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 مقاله پژوهشی  

از  ینشان داده شده است که گروه خاص راًیمتاستاز است. اخ یسرطان مارانیب نیدر ب ریمومرگ لیدلا نیتراز مهم یکی مقدمه:

miRNA(هاmicroRNA که )metastamir هستند یکیاثر متاستات یدارا شوندیم دهینام .miR-126 با متاستاز  یارتباط مشخص

 نیا انیکاهش سطح ب نیبنابرا ؛کندیم دایاز حد پ شیب انیب miR-10b نهیسرطان س زدر متاستا نیسرطان روده به کبد دارد. همچن
miRNAکیتکن قیتحق نیدر کاهش احتمال متاستاز داشته باشد. در ا یتواند نقش مهمیها م CRISPR-C2c2(Cas13a)  به

 .گرفت رقرا یها مورد بررسآن یکیجهت کاهش اثر متاستات miRNA سازهایشیپ یریگظور هدفمن

و  RCSB داده گاهیاز پا C2c2 میانجام شد. ساختار آنز یساختار کیوانفورماتیو ب کیوانفورماتیب یپژوهش با استفاده از ابزارها روش:

برخط  ستمیشدند. با استفاده از س هیته Mirnamapو  MirBaseه داد هایگاهیها از پاآن سازهایشیو پ miRNA هاییتوال
CRISPR-RT ،crRNAقرار گرفتند. ساختار  یابیو ارز یمورد بررس تیو از نظر اختصاص یمورد نظر طراح یتوال رندهیهدف گ یها

نحوه اتصال و سطح  یبررس و به منظور یسازهیشب RNAbuider2.8.2 افزارشده با استفاده از نرم یطراح یهاcrRNA یسه بعد
 شد. هاستفاد Hdockاز سرور  C2c2(Cas13a) میبا آنز crRNA یاتصال یانرژ

گیری مشابهت ساختاری بالا با وضعیت مشاهده شده در طبیعت نشان داده و جهت mir-126طراحی شده با هدف  crRNA:نتایج

گیری درستی ایجاد با وجود اختصاصیت بالا جهت mir-10bگیری طراحی شده به منظور هدف crRNAدر مورد  .مناسب حاصل شد
 نشد. 

در کنار  شودیم هیو توص ستین یکاف RNAدر سطح  شیرایو یشده برا یطراح یهاcrRNAمحور  یتوال یبررس گيري:نتيجه

 انجام شود. شتریبه منظور دقت هر چه ب یمولکول نگیو داک سازیهیشب ،تیاختصاص هیبرپا هاییبررس
 

 crRNA- CRISPR-RTمهار متاستاز ، CRISPR-C2C2(Cas13a)- metastamiR- ها:واژه كليد
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 مقدمه 
در  ریوممرگمتاستاز یکی از دلایل مهم و کلیدی در ایجاد 

مل چندین مرحله است فرآیند متاستاز شا بیماران سرطانی است.
، های گردشی بدنها را به سیستمکه امکان دسترسی سلول

ها در حین گردش در بدن و خروج از آن، مرگ سلول ازممانعت 
کند. فراهم می دسترسی به جایگاه هدف دیگر و تکثیر در آن را

برخی از مطالعات انجام شده از نقش برخی  اخیراً
microRNAاند. ادهها در متاستاز خبر دmicroRNA  که به

 RNAشوند، مولکول نشان داده می miRNAاختصار با 

نوکلئوتید است. این نوع از  22با طول تقریبی رمزگذار غیر
RNAا یافت ـهروسـوانات و برخی از ویـها در گیاهان، حی

ها سازی و تنظیم بعد از رونویسی بیان ژنخاموششوند و در می
ها درون سلول یافت miRNAیت اکثر [.1،2] دننقش دار

ها که با نام miRNAولی با این حال برخی از  ؛شوندمی
miRNA در  اندشدههای گردشی یا خارج سلولی شناخته

شوند این فضاها شامل انواع فضای خارج سلول یافت می
 [.3] های کشت سلولی استمایعات بیولوژیکی و محیط

زهای مکمل با ها بر مبنای جفت شدن باmiRNAعملکرد 
شدگی، در نتیجه این جفت گیرد وصورت می mRNAمولکول 

