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 CRISPR/Cas9با استفاده از فناوري  Spata19موش ناک اوت  ديتول

 

 يعل ،)Ph.D Student(2 ياحساازه شز اام، )M.D.V(2 فهيطزميرح نيديآ ،)M.Sc(2 گاديديعبزس جمشاا ،)M.Sc Student(1 مهسااز گر  

  )Ph.D(*1 يمدرس نيحسمحمد، )Ph.D(*2 آرا مس يمهد، )Ph.D Student(1 ينجف
 راني، اتهران، تهران يدانشگاه علوم پزشک ،يده پزشکنشکدا ،يپزشک کيگروه ژنت -1

 گروه زيست فناوري دامي، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري، تهران، ايران -2

 ده يچك
شده  یبررس ضهيتاکنون عملکرد آن فقط در ب یدارد، ول انيها بارگان یو برخ ضهيب وينیدر مراحل تک SPATA19ژن  هدف:
در  يمطالعات بعد يبرا Spata19موش ناک اوت  ديضمن تول CRISPR/Cas9 nickaseاز روش  يريگبهرهمطالعه با  نياست. در ا

 .ميها ارائه دادموش نيا ديتول يموثر برا يريها، مسارگان ريسا
 سنتز شدند. هر CRISPR/Cas9 nickase يهاديشده، پلاسم یطراح يهاgRNAو  pX335با استفاده از وکتور ها: مواد و روش

به نسبت  ،يها از باکترديترانسفورم شدند و انتخاب کلونال انجام شد. پس از استخراج پلاسم E.coli يباکترها به ديکدام از پلاسم
موش فاستر  اويداکتبه  ديحامل پلاسم گوتيشد. ز قينر تزر يهسته شيشدند. مخلوط حاصل به پ بيترک گريکديبا  يمساو

 .قرار گرفتند زيمتولد شده مورد آنال يهاموش يدوران باردار یمنتقل شد. پس از ط
حذف در سه  ني. اميکرد جاديا يدينوکلئوت 2ناک اوت با حذف  يهاموش CRISPR/Cas9 nickaseبا استفاده از روش  ها:يافته

 دييتا یابيیتوال لهيبه وس RNAو  DNAدر سطح  يدينوکلئوت 2قرار گرفت. حذف  یمورد بررس نيو پروتئ DNA ،RNAسطح 
 زين یپيفنوت یکند. در بررسیم جاديحذف کدون خاتمه زودرس ا نيمشخص شده که ا افتهيجهش  RNA یتوال يشد. با ترجمه

 .شد ديي( تا-/-Spata19) نر گوتيهموز يهابودن موش ميعق
ها موش ني. اميدهیناک اوت ارائه م يهاموش ديتول يپروتکل برا کيما  Spata19ناک اوت  يهاموش ديبا تول گيري:نتيجه

 .به کار گرفته شود Spata19ژن  ترشيب يهایژگيو یبررس ينابارور و برا يهاتواند به عنوان موشیم
  

 pX335 ،موش؛ اسپرم ،Spata19، CRISPR/Cas9 nickase ،ناک اوتهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
Spata19 ضهيب ژهيژن و کي (Testis specific gene)  است

 يهالوله ديهاپلوئ يدهايدر اسپرمات ياختصاص انيکه ب
عملکرد  يرو بر قاتيتحق ترشيب ني[. بنابرا1] ساز دارداسپرم

  دهد کهينشان م قاتيتحق ني. اشوديانجام م ضهيژن در ب
Spata19  است که  ييايتوکندريلکول چسبنده مم

 گريدکياسپرم به  midpiece مجاور را در يهايتوکندريم
از عوامل حفظ کپسول  Gpx4 کند و همراه بايمتصل م

ناک  يهاموش ديبا تول نيچن[. هم4-2] باشديم يتوکندريم
 يهاژن مشخص شد که موش نيژرم سل ا conditional اوت

 از کاهش ياختلال حرکت اسپرم ناش لينر به دل گوتيهموز

ATP  ژن در  نيا انيب گري[. در مطالعات د5] هستند ميعق
، و [7] پوست ياهيپا يها[ و سلول6] پروستات يهاسرطان

 قياز طر نيچن[ مشاهده شده است. هم8] نسونيپارک يماريب
Ref Seq مشخص شد که SPATA19  يدر ط ضهيعلاوه بر ب 

 ني[. ا9] دارد انيب زيانسان ن هيقلب و ر تکوينيمراحل  يبرخ
ژن  نيبا عملکرد ا باطدر ارت ياست که تاکنون پژوهش يدر حال

شناخت  يانجام نشده است. برا ضهياز ب ريغ ييهارگاندر ا
بروز  قيتوانند از طريناک اوت م يهاعملکرد ژن موش ترشيب

 ييايميوشيو ب يکيزيف اتيخصوص ،يرفتار ،يظاهر راتييتغ
 ني[. چند10] را در رابطه با عملکرد ژن ارائه دهند ياطلاعات

به  انيم نيوجود دارد. از ا ييهاموش نيچن ديتول يروش برا
 يابزارهاي ويرايش ژن ريهايي که سامحدوديت ليدل

 [.11] مورد توجه قرار گرفته است ترشيب  CRISPR/Casدارند،
CRISPR/Cas در  ياکتساب يمنيدفاع ا سميمکان کي

 يمختلف يهارنوعيها است که کلاس، نوع و زيو آرک هايباکتر

 1/11/1398 تاريخ پذيرش: 8/4/1398تاريخ دريافت:    Modaresi@tums.ac.ir     021 64053209 تلفن:نويسنده مسئول،  *

  rshamsa@nigeb.ac.i    91254130350 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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که از  CRISPR/Cas9 به نام II از کلاس ي[. نوع12] دارد
شود، در ياستخراج م Streptococcus pyogenes يهايباکتر

ژنوم  يلتوا يباکتر نيدارد. در ا ياژنوم کاربرد گسترده يمهندس
 سپريلوکوس کر يتکرار يهايتوال انيمهاجم پس از حمله در م

همان عامل مهاجم قرار در معرض  تا اگر مجدداً رديگيقرار م
 tracrRNA و crRNA يهاکوچک با نام  RNA گرفت، دو

