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مقدمه

پیشـرفت علـوم خدمـات بسـیاری بـه بشـریت انجام داده اسـت ،به شـکلی کـه کیفیت زندگـی انسـان در دنیای امـروز قابل 
مقایسـه بـا گذشـته نیسـت، بخـش بزرگـی از بیماری هـا کنترل شـده اند کیفیت زندگی بهتر شـده اسـت. متوسـط عمر انسـان 
هـا تـا 4 سـال افزایـش یافتـه اسـت و امیـد مـی رود  این بهبودی هر روز بیشـتر و بیشـتر باشـد اگر چـه هنـوز راه درازی در 
پیـش اسـت امـا امیدهـا هـر روز پـر رنـگ تـر مـی شـوند. وجـه مشـترک همه پیشـرفت هـای علمی گذشـته کشـف و شـناخت 
پدیـده هـای طبیعـی ، علمـی و کاربـرد آنها در کنتـرل بیماری ها و بهبـود وضعیت زندگی بشـر و همچنین تکنولوژی پیشـرفته 

بوده اسـت.
 در سـال هـای اخیـر بـا ظهـور وجـوه جدیـدی از دانش و تکنولوژی شـرایط  به سـرعت در حال تغییر اسـت به شـکلی که 
نـه فقـط شـناخت پدیـده هـا و کاربـرد آنها مهم اسـت بلکه به نوعی شـناخت عمیـق تر و در سـطح مولکولی پدیده آمده و بشـر 
توانمنـدی مداخلـه و تغییـر در رونـد پدیده های طبیعی را به دسـت آورده اسـت و این توانمندی روز به روز در حال گشـترش 
وفربـه تـر شـدن مـی باشـد. بیوتکنولـوژی، نانوتکنولـوژی ، ژنتیـک ، تـوان ویرایـش ژنی و پزشـکی بازسـاختی از این دسـت 
تحـولات مهـم و ارزشـمند هستند.شـکی وجـود نـدارد که از دسـت دادن دنـدان ها و بافـت های مجـاور نگه دارنـده آن یکی از 
مشـکات قدیمـی بشـر بـوده اسـت و همچنـان در دنیـای جدید هـم از چالش های پیش روی انسـانها  و سیسـتم های سـامت 
اسـت.اگرچه رشـته دندانپزشـکی بـا گسـترش خـود توانسـته تـا حـد زیـادی از رنـج بشـر در ایـن زمینـه را بکاهـد. امـا عمده 
 regenerative  ( تمرکـز  بـر جایگزینـی نسـوج از دسـت رفتـه با مواد دندانپزشـکی بـوده اسـت. در دندانپزشـکی بازسـاختی
dentistry  ( تـاش بـر ایـن اسـت نسـوج از دسـت رفته با نسـج طبیعی جایگزین شـوند و یا نسـج طبیعی جدیـد تولید و مورد 

اسـتفاده قرار گیرد.
در کشـورمان دانشـمندان و همـکاران ارزشـمندی در ایـن زمینـه تربیت شـده اند اینجانب افتخار داشـتم در طی مسـئولیت 
خود در دانشـکده دندانپزشـکی دانشـگاه علوم پزشـکی تهران برای اولین بار در کشـور رشـته بالینی فلوشـیب دندانپزشـکی 
بازسـاختی را بـا کمـک دانشـکده محتـرم فنـاوری نویـن و رئیـس محتـرم جنـاب آقـای دکتـر احمدیـان و مدیـر گـروه محترم 
آقـای دکتـر آی در ایـن دانشـکده راه انـدازی نمایـم ، همـت بلند سـرکار حانم دکتـر بهرامی و پیگیـری های سـرکار خانم دکتر 

فرنـوش محمـدی همـکار گرامی اینجانب در این مسـیر سـتودنی اسـت .
حـال کـه اولیـن دانشـجوی گرامی ایـن دوره همـکار ارجمند پریودنتیسـت آقای دکتر خواجوی در آسـتانه فـارغ التحصیلی 

هسـتند یکـی از محصـولات گرانسـنگ ایـن تـاش که کتاب موجود اسـت توسـط این همکار عزیز تالیف شـده اسـت.
تـاش ایشـان در روان نویسـی و کاربـردی بـودن بـرای همـکاران عزیـز و دانشـجویان ارزشـمند  قابل تقدیر فـراوان می 
باشـد. اینجانـب بـه سـهم خـود ضمن تشـکر از همه دسـت اندرکاران این رشـته و نیـز آقای دکتـر خواجوی مطالعـه این کتاب 

را بـه همکاران پیشـنهاد مـی نمایم .

با تشکر              
محمد بیات             
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سـلول های بنیادی القاء شـده )iPSCs( از طریق دریافت چهار 
Linez8/Nanog/oct4/ یا c-Myc/k1f 4/Oct 4/Sox 2 فاکتـور

sox2  از طریق وکتورهای ویروسـی می توانند از فیبروبلاسـت های 
پوسـتی ایجاد شـوند. بـری اجتنـاب از اینتگریشـن دائمـی ژن های 
اگـزوژن و همچنیـن وکتورهـای حامـل آن هـا  تلاش هـای قابـل 
توجهـی بـرای خـارج کـردن ترانـس ژن هـا و وکتورهـااز سـلول ها 
پـس ازreprogramming  آن هـا بـه iPSCs صورت گرفته اسـت. 
بـه دلیـل فعـال شـدن مجـدد ژن هـای انـدوژن چنـد اسـتعدادی 
)Pluripotent genes(  ایـن ژن هـای اگـزوژن مـی توانند بدون 
تأثیر بر شـرایط reprogram شـده برداشـته شـوند. برداشـت این 
ژن هـای اگـزوژن iPSCs را به سـلول های بنیادی جنینی انسـانی 

)hESCs( بیشـتر شـبیه  مـی کند.
عـلاوه  بـر اسـتفاده از سیسـتم هـای وکتورهـای ویـرال بـرای 
reprogram کـردن سـلول هـا سـایر روش هـا شـامل اسـتفاده از 
iP� چهـار فاکتور تولید  mRNA یـا recombinant  پروتئین هـای
SCs مـورد اسـتفاده قـرار مـی گیرنـد .iPSCs کاربردهـای زیـادی 
دارنـد. در ایـن فصـل بـه دژنراسـیون بافتـی بـر پایـه سـلول و تولید 
patient specific iPSCs  بـرای مطالعـه مکانیسـم های بیمـاری 
مـی پردازیـم. اگـر چـه انـواع متفاوتـی از سـول هـا قـادر بـه تبدیل 
بـه iPSCs هسـتند امـا فیبروبلاسـت های پوسـتی به علـت راحتی 
اسـتخراج و دسترسـی شـایع تریـن رده سـلولی هسـتند که بـه این 
  reprogramمنظـور مورد اسـتفاده قرار مـی گیرند. به صورت کلـی
سـلول های نابالـغ راحـت تـر از سـلول های تمایـز یافته تر می باشـد. 
از منظـر کلینیکـی نیـز سـلول های بنیـادی عصبـی منابـع سـلولی 
مناسـبی بـرای تولیـد iPSCs نیسـتند. دهـان منبع مناسـبی برای 
سـلول های بنیادی مزانشـیال )MSCs( اسـت و بافـت های مختلف 
دهانـی شـامل بافـت هـای پالـپ، لثـه، مخـاط و اسـتخوان آلوئـول 
غنـی از ایـن رده سـلول هـا مـی باشـند. دندان هـای کشـیده شـده 
بـه عنـوان زبالـه هـای بیومدیـکال محسـوب شـده و بافت هـای لثه 

ای مخاطـی بـه راحتـی در دسـترس می باشـند. سـلول های بنیادی 
مزانشـیمی دهانـی قـدرت پرولیفراسـیون بالایـی دارنـد  بـه همیـن 
دلیـل ایـن سـلولها بـه عنـوان یکـی از بهتریـن منابـع بـرای تولیـد 
iPSCs محسـوب مـی شـوند. اگـر چـه بی ضـرر بـودن اسـتفاده از 
iPSCs در کاربـرد هـای کلینیکی هـم چنان نیازمند تحقیق اسـت 
امـا اسـتفاده از آن هـا جهـت سـلول درمانـی در آینـده ممکن اسـت 
اتفـاق بیفتـد. در حـال حاضر تعداد زیـادی از مطالعات در مـورد ارائه 
روش هایـی جهـت تمایـز iPSCs ها به انـواع متفاوت سـلولی برای 
اهداف رژنراسـیون انجام شـده اسـت. در این فصل به پیشـرفت های 
اخیـر در ایـن زمینـه به خصـوص در حـوزه نوروژنزیس مـی پردازیم. 
همچنیـن اسـتفاده از iPSCs بـه عنوان ابزاری بـرای مطالعه ژنتیک 

و مکانسـیم بیمـاری هـا بحث خواهد شـد.

iPSCs  استخراج
سـلول های  اسـتخراج  بـرای  مختلفـی  روش هـای  چـه  اگـر 
بنیادی چند اسـتعداده )Pluripotent stem cells( در پسـتانداران 
بـه   hESCs تولیـد  بـرای  تلاش هـا  امـا  اسـت  شـده  پیشـنهاد 
بـوده  ناموفـق   )nuclear transfer( هسـته ای   انتقـال  وسـیله 
و  انـد  شـده  تولیـد  تریپلوئیـد  انسـانی  بلاستوسـیت های  اسـت. 
 hESCs هسـتند. ولـی بـه هـر حـال ESCs قـادر بـه تبدیـل بـه
هـای تریپلوئیـد منابـع مناسـبی بـرای کاربـرد هـای کلینیکی نمی 
parthenoge� هـای بـه دسـت آمـده بـا روش hESCs  باشـند.
netic از سـلول هـا دارای مزیـت و فایـده کلینیکی جهت اسـتفاده 
مـی باشـند. بـا ایـن وجـود ایـن تکنولـوژی غیـر قابـل دسترسـی 
بـوده و اجـرای آن بسـیار مشـکل اسـت. Yamana ka و تیمـش 
 c-Myc/ k1f 4/Oct 4/Soxدریافتنـد کـه با اسـتفاده از 4 فاکتـور
2  می تـوان فیبروبلاسـت هـا را بـه ES–like cells بازگرداننـد 
بـرای  را   )iPSCs(   induced pluripotent cellsی واژه  و 
Fbx 15 Bgeo/ آن هـا برگزیدنـد، آن هـا از مـدل هـای مـوش
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سـلول های بنیادی القاء شـده )iPSCs( از طریق دریافت چهار 
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مهندسی بافت6