یندهای زیر خاموش آتوسط یکی از فر mRNAمولکول 
 شود:می

  برش رشتهmRNA به دو بخش 

  ناپایدارسازیmRNA  با واسطه کوتاه کردن دنباله
poly A آن 

 تر مولکول ترجمه با کارایی پایینmRNA  توسط
 [.4،5] هاریبوزوم

miRNAهای ای از رونوشتها از منطقهRNA می أمنش
پیدا کرده ساختارهای سنجاق  یتاخوردگگیرند که بر روی خود 

 1000کنند. ژنوم انسانی بیش از سری کوتاهی را ایجاد می
miRNA های که در انواع بسیاری از سلول [6] کندمی رمز را

ه در حدود رسد کپستانداران به فراوانی یافت شده و به نظر می
های انسانی و دیگر پستانداران را هدف قرار درصد از ژن 60
ها هم در گیاهان و هم در پستانداران miRNA .[7] دهندمی

رسد که در سطح خوبی محافظت شده هستند و به نظر می
رده نشان گستتحقیقات  .[8] ها دارندنقش حیاتی در تنظیم ژن

ها در انواع miRNAهای متفاوتی از دادند که مجموعه
بیان همچنین  .[9] شوندها بیان میها و بافتمتفاوتی از سلول

های متعددی ها در بیماریmiRNAناقص و دارای اختلال 

ها تحت بررسی و miRNAهای برپایه دیده شده و درمان
ثر در فرآیند ؤهای مmiRNAاز جمله  .[10] تحقیق هستند

ر وهم در رشد توم کرد که اشاره miR-21 توان بهمتاستاز می
 .[11] و هم در متاستاز آن نقش دارد

miR-21 گیری چندین ژن مهار کننده این نقش را با هدف
در  Mapsinو  TPM1 ،PDCD4تومور و متاستاز مانند 

و  Asanganiدهد. فرایند متاستاز سرطان سینه انجام می
در ژن  UTR`3به بخش  miR-21نشان دادند که  همکاران
Pdcd4 یندهای تهاجم آمتصل شده و در نهایت باعث ایجاد فر

 .[12] شوددر سرطان روده می
 Yin های بارزی از بیان نشان دادند که نشانه و همکاران

 miR-21و  miR-126 ،miR-141های miRNAبالای 

در سرم مشاهده شده است که ارتباط مشخصی با متاستاز 
های در سلول miR-10bای کبدی دارد. سرطان روده

اثر مثبتی  متاستازی سرطان سینه بیان بیش از حد پیدا کرده و
-miRها دارد. در واقع بیان ها و تهاجم آندر مهاجرت سلول

10b  با اتصال فاکتور رونویسیTwist  به پروموتورmiR-

10b [13]  شودالقا می. Liu نشان  یدر پژوهش و همکاران
های لنفوئیدی در بافت miR-10bدادند که در سرطان معده 

های توموری متاستاز مثبت، بیان بیشتری در مقایسه با بافت
باعث  miR-10bدر تومورهای معده غیر متاستازی دارد. 

و طی  AKTشده و فسفریلاسیون  RhoCتنظیم مثبت 
شود که در نهایت منجر به می HOXD10گیری هدف

 [.14] افزایش حالت تهاجمی سلول شده است
توانایی دست شناسان ترین ابزارهای زیستمله مهماز ج   

چراکه امکان مشخص کردن رابطه بین  است، DNAکاری 
و محصولات پروتئینی را فراهم کرده و  آن mRNAیک ژن، 

کند. با مهار کردن عملکرد ژن یا ها را معین میعملکرد آن
در درک اساس و  تریوسیعهای افقبه توان تغییر بیان ژن می

های جدید درمانی دست و حتی ارائه روش هاای بیماریمبن
 .[15،16] یافت

CRISPR/Cas9 که از  ی استیک سیستم ویرایش ژنوم
سیستم ایمنی باکتریایی اقتباس شده است. این تکنیک کارا، 

یا  Knock inگیری امکان هدفبوده و سریع و آسان 
Knock out [17]کند هر ژنی درون ژنوم را فراهم می. 