متصل مکمل ژنوم مهاجم است به آن  crRNA .کند ديتول
 اعثشده و ب ديبريه crRNA با tracrRNA شود. سپسيم

با  Casشود. نوکئازيم  Casو فعال کردن نوکلئاز يفراخوان
سه نوکلئوتيد بعد از آن را در  PAM نامهب يا يتوال ييشناسا
 جاديا ياست دو رشتهشک قيطر نيو به ا برش مي زند. 5'سمت 

را به  tracrRNA و  crRNAعملکرد بهتر، يکند. امروزه برايم
اند را قرار داده PAM يآن توال نيمتصل کرده و در ب گريدکي

 يابرش دو رشته کهييجا[. از آن13] نامنديم gRNA و آن را
شود، از  ميترم NHEJ يمستعد خطا ستميس قيتواند از طريم
ناک اوت مورد نظر استفاده  يهاموش ديتول يروش برا نيا
 متسيس نيموثرتر از ا يورهبهر يامروزه برا [.11] کننديم
وکتور  کيدر   Cas9و gRNA زمانهم انيچون ب ييهاشرفتيپ

 Cas9 (D10A) nickase  به نام Cas9 يافتهيفرم جهش جاديو ا
 .شکل گرفته است

 يبا استفاده از تکنولوژ Spata19پروژه ژن  نيا در
CRISPR/Cas9 nickase موش  يهاسلول يدر تمامNMRI 

 ريبا انسان دارد، غ يپيو فنوت يکياز نظر ژنت يکيکه ارتباط نزد
مند از بهره يريمس يضمن ارائه قيطر نيفعال شده است تا از ا

بتوان در  هشد ديناک اوت تول يهااز موش ر،ياخ يهاشرفتيپ
 .استفاده کرد يبعد يهاپژوهش

 
 هامواد و روش

 نيا شاتيآزما يتمام. موش يو نگهدار يموارد اخلاق
پاستور تويشده از انست هيته NMRI يهاموش يپروژه بر رو

 يو روش نگهدار شيمراحل آزما يتهران انجام شد. همه
 يشگاهيآزما واناتيو قوائد کار با ح نياساس قوان ها برموش

انجام  تهران منتشر شده است يکه توسط دانشگاه علوم پزشک
ساعت  12و  يساعت خاموش 12 ينور طيها در شراشد. موش

 ينگهدار C2±22° ي( و در دما17تا  5)ساعت  ييروشنا
 .شدند

ژني به منظور ناک اوت کردن  يهاو ساخت سازه طراحي
 Addgene از شرکت pX335 وکتور. يموش Spata19 ژن

 all-in-one وکتور به صورت ني(. ا1شد )شکل  يداريخر

 guide کنندهکاست بيانو  Cas9 کنندهشده و ژن رمز يطراح

RNA (gRNA)  ک وکتور قرار دارند. براي روي ي

جايگاه  gRNA سازي اوليگونوکلئوتيدهاي رمزکنندههمسانه
چنين به شده است. هم يهروي اين وکتور تعب BbsI برش آنزيم

 در اين وکتور Cas9 ناشي از آنزيم off-target منظور کاستن از
 استفاده شده است که تحت عنوانيافته اين آنزيم از شکل جهش

Cas9 (D10A) يا nickase شودشناخته مي. 

 pX335 نقشه پلاسميد. 1 شکل

 
 کند که در بخشدو ايزوفرم پروتئيني کد مي Spata19 ژن

N - اگزون  نياول يديگر تفاوت دارند. انتهاترمينال با يک
مجاور آن  نترونيو ا ينيپروتئ انتيدو وار نيمشترک ب

گيري ژن به عنوان نقطه هدف[ 27396807-27397779]
که  ياحتمال يهاسميمورفيپل ييانتخاب شد. به منظور شناسا

 يموش يDNAمختلف موش وجود دارد،  يهان نژاديب
 يطراح يمرهاي[ و با استفاده از پرا14استخراج ]

 ي(، نقطه1جدول )  pWT_reverseو  pWT_forwardشده
 گراديدرجه سانت 94 يدر دما قهيدق 5 طين با شراژ يريگهدف

 ريتکث کليس 30 ي، در مرحله بعدانجام شد هياول شيتحت گرما
(، هيثان 30کدام به مدت  هر C 72° و C 94 ،°C 56°، بي)به ترت

گراد دنبال شد. يدرجه سانت 72 يبا دما قهيدق 5پس از آن 
 Cas9 کهشد. با توجه اين يابييتوال PCR سپس محصول

است، لذا با  nickase به صورت pX335 استفاده شده در وکتور
 دو gRNA (https://www.atum.bio) ياستفاده از ابزار طراح

gRNA   يژن طراح يريگهدف ينوکلئوتيد برا 20به طول 
 gRNA2 روي توالي اينتروني و gRNA1 (.1شدند )جدول 

 گاهيشدند. بين اين دو توالي جاتوالي اگزون متصل ميروي 
اي از رفت پارهقرار داشت، لذا انتظار مي (GT) شيرايپ رندهيپذ

به  نجرشوند مهايي که به صورت تصادفي القا ميموتاسيون
م صحيح از طريق حذف يا اضافه خارج شدن ژن از فري

 مولکول شيراييا اختلال در پ 3هاي خارج از مضرب شدن

mRNA گردند. اوليگونوکلئوتيدهاي رمزکنندهgRNA  ها مطابق
طراحي شدند. در ضمن هنگام سنتز، اين  1جدول 
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خود فسفوريله شدند. با توجه  5'اوليگونوکلئوتيدها در انتهاي 
باعث  gRNA در ابتداي توالي G که وجود يک نوکلئوتيدبه اين

شود، لذا يک مي U6 برداري از پروموتربهبود کارايي رونوشت
ن براي چيها اضافه شد. همgRNA به ابتداي توالي G نوکلئوتيد

 در جايگاه آنزيمي gRNA هاي رمزکنندهسازي تواليهمسانه

BbsI در پلاسميد pX3355هاي ، توالي’-CACC  5و’-AAAC 
به ترتيب  reverse و forward اوليگونوکلئوتيدهاي 5’ يبه انتها