Bgeo  بـه ایـن منظور اسـتفاده کردنـد. iPSCs در ایـن موش ها 
مشـخصات مشـابه سـلول های ES )اسـتم سـل های امبریونیک( را 
نشـان دادنـد. در محیط کشـت مورفولوژی، سـرعت تقسـیم و بیان 
 )key pluripotent genes( ژن هـای کلیـدی چنـد اسـتعداده
،پروفایـل ژنـی )global gene profile(، پروفایـل اپـی ژنتیک و 
توانایـی تشـکیلembryoid body  مشـابه بـوده، عـلاوه بـر ایـن 
 germ layers تمایـز بـه انـواع سـلول های in-vitro در محیـط
حـاوی  تراتومـا  تشـکیل   in-vivo در  همچنیـن  شـد.  مشـاهده 
سـلول های بـا منشـا تمام انـواع  سـلول های germ layers نشـان 
داده شـد. همچنیـن پـس از تزریـق در یـک سیسـتم حیوانـی بـه 
 Yamanaka .مشـاهده شد chimeras  بلاستوسـیت ها تشـکیل
و تیمـش در تحقیقـات بعـدی نشـان دادند کـه همان چهـار فاکتور 
قبلـی شـامل c-Myc/k1f4/Oct4/Sox2 در انسـان ها می تواند 
در reprogram کـردن فیبروبلاسـت هـا بـه iPSCs موثر باشـند 
کـه ایـن سـلول ها تمامـی ویژگـی هایـی را کـه  iPSCs موش ها 
chime�  بـه دسـت آورده بودنـد را دارا بودنـد. تنها امکان تشـکیل

ras در انسـان قابـل آزمایـش نبـود. گـروه Thomason هـم بـه 
 Lin صـورت مسـتقل نشـان دادنـد کـه چهـار هسـته ژنـی شـامل
Nonog ,Sox 2 ,Oct 4, 28  قـادر بـه reprogram کـردن 
فیبروبلاسـت هـای انسـانی بـه  iPSCs هسـتند. نـرخ تولید موفق  
iPSCs بـه طـور کلـی پاییـن بـوده و بالاتریـن میـزان آن در یـک 
مـدل حیوانـی مـوش هـا بـا اسـتفاده از منبع سـلولی فیبروبلاسـت 
جنینـی 0/1 درصد گزارش شـد. Sommer و همکاران با اسـتفاده 
از وکتـور lentiviral کـه تمـام 4 فاکتـورYamanaka  را بیـان 
مـی کـرد  reprogramming efficiency %0/5 درصـد را برای 
فیبروبلاسـت های اسـتخراج شـده از دم موش نشـان دادند. در یک 
مـدل انسـانی نیز سـلول های بنیادی اسـتخراج شـده از بافت چربی 
reprogramming rate 0/2 درصـد را نشـان دادنـد. بـه طـور 
کلـی بـه سـختی میتوان که یـک بازده قطبـی را ارائه کـرد. چرا که 
آزمایشـگاه هـای مختلـف از سیسـتم های وکتـور متفاوت اسـتفاده 
مـی شـود و فعالیـت هـای ویـرال هـم تفـاوت قابـل توجهـی دارد. 
در مقایسـه بـا سـایر سـلول های بنیـادی چنـد اسـتعداده انسـانی 
)iPSCs )human pluripotent stem cell هـا دارای قابلیـت 

بالقـوه بـرای کاربردهـای کلینیکـی می باشـند.

iPSCs ویژگی های
یـک مشـخصه بـارز ESCs به عنـوان سـلول های بنیـادی چند 
 Tetraploid اسـتعداده توانایی تشـکیل جنینی اسـت که از طریـق
complementation مـی تـوان بـه یک موجود زنده تبدیل شـود. 

بـا اسـتفاده از یک سیسـتم موش خصوصیات سـلولی مشـابه نشـان 
داده شـد. همچنیـن generation  تولـه سـگ هـای زنـده کـه تـا 
 Blond et al(نشـان داده شـد iPSCs بزرگسـالی زنـده بودنـد بـا
kang 2009 ,Zhao 2009 ,2009( . میزان موفقیت برای رسـیدن 
بـه tetraploid complementation بـا iPSCs تفـاوت هایی را 
نشـان مـی دادند. بـه طور کلـی iPSCs از لحـاظ عملکـرد و کاربرد 
مشـابه ESCs هسـتند اگر چه کاملا شـبیه به آنها نیسـتند بنابراین 
بررسـی خصوصیات سـلولی در سـطح ژنتیک و اپی ژنتیک باید انجام 
شـود تا کلون های reprogram iPSCs شـده در سـطح مولکولی 
بررسـی شـوند. در مـدل هایی انسـانی الگوهای بیـان ژن Global و 
پروفایـل اپـی ژنتیـک بین iPSCs و ESCs مشـابه بـود. با توجه به 
اینکـه طـول تلومر iPSCs مجـددا بازگردانده می شـود. این موضوع 
Dys-  سـلول های اسـتخراج شـده از بیماران  reprograming رد
telomere mainte� کـه یک اختـلال(keratosis congenital

nance اسـت( مـورد بررسـی قـرار گرفـت. Reprograming  در 
ایـن سـلول هـا علیرغم مشـکلات ژنتیکـی مربوط بـه تلومـراز منجر 
. )Agrawal 2010( بـه بازیابـی طول تلومر در این سـلول هـا شـد

منابع سلولی برای تولید 
فیبروبلاسـت های پوسـتی منبـع انتخابی بـرای به دسـت آوردن 
iPSCs هسـتند چـرا کـه ایـن سـلول ها همیشـه موجود بـوده و به 
راحتی از پوسـت قابل اسـتخراج می باشند یکی از منابع  سلولی دیگر 
که احتمالا در دسـترس بوده و به سـهولت قابل اسـتخراج می باشـند 
حفـره دهـان اسـت. فیبروبلاسـت هـای مخـاط دهـان می تواننـد به 
iPSCs تبدیـل شـوند. با برداشـت مقدار کمی از مخـاط دهان بدون 
برجای گذاشـتن اسـکار، مـی توان مقـدار قابل توجهی از سـلول های 
بنیـادی مزانشـیمال را به دسـت آورد. سـلول های بنیـادی هم چنین 
بـه راحتـی از اسـتخوان فک نیز قابل برداشـت می باشـند. برداشـت 
اسـتخوان آلوئـول از فـک تهاجمـی مـی باشـد. پروتـکل اسـتخراج 
سـلول های بنیـادی مزانشـیمال از اسـتخوان فـک بـه خوبی تشـریح 
شـده اسـت )Mason et al .2014( و گزارش هـای موجـود نشـان 
دهنـده ی وجـود درد قابـل ملاحظـه پـس از انجام ایـن فرآیند نبود. 
سـلول های خونـی یک منبع دیگر بـرای تولید iPSCs هسـتند ولی 
اسـتفاده از این منابع سلولی مسـتلزم subpopulation isolation و 
 reprogrammingتحریـک با فاکتورهای رشـدی پیـش از فرآینـد
می باشـد. لـذا ایـن فرآینـد پیچیـده باعث شـده تا سـلول های خونی 
بـه عنوان یک منبع سـلولی در دسـترس بـرای تولیـد iPSCs مورد 
توجـه قـرار نگیرنـد. بافت هـای خارج رویانی منابع سـلولی مناسـبی 
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بـرای تولیـد iPSCs هسـتند چـرا کـه آن هـا محتـوی سـلول های 
نابالـغ بـوده کـه بـرای ایـن هدف بسـیار مناسـب  به نظر می رسـند.

)Jiang 2014, Song 2014(  دنـدان هـای کشـیده شـده نیـز از 
منابع سـلولی مناسـب بوده که محتوی سـلول های بنیادی/پروژنیتور 

شـبه مزانشـیمال می باشند. 
 ،)DPSCs( این سـلول ها شـامل سـلول های بنیادی پالپ دندان
سـلول های بنیـادی بـه دسـت آمـده از دندان های شـیری اکسـفولیه 
شـده)SHED( ، سـلول های بنیـادی آپیـکال پاپیـلا )ACAP( و 
سـلول های بنیـادی لیگامـان پریودنتـال)PDLSCs(  می باشـد. این 
سـلول هـا بـه طـول معمـول از کـودکان یـا بالغیـن جـوان اسـتخراج 
مـی شـوند.SHED  از کـودکان 12-6 سـال و DPSCs  ،SCAPو 
PDLSC s از مولر سـوم افراد 22-16 سـاله به دسـت می آیند. این 
گـروه سـنی دارای سـلول های بنیادی نابالـغ تری بوده که بـرای تولید 
iPSCs  مناسـب تر هسـتند. منابع سـلولی قابل اسـتفاده برای تولید

iPSCs  بـدون کاربـرد ترانـس-ژن یـا وکتور و هم چنیـن کاربردهای 
مدیکال، هر کدام در شـکل 1-1 نشـان شـده اسـت.