ای را کشف کردند DNAمحققین تکرارهای  1980در اواخر    
. ندشناخته شد CRISPR هایتوالی به عنوان بعدها که
 متصل بوده و CRISPRهمواره به جایگاه  Casهای ژن

دهند. میبروز ویژگی هلیکازی و اندونوکلئازی را  هامحصول آن
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ای ها دارولی همه آن ؛متفاوت است CRISPRهای طول آرایه
یک ویژگی مشخص در توالی خود هستند و آن حضور 

 (2)شکل  است (repeat-spacerفاصله )-های تکرارتوالی
گروه محقق مستقل از هم اعلام سه ، 2005در سال  [.18]

از منابع ویروسی و خارج  CRISPRهای Spacerکردند که 
ها در کنار یکدیگر منجر این یافته اند.کروموزومی مشتق شده

را به عنوان سیستم  CRISPRاین شد که محققین سیستم  به

 .ها بر علیه عوامل ژنتیکی خارجی بدانندایمنی اکتسابی باکتری
تا یک دهه گذشته، سیستم ایمنی اکتسابی ویژگی بود که فقط 

و  CRISPRکشف  ی کهشد، در حالها یافت میدر یوکاریوت
ها تر باکتریمنجر به این فرضیه شد که بیش Casهای پروتئین
 ای هستنددارای سیستم ایمنی اکتسابی پیچیده نیز هاو آرکی

[19.] 

  

 

 
 CRISPR [18]شماتيکی از توالی هاي  :2شکل 

 

حافظه ایمنی را  CRISPRهای اکتسابی، آرایه در این سیستم

ه های مهاجم بکه از پاتوژن spacersیا « هافاصله»در فرم 

  (3)شکل  کندذخیره می repeatsیا آیند و تکرارها دست می

[19]. 

 

 
 .CRISPR [19]طرحی از مکانيسم سيستم دفاعی باكتریایی با استفاده از  :3شکل 

 

 
خارجی به واسطه  DNAبرای  CRISPR/Casاختصاصیت 
 Protospacer) جفت بازی است که با نام 5تا  3حضور توالی 

Adjacent Motif) PAM ی شود. توالشناخته میPAM 

های هدف که توالی هاprotospacerدر مجاورت بالادست 
ها امکان این موتیف قرار دارد. ،خارجی هستند DNAدر 

خودی باکتریایی و غیرخودی  DNAتفکیک و شناسایی 
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آوردند. در واقع برای فراهم می Casمهاجم را برای اندونوکلئاز 
جود با و ضروری هستند. Casگیری با آنزیم برش و هدف

های زیاد در زمینه ویرایش ژنوم با استفاده از تکنیک موفقیت
CRISPR-Cas9 ،ی ویرایش اسیستمی برRNA  گزارش

به  CRISPR-C2c2(Cas13a)سیستم  اخیراً .نشده بود
گزارش شده  RNA ویرایشگیری و عنوان ابزاری برای هدف

باکتری  21در ژنوم  CRISPR-C2c2 (Cas13a)است. 
 CRISPRهای سیستم 2از کلاس  VIنوع کشف شده و به 

 تعلق دارد.

در ابتدا به  CRISPR-C2c2در سیستم  CRISPRآرایه   
pre-crRNA شود. رونویسی میcrRNA آنزیم بالغ به 

C2c2  متصل شده و آن را به سمت هدف بر رویRNA 

کند. در ادامه در جایگاه هدف ای هدایت میمشخص تک رشته
 RNAبرش تک رشته  C2c2تئین از پرو HEPNهای دمین

برای انجام  crRNA حلقه-دهند. ساختار ساقهرا انجام می
 crRNAبنابراین تکرارهای پالیندرومیک  ؛برش مورد نیاز است

 ظحفحلقه -ساقهنوکلئوتید باشند تا ساختار  24بایستی بیش از 
 28-22در ترکیب با طول  C2c2شود. علاوه بر این، 
ثری برش را ؤبه طور م crRNAکمل نوکلئوتیدی از بخش م

نوکلئوتید  CRISPR-C2c2سیستم کند. گری میمیانجی
(A,U or C)H  3`برای ناحیه کنار  را protospacer 

 Protospacer Flanking) دهد، این بخش باترجیح می

Site) PFS که برش  بازی تکشود. نشان داده میRNA 
تواند به راحتی می C2c2. کندیم گرییانجیرا م یاتک رشته

 شود تبدیل RNAبه پروتئین غیرفعال متصل شونده به 
(dC2c2)  دمین  2این امر با ایجاد جهش در هر یک از

HEPN پذیر است. در مقایسه با امکانC2c2 ،dC2c2 

عنوان پروتئین متصل شونده به  کاربردهای بالقوه بیشتری به
RNA [20]  دارد. 