 (.1اضافه شدند )جدول 
 کي. ديکلر ميبه روش کلس E.coli سلول مستعد يهيته

 طيمح ml10  در DH5α سويه E.coli ياز باکتر يتک کلون
LB  يدر دما کرداريساعت در انکوباتور ش 16به مدت  عيما 
°C 37 و دورrpm  180 کشت داده شد. کشت شبانه تا غلظت 

(v/v)  1% درml  100 کشت طيدر مح LB شد و در  حيتازه تلق
به  يرقبل قرار گرفت تا جذب نو طيبا شرا کرداريانکوباتور ش

nm 600  قهيدق 15به مدت  ي. کشت باکترديرس 4/0به حدود 
رشد  يها در مرحلهيقرار داده شد تا رشد باکتر خي يبر رو
 لياستر يهامتوقف شود. کشت در داخل فالکون يتميلگار
 يدر دما قهيدق 10شد و به مدت  ميتقس

 °C 4  و سرعت xg13000 دور  ييشد. محلول رو فوژينتراس
دستمال آغشته به  يشد و فالکون به صورت برعکس رو ختهير

 ml 25. به طور کامل خارج شود طيالکل قرار داده شد تا مح

 يبه رسوب باکتر mM  100سرد با غلظت CaCl2 محلول
ه . فالکون بديگرد ونيسوسپانس يافزوده شد و رسوب به آرام

 قهيدق 10شد و سپس به مدت  ينگهدار خي يرو قهيدق 45مدت 
. محلول ديگرد فوژينترسا xg 3000و سرعت  C  4°يدر دما

 CaCl2 محلول ml 3در  يشد و رسوب باکتر ختهيدور ر ييرو
 μl ريشد و در مقاد ونيسوسپانس سروليگل %15 يسرد حاو

در  ينگهدار يو برا ديگرد ميتقس ml 5/1 يهاداخل لوله 150
 .منتقل شد -70 زريبه فر يمدت طولان
 کي. در وکتور gRNA سازي اوليگوهاي رمزکنندههمسانه

 يدهايگونوکلئوتياز هر يک اول( pmol/µl 10) تريکروليم
forward  و reverse  باµl 2 بافر ليگاسيونX  10 وµl  16 

 ABI) مخلوط شده و در دستگاه ترموسايکلر ليب مقطر استرآ

Veriti gradient PCR machine)   قرار داده شد. دماي دستگاه
درجه در  1/0 يکاهش بيگراد با شدرجه سانتي 25تا  95از 

 1تنظيم شد. پس از اتمام مرحله هيبريداسيون،  هيهر ثان
ميکروليتر آب عاري  199ميکروليتر از مخلوط هيبريداسيون در 

از نوکلئاز رقيق شد تا در واکنش ليگاسيون با وکتور مورد 
 ديبريه يهاديگونوکلئوتياستفاده قرار گيرد. جهت وارد نمودن ال

  ميآنز µl 5/0 از وکتور با pX335، μg 1 شده به داخل وکتور
BbsI (IU/µl 10) و µl 1 بافر Tango  (X10)  مخلوط شده و

رسانده شد. سپس به مدت  µl  10 به حجم ليبا آب مقطر استر
از  نانيقرار داده شد. جهت اطم C 37° ساعت در انکوباتور 4

 %1ژل آگارز  يهضم شده بر رو ديپلاسم ،يميهضم آنز
 .ديالکتروفورز گرد

ديگر، چسبنده به يک ياز اتصال انتهاها يريمنظور جلوگ به
 يشد. برا لهيفسفاتاز دفسفر نيآلکال ميبا آنز 5’يوکتور در انتها

 15به مدت  C 65° يدر دما BbsI ميکردن، ابتدا آنز لهيدفسفر
 IU/µlفسفاتاز ) نيآلکال ميآنز µl 2شد. سپس  رفعاليغ قهيدق
اضافه  يميواکنش هضم آنز بهفسفاتاز  نيبافر آلکال µl  2و (1

. واکنش ديرس µl 20 به ليبا آب مقطر استر ييشد و حجم نها
قرار داده شد. در  C 37° يدر دما قهيدق 30آماده شده به مدت 

به مدت  C 65° فسفاتاز در حرارت نيکردن آلکال رفعاليآخر غ
 .انجام شد قهيدق 20

 
 

 

 Spata19و پرایمر طراحی شده عليه ژن  gRNAتوالی های  .1 جدول

  اليگونوکلئوتيد ( توالی’3→’5)

5’-aacagagtttgtgtgaaagt 
aacagagtttgtgtgaaagtCACCG-’5 

CactttcacacaaactctgttAAAC-’5 

gR1 _ forward 
gR1 _ reverse 

gRNA  1 

5’-cacatgtatgtcatgtccat 
cacatgtatgtcatgtccatCACCG-’5 

CatggacatgacatacatgtgAAAC-’5 

gR2 _ forward 
gR2 _ reverse 

gRNA  2 

5’-catggacatgacatacatgtgacctgat 
5’-gtggacatctgtggctggga 

pMu _ forward 
p _ reverse 

 الل جهش یافته

5’-catggacatgacatacatgtgacctgag 
5’-gtggacatctgtggctggga 

pWT _ forward 
p_ reverse 

 الل وحشی

5’-catggacatgacatacatgtgacctgag 
5’-ccaggcaccatacctccat 

pWT _ forward 
pWT _ reverse 

 تکثير ناحيه مورد هدف در موش وحشی

5’-ctcggagcataagggagaag 
5’-catgagatgagatacgcttcgtc 

SpaRT-F 
SpaRT-R 

RT-PCR 
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الکتروفورز شد.  %1ژل آگارز  يخطي شده بر رو وکتور
 High Pure PCR Product Purification سپس با استفاده از

Kit (Roche)  ياش وکتور خطو طبق پروتکل شرکت سازنده 
 µlسازي واکنش ليگاسيون، شد. براي آماده يسازشده خالص

اوليگونوکلئوتيدهاي هيبريد  µl  9با  pX335وکتور خطي 3
 بافر T4 DNA ligase (U/µl 5) ،µl 5/1   آنزيم µl 5/1 ه،شد

T4 DNA ligase (X10 ) وµl 1 50پلي اتيلن گليکول% 
 يساعت در دما 2به مدت  ونيگاسيمخلوط شده و واکنش ل