کاربرد iPSCs  در سلول درمانی
سـلول های بنیادی بالغیـن چند توان )Multipotent( هسـتند 
و برخی از آن ها ویژگی های نزدیک به سـلول های    چند اسـتعداده 
دارنـد. سـلول های پرتـوان )Pluripotent( مثل سـلول های بنیادی 
امبریونیـک مـی تواننـد به تمـام انواع سـلول های بدن تبدیل شـوند، 
در حالـی که سـلول های چند تـوان )Multipotent( مـی توانند به 
بیش از یک رده سـلولی تبدیل شـوند ولی اسـتعداد و قابلیت کمتری 
نسـیت بـه سـلول های پـر تـوان )Pluripotent( دارند. سـلول های 
بنیـادی بالغیـن و سـلول های بنیـادی بنـد نـاف از جمله سـلول های 
چنـد تـوان )Multipotent( به شـمار می آیند. سـلول های بنیادی 
بالغیـن بـه سـهولت قابـل اسـتخراح نیسـتند و طول عمـر محدودی 
در محیـط کشـت دارنـد. Partial reprogramming بـا تبدیـل 
فیبروبلاسـت ها بـه رده هـای مشـخص سـلولی گزینه مناسـبی برای 
کاربـرد در سـلول درمانـی محسـوب می شـود امـا محدودیـت منابع 
 )invitro( سـلولی و طـول عمـر کوتـاه در محیـط های بـرون تنـی

یک مسـاله اساسـی به شـمار مـی آید.

شـکل 1-1: منابـع سـلولی قابـل دسـترس بـرای تولیـد transgene-free iPSC و کاربردهـای کلینیکـی آن ها. سـلول های بنیادی دهانی قابل دسـترس 
تریـن و راحـت تریـن سـلول هـا بـرای فرایندهـای reprogramming می باشـند. سـلول های بنیـادی دهانی در دسـترس ترین و سـاده ترین سـلول ها 
بـرای فرایندهـای reprogramming مـی باشـند. اسـتفاده از m-RNA ، پروتئیـن و وکتورهـا امـکان تولیـد transgene freeiPSCs را فراهـم می کند. 
repro�  توجـه: اگرچـه بـه نظـر مـی رسـد که سـلول های خونـی راحت تریـن و قابل دسـترس ترین منبع سـلولی بـرای اسـتخراج می باشـند اما قبـل از

gramming نیازمنـد انجـام فرایندهـای پیچیـده ای می باشـند که بسـیار دشـوار و پیچیده می باشـد. 
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Plu� )از لحـاظ قابلیـت بـرای رژنراسـیون بافتی، پرتوان بـودن 
ripotent( سـلول های بنیـادی جنینـی قابـل قیـاس با سـلول های 
بنیـادی بزرگسـالان نیسـتند اما کاربرد سـلول های بنیـادی جنینی 
)hESCs( نگرانـی هـای جـدی از لحـاظ ایمـن بـودن آن هـا را 
در بـردارد چـرا کـه اسـتفاده از hESCs   در محیـط هـای درون 
تنـی )in-vivo( در صـورت عـدم موفقیـت جهـت تمایز در مسـیر 

صحیـح، مـی تواننـد منجـر به تشـکیل تراتوم شـود. 
یـک گـزارش مـورد از دو بیمـار و هـم چنین فـاز I/II مطالعات 
بـر روی 18 بیمـار کـه از hESCs جهـت بازیابـی بینایی اسـتفاده 
شـده بـود هیـچ عارضـه ی مخربـی را در فالـوآپ 22 ماهـه نشـان 
نـداد ) Schwartz 2015و Schwartz 2012(. تشـکیل تراتـوم 
بـه طـور میانگیـن 8 هفتـه طـول مـی کشـد. از همین رو تشـکیل 
تومـور در آینـده در ایـن بیمـاران نامحتمـل می رسـد. تاکنـون نیز 
در مطالعـات کار آزمایـی بالینـی متعـددی از سـلول های بنیـادی 
جنینـی بـا منشـا سـلول های اپـی تلیالـی پیگمانتـه شـبکیه بـرای 
پیونـد جهـت درمـان بیمـاری های دژنراتیو شـبکیه اسـتفاده شـده 
اسـت و هیچکـدام از بیمـاران تشـکیل تومـور را بـه دنبـال درمـان 

.)Peterson & luring 2014( مذکـور نشـان ندادنـد
مطالعـات کار آزمایـی بالینـی کـه توسـطGeron  جهـت درمان 
صدمات نخاعی به وسـیله سـلول های بنیادی رویانی )hESCs( انجام 
شـده بود به دلیل مسـائل مالی متوقف شـد. اگر مطالعـات ایمن بودن 
کاربـرد کلینیکـیhESCs  را ثابـت کننـد بـه احتمال زیـاد هم ایمن 
خواهنـد بود. مطالعـات مداخله بالینی پیش رو با iPSCs این مسـئله 
را مورد تایید قرار خواهد داد )Cryanoski 2013(. اخیرا نشـان داده 
شـده کـه کاشـت h-iPSCs با منشـا سـلول های بنیـادی عصبی می 
تواننـد منجر بـه ارتقـای axonal sparing، رشـد مجـدد و آنژیوژنز 
شـود و از طرفـی از دمیلینه شـدن پـس از صدمات نخاعـی جلوگیری 
mar�  کنـد و منجـر به بهبـود بازیابی عملکـرد در مدل هـای حیوانی
moset بـدون تشـکیل تومـور شـود )Kobayashi 2012(. هدایت 
تمایـز hESCs بـه سـلول های مختلف بـه دقت در محیـط برون تنی 
)in-vitro( مـورد آزمایـش قـرار گرفته اسـت  و پروتـکل ها متعددی 
نیـز تدوین شـده اسـت. این پروتکل ها بـرای تمایز مورد اسـتفاده قرار 
گرفتـه اسـت. مسـیرهای تمایـزی متعددی بـرای هدایـت iPSCs به 
دودمـان های سـلولی مشـخص از هر سـه لایه جنینی مـورد آزمایش 
قـرار گرفتـه انـد )Efthymiovetal.2014(. سـلول های عصبـی بـا 
منشـا اکتودرمال )Hv 2010 و cai 2010(، سـلول های هماتوپوتیک 
 Choi و Feng 2010( بـا منشـا مزودرمـال و سـلول های اندوتلیـال
سـلول های   ،)Mizuno 2010( ای  ماهیچـه  سـلول های   ،)2009

 Gallicano & Mirshra 2010( انـدودرم مرتبط با هپاتوسـیت هـا
و Si-Tageb 2010 و Svlivan 2010( مثـال هایـی از این تلاش ها 
هسـتند. مطالعـات زیادی هـم اکنون جهت مشـخص کـردن پروتکل 
هـای تمایـزی بـرای هدایـت iPSCs وESCs  جهت تبدیـل به انواع 
سـلولی مشـخص و همچنین تعیین دامنه پتانسـیل تمایـزی لاین ها 
Reprogram� فو کولـون های متفاوت سـلولی یـا روش های مختلـ
ing  در حـال انجـام اسـت. یکـی از مهمتریـن سـوالات این اسـت آیا 
iPSCs منشـأ گرفتـه از سـلول های تمایـز یافته عملکرد مشـابهی با 
Efthy- )سـلول های طبیعی تشـکیل دهنـده بافت هـا دارند یا خیـر 

.)miou 2014

iPSCs برای مهندسی بافت و رژنراسیون 

سـلول های درمانـی بـرای رژنراسـیون بهتریـن و تنهـا گزینـه 
درمانـی بـرای زمانـی اسـت کـه روش هـای بـدون پایـه سـلولی 
قابلیـت انجـام ندارنـد. iPSCs مشـابه ESCs در محیـط کشـت 
مـدام تحـت بازسـازی مجدد قـرار می گیرنـدو یک منبـع نامحدود 
برای رژنراسـیون در انسـان ها hiPSCs می توانند جهت پزشـکی 
بازسـاختی بـه انواع متفاوتی از سـلول ها تبدیل شـوند کـه در ادامه 

بـه مثـال هایـی از آن اشـاره می شـود.

iPSCs رژنراسیون قلبی با
hiPSCs مـی توانند به کاردیومیوسـیت های فانکشـنال تمایز 
یابنـد. تمایـز موفقیـت آمیز hiPSCs بـه کاردیومیوسـیت ها برای 
اولیـن بـار در سـال 2009 گزارش شـد )Zhang 2009(. مطالعات 
الکتروفیزیولـوژی نشـان دادنـد کـه iPSCs میتواننـد بـه فنوتیـپ 
هـا نـودال، آرتریـال و ونتریکـولار تمایـز یابنـد و پاسـخ بـه تحریک 
بتـا- آدرنرژیک را نشـان دهند. کاردیومیوسـیت هـای تمایز یافته از 
iPSC از لحـاظ عملکـرد مشـابه کاردیومیوسـیت هـای تمایز یافته 
از ESC بودنـد )Zhang 2009(. عـلاوه بـر ایـن کاردیومیوسـیت 
هـای تمایـز یافتـه از hiPSCs بـه طـور موفقیـت آمیـزی در قلب 
 )ZWI-Dantsis 2013( شـدند  گرفـت  حیوانـی  هـای  مـدل 
وجهـت ارتقـای فانکشـن قلبـی پـس از کاردیومیوپاتـی در مـدل 