 هدفو  یوانفورماتیکیب یاز ابزارها استفاده باپژوهش  ینا در  
در متاستاز  یلدخ یهاmicroRNA سازپیش قرار دادن

 تنظیم برای راهکاری نو ینه،روده و س های شایعسرطان
به منظور  ین. همچنشد ارائه هاسرطان این پسارونویسی

مطالعه  ینا در یشنهادیپ یکتکن یتدقت و اختصاص یشافزا
(CRISPR-C2c2 )یدر سطح طراح زهاآنالی ابتدا crRNA 

به کمک  ساختاری هایبررسی سپس و انجام هدف مورد
. نگاه همه گرفت صورت یساختار یوانفورماتیکب هایروش
علاوه بر  بیوانفورماتیکی ابزارهای کمک به مطالعه این جانبه

 ثیرأت تواندیم CRISPR-C2c2 یستمس ییکارا یشافزا
 خطای و آزمون عاتدفو  ینهزمان، هز کاهش در چشمگیری

 داشته باشد. پژوهشگران

 

 
 C2c2 (pdb 5WTJ)پروتئين  :4شکل 

 

 روش
ساز های پیشبرای انجام این پژوهش نظری، ابتدا توالی

miRNA های هدف از سرورmirnamap  وmirBase 
های بالغ به دلیل اندازه miRNAگیری تهیه شدند. هدف

بنابراین کنترل  ؛قبول نبودم off-targetکوتاه و امکان ایجاد 
miRNAساز صورت های دخیل در متاستاز در مرحله پیش

 (.1 پذیرفت )جدول

 
 

 mir-126و  b10-mirهاي miRNAتوالی  :1جدول 
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 های هدف گیرنده، از سرور برخطcrRNAبرای طراحی 

(RNA targeting) CRISPR-RT.استفاده شد 
CRISPR-RT است که امکان طراحی می الگوریتcrRNA 

 شکل) را فراهم آورده است CRISPR-C2c2برای تکنیک 
در گستره وسیعی از پارامترها را دستوری این سیستم امکان  (5

پذیر امکانرا با بیشترین دقت  crRNAفراهم کرده و طراحی 

، crRNAتوانند طول منطقه مکمل کند. این پارامترها میمی
PFS های قابل پذیرش یا گپ های اشتباهشدگی و تعداد جفت

بعد از مشخص کردن و تنظیم  باشند. ،توسط سیستم
لیستی از  CRISPR-RT سیستم پارامترهای مورد نظر،

 هایبراساس داده های متفاوت رابا ویژگی crRNAهای توالی
 .[15] دهدارائه می برای توالی هدف مورد انتظار، ورودی

 
 

 
 CRISPR-RTفرآیند فلوچارت  :5شکل 

 .، نمایش داده شده استكندورودي كاربر و نتایج حاصل را پردازش می RNAتوالی در فلوچارت مسيري كه *

 

 
crRNAگیری های انتخابی برای هدفmir-10b  وmir-

سازی مدل 2.8.2RNAbuiderافزار با استفاده از نرم 126
یا  MMBان با عنو ترشیپافزار که . این نرم[20،19] شدند

macromolecule builder  شده، برای نیز شناخته
مورد استفاده قرار می RNAو  DNAسازی پروتئین، شبیه

نوشته شده است و برای  C++افزار با کدهای گیرد. این نرم
در واقع  .[22،21] های عامل قابل استفاده استانواع سیستم

crRNA های طراحی شده در ساختاری که با عنوان
scaffold به  ؛گیرندشود، مورد استفاده قرار میشناخته می

برای هدف RT-CRISPRعبارتی بخش طراحی شده توسط 
گیرد و بخش گیری منطقه هدف مورد استفاده قرار می

scaffold گیرد با توجه به ساختار دوم و سومی که به خود می
 که Scaffoldشود. استفاده می 2c2Cآنزیم  سازیبرای فعال
، ساختار پیشنهادی خود مطالعه به کار گرفته شددر این 

با  یتوال ینا است، RT-CRISPRالگوریتم مورد استفاده در 
 ارائهو  ییدأت یقبل هایپژوهش اساس بر حلقه-ساقهساختار 

منطبق بر این ساختار و بخش طراحی شده و  .[16] استشده 
 م شد.انجا crRNAسازی ساختار سه بعدی هدف گیرنده مدل

