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Abstract 

 

Efficient manipulation of genes in organisms has propelled research in understanding 

mechanisms that govern life. New techniques that allow editing in single-celled 

organisms as well as complex life forms such as animals and plants are gaining traction. 

At the heart of such advances are custom-designed nucleases like zinc finger nucleases 

(ZFNs), transcription activator-like effector nucleases (TALENs) and the 

CRISPR/Cas9 system. 

A naturally occurring adaptive defence mechanism found in prokaryotes, the 

CRISPR/Cas9 system has been repurposed as an RNA-guided DNA targeting 

machinery. This transformative technology has shown great promise for biology, 

genetics and medicine. However, it’s widespread application for safe and effective 

genome editing and transcription modulation has been curbed by its inadequate 

specificity. In this thesis, the key factors involved in determining the efficacy of 

CRISPR/Cas9 have been studied that can be incorporated in guide RNA design tools to 

improve their predictions. Further, the study of the mechanism of on-target activity by 

Gaussian accelerated molecular dynamics solution has been carried out to determine 

sub-molecular interactions essential for driving Cas9 activity. 
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सार 

जीव ों में जीन ों के कुशल क्रम परिवर्तन ने जीवन क  ननयोंनिर् किने वाले र्ोंि ों क  समझने में 

अनुसोंधान क  पे्ररिर् नकया है। नई र्कनीकें  ज  एकल-क नशका वाले जीन म के साथ-साथ 

जानवि ों औि पौध ों जैसे जनिल जीवन रूप ों में सोंपादन की अनुमनर् देर्ी हैं, आकर्तण प्राप्त कि 

िही हैं। इस र्िह की प्रगनर् के कें द्र में अनुकूनलर् नकए गए नू्यक्लियीज़ जैसे नज़ोंक न ों गि 

नू्यक्लियीज़ (TALEN), ि्ाोंसनक्रप्शन एक्टीवेिि-लाइक इफेक्ट नू्यिीज़ (ZFN) औि नक्रस्पि-

कस 9 नसस्टम हैं। 

प्र कैरिय ि्स में पाया जाने वाला एक स्वाभानवक रूप से ह ने वाला अनुकूली िक्षा र्ोंि, नक्रस्पि-

कस 9 प्रणाली क  एक आिएनए-ननदेनशर् डीएनए लक्ष्यीकिण मशीनिी के रूप में पुनननतनमतर् 

नकया गया है। इस परिवर्तनकािी र्कनीक ने जीव नवज्ञान, आनुवोंनशकी औि निनकत्सा के नलए 

बहुर् आशाजनक कायत नकये है। हालााँनक, यह सुिनक्षर् औि प्रभावी जीन म सोंपादन औि 

प्रनर्लेखन समाय जन के नलए व्यापक अनुप्रय ग है, इसकी अपयातप्त नवनशष्टर्ा प्रनर्ि ध बन गयी 

है। 

प्रसु्तर्  श ध प्रबन्ध में नक्रस्पि-कस 9 की प्रभावशीलर्ा का ननधातिण किने में शानमल प्रमुख 

कािक ों का अध्ययन नकया गया है। नजन्हें उनकी भनवष्यवानणय ों क  बेहर्ि बनाने के नलए गाइड 

नडज़ाइन िूल में शानमल नकया जा सकर्ा है। इसके अलावा, कस 9 गनर्नवनध क  िलाने के नलए 

आवश्यक उप-आक्लिक, पिस्पि प्रभाव ननधातरिर् किने के नलए गॉनसयन त्वरिर् आणनवक 

गनर्शीलर्ा समाधान द्वािा ऑन-िािगेि गनर्नवनध के र्ोंि का अध्ययन नकया गया है। 
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