  )Kawamura 2012(.خوکـی اسـتفاده شـدند

 iPSCs رژنراسیون اسکلتال با
و  اسـتخوان  رژنراسـیون  شـامل  اسـکلتال  بافـت  مهندسـی 
غضـروف اسـت. تمایز اسـتئوژنتیک iPSCs برای رژنراسـیون بافت 
اسـتخوان بـا اسـتفاده اسـکافولدی هـای پلـی کاپرولاکتـون دارای 
کانـال هـای ماکـرو)Jin et al 2013(  و فیبریـن یـا هیدروکسـی 
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آپاتیت B تری کلسـیم )park & lm 2013(  گزارش شـده اسـت 
EB forma-میتوانـد بـه وسـیله hiPSCs  تمایـز اسـتئوژنتیک
 EB یـا بـدون مرحلـه  )Ardeshir Lajmi et al 2013(،tion
formation بـا اسـتفاده از فاکتورهـای اسـتئوژنیک، آسـکوربیک 
اسـید، βگلیسروفسـفات و دگزامتـازون انجام شـود. برپایه مطالعات
تمایـز  در   hESCs مشـابه  خصوصیـات     iPSCs،  in-vitro
 )Ardeshirylam jimi et al 2013(. دارنـد  اسـتئوژنیک 
تشـکیل اسـتخوان in-vitro بـه وسـیله iPSCs همچنین در رت 
هـا و nude mice هـا نشـان داده شـد .)Dvon 2011( مطالعات 
همچنیـن نشـان داده انـد کـه hiPSCs در ترکیـب بـا ژل محتوی 
آملوژنیـن یـک وسـیله مناسـب بـرای مهندسـی بافـت پریودنتـال 
جهـت ارتقـای تشـکیل آلوئـولار، سـمنتوم  و پریودنتـال لیگامـان 
جدیـد مـی باشـد )Dvon 2011(. مهندسـی بافت غضـروف نیز با 
اسـتفاده از iPSC گزارش شـده اسـت Diekman 2012((. تمایز 
mi� در محیـط BMP4 بـا اسـتفاده از iPSC  کندروژنیـک قـوی

cromass مشـاهده شـده اسـت. در یـک مـدل بـرون تنی آسـیب 
 iPSC غضروفـی، سـلول های شـبه کندروسـیتی تمایـز یافتـه از
باعـث ارتقـا الحـاق بافـت هـای نـو ظهـور بـه غضـروف بالـغ شـده 

.))Diekman 2012 بودنـد
Vil�( استئوبلاسـت ها ،  iPSCs  عـلاوه بـر تمایـز مسـتقیم از
)Koyama 2013(مـی  هـا   کندروسـیت  و   )la–Diaz 2012
تواننـد از گونـه iPSCs که با محیط رشـد MSC هـا تطابق دارند 
  Embryoid کـه   iPSCs مـی تواننـد از MSCs .حاضـر شـوند
body تشـکیل داده و مارکرهـای سـطحی MSCs را بیـان مـی 
کننـد، به وجـود آیند. این سـلول ها پتانسـیل تمایز به آدیپوسـیت 
)Tang 2014(. ها،کندروسـیت هـا، و استئوبلاسـت هـا را دارنـد

 IPSC رژنراسیون دندان با
iPSCs   توانایـی تمایـز بـه بافت های داخل دهانی شـامل اپی 
تلیال و مزانشـیمال دندانی را دارند. miPSC که با لاین سلول های 
اپی تلیال دندانی کشـت شـده بودند مارکرهای آملوبلاسـت شـامل 
miP� )Arakaki2012 )آملوبلاسـتین و اناملین را نشـان دادند  .
 Lee( قابلیت تمایز به سـلول های شـبه نورال کرسـت را داشته SC
2007( و اگـر بـا اپـی تلیوم دندانی همزمان کشـت داده شـوند می 
 )Otsu 2012( .توانند مارکرهای سـلولی مزانشـیمال را بیـان کنند
اگـر سـلول های شـبه نـورال کرسـتی در محیـط کشـت اپـی 
تلیوم دندانی موش کشـت داده شـوند تمایز آن ها به ادونتوبلاسـت 
ارتقـاء مـی یابـد )Otsu 2012( ایـن یافتـه هـا منجر به پیشـنهاد 
یـک پروتـکل جهـت رژنراسـیون دنـدان با اسـتفاده از iPSC شـد 

که در شـکل 2-1 نشـان داده شـده اسـت )Otsu 2012(. در مدل 
تـا در  بازسـازی و کاشـت جوانـه دندانـی miPSC قـادر بودنـد 
رژنراسـیون اسـتخوان آلوئـولار و پالـپ دندان در محیـط درون تنی 
شـرکت کنند )iPSCs .)Wen 2012 انسـانی مشتق از سلول های 
اپـی تلیـال در ترکیـب بـا سـلول های مزانشـیمال دندانـی موش در 
 Lio(.محیـط درون تنی سـاختار های شـبه دندانی را ایجـاد کردند
 iPSCs 2014(  ایـن یافتـه ها پیشـنهاد می کنـد که,Cai 2013
مـی توانـد یـک منبـع سـلولی موثـر جهـت  مطالعـات رژنراسـیون 
دندانـی و تکامـل دنـدان باشـد. سـلول های سـوماتیک بیمـار پـس 
از اسـتخراج بـه  reprogram, patient-specific- iPSCsمی 
شـوند و پس از آن جهت تشـکیل سـلول های اکتودرمـال اپی تلیال 
و سـلول های مزانشـیمی شـبه نورال کرسـتی القاء می شـوند و پس 
از آن هـا جهـت تشـکیل سـلول های ادنتوژنیـک در محیـط بـرون 
تنـی القـاء مـی گردنـد. ایـن دو جمعیت سـلولی بـه وسـیله تماس 
مسـتقیم بـا یکدیگـر ترکیـب می شـوند که به نوعی شـبیه سـازی 
in-vivo arrangement  اسـت. تعـادل ایـن سـلول هـا منجـر 
بـه تکامـل جوانـه دندانـی در مراحـل اولیـه مـی شـود زمانـی کـه 
ایـن جوانـه دندانـی کاشـته مـی شـود منجر بـه تکامل یـک دندان 

 .)Otsu et al .2014( فانکشـنال خواهـد شـد

IPSCs رژنراسیون عصبی با
چشـم انـداز درمانی خیلـی از اختـلالات نورولوژیک بـه معرفی 
درمـان هـای برپایه سـلول بسـتگی دارد. یک مثال خـوب برای این 
دسـته از بیمـاری هـا، بیماری پارکینسـون اسـت. ایـن بیماری یک 
اختـلال مزمن پیشـرونده دژنراتیو نورونی اسـت که بـه صورت اولیه 
بـا از دسـت رفتـن قابل توجه نـورون هـای دوپامینرژیک مشـخص 
مـی شـود. در یـک proof of  principal experiment کـه از 
مـدل موشـی اسـتفاده کرده بـود iPSCs ابتـدا به پیش سـاز های 
سـلولی نـورون تمایـز پیـدا کـرده و سـپس بـه داخـل مغـز جنیـن 
 iPSCs مـوش تراسـپلنت شـدند. این سـلول های بدسـت آمـده از
بـه نواحـی مختلـف مغـز مهاجـرت کـرده و بـه سـاب تایـپ هـای 
Catecholaminergic, GABAer� شـامل نورونـی   مختلـف 
gic, glutamatergic تبدیـل می شـوند.)Wering 2008(  این 
نـورون هـای گرفت شـده به بلـوغ فعالیت عصبی خود رسـیدند و از 
لحـاظ عملکـردی بـا سـاختار مغز میزبـان تطابق پیدا کـرده و با آن 
آمیختـه شـدند. iPSCs بـه دسـت آمده از نـورون هـای دوپامینی 
پـس از ترانسـپلنت بـه مـدل هـای رت هـای بیمـاری پارکینسـون 

 .)Soldner 2009( باعـث ارتقای عملکـرد شـدند
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آپاتیت B تری کلسـیم )park & lm 2013(  گزارش شـده اسـت 
EB forma-میتوانـد بـه وسـیله hiPSCs  تمایـز اسـتئوژنتیک
 EB یـا بـدون مرحلـه  )Ardeshir Lajmi et al 2013(،tion
formation بـا اسـتفاده از فاکتورهـای اسـتئوژنیک، آسـکوربیک 
اسـید، βگلیسروفسـفات و دگزامتـازون انجام شـود. برپایه مطالعات
تمایـز  در   hESCs مشـابه  خصوصیـات     iPSCs،  in-vitro
 )Ardeshirylam jimi et al 2013(. دارنـد  اسـتئوژنیک 
تشـکیل اسـتخوان in-vitro بـه وسـیله iPSCs همچنین در رت 
هـا و nude mice هـا نشـان داده شـد .)Dvon 2011( مطالعات 
همچنیـن نشـان داده انـد کـه hiPSCs در ترکیـب بـا ژل محتوی 
آملوژنیـن یـک وسـیله مناسـب بـرای مهندسـی بافـت پریودنتـال 
جهـت ارتقـای تشـکیل آلوئـولار، سـمنتوم  و پریودنتـال لیگامـان 
جدیـد مـی باشـد )Dvon 2011(. مهندسـی بافت غضـروف نیز با 
اسـتفاده از iPSC گزارش شـده اسـت Diekman 2012((. تمایز 
mi� در محیـط BMP4 بـا اسـتفاده از iPSC  کندروژنیـک قـوی

cromass مشـاهده شـده اسـت. در یـک مـدل بـرون تنی آسـیب 
 iPSC غضروفـی، سـلول های شـبه کندروسـیتی تمایـز یافتـه از
باعـث ارتقـا الحـاق بافـت هـای نـو ظهـور بـه غضـروف بالـغ شـده 

.))Diekman 2012 بودنـد
Vil�( استئوبلاسـت ها ،  iPSCs  عـلاوه بـر تمایـز مسـتقیم از
)Koyama 2013(مـی  هـا   کندروسـیت  و   )la–Diaz 2012
تواننـد از گونـه iPSCs که با محیط رشـد MSC هـا تطابق دارند 
  Embryoid کـه   iPSCs مـی تواننـد از MSCs .حاضـر شـوند
body تشـکیل داده و مارکرهـای سـطحی MSCs را بیـان مـی 
کننـد، به وجـود آیند. این سـلول ها پتانسـیل تمایز به آدیپوسـیت 
)Tang 2014(. ها،کندروسـیت هـا، و استئوبلاسـت هـا را دارنـد

 IPSC رژنراسیون دندان با
iPSCs   توانایـی تمایـز بـه بافت های داخل دهانی شـامل اپی 
تلیال و مزانشـیمال دندانی را دارند. miPSC که با لاین سلول های 
اپی تلیال دندانی کشـت شـده بودند مارکرهای آملوبلاسـت شـامل 
miP� )Arakaki2012 )آملوبلاسـتین و اناملین را نشـان دادند  .