Precursor 

)10b-mir( 

>hsa-mir-10b 

CCAGAGGUUGUAACGUUGUCUAUAUAUACCCUGUAGAAC 

CGAAUUUGUGUGGUAUCCGUAUAGUCACAGAUUCGAUUC 

UAGGGGAAUAUAUGGUCGAUGCAAAAACUUCA 

Precursor 

)126-mir( 

>hsa-mir-126 

CGCUGGCGACGGGACAUUAUUACUUUUGGUACGCGCUGUG 

ACACUUCAAACUCGUACCGUGAGUAAUAAUGCGCCGUCCACGGCA 
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اده داز پایگاه  a)13(Cas2c2Cساختار کریستالوگرافی آنزیم 
 افزاردریافت و ساختار توسط نرم wtj5پروتئین یا کد 

9.17Modeller ولی ترمیم شد. به منظور انجام داکینگ مولک
 a)13(Cas2c2Cسازی شده با آنزیم های شبیهRNAبین 

به  این سرور برخط .[23] استفاده شد HDOCKاز سرور 
-تئینپروتئین، پرو-منظور انجام داکینگ مولکولی پروتئین

DNA و پروتئین-RNA  گرفتمورد استفاده قرار .
HDOCK ها از داکینگ سراسری برای ایجاد کمپلکس
ر دلیه ت اوبنابراین نیازی به داشتن اطلاعا ؛نمایداستفاده می

 .[24]مورد محدوده اتصال نیست 
زارهای افنگ با استفاده از نرمهای حاصل از داکیکمپلکس   

PyMol  وVMD .مورد بررسی و مقایسه قرار گرفتند 
 

 نتایج

 CRISPR-RTها با سرور crRNAطراحی و انتخاب 

، CRISPR-RTبا تنظیم پارامترهای مورد نیاز در سرور 
 هایورودی و الگوریتم RNAکاندیدهایی بر اساس توالی 

 ی درهر توالی ورود های غیرهدف، برایو دقیق جایگاهجستج
ارائه ( Genome) ژنگانو ( Transcriptome) رونوشتگان

،  CRISPR-RT. بنابر نتایج حاصل از سرورشد
crRNAهای مناسب با در نظر گرفتن پارامترهای جایگاه 

اد ، کمترین تعدGCمورد نظر، درصد  crRNAشروع و پایان 
 جایگاه غیرهدف در ژنگان و رونوشتگان که نشان دهنده

 اختصاصیت توالی طراحی شده است، انتخاب شدند. 
crRNAبه ترتیب برای  7و  6های های طراحی شده در شکل

mir-10b  وmir-126 اند. ارائه شده 

 

 
 mir-10b يريگشده با هدف یطراح يهاcrRNA :6شکل 

 

 mir-126 يريگهدفشده با  یطراح يهاcrRNA :7شکل 
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ها با توالی اتصال آن شده و نحوههای انتخاب crRNA توالی
( 9و  8های )در شکل mir-126و  b10-mirهدف، برای دو 

ها توالی بنفش که در آنه صورت شماتیک نمایش داده شد ب

طراحی شده است و بخش  crRNA رنگ نشان دهنده
یا چهارچوبی را که  scaffoldساختار  رنگیمشک خوردهچیپ

crRNA نمودا مشخص گیرد ردر آن قرار می. 

 

 
  

 b10-mirطراحی شده براي  crRNA :8شکل  mir-126طراحی شده براي  crRNA :9شکل 

 

افزار هاي طراحی شده با نرمcrRNAسازي شبيه
RNA builder 2.8.2 

و  هاRNAcrبه منظور بررسی میانکنش و کمپلکس بین 
های crRNA، در ابتدا توالی a)13(Cas 2C2Cآنزیم 

مورد نظر به  microRNAساز دو برای پیش طراحی شده
 ساختار سه بعدی سازیشبیه سازی شدند.بعدی شبیهصورت سه

crRNA هایb01-mir  126و-mir،  شامل ساختار حلقوی
با  crRNAتشکیل شده از جفت بازهای بین بخش ابتدایی 

سازی شده خود و توالی خطی است، این ساختار طراحی و شبیه
ده شده در حالت طبیعی شباهت بالایی را نشان با ساختار مشاه

 (.11و 10)شکل داد 

 
 

 
 mir-126طراحی شده براي  crRNAمدل سه بعدي  :10شکل 
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 b10-mirطراحی شده براي  crRNA. مدل سه بعدي 11شکل 

 
 

 