  °C22  به منظور افتيساعت در دماي آزمايشگاه ادامه  2و .
 ابيدر غ ونيگاسيواکنش ل self-ligation کنترل

 .انجام شد زين اليگونوکلئوتيدها

 ييو شناسا يبه باکتر ونيگاسيمحصول ل ونيترانسفورماس
 ونيگاسيل محصول. بينوترک pX335 حامل وکتور يهايباکتر

تر به روش شيميايي که پيش DH5α سويه E.coli يبه باکتر
ترانسفورم  يمستعد شده بود، به روش شوک حرارت ديکلر ميکلس

 -C70° زريمستعد از فر يباکتر يحاو وبيکروتيشد. ابتدا م
شد از حالت  ينگهدار خي يرو قهيدق 10خارج شده و به مدت 

 طيتحت شرا ونيگاسيل لولاز مح µl10 انجماد خارج شود.
مستعد اضافه شد و با ضربات آرام  يباکتر µl 100 به لياستر

 وبيکروتيم خ،ي يرو ونيانکوباس قهيدق 30مخلوط شد. پس از 
قرار  C 42°در حمام آب  يتحت شوک حرارت هيثان 90به مدت

آن  يرو قهيدق 2منتقل شد و  خي يگرفت و سپس بلافاصله رو
به  کيوتيبيبدن آنت LB کشت طيمح ml  1انکوبه شد. 

 C کرداريساعت در انکوباتور ش کيافزوده شد و  وبيکروتيم
 5به مدت  وبيکروتيشد. م يگهدارن rpm  180دور و  37 °

 در ي. رسوب باکترديگرد فوژيسانتر xg 3000در  قهيدق
 µl 100 LB تيپل يشده و رو ونيسوسپانس عيما LB يحاو 

µg/ml 100 تيها، پليظهور کلون يپخش شد. برا نيليسيآمپ 
قرار گرفت. سپس با استفاده از  C 37° ساعت در انکوباتور 16

و پروتکل  High Pure Plasmid Extraction (Roche) تيک
هاي رشد کرده روي پليت ياش از باکترسازندهشرکت 

 .استخراج و تعيين توالي شدند دهايسيلين، پلاسمآمپي
. گوتيبه ز قيتزر-زير قيموتانت از طر يهاموش ديتول

 يموش، ابتدا وکتورها گوتيها به زديپلاسم قيمنظور تزر به
از  يعار دياستخراج پلاسم تيبا استفاده از ک بينوترک

اش و پروتکل شرکت سازنده Qiagen شرکت نيآندوتوکس
روز اول  ون،ياستخراج شدند. سپس به منظور سوپراوولاس

 ياهفته NMRI 4 موش ماده نژاد 10( به 14:30ساعت )
 10 IU  هورمون گنادوتروپين سرم ماديان باردار 

(PMSG; Hypra) شد. روز  قيتزر يبه صورت داخل صفاق
 قيماده با تزر يهاموش يگذار( تخمک13:30سوم )ساعت 

 يانسان يجفت نيهورمون گنادوتروپ IU10 يداخل صفاق
هاي ماده بلافاصله با القا شد. پس از تزريق، موش )داروپخش(

جفت اندازي شدند.  1:1به نسبت  NMRI هاي نر نژادموش
با  يريگبودن جفت زيآمتيصبح روز بعد )روز چهارم( موفق

مادر  يهازمان موششد. هم دييتا يوجود پلاک واژن يبررس
وزن  هفته به بالا و 8 حاًي)ترج (Foster mother) نيگزيجا

 يشده جفت انداز ينر وازکتوم يهاگرم( با موش 40حدود 
. رندياستفاده قرار گ وردشدند تا در مرحله انتقال جنين م

 يدر صبح روز بعد با بررس يريگبودن جفت زيآمتيموفق
 .شد دييتا يواژن يهاپلاک

قبل با  يآماده شده در مرحله تياووس يدهنده يهاموش
گردن کشته شدند. سپس با استفاده از پنس  ييجاهاستفاده از جاب

شکم شکافته شد تا  هيپوست و پرده صفاق ناح لياستر يچيو ق
و  يچرب يهاهيدرون شکم مشاهده شود. لا يهاکه اندام ييجا

ز جدا شده و يازپنس ربا استفاده  داکتياطراف او يهارگ
کوچک جدا شد.  يچيق کيبا استفاده از  داکتيسپس او

 500 يحاو يمتريليم 35 تيجدا شده ابتدا در پل داکتياو
 تيشسته شد و سپس به پل C37°  يبا دما M2 طيمح تريکروليم

M2 کروسکوپيومياستر ريها به زداکتي. اوديمنتقل گرد ديجد 
ها تيشد. اووس هپار فيمنتقل شد و آمپولا توسط دو پنس ظر

آزاد شدند. جهت  طيکومولوس به داخل مح يهاهمراه با سلول
 ميها آنزتيکومولوس از اووس يهاجدا کردن سلول

 طيبه مح mg/ml  5/3-0/0 ييدر غلظت نها دازيالورونيه
 C 37° در انکوباتور قهيدق 5ها اضافه شده و تياووس يحاو

  µlدامک چهار قطره )هر يمتريليم 3 تيپل کيقرار گرفت. در 
شدن  ريممانعت از تبخ يگذاشته شد و برا M2 طياز مح( 100

با  سطح آن را کاملاً کروسکوپيم ريقطرات در هنگام کار در ز
شدند.  ينگهدار C37° پوشانده و داخل انکوباتور  يروغن معدن

در داخل  يدهان پتيجدا شده با استفاده از پ يهاتياووس
ادامه داده  يدر قطرات بعد بياول شسته شده و به ترت يقطره

 يهااز سلول يسالم و عار يهانيآخر جن يهاشد تا در قطره
چهار  يگريد يمتريليم 3 تيشدند. در پل يآورکومولوس جمع

 و سطح آن با روغنشد  ختهير  M16 طياز مح µl  25قطره
دار قرار گرفت.  2CO پوشانده شد و داخل انکوباتور يمعدن
منتقل شد و تا  M16 طيشسته شده به قطرات مح يهانيجن

 .شد يدار نگهدار 2CO در انکوباتور قيشروع تزر
نانوگرم بافر تزريق  2در غلظت  کي هر بينوترک يوکتورها