 Lee( قابلیت تمایز به سـلول های شـبه نورال کرسـت را داشته SC
2007( و اگـر بـا اپـی تلیوم دندانی همزمان کشـت داده شـوند می 
 )Otsu 2012( .توانند مارکرهای سـلولی مزانشـیمال را بیـان کنند
اگـر سـلول های شـبه نـورال کرسـتی در محیـط کشـت اپـی 
تلیوم دندانی موش کشـت داده شـوند تمایز آن ها به ادونتوبلاسـت 
ارتقـاء مـی یابـد )Otsu 2012( ایـن یافتـه هـا منجر به پیشـنهاد 
یـک پروتـکل جهـت رژنراسـیون دنـدان با اسـتفاده از iPSC شـد 

که در شـکل 2-1 نشـان داده شـده اسـت )Otsu 2012(. در مدل 
تـا در  بازسـازی و کاشـت جوانـه دندانـی miPSC قـادر بودنـد 
رژنراسـیون اسـتخوان آلوئـولار و پالـپ دندان در محیـط درون تنی 
شـرکت کنند )iPSCs .)Wen 2012 انسـانی مشتق از سلول های 
اپـی تلیـال در ترکیـب بـا سـلول های مزانشـیمال دندانـی موش در 
 Lio(.محیـط درون تنی سـاختار های شـبه دندانی را ایجـاد کردند
 iPSCs 2014(  ایـن یافتـه ها پیشـنهاد می کنـد که,Cai 2013
مـی توانـد یـک منبـع سـلولی موثـر جهـت  مطالعـات رژنراسـیون 
دندانـی و تکامـل دنـدان باشـد. سـلول های سـوماتیک بیمـار پـس 
از اسـتخراج بـه  reprogram, patient-specific- iPSCsمی 
شـوند و پس از آن جهت تشـکیل سـلول های اکتودرمـال اپی تلیال 
و سـلول های مزانشـیمی شـبه نورال کرسـتی القاء می شـوند و پس 
از آن هـا جهـت تشـکیل سـلول های ادنتوژنیـک در محیـط بـرون 
تنـی القـاء مـی گردنـد. ایـن دو جمعیت سـلولی بـه وسـیله تماس 
مسـتقیم بـا یکدیگـر ترکیـب می شـوند که به نوعی شـبیه سـازی 
in-vivo arrangement  اسـت. تعـادل ایـن سـلول هـا منجـر 
بـه تکامـل جوانـه دندانـی در مراحـل اولیـه مـی شـود زمانـی کـه 
ایـن جوانـه دندانـی کاشـته مـی شـود منجر بـه تکامل یـک دندان 

 .)Otsu et al .2014( فانکشـنال خواهـد شـد

IPSCs رژنراسیون عصبی با
چشـم انـداز درمانی خیلـی از اختـلالات نورولوژیک بـه معرفی 
درمـان هـای برپایه سـلول بسـتگی دارد. یک مثال خـوب برای این 
دسـته از بیمـاری هـا، بیماری پارکینسـون اسـت. ایـن بیماری یک 
اختـلال مزمن پیشـرونده دژنراتیو نورونی اسـت که بـه صورت اولیه 
بـا از دسـت رفتـن قابل توجه نـورون هـای دوپامینرژیک مشـخص 
مـی شـود. در یـک proof of  principal experiment کـه از 
مـدل موشـی اسـتفاده کرده بـود iPSCs ابتـدا به پیش سـاز های 
سـلولی نـورون تمایـز پیـدا کـرده و سـپس بـه داخـل مغـز جنیـن 
 iPSCs مـوش تراسـپلنت شـدند. این سـلول های بدسـت آمـده از
بـه نواحـی مختلـف مغـز مهاجـرت کـرده و بـه سـاب تایـپ هـای 
Catecholaminergic, GABAer� شـامل نورونـی   مختلـف 
gic, glutamatergic تبدیـل می شـوند.)Wering 2008(  این 
نـورون هـای گرفت شـده به بلـوغ فعالیت عصبی خود رسـیدند و از 
لحـاظ عملکـردی بـا سـاختار مغز میزبـان تطابق پیدا کـرده و با آن 
آمیختـه شـدند. iPSCs بـه دسـت آمده از نـورون هـای دوپامینی 
پـس از ترانسـپلنت بـه مـدل هـای رت هـای بیمـاری پارکینسـون 

 .)Soldner 2009( باعـث ارتقای عملکـرد شـدند
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hiPSC می تواننـد بـه نـورون هـای حرکتی تمایز پیـدا کرده و 
بازدهـی مشـابه بـا نورون های به دسـت آمـده از hiPSCs داشـته 
باشـند. اخیـرا یـک گـزارش بـر روی یک مـدل از رت ها نشـان داد 
کـه ترانـس پلنـت سـلول های پیـش سـاز نـورال به دسـت آمـده از 
trans-gene/vector-free hiPSCs بـه مغـز مـوش کـه دچار 
آسـیب ناشـی از سـکته ایسـکمیک شـده بـود منجـر بـه ارتقـای 

)Mohammad 2013(. فانکشـنال در دوره بازیابـی شـد

پروتکل های بازسازی عصبی با استفاده از iPSC ها
تمایـز آزمایشـگاهی iPSCها به سـلول های عصبی با اسـتفاده از 
رویکردهای مختلف به دسـت آمده اسـت. سـه  روش اصلی  عبارتند از 
)خلاصه شـده در جدول 1,1(: )الف( EB  روش تشـکیل و جداسـازی 
روزت، (ب( SMAدوگانه روش تشـکیل و جداسـازی روزت )ج( روش 

مهار، و  روش SFEB )کشـت دانه های شـبه EB بدون سـرم(
)الف( تشکیل EB و روش جداسازی روزت

iPSC/ یـک رویکـرد محبـوب و قدرتمنـد بـرای بسـیج تمایـز
و   EB تشـکیل  روش  عصبـی،  دودمـان  یـک  طریـق  از   ESC

جداسـازی روزت اسـت یـا حتـی بـا اسـتفاده از پروتـکل کشـت 
کلنـی  نـوع  EB. چهـار  افزایـش همگنـی  بـه  سـلولی چرخشـی 
یعنـی  شـوند،  ایجـاد  iPSCهـا  از  روزت  مرحلـه  در  می تواننـد 
کلونی هایـی بـا سـاختار روزت، کلونـی هـا بـا نـورون هـای متمایز، 
کلونـی هـا با میوفیبروبلاسـت ها و تعـداد کمی از آنهـا تمایز نیافته 
اسـت. آرایش سـلولی منحصربـه فرد از سـلول های اپیتلیـال یادآور 
مقاطـع عرضـی در حـال توسـعه لولـه عصبـی هسـتند و بـه عنوان 
یـک مشـخصه در نظـر گرفتـه مـی شـود. القـای عصبی موفـق این 
nes� ،AP-2  کلونـی هـای روزت بـرای نشـانگرهای تـاج عصبـی
tin وp75 ممکـن اسـت بـرای بازسـازی عصبـی اسـتفاده شـود . 
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11         فصل اول: معرفی

SMAD ب( روش بازداری دوگانه(

نمایشـی از روش بازداری دوگانه SMAD در شـکل 1,4 نشـان 
داده شـده اسـت. چمبـرز و همـکاران )2009( ابتـدا ایـن روش را بـا 
hESCs/  گـزارش کردنـد. در اینجا hESCs/hiPSCs اسـتفاده از

iPSCs  بـه عنـوان کشـت هـای چسـبنده بـرای تمایـز سـلول های 
عصبـی اکتودرمـی به سـلول های منفرد جدا شـده و رشـد می کنند. 
در روز یازدهـم سـلول های +PAX6 ظاهـر مـی شـوند و روزت های 
عصبـی را تشـکیل می دهنـد. تمایز بعـدی به سـلول های عصبی که 
بیانگـر FOXG1 )BF1 ،PAX6( و OTX2 هسـتند منجـر بـه 
هویت تلنسـفالی پشـتی مـی گردد. بـا اندکی تغییر در ایـن پروتکل، 
iPSC هـا قـادر بـه تبدیـل بـه نـورون هـای دوپامینرژیک  هسـتند 
. بـا افـزودن مهارکننـده سـیگنالینگ BMP دورسـومورفین و یـک 
مهارکننـده سـیگنالینگ TGF-β/اکتیوین/گـره SB431542 بـه 
کشـت هـای تـک سـلولی iPSCs/ESCهـا تبدیـل می گـردد. این 
روش بـه عنـوان مهـار دوگانه SMAD شـناخته می شـود و نشـان 
داده شـده اسـت کـه تمایز عصبی بسـیار کارآمـد را ترویـج می کند. 
زیـرا پروتئین های SMAD به عنوان مبدل سـیگنال درون سـلولی 
در هـر مسـیر سـیگنالینگ بـه کار می گیـرد. ترکیبـات مولکولـی 
کوچـک دورسـومورفین و SB431542 پایـدار و مقـرون بـه صرفـه 
هسـتند و این روش ممکن اسـت یـک اسـتراتژی امیدوارکننده برای 

تولیـد کنتـرل شـده نورون ها در پزشـکی بازسـاختی فراهـم کند.
 )SFEB( بدون سرم Eb روش شبه  )ج

