمبیغٝ  (.43،44،49،50اعز ) ؽسٜ اعشفبزٜ آٔیٛسزٚفیه جب٘جی اعىّزٚس ثیٕبری ػضلا٘ی، زیغشزٚفی ٔب٘ٙس ػقجی

ٞب یىغبٖ اعز ٚ ثب  ی ایٗ عیغشٓ ، اٌزچٝ ٘حٜٛ ػُٕ ZFN ،TALEN  ٚCRISPRٕٝٞ ٞبی ٚیزایؼ ص٘ی ٕٞچٖٛ عیغشٓ

زارای ٔشایبی ثیؾشزی اعز.  CRISPRؽٛ٘س، ِٚی عیغشٓ  ٞبی سزٔیٓ ٔٛجت ایجبز جٟؼ زر صْ٘ٛ ٔی ا٘ساسی ٔىب٘یغٓ راٜ

ٔشیّٝ ٚ  DNA٘بیی ثزػ ایٗ سغییز زر صْ٘ٛ حغبط ٘یغز ٚ سٛا  ، عیغشٓ وزیغذز ثDNAٝاسِحبػ حغبعیز ثٝ ٔشیّٝ ثٛزٖ 

ایٗ سغییز حغبط ٞغشٙس ٚ سٛا٘بیی ثزػ جبیٍبٜ ٔشیّٝ را ٘سار٘س.  ؽسر ثٝ  ثٝ TALEN  ٚZNF شیّٝ را زارز. زر ٔمبثُٔغیز

سٛاٖ سغییز زاز،  ٘ٛوّٛسیسی را ٔی 20ی  ٞبی ثزػ ٔشفبٚر، زر عیغشٓ وزیغذز فمظ یه لغؼٝ ثزایٗ، ثزای عزاحی جبیٍبٜ ػلاٜٚ

ٞبی زذیُ زر جبیٍبٜ سؾریقی  زر عغح دزٚسئیٗ ثب سغییز اعیس آٔیٙٝ ZNF  ٚTALENٗ سغییز ثزای ای  وٝ زرفٛرسی

سایی  زر ٔمبیغٝ جٟؼ (.51،52) سز اعز ثز، ٕٞزاٜ ثب ٞشیٙٝ ثیؾشز ٚ دیچیسٜ دذیز اعز. ایٗ فزایٙس سٔبٖ عیغشٓ أىبٖ

، زرفس 7حسٚز  ZFNزر صٖ ثشبوبسایٗ ٌٛعبِٝ ٚ ثش، ٔیشاٖ وبرایی عیغشٓ  ZFN ،TALEN  ٚCRISPR ٞبی عیغشٓ

ٔشیز ٚ وبرایی لسرر (. 53) ٔؾرـ ؽسزرفس  75حسٚز  CRISPRٚ ثزای عیغشٓ  زرفس 25حسٚز  TALENعیغشٓ 

ثیؾشز  ٚری ثٟزٜ (.54) سؽ٘غجز ثٝ زٚ رٚػ زیٍز ثب اثز ثز رٚی صٖ ثشبٌّٛثیٗ ا٘غب٘ی ٘یش ٔؾبٞسٜ  CRISPRسزٔیٓ رٚػ 

زِیُ وبرایی ثبلا، عبزٌی ٚ  ٞب ثmicroRNA  ٚiRNAٝٞبی ٚیزایؼ ص٘ی ٕٞچٖٛ  حشی ٘غجز ثٝ رٚػ CRISPRعیغشٓ 

عٛر  وٝ زر ایٗ ٔغبِؼٝ ثٝ CRISPR-Cas9اعشفبزٜ اس رٚػ (. 55) وبرثززٞبی چٙسٌب٘ٝ وّیٙیىی ٔٛرز سبییس لزار ٌزفشٝ اعز

سٛا٘س رٚس٘ٝ أیسی ثزای زرن  س، ٔیؽزذیُ زر ثیٕبری دبرویٙغٖٛ  LRRK2٘ٛسزویت صٖ  ثٝ ایجبز ٘بلُوبٔلا زلیك ٔٙجز 
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ٞبی ٟٕٔی اس جّٕٝ دبرویٙغٖٛ  زذیُ زر ایجبز ثیٕبری، سِٛیس حیٛا٘بر ٔسَ ٚ زرٔبٖ احشٕبِی ثیٕبری ٞبی ٔىب٘یغٓ ٞزچٝ ثٟشز

 ثبؽس. 

 

 گیرینتیجه

ــبرثززی رٚػ     ــٛزٔٙس ٚ و ــیبر ع ــبی ثغ ــٝ ٔشای ــٝ ث ــب سٛج ــْٛ  CRISPRث ــزایؼ ص٘ ــبذز (Gene Targeting)زر ٚی ، ع

زرٌیــز زر ثیٕـبری ػقــجی دبرویٙغــٖٛ وــٝ زر ایــٗ سحمیــك ا٘جــبْ ٌزفــز،    LRRK2٘بلـُ ٘ٛسزویــت وزیغــذیز ٚیــضٜ صٖ  

  .ززیٌ رازل ٝجٛس زرٛٔ ی٘بٔرز ٖص زٔا رز ٟٓٔ ٝٙیشٌ هی ٖاٛٙػ ٔی سٛا٘س زر فٛرر سٛعؼٝ ٚ سىبُٔ ثٝ
 

 تشکر و قدردانی

ذیـز ثزٌزفشـٝ اس ثرؾـی اس دبیـبٖ ٘بٔـٝ وبرؽٙبعـی ارؽـس رؽـشٝ ص٘شیـه ذـب٘ٓ آسازٜ ثٕـزٜ غلأـی اس زا٘ؾـٍبٜ              ٘شبیج ٔغبِؼٝ ا

 ؽٟیس ثب ٞٙز وزٔبٖ ٔی ثبؽس. ثسیٙٛعیّٝ اس ٔؼبٚ٘ز ٔحشزْ دضٚٞؾی ٚ فٙبٚری زا٘ؾٍبٜ ٔشجٛع لسرزا٘ی ٔی ٌززز.  
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Abstract 

Aim: In this study, the alteration of the Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2) gene, as the most 

important gene involved in Parkinson's disease, was investigated using CRISPR-Cas editing 

technology. 

Material and methods: Cloning the guide molecules of interest was performed using of gRNA 

CRISPR cloning kit (Catalog No. C8324K, Zaver Zist Azema). Two sets of forward and reversed 

gRNA oligonucleotides for exon 41 of the LRRK2 gene were designed using the CHOPCHOP 

CRISPR guide gRNA designing web software. Double-stranded DNA molecules were made according 

to standard instructions in the laboratory. 20 base-pair DNA segments were used to generate RNA-

Cas-9 enzyme complex and then ligated into the Px459 CRISPR eukaryotic expression vector using 

Fermentas DNA ligase enzyme. Recombinant plasmids were transformed into E. coli DH5a host 

competent cells using of heat shock method. 

Results: findings by multiple PCR experiments and also DNA sequencing blast analysis showed 

successful cloning the segments of interest into CRISPR plasmids. Clear PCR bands were in 

agreement with expected values and DNA sequencing results showed 100% similarity.   

Conclusion: According to the results, development of CRISPR vector system may be used as a wide 

and powerful tool for editing and alteration of many encountered genes in different diseases such as 

Parkinson's disease.  

Key Words: CRISPR, Parkinson's disease, LRRK2 gene 
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