در  يمساو يآماده شدن و با نسبت حجم (Millipore) به جنين
 وبيکروتيبا هم مخلوط شدند. م لياستر وبيکروتيم کي

 يدر دما قهيدق 10مخلوط به مدت  نيا يحاو
 °C 4  و با سرعتxg 1000 شد. سپس  فوژيسانترµl 20  از
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 وبيکرتيم کيبرداشته شد و به  يقيتزر زيمحلول جهت ر يرو
 .منتقل شد ديجد

 35 تيپل کيدر مرکز  M2 طياز مح µl 20قطره  کي
پوشانده شد.  يگذاشته شده و سطح آن با روغن معدن يمتريليم

 کروسکوپيم ريز تيمنتقل شد و پلM2  به قطره نيجن 20-25
آماده شده از مراحل قبل به روش پر کردن  DNA .قرار گرفت

 پتيشد. پ يبارگذار يقيتزر زياز پشت به درون سلول ر
 به سل ترام روغن قيسل ترام هوا و سوزن تزر بهدارنده نگه

به کمک  نيقرار گرفتند. جن M2 متصل شدند و هر دو در قطره
 يهسته شيمکش کوچک ثابت شد. پ کيدارنده و با نگه پيپ

 يرو کروسکوپيمناسب قرار گرفت و وضوح م تينر در موقع
به درون  قيسوزن، تزر قيشد. پس از تزر مينر تنظ يهسته شيپ
هسته علامت  شينر انجام شد. بزرگ شدن پ يهسته شيپ

ها به نيجن ق،يبود. پس از اتمام تزر قيبودن تزر زيآمتيموفق
دار  2CO منتقل شده و تا زمان انتقال در انکوباتور 16M قطره

 .شد ينگهدار
منتقل شده و پس از M2  طيشده به مح قيتزر يهاتياووس

 يانتقال جمع شدند. برا پتيپ کي لهيشستشو در آن به وس
ها تيهمراه با اووس داکتيبودن انتقال به او زيآمتيمشاهده موفق

 NMRI موش کيشد.  دهيکش پيهوا هم در داخل پ يهاحباب

هوش شد )به يب نيلازيزا/نيمحلول کتام قيباردار کاذب با تزر
 قيتزر يهوشيب يدارو ml 1/0 گرم وزن موش 10هر  يازا

شده و سطح پوست با  دهيپشت تراش هيناح ي( و موهاديگرد
 1 به طول يشکاف يچيشد. با استفاده از پنس و ق %70اتانول 
شد و تخمدان  جاديپشت ا هيدر پوست و عضلات ناح مترسانتي

. بعد از ثابت ديمتصل به آن خارج گرد يبا استفاده از بافت چرب
منتقل شد. با  کروسکوپيومياستر ريکردن تخمدان، موش به ز

( داکتيکننده اووبورسا )پرده احاطه فياستفاده از دو پنس ظر
( داکتياو يهالوله ي)ابتدا بولومينفانديکردن ا دايپاره شد و با پ

شدند. حدود  هيتخل داکتيشده به داخل او قيتزر يهاگوتيز
منتقل  رايهر موش پذ داکتيق شده به اويتزر گوتيز 30-35

به داخل بدن برگردانده شد و محل برش  يمشد. تخمدان به آرا
 مانيبه قفس منتقل شد و تا زمان زا رايزده شد. موش پذ هيبخ

 .شد ينگهدار يخانگ وانيدر ح
هاي هاي حاصل از جنينموش. هدف يهاموش يغربالگر

آناليز و بررسي وجود جهش مورد بررسي  يتزريق شده برا ريز
هاي متولد شده در موشژنومي  DNA قرار گرفتند. بدين منظور

[ و طرفين 14هفتگي از بيوپسي انگشت استخراج شد ] 2-3سن 
ها روي ژنوم موش با استفاده از gRNA محل مورد هدف

  pWT_reverseو  pWT_forward پرايمرهاي طراحي شده
 گراديدرجه سانت 94 يدر دما قهيدق 5 طي( با شرا1جدول )

 ريتکث کليس 30 يبعد ، در مرحلهشدانجام  هياول شيتحت گرما
(، هيثان 30کدام به مدت  هر C 72° و  C 94 ،°C56°، بي)به ترت

شدند.  ريگراد تکثيدرجه سانت 72 يبا دما قهيدق 5پس از آن 
يابي براي بررسي جهش در ناحيه از توالي سپ PCR محصولات

 .هدف مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند
ها از موش ازيدر صورت ن يژنوم DNA يهاياز بررس پس

کل، واکنش  يRNAشد و بعد از استخراج يم هيته ضهيب يوپسيب
RT-PCR استخراج  يشد. برايانجام مRNA تياز ک YTzol 

pure RNA  گستر( و طبق پروتکل شرکت  زيتجه کتاي)شرکت
 شابتدا واکن RT-PCRاش انجام شد. به منظور انجام سازنده

استخراج شده از  يRNA ياز رو cDNAاول  يساخت رشته
 cDNA synthesis kitتيکار از ک نيا يانجام شد. برا ضهيب

اش استفاده گستر( و پروتکل شرکت سازنده زيتجه کتاي)شرکت 
 يمرهايبا پرا PCRواکنش  cDNA يهي. پس از تهديگرد

SpaRT-R SpaRT-F 3 لشام تريکروليم 20 ييو در حجم نها 
 Taqتريکروليم cDNA ،10 تريکروليم مر،ياز هر پرا کوموليپ

(Amplicon) DNA Polymerase Master Mix Red  و آب
 5 طيبا شرا يحرارت يهاشد و چرخه هياز نوکلئاز ته يعار
انجام  هياول شيتحت گرما گراديدرجه سانت 94 يدر دما قهيدق

 C 94 ،°C 57° ب،ي)به ترت ريتکث کليس 5 ي، در مرحله بعدشد
)به  ريتکث کليس 30( و هيثان 30کدام به مدت  هر C 72°و 
( هيثان 30کدام به مدت  هر C 72°و  C94 ،°C 60°، بيترت