در روش SFEB بـا اسـتفاده از mESCs کـه از کلونـی هـای 
ESC جـدا مـی شـوند به سـلول های منفـرد اجـازه رشـد در حالت 
تعلیـق داده مـی شـود. تقریباً 90٪ از سـلول ها به طـور خود به خود 

تـوده هـا را تشـکیل مـی دهند. انـدازه تعریـف شـده در محیط های 
کشـت و بازدارنده های  Dkk1، Wnt و آنتاگونیسـت سـیگنالینگ 
LeftyA  بـرای هدایـت سـلول هـا بـه سـمت تمایـز عصبـی وجود 
دارنـد . لذا سـلول ها را می توان بیشـتر به زیـر جمعیت های دودمان 
عصبـی بـا عوامل رشـد مختلـف هدایت کرد. بعـداً ایـن پروتکل روی  
hESCs اجـرا  شـد و بـرای افزایـش بقـای سـلول هـا مجبـور بـه 
اسـتفاده از مهارکننـده ROCK شـدند. در طـول  کشـت با پروتکل 
اصـلاح شـده همـا نطـور کـه در شـکل 1,5 نشـان داده شـده اسـت 
hESCs و hiPSC هـا بـه سـلول های منفـرد تفکیـک مـی شـوند 
 ،Dkk1 در حضـور EB و اجـازه تشـکیل دانـه هـای شـناور شـبیه
LeftyA، و BMPRIA-Fc، و بـه دنبـال آن اتصـال مجـدد روی 
ظـروف / چـاه های روکش دار داده می شـود. تحـت تحریک تمایزی 
بیشـتر، جمعیـت های مختلـف نورون ها در پاسـخ به سـیگنال های 
 ventralization بـرای Shh خـاص ظاهر می شـوند. مثلا، درمـان
منجـر بـه افزایـش جمعیـت سـلول های NKx2.1+ )ناحیـه پایـه از 

تلنسـفال( در بیـن سـلول های +BF1 می شـود. 

iPSC ها به عنوان مدل های مطالعه بیماری

iPSC هـا را مـی تـوان از بیمـاران مبتلا به بیمـاری های خاص 
تولیـد کـرد. iPSCهـای تولید شـده می تواننـد تقلیـدی از فنوتیپ 
بیمـاری درin-vitro و in-vivo باشـند و بـرای ایـن منظـور یـک 
کتابخانـه iPSC بیمـار که می تواند مورد اسـتفاده قـرار گیرد، ایجاد 
شـود.  بـرای مطالعـه مکانیسـم های بیمـاری و توسـعه داروی جدید 
iPSCهـای تولیـد شـده از سـلول های بیماران مبتلا به هاچینسـون 
سـندرم پروجریـا گیلفورد، ناشـی از یـک نقطه جهـش در ژن لامین 
A )LMNA(  منجـر بـه ارائـه  پاتوژنز این بیمـاری در in vitro و 

فنوتیـپ بیماری در سـطح سـلولی و مولکولی می شـود.

ESCs/iPSCs جدول 1.1 پروتکل های تمایز عصبی

مرجعبرنامه تمایزروش کشتپروتوکول

تشکیل EB و
جداسازی روزت
Dual-SMAD

بازدارنده
SFEBq

تشکیل EB در تعلیق و
EBs پیروی از محیط کشت چسبنده

کشت تک سلولی چسبنده از
iPSC های جدا شده

تشکیل شبه EB با تجمع مجدد
iPSC های جدا شده

القا و جداسازی عصبی
روزت های بدون مورفوژن

BMP/Nodal مهار سیگنال های

WNT/BMP/Nodal مهار سیگنال های

)Zhang et al., 2001(
Chambers et al., 2009; Morizane(

)et al., 2011
Mariani et al., 2012b; Watanabe(

)et al., 2005; Watanabe et al., 2007

توجه: EB.توده جنینی: SFEBq.  کشت بدون سرم دانه های شبه EB، روش سریع.
منبع: اقتباس از کیم و همکاران، 2014. 
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بیماری ژنتیکی

پـارک و همـکاران )2008( یـک کتابخانـه iPSC از بیمـاران 
مبتـلا بـه انـواع بیمـاری هـای ژنتیکـی وراثـت مندلـی یـا پیچیده 
ایجـاد کرد. مثالهـا عبارتند از کمبود شـدید آدنوزیـن دآمیناز نقص 
ایمنی ترکیبی، شـواچمن-بودیان- سـندرم الماس، عضلانی دوشـن 
و بکر دیسـتروفی، بیماری پارکینسـون، بیماری هانتینگتون، دیابت 
نـوع 1 و سـندرم داون/ تریزومـی iPSC  .21هـای تولیـد شـده از 
بیمـاران مبتـلا بـه اختـلالات تـک ژنـی نـه تنهـا مـی تواننـد برای 
مطالعـه مکانیسـم های بیماری اسـتفاده شـود بلکه مـی تواند برای 

اصـلاح نقـص ژنتیکـی ex vivo نیـز اسـتفاده شـود به طـوری که 
ممکـن اسـت سـلول های صحیح به بیمـار پیوند زده شـود. در مورد 
بیمـاری هانتینگتـون، iPSCهـای ایـن بیمـاران مـی توانـد حامل 
ژن هانتینگتیـن جهـش یافتـه )mHTT( باشـد و بـه NSC ها یا 
 NSC در mHTT سـلول های پیش سـاز عصبی تمایـز یابد. بیـان
و NPC مـی توانـد بـا اسـتفاده از RNAi یـا الیگونوکلئوتیدهـای 
آنتـی سـنس خاموش شـوند سـپس سـلول های اصلاح شـده را می 
تـوان بـه سـلول های مغـز بیمار بـرای پر کـردن جمعیت سـلولی از 

دسـت رفتـه پیوند زد. 

شـکل 1.3: نوروژنزیـس بـا واسـطه جسـم امبریوئیـد. کلونـی هـای iPSC/ESC به حالت سوسپانسـیون درآمـده تا اجسـام امبریوئید را تشـکیل دهند. 
پـس از آن در محیـط کشـت حـاوی N2 و bFGF قـرار مـی گیرنـد تا روزت های نورال را تشـکیل دهند. سـلول های رزوت نورال تعـدادی از مارکرهای 
سـلول های عصبی را شـامل Musashi-1 ،nestin و polysialylated neuronal cell adhesion molecule بیان می کنند. روزت های نورال سـپس 
جـدا شـده و در سوسپانسـیون رشـد مـی کننـد و بـه دنبـال آن بـه ظـروف laminin�coated اتصـال مجـدد پیـدا مـی کننـد و تحـت شـرایط تحریکـی 
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بـرای بیمـاری هـای ژنتیکـی مربـوط بـه سیسـتم های خون سـاز، 
در یـک مـدل مـوش کم خونی داسـی شـکل، iPSCs جهش یافته 
تولیـد شـده در شـرایط آزمایشـگاهی از فیبروبلاسـت هـای مـوش 
iPSC .بیمـار مـی توانـد تولیـد و به دنبـال آن تمایـز اصلاح شـود

هـا از بیمـاران مبتـلا به اختـلالات عصبی مختلف، از جمله سـندرم 
رت، سـندرم X شکننده، سندرم آنجلمن، سـندرم تیموتی، بیماری 
آلزایمـر خانوادگـی و بیمـاری پارکینسـون جـدا سـازی شـده انـد. 
iPSCهـا مـی تواننـد به  عنوان ابـزاری برای مطالعه مورد اسـتفاده 
قـرار گرفته انـد. مثلا، اختلال رشـد عصبی مرتبط با X، سـندرم رت 
)RTT(، بـا اسـتفاده از iPSCهـا مـورد مطالعـه قرار گرفته اسـت. 

iPSCs – سرطان 

برنامـه ریزی مجدد سـلول های سـرطانی خاص به پرتـوان حالت به 
دنبـال تمایـز بـه دودمان های مختلف ممکن اسـت به توسـعه واکسـن 
سـرطان کمـک کنـد،  و در دارو یـا غربالگـری، بـرای درک بیولوژیکـی 
اسـتفاده شـود. ماهیت سـلول های سـرطانی به عنوان مثال، سـلول های 
KBM7 مشـتق شـده از لوسـمی میلوئیـد مزمـن دوباره برنامـه ریزی 
شـده اند بـه iPSC ها. این iPSCهای سـرطانی، بر خلاف سـلول های 
KBM7 والدیـن، کامـلًا در برابـر داروی درمانی ایماتینیب مقاوم بودند 
میوشـی و همکارانـش )2010(سـلول های سـرطانی را دوبـاره برنامـه 

ریـزی کردنـد. سـلول های بـا منشـاء اندودرمـی از جملـه مـری، معده، 
سـرطانی.  سـلول های  کلانژیوسـلولار  و  پانکـراس  کبـد،  کولورکتـال، 
-iPSC هـای برنامـه ریـزی شـده مجددا بیـان الگوهـای مورفولوژیکی 
اکتـودرم، مـزودرم، و آنـدودرم، کـه در سـلول های والدیـن بیـان نشـده 
بـود را نشـان دادنـد. ایـنi PSCهای سـرطانی تکثیر کند، حساسـیت 
در برابـر درمـان القـا کننـده تمایـز و کاهـش تومورزایی در مـوش های  
NOD/SCID را نشـان دادنـد. عـلاوه بر این، بیان ژن P16 سـرکوبگر 
تومـور )INK4A( در سـلول های سـرطانی پرتـوان القایـی )iPC( )در 
حالـی کـه بیـان آن در سـلول های iPC تمایـز یافتـه افزایـش یافتـه 
اسـت( سـرکوب شـد. یافته هـا نشـان مـی دهد کـه فعال شـدن مجدد 
ژن هـای سـرکوبگر تومور با برنامه ریزی مجدد ممکن اسـت در افزایش 
حساسـیت شـیمیایی بـه FU-5و رگرسـیون تکثیر سـلولی و تهاجمی 
تحـت القای تمایز نقش داشـته باشـد. سـلول های سـرطانی مـی توانند 
بـه طـور بالقـوه مجدداً بـه چند توانی برنامه ریزی شـده و قـادر به تمایز 
به دودمان سـلولی متعدد از هر سـه لایه زایا باشـد. از این رو سـلول های 
سـرطانی بـه سـلول هایی با تحریک سیسـتم ایمنی بسـیار بـالا تبدیل 
می شـوند. در نتیجه سـلول های دندریتیـک ارائه دهنده آنتـی ژن تومور 

برای سـرطان یـک امکان مناسـب بـرای ایمونوتراپی می باشـد.