 HDOCKبا سرور  crRNAو  2c2Cداكينگ آنزیم 

کدام از  ، برای هرHDOCKبر خط با استفاده از سرور 
microRNA ،مدل داکینگ  100های هدفcrRNA 

 100از بین ارائه شد که  a)13(cas2c2Cبا  شدهیسازهیشب

مدل برتر بر اساس سطح انرژی  10 ،مدل پیشگویی شده
 .(3 و 2 )جدول انتخاب شدند

 
 mir-126طراحی شده براي  crRNAميانکنش بين پروتئين و  بر اساسهاي طراحی شده مدل :2جدول 

1 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Rank 

89/266- 13/267- 61/267- 64/269- 97/270- 31/276- 72/285- 54/289- 83/290- 48/345- Docking 

Score 

 
 b10-mirي طراحی شده براي  rRNAcهاي طراحی شده براساس ميانکنش بين پروتئين و مدل :3جدول 

1 9 8 7 6 5 4 3 2 1 Rank 

64/287- 93/285- 18/287- 05/298- 70/298- 76/298- 79/299- 59/302- 21/303- 25/307- Docking 

Score 

 

 

با استفاده از دو  crRNAو  2c2Cکمپلکس داکینگ آنزیم 
 )شکل مورد بررسی قرار گرفتند Pymolو  VMDافزار نرم
های تشکیل شده مشاهده شد (. با بررسی کمپلکس13 و 12

مشابهت  mir-126طراحی شده با هدف  crRNAکه 
ساختاری بسیار بالایی با وضعیت مشاهده شده در حالت طبیعی 

گیری بخش سنجاق سری برای به عبارتی جهت ،دادنشان 

به درستی اتفاق افتاده  a)13(Cas2c2Cسازی آنزیم فعال
گیری طراحی شده به منظور هدف crRNAاست. در مورد 

b10-mir بنای توالی های بر مکه در بررسی با وجود این
درستی اتفاق ه گیری بشد، جهتاختصاصیت خوبی مشاهده 

سازی بنابراین به احتمال بسیار زیاد عدم فعال ؛است فتادهین
 درست آنزیم دور از انتظار نیست.
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 mir-126طراحی شده براي  crRNAبا  2c2Cسازي شده پروتئين كمپلکس شبيه :12شکل 

 

 

 
 b10-mirطراحی شده براي  crRNAبا  2c2Cازي شده پروتئين سكمپلکس شبيه: 13شکل 

 

 يريگجهينتبحث و 
که به بیان بالای  بر اساس مطالعات انجام شده

microRNA ها به ویژه دوmicroRNA  انتخابی در این
های روده و در متاستاز سرطان mir-126و  mir-10bمطالعه 

انیسم درمانی برای سینه اشاره دارند و به منظور ارائه نوعی مک
گیری ها، در مطالعه حاضر هدفجلوگیری از متاستاز در سرطان

با استفاده از تکنیک  mir-126و  mir-10bسازهای پیش
CRISPR-C2c2 .مورد ارزیابی قرار گرفت 

های بر مبنای توجه به کارایی و دقت بالای تکنیک با
CRISPR افت.یهای متعدد افزایش استفاده از آن در زمینه 

هدف  RNA با توانایی ویرایش 2c2C-CRISPRتکنیک 

های با بیان پتانسیل بالایی برای استفاده در درمان بیماری
که آنزیم  الیزهای بیوشیمیایی نشان دادآن .بوددارا  را بالای ژن

2c2C  توسطcrRNA  هدایت شده و درRNA  هدف ایجاد
توانایی این تکنیک وابسته به بنابراین دقت و  ؛کندبرش می

در این [. 24] است crRNA اختصاصی درست و طراحی
مطالعه به منظور افزایش اختصاصیت و بهبود عملکرد کمپلکس 

CRISPRهای انجام شده در انتخاب ، علاوه بر بررسی
crRNA با سرور ،RT-CRISPR  تعداد که بر مبنایoff 

targetرونوشتگان، درصد  ودر ژنگان  هاGC موقعیت ،
پایداری کمپلکس قرارگیری در توالی ژنومی و ... است، 

بیوانفورماتیک  نظرنقطهاز  ریبونوکلئوپروتئینی تشکیل شده
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نیز مورد  crRNAساختاری و میزان تمایل اتصال آنزیم و 
 . رفتبررسی قرار گ