 .گراد دنبال شديدرجه سانت 72 يبا دما قهيدق 5پس از آن 
 

 نتايج
موجود در  يبا توال NMRI يهاموش يتوال سهيمقا
NCBI 

هاي مرفيسمتر اشاره شده براي اجتناب از پليپيش چهچنان
ها به توالي هدف و در gRNAتوانست اتصال ژنتيکي که مي

تاثير  CRISPRنهايت روي کارايي ويرايش ژنوم توسط سيستم 
ها براي آن طراحي gRNAبگذارد، براي طرفين جايگاهي که 

جفت  426شده بودند پرايمر طراحي شد. نتيجه تکثير يک باند 
يابي جه توالييين سکانس ارسال شد. نتيبازي بود که براي تع

و  NMRIهاي در موش Spata19اختلافي بين لکوس ژن 
 نشان نداد. NCBIسکانس گزارش شده در 

ها gRNAسازي اوليگونوکلئوتيدهاي رمزکننده همسانه
 pX335درون ناقل 

استخراج  E.coliاز باکتري  pX335کار ابتدا وکتور اين براي
(. در ادامه پس از  a-2هضم گرديد )شکل BbsIشد و با آنزيم 

دفسفريله کردن پلاسميد خطي شده و نيز ليگاسيون آن با قطعات 
اوليگونوکلئوتيدي هيبريد شده، محصول ليگاسيون به باکتري 

هاي رشد کرده استخراج شد. ترانسفورم شد و پلاسميد از کلوني
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 مرهايپرا نيبا ا نگيکلون جهيبا توجه به کوچک بودن قطعات نت
از وکتور  مرهايپرا نيشد. ا ريتکث گرفتنديوکتور قرار م يکه رو

کردند و در يم ريرا تکث يجفت باز 169و  87قطعات  يخال
قطعات  نيبه طول ا بازجفت 20تر از بودن کم بيصورت نوترک

شود اندازه يچه مشاهده م(. چنانb-2شد )شکل ياضافه م
است.  1 فيتر از ردبزرگ يکم 3و  2 يهافيباندها در رد

 نييتع يتر بود برانيآن سنگ PCRکه محصول  ييهاسپس کلون
سکانس، وجود توالي اوليگومري  جهيارسال شدند. نت يتوال

پس از   pX335در وکتور  gRNA2و  gRNA1رمزکننده 
(. پلاسميدهاي نوترکيب حامل c-2يابي تاييد شد )شکل توالي

gRNA ها ازE.coli  به روشendotoxin free  استخراج شده
 ( و براي ريزتزريقي آماده شدند.d-2)شکل 
 حاصل يهاموش زيآنال

موش  کيها به قيزتزريموش حاصل از ر 26 يبررس با
که در ناحيه اگزون ژن  ميديرس يجهش دو جفت باز يدارا

Spata19 نمودار  يختگيبه هم ر يبا مشاهده نوع افتهي نيبود. ا
براي آن طراحي شده ها gRNAکروماتوگراف در محلي که 

 تصورهحذف را ب نيکه ا F2از نسل  يآن در موش دييبودند و تا
 (، انجام شد.a-3داد )شکل ينشان م گوتيهموز

استخراج  RNA گوتيموش نر هموز ضهياز بافت ب نيچنهم
 Spata19در اگزون  ييآن وجود حذف دو تا يابييشد و با توال

 ييصورت دوتاهحذف در اگزون بوده و ب نيشد. چون ا دييتا
آن از چارچوب سه  يبه خارج شدن ادامه توال باشد، منجريم
 وتانتم يهارونوشت ي(. در ترجمهb-3گردد )شکل يم ييتا

کدون  خود يدو رونوشت در ابتدا شد که هر ينيبشيپ يو وحش
(. در انتها موش با c-3زودس خواهند داشت )شکل  يخاتمه

ماده به طور جداگانه  يموش وحش 5با  دينوکلئوت 2حذف 
صورت  يپلاک بارور ناليواژ جاديداده شد که با وجود ا زشيآم

 . نگرفت

 

نشانگر وزن ملکولی  pX335 .M( محصول هضم انزیمی وکتور a). pX335 ناقل  درون ها gRNA رمزکننده اوليگونوکلئوتيدهای سازی همسانه. 2شکل 

DNA (1kb )، 1  پلاسميد خطی شده با آنزیمBbsI ( .و دو پلاسميد هضم نشدهb )PCR  برای تعيين کلونينگ اليگومرها در پلاسميدpX335 .M  نشانگر

 pX335/gRNA1به ترتيب باندهای تکثير شده از روی پلاسميد نوترکيب  3و  pX335 ،2باند تکثير شده از روی پلاسميد  DNA (100 bp)، 1وزن ملکولی 

پلاسميد های  (d)با تعيين توالی.  pX335در پلاسميد  gRNA2و  gRNA1تایيد همسانه سازی قطعات اليگومری رمز کننده  pX335/gRNA2 .(c)و 

، pX335/gRNA1پلاسميد  DNA (1 kb)، 1نشانگر وطن ملکولی  gRNA2 .Mو  gRNA1حامل قطعات اليگونوکلئوتيدی رمز کننده ی  pX335نوترکيب 

 .pX335/gRNA2پلاسميد  2
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در موش  GA می شود حذف دو نوکلئوتيد . چنانچه مشاهدهجهش یافتهدر محل وقوع جهش در موش تيپ وحشی و  Spata19 مقایسه توالی ژن (a). 3شکل 

در موش های موتانت  GA در موش تيپ وحشی به  GAGA به گونه ای که توالی ،)سبز نشان داده شده استدر شکل با خط )اتفاق افتاده است  جهش یافته

نوکلدوتيدی  2را نشان داد.حذف  GAنوکلئوتيدی  2از موش تيپ وحشی و موتانت یک حذف  Spata19در تعيين توالی رونوشت ژن  (b) .تبدیل شده است

( ترجمه ی رونوشت های موش موتانت و وحشی نشان داد که cدر مستطيل نشان داده شده است. فلش محل اتصال محل اتصال اگزون ها را نشان می دهد. )

 ی دومين هر کدام از ایزوفرم ها است.حذف دو نوکلئوتيدی باعث کدون خاتمه ی زودرس  در هر دو رونوشت می شود. قسمت های آبی رنگ نشان دهنده 
 