شـکل 1.5: روش )SFEB( Serum-free EB-like بـرای تمایـز عصبـی. کلونـی هـای iPSC/ESC )cells/mL 105 × 2( در ظروف غیر چسـبنده کشـت می 
soluble BM� مهارکننـده سـیگنالینگ نـودال( و ( LeftyA ،)Wnt  مهارکننـده ( Dkk1 .تجمـع مـی یابنـد ROCK  شـوند. سـلول هـا در حضـور مهارکننـده
PRIA�Fc ) آنتاگونیسـت  BMP4( از روز 0 تـا 24 بـه محیـط کشـت اضافـه مـی شـوند. سـلول هـا تجمع می یابند و سـپس بـه صـورت enblock بر روی 
ظـروف پوشـش داده شـده بـا poly-D-lysine، لامینیـن و فیبرونکتیـن در محیط کشـت تمایـز عصبـی )Neurobasal + B27 and glutamine( تـا روز 35 

کشـت مـی شـود. بـرای آزمایشـات Shh ،ventralisation اضافه می شـود  
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پروتکل 1.1 برنامه ریزی مجدد سلول های بنیادی مزانشیمی دهان به iPSC های عاری از ژن )براساس سامر و همکاران، 2010؛ زو و همکاران، 2012(.
مواد

hSTEMCCA-LoxP (EMD Millipore Corporation. USA. http://www.emdmillipore.com/US/en/life-science re- لنتـی ویروسـی  ناقـان   •
nav  ،stemcca/AV2b.qB.Zj4AAAE_c08RHeO2/سیسـتم های کشـت سـلولی/تحقیق سـلول های بنیادی/برنامه ریـزی مجـدد سـلولی   /search

)Mirus, Madison, WI, USA( ،Madison ، TransIT-HelaMonster کیت ترانسفکشن •
)USA ،MD ،Rockville ،GlobalStem ،DR4 MEF( مقاوم به پورومایسین )MEF( سلول های تغذیه کننده فیبروباست های جنینی موش •

1. تهیه سلول های بنیادی مزانشیمی دهان
• تقریباً 105 سلول )پاساژ>5( را در چاهک های صفحات 12 چاهی بکارید )یا صبر کنید تا حدود 70٪ - 80٪ با سلول پر شوند(. سلول ها باید عائم 

معمولی سلول های بنیادی مزانشیمی دهان با سرعت تکثیر سریع )زمان دو برابر شدن جمعیت ~ 20 ساعت( را نشان می دهد.

2. تهیه و افزودن مخلوط ویروس

• ذوب ویروس ذخیره شده در دمای 80- درجه سانتیگراد روی یخ.
• 0.5 یا 1 میلی لیتر محیط کشت تازه برای هر چاهک در یک لوله جداگانه آماده کنید.

• ویروس )تیترهای ویروسی ~TU 108 × 1 ]واحد انتقال دهنده[/mL( را با پیپتینگ مایم به لوله اضافه کنید تا مخلوط شود.
)Sox2 ،Oct4 ،Klf4 ،c-Myc یک ناقل منفرد پلی سیسترونیک حامل هر چهار فاکتور بازبرنامه ریزی انسانی - hSTEMCCA-LoxP ناقل های لنتی ویروسی(

•  پلی برن را به غلظت نهایی 4-5 میکروگرم بر میلی لیتر اضافه کنید.
• محیط کشت را از چاه خارج کنید، سلول ها را یک بار با PBS بشویید.

• مخلوط ویروسی را به چاه اضافه کنید. به مدت 12 تا 24 ساعت انکوبه کنید، سپس به محیط تازه تغییر دهید.

)MEFs( 3 .آماده سازی سلول های تغذیه کننده
• ظرف )10 سانتی متر( را با ژلاتین 0,1 درصد بپوشانید.

• MEFs )فیبروباسـت های جنینـی مـوش در پاسـاژ >3 یـا 4 بـه عنـوان سـلول های تغذیه کننـده کـه با میتومایسـین C تیمار شـده اند. تکثیـر آنها را 
غیرفعـال کنیـد( در ظـرف حدود 1-2 روز قبـل بکارید.

4. سلول های تبدیل شده را به MEF بکارید

• ظرف 6 روز پس از افزودن ویروس، سلول ها را به لایه تغذیه کننده منتقل کنید. سلول ها را در صورت پاساژ به چاه های جدید منتقل کنید.
• سلول های تبدیل شده را جدا کرده و مجدداً در محیط کشت سلولی تازه معلق کنید و 1-5 × 104 سلول تبدیل شده را در محیط کشت سلولی بکارید.
ظرف 10 سانتی متری با سلول های تغذیه کننده )MEFs(. در صورت نیاز به برنامه ریزی مجدد، سلول های ترانسدود شده اضافی را برای استفاده احتمالی 

منجمد  کنید.
• روز بعد، محیط را به محیط انسانی )h(ESC حاوی FGF )4 نانوگرم در میلی لیتر( تغییر دهید.
• محیط hESC را یک روز در میان تغییر دهید تا زمانی که کلونی های شبیه ESC ظاهر شوند.

• کلنی های شبه ESC باید ظرف 30 روز ظاهر شوند. اگر بعد از 40 روز کلنی مشابه ESC وجود نداشته باشد، شکست خورده در نظر گرفته می شود.

5 .کلونی های iPSC را ساب کلون کنید

• هر کلنی شبیه ESC را به صورت دستی در یک چاه جدید )صفحه 12 چاهی( حاوی MEF انتخاب کنید.
•iPSC ها را گسترش دهید و برخی را فریز کنید.

Cre 6 .آماده سازی برای برش ژن ها با

• روز iPSC :1هـا را بـه DR4-MEF در چاهـک هـای صفحـات 6 چاهـی منتقـل کنید. سـعی کنید تعـداد کلنی ها را قبـل از مرحله بعـدی کنترل کنید 
تـا به حدود 60٪ - 70٪  سـلولی برسـید.

• روزهای 2 تا 4: وضعیت سلول ها را مشاهده کنید: میزان پر شدگی سلول، اندازه کلنی و تعداد. انجام عمل اکسیزیون زمانی که اندازه کلنی است متوسط است
• 4 روز: قبل از برداشتن با واسطه Cre از iPSC عکس بگیرید.
7 .برش ژن ها با واسطه Cre برای یک چاه از صفحات 6 چاهی

TransIT-Hela •و MONSTER  از کیت ترانسفکشن  را به دمای اتاق گرم کنید، قبل از استفاده به آرامی هم بزنید.
 )pHAGE2-Cre-IRES-PuroR پاسـمید( DNA اسـتریل قـرار دهید. 2,5 میکروگـرم mL-50 را در یـک لولـه DMEM/F12 250 میکرولیتـر •

اضافـه کنیـد، بـه آرامی پیپـت کنید.
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7.5 میکرولیتـر Trans IT Hela را اضافـه کنیـد، بـه آرامـی پیپـت کنیـد. 5 میکرولیتـر MONSTER اضافـه کنیـد، بـه آرامی پیپت کنیـد. به مدت 30 
دقیقـه در RT انکوبـه کنید.

•2.5 میلی لیتر در چاه محیط hESC اضافه کنید. 2,5 میلی لیتر از مخلوط فوق را به هر چاه اضافه کنید. زمان را ثبت کنید.
• پس از 24 ساعت، چاه را با PBS یکبار به آرامی بشویید. به محیط hESC تغییر دهید و حدود 6 ساعت انکوبه کنید.

8 .انتخاب کلنی های iPSC با پورومایسین

• در طول دوره 6 ساعته، محیط hESC حاوی PURO  PUROMYCIN؛ μg/mL(1,2( را آماده کنید.
• پس از 6 ساعت، محیط را به محیط hESC با PURO به هر چاهک تغییر دهید. زمان را ثبت کنید.

• پس از 24 ساعت، به محیط hESC تازه با PURO تغییر دهید.
• سـلول هـا را بـا PURO بـه مـدت 48 سـاعت درمـان کنیـد. پس از 48 سـاعت درمان PURO، سـلول هـا را با PBS یک بـار به آرامی بشـویید. به 

hESC تغییـر دهیـد  . بـه طـور متوسـط چند سـاعت پـس از درمـان PURO، کلنی ها شـروع به مـردن می کنند.
• بعد از درمان PURO عکس بگیرید. محل کلنی ها باقیمانده را در زیر چاه عامت گذاری کنید )برای ثبت این موارد

کلنی ها آنهایی نیستند که دوباره ظهور می کنند(.محیط کشت را روزانه چک کرده و تغییر دهید.
• تقریبـاً در روزهـای 2 تـا 4، کلنـی هـای کوچـک جدیـد بایـد از لبـه کلنـی قبلـی که از بیـن رفته بـود، دوباره بیـرون بیاینـد. عامت گـذاری کنید و از 

کلنـی هـای جدید عکـس بگیرید
• روزهای 11 تا 14، کلنی های تازه پدید آمده را روی لایه های تغذیه کننده MEF جدید سابکلون کنید و گسترش سلولی را آغاز کنید.

