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Abstract 

 

In spite of a decade of research in the area of targeted genome editing, which has 

revolutionized the field of science, technology and medicine, there are still many 

aspects that limit the widespread use of genome editing tools for targeted cleavage of 

the region of interest in genomic DNA. Various issues associated with these tools 

include the lack of specificity and precision, low efficiency in mammalian cells, 

delivery into the cells and immunogenicity. In this thesis, I have studied the problem 

of specificity and precision of one of the most recent genome editing tool- 

CRISPR/Cas9 system.  

The ability to direct the CRISPR/Cas9 nuclease to a unique target site within a 

genome holds great promise in the field of targeted genome engineering. However, 

CRISPR RNA is reported to bind to other genomic locations that differ from the 

intended target site by a few nucleotides, demonstrating significant off-target activity. 

Previous studies have sought to predict CRISPR target sites and their corresponding 

possible off-targets within a genome that are mainly based on sequence similarity 

between CRISPR RNA and the genomic DNA. Moreover, the intricacies of RNA-

DNA interaction recently reported in literature, namely the mismatch, single guide 

RNA and DNA bulge tolerance pattern are not yet explored for screening the off-

targets. This thesis is an attempt to understand the working of CRISPR/Cas9 system, 

mainly focusing on the factors governing its on-target and off-target activity. A 

webserver called CRISPcut has been developed for prediction of optimal sgRNAs for 

targeting the human genome in different cell types. The predictions made by this 

webserver were further improved using a machine learning-based model that gives the 

probability of a human genomic region (similar to the target site) to be an off-target 

location for cleavage. Finally, the applicability of CRISPR/Cas9 system to target 

cancer-specific cell vulnerabilities for designing new therapeutic interventions was 

investigated.



 

 

 

साराांश 

 

लक्षित जीनोम संपादन के िेत्र में एक दशक के अनुसंधान ने क्षिज्ञान, प्रौद्योक्षिकी और क्षिक्षकत्सा 

के िेत्र में क्ांक्षत लाई। इसके बािजूद अभी भी कई पहलू हैं जो जीनोम संपादन उपकरण के 

व्यापक उपयोि को उदे्दशित जीनोक्षमक डीएनए के लक्षित अनुभेदन के क्षलए सीक्षमत करते हैं। 

इन उपकरणो ं से जुडे क्षिक्षभन्न मुद्ो ं में क्षिक्षशष्टता और पररशुद्धता की कमी, स्तनधारी 

कोक्षशकाओ ंमें कम दिता, कोक्षशकाओ ंमें क्षितरण और अक्षनयंक्षत्रतता शाक्षमल हैं। इस थीक्षसस 

में, मैंने सबसे आधुक्षनक जीनोम संपादन साधन- शिस्पर/कैस9 प्रणाली की क्षिक्षशष्टता और 

सटीकता की समस्या का अध्ययन शकया है। 

जीनोम में एक अक्षितीय लक्ष्य स्थल के क्षलए शिस्पर/कैस9 नुक्लिएस को क्षनदेक्षशत 

करने की िमता लक्षित जीनोम अक्षभयांक्षत्रकी के िेत्र में अद्भुत क्षमता दिााती है। यद्यशि 

शिस्पर आरएनए को कुछ नू्यक्लियोटाइड्स िारा लक्षित स्थल से क्षभन्न अन्य जीनोक्षमक स्थानो ं

से बााँधने की सूिना दी गई है, जो महत्वपूणण ऑफ-टािेट िक्षतक्षिक्षध का प्रदशणन करते हैं। क्षपछले 

अध्ययनो ं ने एक जीनोम में शिस्पर लक्ष्य साइटो ं और उनके संबंक्षधत संभाक्षित लक्ष्य का 

अनुमान लिाने का प्रयास शकया है, जो मुख्य रूप से शिस्पर आरएनए और जीनोक्षमक डीएनए 

के बीि अनुक्म समानता से संबंक्षधत हैं। शकिं तु हाल ही में साक्षहत्य में सुचना दी गई है शक 

आरएनए-डीएनए परस्पर क्षक्या की पेिीदक्षियो,ं अथाणत् बेमेल, एसजीआरएनए  और डीएनए 

उभार सक्षहषु्णता पैटनण को ऑफ-टारिेट की जांि के क्षलए नही ं खोजा िया है। यह थीक्षसस 

शिस्पर/कैस9 प्रणाली के कायण को समझने का एक प्रयास है, मुख्य रूप से इसके ऑन-

टारिेट और ऑफ-टारिेट िक्षतक्षिक्षध को शनयिंशित करने वाले कारक िं िर ध्यान कें शित कर रहा 

है। शवशभन्न प्रकार िं में मानव जीन म क  लशक्षत करने के क्षलए इष्टतम एसजीआरएनए की 

िूवाानुमान के क्षलए शिस्पकट नामक एक िेबसिणर क्षिकक्षसत क्षकया िया है। इस िेबसिणर िारा 

शकये गए अनुमाशनत िररणाम को एक मशीन लक्षनिंि-आधाररत मॉडल का उपयोि करके और 

भी बेहतर बनाया िया, क्षजसने मानि जीनोक्षमक िेत्र (लक्ष्य साइट के समान) को अनुभेदन के 

क्षलए एक ऑफ-टारिेट स्थान ह ने की सिंभावना बताता है। अिंततः नए क्षिक्षकत्सीय हस्तिेपो ंकी 

रचना करने के क्षलए कैं सर-क्षिक्षशष्ट कोक्षशकाओ ं की कशमय िं को लक्षित करने के क्षलए 

शिस्पर/कैस9  प्रणाली की प्रयोज्यता की जांि की गई है। 
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