 گيريبحث و نتيجه
SPATA19 2003است. در سال  ضهيب ژهيژن و کي 

Miyamoto ژن را به روش  نيا انيو همکاران بnested RT-

PCR يبررس هيانسان از جمله قلب و ر يهااز ارگان يدر برخ 
[. 15دارد ] انيب ضهيژن تنها در ب نيشدند که ا يکردند و مدع

 وينانجام شده در مراحل تک RNA seqاست که  يدر حال نيا
و  18، 17، 11 يهاژن در هفته نيانسان نشان داد که ا نيجن
[. 9شود ]يم انيب هيدر ر 20و  10 يهافتهدر قلب و در ه 20
ها از سرطان ي[ و برخ8] نسونيپارک ژن در نيا انيب نيچنهم

[ و سرطان 7پوست ] ياهيپا يهاجمله سرطان سلول از
شود يم سوبها محسرطان نيترعياز شا يکي[ که 6پروستات ]

ژن در  نيعملکرد ا تيها به اهمنيا يشده است. همه دهيد
 کند، دريچون سرطان اشاره م ييهايماريو ب کوينيمراحل ت

مقاله منتشر شده  11ژن تاکنون تنها  نيکه در ارتباط با ا يحال
شناخته شده  ديچه که باتر از آنکم يليخ Spata19و نقش 

 ديتول ييهاژن نيچن کردشناخت عمل يهااز راه يکياست. 
 راتييتغ يناک اوت آن ژن است تا با مشاهده واناتيح

 ياطلاعات ارزشمند کيستولوژيو ه کيولوژيزيف ک،يآناتوم
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 انيم ني[. در ا16] ميدست آورهعملکرد ژن بدر رابطه با 
به انسان، به لحاظ  يکيژنت اديز اريشباهت بس ليها به دلموش

اتمام پروژه ژنوم موش،  ارتولوگ، يهاها، وجود ژنتعداد ژن
در  نيجن يورزو دست يکمک بارور يهاکيتکن يتوسعه
فرزندان در ها، تعداد مناسب نسل نيکوتاه ب فاصله نسبتاً  موش،

وجود  نيچنو هم متيقآسان و ارزان يهر نسل، نگهدار
مدل مناسب  وانيح کيهم خون،  ريهم خون و غ يهاهيسو
چه  [. اگر17هستند ] يکيژنت يهايورزاز دست ياريبس يبرا

را با  Spata19و همکاران موش ناک اوت  Mi 2015در سال 
 homologous) همولوگ يبينوترک يروش فناور

recombination technology) يهاموش نيکردند، اما ا جاديا 
ژرم سل هستند  يهاسلول conditionalشده، ناک اوت  ديتول

از  ريها غارگان ريدر رابطه با عملکرد ژن در سا يو اطلاعات
 يهاپروژه ما موش نيدر ا ني[. بنابرا5دهند ]يسل ارائه نم ژرم

 نيبا روش نو Spata19 (Global) يناک اوت کل
CRISPR/Cas9 nickase مدل  جاديتا ضمن ا ميکرد جاديا

ها در ارگان ريدر سا Spata19عملکرد ژن  يبررس يبرا يوانيح
 يناک اوت بعد يهاموش ديتول يبرا يريمس نده،يمطالعات آ

 .ميارائه ده
 DNA يناک اوت قطعه يهاموش ديروش معمول تول در
 يهايهمولوگ توال يآن توالشود که در دو سمت يم يطراح

که قرار است حذف شود وجود  يمورد نظر يهيدو سمت ناح
 Targeting) ريگقطعه به اصطلاح وکتور هدف نيدارد. به ا

Vector) يهاوارد سلول شنيقطعه با الکتروپور ني. انديگويم 
 قيتا از طر ودشيم (Embryonic Stem Cell) نيجن ياديبن

مورد نظر در ژنوم شود  يقطعه نيگزيهمولوگ جا يبينوترک
انتخاب مثبت با استفاده از  ندي[. پس از انجام فرآ16]

 يهايکلون ر،يکلوويبا گان س يو انتخاب منف G418 کيوتيبيآنت
برداشته شده و پس از  نيجن ياديبن يهاسلول يرشد کرده

هدف با  DNA يح قطعهيصح ينيگزيکشت مجزا به لحاظ جا
PCR ها ژن آن که در ييهاشوند. آن دسته از کلونيم يبررس

 تياند، کشت شده و به درون بلاستوسشده يريگمورد نظر هدف
. به منظور نديدست آهب مريکا يهاشود تا موشيم قيموش تزر

 مريکا يهاموش ،يجنس يهاسلول قيانتقال صفت از طر يبررس
شوند و حضور الل موتان يزش داده ميآم يوحش يهابا موش

[. امروزه 17] کننديم يرا در فرزندان نسل اول بررس افتهي
مانند  يزيرقابل برنامه ينوکلئازها يبر مبنا يگريد يهاروش

Zinc finger nuclease (ZFNs ،) يانگشت رو ينوکلئازها
 Transcription يسيرونو يکننده فعال شبه يافکتورها

activator-like effector nucleases (TALENs و )
CRISPR/Cas به کار گرفته شده  ييهاموش نيساخت چن يبرا

تر و در مدت زمان ها را سادهموش نيا دياست که مراحل تول
 سازد. يتر ممکن مکم

 يادو رشته يهاوارد کردن شکست قيژنوم از طر شيرايو
و  يانگشت رو ينوکلئازها يلهيتواند به وسيم DNAدر 

دو  نيانجام شود. در ا يسيرونو يکنندهفعال شبه يافکتورها
و  FokIکه از ادغام اندونوکلئاز  يسنتز يهانيروش از پروتئ

 نيشود. اياند استفاده مبه وجود آمده DNA ييشناسا نيدوم
 DNA-نيتعامل پروتئ قيرا از طر DNA يها توالميآنز

 تيفعال ثياز طر FokIکند و اندونوکلئاز يم ييشناسا
کند. يم جاديدر ژنوم هدف ا يابرش دو رشته کي ياندونوکلئاز

 DNA صيتشخ نيدوم يسازو آماده يکه طراح ييجااز آن
 نيپروتئ دفهر ژن مورد ه يسخت بود و لازم بود برا يکار

ها محدود شد. اما در روش نيشود، استفاده از ا ديمتفاوت تول
هدف به  ييشناسا يبرا RNAاستفاده از  ليبه دل سپريروش کر