های هدف crRNAبر این اساس بعد از طراحی و انتخاب   
توسط سرور  irm-126و  b10-mirسازهای پیش
RT-CRISPR  که برای ویرایشRNA ها طراحی شده

  2.8.2RNA builder افزارنرماست، با به کارگیری 
ها انجام و ارزیابی crRNAساختارهای سه بعدی  یسازهیشب

های ساختاری سازی بر اساس ویژگیشدند. این شبیه
crRNA  .و نواحی تشکیل دهنده ساقه و حلقه انجام پذیرفت

راهنما در  RNAصحیح  یتاخوردگین فرآیند امکان بررسی ا
 نماید. را فراهم می CRISPRتکنیک 

 RNAو  2c2Cدر ادامه برای ارزیابی عملکرد کمپلکس آنزیم 

سازی ساختار کریستالوگرافی توسط ، پس از بهینهراهنما
 HDOCK، با استفاده از سرور 9.17modellerافزار نرم

مدل بر مبنای  10مدل ارائه شده  100ز داکینگ انجام شد که ا
و  VMDافزارهای انتخاب و با نرم سطح انرژی اتصالی

Pymol 2های ارزیابی شدند. مطابق نتایج ارائه شده در جدول 
سازی شده به طراحی و شبیه crRNAانرژی اتصال  3و 

 HDOCKبا استفاده از الگوریتم سرور برخط  2c2Cآنزیم 

ترین سطح انرژی اتصالی انتخاب ینیپا محاسبه شده و مدل با
های انجام شده و بررسی نحوه اتصال شد. برمبنای ارزیابی

crRNA افزارهای با استفاده از نرمVMD  وPymol 

 target-offکه بدون  یاcrRNAهر  لزوماً  ،مشاهده شد

شود و متصل نمی 2c2C، در موقعیت مناسبی به آنزیم باشد
آنزیم قرار  RECدر دمین  RNAcrساقه در -ساختار حلقه

توان پیشگویی کرد که توانایی لازم نتیجه می گیرد، درنمی
سازی آنزیم را نداشته و در نتیجه تکنیک برای فعال

2c2C-CRISPR تواند کارایی مورد انتظار را داشته نمی
طراحی شده با  crRNAباشد. در این مطالعه مشاهده شد که 

با وجود اختصاصیت مناسب  b10-miRساز گیری پیشهدف
 crRNAکه  سطح انرژی اتصالی مناسبی نداشت، در حالی

هم  miR-126ساز گیری پیشطراحی شده به منظور هدف
 اختصاصیت مناسب و هم سطح انرژی اتصالی مناسبی داشت.

و همکاران مشخص  Liuبر اساس مطالعه انجام شده توسط  
 crRNAدر شناسایی  a)13(Cas 2c2Cشد که آنزیم 

 پایه توالی و ساختار دارد، به عبارتی ساختار ساقه رفتاری بر
هم در اختصاصیت عملکرد  crRNAیل شده در کحلقه تش

ثر است. از ؤآنزیم اثر داشته و هم در ویژگی اندونوکلئازی آن م
طرف دیگر در همان پژوهش مشخص شده است که قرار 

ده طراحی ش crRNAحلقه مربوط -گیری درست بخش ساقه
[. 25]ثر است ؤم آنزیم در فعال شدن آن کاملاً RECدر دمین 

و آنزیم  crRNAمیانکنش بین ساقه  همچنین بررسی
2c2C که این میانکنش از طریق پیوندهای  داد، نشان

های جانبی رزیدوهای با الکتروستاتیک و هیدروژنی با زنجیره
های ت. رزیدوهای با بار مثبت که به فسفاشدبار مثبت انجام 

crRNA آنزیم  شده حفاظتشوند، بخشی از توالی متصل می
2c2C های بارز آن نیز به شمار است که از جمله ویژگی

های هیدروکسیل های فسفات، گروهآید. علاوه بر گروهمی
crRNA ای را با دمین هلیکازی و دیگر تعاملات گسترده

کمپلکس  بر همین اساس .[26] کنندهای آنزیم ایجاد میدمین
را  crRNAحاصل از داکینگ موقعیت قرارگیری آنزیم و 
در  crRNAنسبت به هم و همچنین صحت قرارگیری 

که در نهایت  کندهای مورد انتظار آنزیم را مشخص میدمین
و  b10-mirتواند منجر به برش صحیح پیش سازهای می