تر محسوب نهيهزتر و کمتر، سادهيروش اختصاص نيپروتئ يجا
 [.18شود ]يم

است که  ييهاتياز محدود ياريفاقد بس سپريکر ستميس
با آن مواجه هستند. به  ZFNsو  TALENsمگالونوکلئازها، 

ناک اوت  يهاموش ديتول يروش برا نيامروزه ا ليدل نيهم
 رکويش 2019مثال سال  يمورد توجه بوده است. برا اريبس

به  Fam83hناک اوت  يهاموش ديتول يو همکاران برا يناصر
آماده کردند  overlap PCRها را به روش sgRNAخلاصه  طور

موش  گوتيبه ز Cas9 يRNA و پس از مخلوط کردن با
و همکاران  Lee 2018در سال  نيچن[. هم19کردند ] قيتزر

موش  گوتيها را به زها، آنmRNAها و sgRNAپس از سنتز 
 نيدر استفاده از ا يمهم يهاشرفتي[. پ20نر وارد کردند ]

به  DNAتوان به انتقال يشکل گرفته که از آن جمله م ستميس
 يسازبه آماده ازيژنوم که ن شيرايو يبرا گوتيبه ز RNA يجا

 انيب گري[. د18دهد اشاره نمود ]يرا کاهش م ترشيو مراقبت ب
وکتور و کاهش  کيتوسط  Cas9ها و نوکلئاز gRNAزمان هم

 Cas9 به نام افتهيجهش Cas9توسط  ياختصاص ريغ يهابرش

(D10A) nickase يريگپروژه به منظور بهره نيباشد. در ايم 
 استفاده شد.  px335از وکتور  رياخ يهاشرفتيزمان از پهم

 يدينوکلئوت 2حذف  يشده دارا ديناک اوت تول يهاموش
[ 27397789-27397788] تيخارج از چارچوب در موقع

دو رونوشت در موش دارد که تفاوت  Spata19باشند. ژن يم
 يهادينوکلئوت تيباشد. موقعيم يياگزون ابتدا 3دو رونوشت در 

اگزون مشترک  نيکه اول ياگزون چهار ژنوم يرو حذف شده بر
 نيا نيشده است. بنابرا جاديدهد ايم ليها را تشکنوشتدر رو

 نيدهد. دوميقرار م ريحذف هر دو نوع رونوشت را تحت تاث
 يانهيدآمياس يهاتيدر موقع بيبه ترت 2و  1 يهازوفرميا
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 حذف دو نيبنابرا. دارند قرار 119 → 11 و 154 → 25  
زودتر از موعد در  يتواند باعث کدون خاتمهيم يدينوکلئوت

 زوفرميدو ا کردن هر رفعاليغ جهيو در نت ينيپروتئ نيدوم يابتدا
(. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/75469شود )يم

نر و  گوتيهموز يهاموش نيانجام شده ب يهازشيطبق آم
 مينر عق گوتيهموز يهامشخص شد موش يوحش يهاموش

 ي[. همه5داشت ] ينخواهم يبا گزارشات قبل جهينت نيبودند. ا
ژن  CRISPR/Cas9 nickaseنشان داد که با استفاده از  هانيا

Spata19 ًفعال شده است. ريغ کاملا 
برده  گرفت که با روش به کار جهيتوان نتيم يطور کل به

توان يم يقبل يهاتر از روششده به طور موثرتر و آسان
پروژه از وکتور  نيکرد. چرا که در ا جاديناک اوت ا يهاموش

pX335 زمان هم انيامکان ب جادياستفاده شده که علاوه بر ا
gRNA  وRNAي Cas9 يافتهي، با دارا بودن فرم جهش Cas9 

دهد. يرا به شدت کاهش م يتخصص ريغ يهاامکان برش
توانند امکان يم Spata19 يناک اوت کل يهاموش نيچنهم

کند. يها فراهم مارگان ريمورد نظر را در سا عملکرد ژن يبررس
تواند يم يوانيمدل ح نياست که ا نيآن ا يهاکاربرد گرياز د

 .گرفته شود به کار سرطانو  ينابارور ،يشناسنيدر مطالعات جن
 

 تشكر و قدردانی
انواع  يبررس"نامه با عنوان انياز پا يمقاله بخش نيا

آن با  يسهيسالم و مقادر موش  Spata19ژن  يهارونوشت
مصوب دانشگاه علوم  "ناک اوت شده گوتيموش هموز

 يباشد که با همکاريم 104با کد  1396تهران در سال  يپزشک
 ستيو ز کيژنت يمهندس يو مساعدت پژوهشگاه مل

انجام شده است. در انتها لازم  يدام يفناور ستيز ،گروهيفناور
زاد يديعباس جمش يپروژه جناب آقا نيذکر است که در اهب
 .اندبوده ميپروژه سه نيا ياول در اجرا سندهيبه اندازه نو زين
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Introduction: SPATA19 gene is expressed in developmental stages of testis and some organs, but so far its function 

has only been examined in the testis. In this study, we provided an effective pathway for the generation of these mice 

using new CRISPR / Cas9 nickase method while generating Spata19 knockout mice for future studies in other organs. 

Materials and Methods: CRISPR / Cas9 nickase plasmids were synthesized using pX335 vector and designed 

gRNAs. So, each plasmid was transformed into E.coli and clonal selection was performed. The plasmids extracted 

from the bacteria were mixed in equal proportions and injected into the male pronucleus. Correspondingly, the zygotes 

carrying the plasmid were transferred to Oviduct of Foster mice. After pregnancy extent, born mice were analyzed.  

Results: We generated global knockout mice using CRISPR/Cas9 nickase technology. This deletion was examined 

at three levels of DNA, RNA and protein. Generated 2 nucleotides deletion was confirmed by sequencing at three 

levels of DNA, RNA and protein. By translating the mutated RNA sequence, it was determined that this deletion could 

cause premature stop codon. Phenotypic analysis confirmed infertility of male homozygous mice (Spata19 -/-). 

Conclusion: By generating Spata19 knockout mice, we present a protocol for generation of knockout mice. These 

mice could be applied as the infertile male mice and also for further characterization of Spata19 gene. 
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