126-mir  شود و کاهش سطح اینmicroRNA ها در
یری از متاستاز در پی داشته باشد. این سلول با هدف جلوگ

های بر مبنای بیوانفورماتیک ساختاری گوییها و پیشبررسی
گیری از آزمون و خطاهای پرهزینه تواند به میزان چشممی

 آزمایشگاهی و اتلاف وقت پژوهشگران نیز جلوگیری نمایند.
استفاده از ابزارهای محاسباتی به طور خاص در زمینه    

های انجام شده را تواند دقت طراحیزی و داکینگ میسامدل
افزایش دهد. با در نظر گرفتن هزینه  میزان قابل توجهیبه 

و به طور  رونوشتگان و ژنگان یرایشهای وبالای تکنیک
گیری درست ، هدفCRISPRهای مبتنی بر خاص تکنیک

گیری دقیق پیشنتیجه و نتایج غیرتواند از تکرارهای بیمی
در پژوهش حاضر مشخص شد که بررسی توالی محور اید. نم

crRNA های طراحی شده برای اعمال ویرایش در سطح
RNA های شود که در کنار بررسیکافی نیست و توصیه می
سازی محور و داکینگ های شبیهاختصاصیت بررسی برپایه

 مولکولی به منظور دقت هر چه بیشتر انجام شود.
های روش پیشنهادی در این پژوهش از جمله محدودیت   
افزارهای مناسب برای داکینگ مولکولی توان به کمبود نرممی

اشاره کرد.  DNA/RNAبین پروتئین و اسیدهای نوکلئیک، 
های برخط به افزارها و سیستمبه طور کلی هرچه تعداد نرم

های ساختاری اسیدهای نوکلئیک و سازیمنظور انجام شبیه
های و پروتئین و آنزیم DNA/RNAبین  داکینگ مولکولی

تر بوده و به تبع آن هدف بیشتر باشد، نتایج حاصل دقیق
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نیز با دقت  CRISPRپیشگویی دقت تکنیک مولکولی 
 بالاتری انجام خواهد شد.
شود که به منظور افزایش دقت، در پایان پیشنهاد می

-های حاصل از داکینگ مولکولی با استفاده از نرمکمپلکس

تا در نهایت بتوان  سازی شوندفزارهای دینامیک مولکولی بهینها
های بر مبنای محور با ارزیابی-های توالیبا تلفیق روش

را  crRNAبیوانفورماتیک ساختاری با اختصاصیت بیشتری 

CRISPR-گیری با استفاده از تکنیک طراحی کرده و هدف

2c2C .را انجام داد 
 

 تعارض منافع 
تضـاد  گونـهچیهکـه  نـدینمایمتصریح  سندگانوسیله نویبدین

ـــدارد. ـــود ن ـــر وج ـــژوهش حاض ـــوص پ ـــافعی در خص من
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Original Article 

 

Introduction: Metastasis is one the most important causes of mortality in cancer patients. Recent 

studies have shown the metastatic potential of a specific group of microRNAs called metastamirs.  

miR-126 is shown to be correlated with the colorectal liver metastasis. Also, overexpression of miR-

10b has been reported in metastatic breast cancer.  Therefore, down regulation of these miRNAs at 

transcriptional level can reduce the probability of metastasis. This study analyzes targeting of 

miRNAs precursors using CRISPR-C2c2 (Cas13a) technique. 

Method: To conduct this study, we used bioinformatics and structural bioinformatics methods. The 

structure of C2c2 (Cas13a) enzyme was obtained from RCSB database, and the sequences of 

miRNAs and their precursors were collected from MirBase and Mirnamap. The crRNAs were 

designed, evaluated and checked for their specificity by using CRISPR-RT. The modeling of the 

three-dimensional structure of the designed crRNAs was performed by RNAbuilder 2.8.2 software. 

We used Hdock server to perform molecular docking to assess the energy level and the position of 

docked molecules.   

Result: The crRNA designed for mir-126 showed high structural similarity with the situation 

observed in nature and appropriate orientation was obtained. In the case of crRNA designed to 

target mir-10b, despite high specificity, the correct orientation was not established. 

Conclusion: Sequence-based evaluation of crRNAs designed for RNA-level editing is insufficient, 

and it is recommended that, along with specificity, simulation and molecular docking studies, be 

performed for higher accuracy. 

 

Keywords: MetastamiR, CRIPSR-C2c2(Cas13a), Metastasis inhibition, CRISPR-RT, crRNA 
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