9. تأیید برداشت ترانس ژن

• استخراج DNA ژنومی از هر ساب کلون و انجام PCR برای تشخیص وجود یا عدم وجود تراریخته.
;´GGA ACT CTT GTG CGT AAG TCG ATA G�3– ´5 :)پرایمر پیشرو c-MYC ( به شرح زیر است PCR پرایمرهای •

;´GGA GGC GGC CCA AAG GGA GGA GAT CCG�3-´5 :)پرایمر معکوس( WPRE
• مراحـل   PCR:95درجـه سـانتی گـراد بـه مـدت 3 دقیقـه. بـه دنبـال آن 33 چرخـه 94 درجـه سـانتی گـراد بـرای 30 ثانیـه، 60 درجه سـانتی گراد 

بـرای 30 ثانیـه و 72 درجـه سـانتی گـراد بـه مـدت 5 دقیقه.
• محصولات PCR توسط الکتروفورز بر روی ژل آگارز بررسی شدند.

erC 10. بررسی عدم ادغام پلاسمید •

• کلـون هـای iPSC بـدون ترانـس ژن بـر روی MEFs DR4 درحضـور)1,2 میکروگـرم در میلـی لیتـر(  ( PUROMYCIN  رشـد مـی کنند. مرگ 
کلـی سـلولی عـدم ادغام پاسـمید در ژنوم نشـان مـی دهد.

پروتکل 1.2 نوروژنز سلول های بنیادی پرتوان )براساس هو و همکاران، 2010، و زو و همکاران، 2012(

مواد 

DMEM/F12, 20% FBS/KOSR, 1% NEAA, 1 mM L-glutamine, 0.1 μM β-mercaptoethanol, 4 ng/mL bFGF :hESC محیط
DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL), SB4352 (10 nM( :A محیط نوروژنیک

DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL( :Bمحیط نوروژنیک
DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL), Retinoic acid (0.1 μM( :Cمحیط نوروژنیک

DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Retinoic acid (0.1 μM), SHH (100 ng/mL( :Dمحیط نوروژنیک

hESCs/iPSCs 1 .کشت

• hESCs/iPSCها روی یک لایه تغذیه کننده از MEF های غیرفعال شده با تغییر روزانه محیط hESC کشت می شوند.

.)EB( 2 .تشکیل توده جنینی

• محیط را از روی صفحه کشت سلولی آسپیره کنید. دو بار با PBS بشویید.
• سـلول هـا را بـا کاژنـاز IV   )1 میلـی گـرم در میلـی لیتـر( درمـان کنیـد. به مـدت 15 تـا 20 دقیقه در دمـای 37 درجه سـانتی گراد انکوبـه کنید تا 

کلنـی های سـلولی جدا شـوند.
• به آرامی پیپت کنید تا کلنی ها جدا شوند. سلول ها را در یک لوله مخروطی جمع کنید.



15         فصل اول: معرفی

7.5 میکرولیتـر Trans IT Hela را اضافـه کنیـد، بـه آرامـی پیپـت کنیـد. 5 میکرولیتـر MONSTER اضافـه کنیـد، بـه آرامی پیپت کنیـد. به مدت 30 
دقیقـه در RT انکوبـه کنید.

•2.5 میلی لیتر در چاه محیط hESC اضافه کنید. 2,5 میلی لیتر از مخلوط فوق را به هر چاه اضافه کنید. زمان را ثبت کنید.
• پس از 24 ساعت، چاه را با PBS یکبار به آرامی بشویید. به محیط hESC تغییر دهید و حدود 6 ساعت انکوبه کنید.

8 .انتخاب کلنی های iPSC با پورومایسین

• در طول دوره 6 ساعته، محیط hESC حاوی PURO  PUROMYCIN؛ μg/mL(1,2( را آماده کنید.
• پس از 6 ساعت، محیط را به محیط hESC با PURO به هر چاهک تغییر دهید. زمان را ثبت کنید.

• پس از 24 ساعت، به محیط hESC تازه با PURO تغییر دهید.
• سـلول هـا را بـا PURO بـه مـدت 48 سـاعت درمـان کنیـد. پس از 48 سـاعت درمان PURO، سـلول هـا را با PBS یک بـار به آرامی بشـویید. به 

hESC تغییـر دهیـد  . بـه طـور متوسـط چند سـاعت پـس از درمـان PURO، کلنی ها شـروع به مـردن می کنند.
• بعد از درمان PURO عکس بگیرید. محل کلنی ها باقیمانده را در زیر چاه عامت گذاری کنید )برای ثبت این موارد

کلنی ها آنهایی نیستند که دوباره ظهور می کنند(.محیط کشت را روزانه چک کرده و تغییر دهید.
• تقریبـاً در روزهـای 2 تـا 4، کلنـی هـای کوچـک جدیـد بایـد از لبـه کلنـی قبلـی که از بیـن رفته بـود، دوباره بیـرون بیاینـد. عامت گـذاری کنید و از 

کلنـی هـای جدید عکـس بگیرید
• روزهای 11 تا 14، کلنی های تازه پدید آمده را روی لایه های تغذیه کننده MEF جدید سابکلون کنید و گسترش سلولی را آغاز کنید.

9. تأیید برداشت ترانس ژن

• استخراج DNA ژنومی از هر ساب کلون و انجام PCR برای تشخیص وجود یا عدم وجود تراریخته.
;´GGA ACT CTT GTG CGT AAG TCG ATA G�3– ´5 :)پرایمر پیشرو c-MYC ( به شرح زیر است PCR پرایمرهای •

;´GGA GGC GGC CCA AAG GGA GGA GAT CCG�3-´5 :)پرایمر معکوس( WPRE
• مراحـل   PCR:95درجـه سـانتی گـراد بـه مـدت 3 دقیقـه. بـه دنبـال آن 33 چرخـه 94 درجـه سـانتی گـراد بـرای 30 ثانیـه، 60 درجه سـانتی گراد 

بـرای 30 ثانیـه و 72 درجـه سـانتی گـراد بـه مـدت 5 دقیقه.
• محصولات PCR توسط الکتروفورز بر روی ژل آگارز بررسی شدند.

erC 10. بررسی عدم ادغام پلاسمید •

• کلـون هـای iPSC بـدون ترانـس ژن بـر روی MEFs DR4 درحضـور)1,2 میکروگـرم در میلـی لیتـر(  ( PUROMYCIN  رشـد مـی کنند. مرگ 
کلـی سـلولی عـدم ادغام پاسـمید در ژنوم نشـان مـی دهد.

پروتکل 1.2 نوروژنز سلول های بنیادی پرتوان )براساس هو و همکاران، 2010، و زو و همکاران، 2012(

مواد 

DMEM/F12, 20% FBS/KOSR, 1% NEAA, 1 mM L-glutamine, 0.1 μM β-mercaptoethanol, 4 ng/mL bFGF :hESC محیط
DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL), SB4352 (10 nM( :A محیط نوروژنیک

DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL( :Bمحیط نوروژنیک
DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Noggin (500 ng/mL), Retinoic acid (0.1 μM( :Cمحیط نوروژنیک

DMEM/F12, NEAA 1X, N2 1X, Retinoic acid (0.1 μM), SHH (100 ng/mL( :Dمحیط نوروژنیک

hESCs/iPSCs 1 .کشت

• hESCs/iPSCها روی یک لایه تغذیه کننده از MEF های غیرفعال شده با تغییر روزانه محیط hESC کشت می شوند.

.)EB( 2 .تشکیل توده جنینی

• محیط را از روی صفحه کشت سلولی آسپیره کنید. دو بار با PBS بشویید.
• سـلول هـا را بـا کاژنـاز IV   )1 میلـی گـرم در میلـی لیتـر( درمـان کنیـد. به مـدت 15 تـا 20 دقیقه در دمـای 37 درجه سـانتی گراد انکوبـه کنید تا 

کلنـی های سـلولی جدا شـوند.
• به آرامی پیپت کنید تا کلنی ها جدا شوند. سلول ها را در یک لوله مخروطی جمع کنید.
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• مایع رویی را بردارید و سلول ها را به آرامی با 5 میلی لیتر محیط  hESC  بدون bFGF،بشویید 
)�(hESC . به مدت 1 دقیقه با سرعت 500 دور در دقیقه بچرخید.

• سلول ها را در 3,5 میلی لیتر در چاه )صفحه 6 چاه( از محیط hESC )-( معلق کنید. سلول ها را با پیپت کردن به آرامی بالا و پایین بشکنید.
• سـلول ها را در صفحـات 6 چاهـی بـا اتصـال فوق العـاده کـم بـا غلظت 105 سـلول در سـانتی متر مربع قـرار دهید )تخمین زده شـده با هضـم مقداری 
iPSC/ESC کلنی هـا بـه سـلول های منفـرد و شـمارش( اجـازه مـی دهـد تـا کلنـی های سـلولی در محیط شـناور شـوند. هـر روز محیـط )�(hESC را 

تغییـر دهیـد. پـس از 2 روز، کلنـی هـای سـلولی تجمـع یافته و EB را تشـکیل مـی دهند، به مـدت 7 روز ادامـه می یابد.

.)NR( 3 .تمایز عصبی مرحله اول - تشکیل روزت عصبی

• EB هـا را جمـع آوری کنیـد و بـه مـدت 30 ثانیـه بـا سـرعت 1000 دور در دقیقـه بچرخانیـد. EB هـا را مجـدداً در محیـط )�(hESC معلـق کنید. . 
EB هـا را داخـل چاهـک هـای بـا پوشـش ماتریـژل قرار دهیـد تا امـکان اتصـال EB بـه ماتریژل فراهم شـود.

• EBs را بـه مـدت 14 روز بـا محیـط القـای عصبی DMEM  تکمیل شـده با B27 و 20 نانوگـرم در میلی لیتر bFGF  متصل کـرد. نیمی ازمحیط ها 
را هـر 2 روز یکبـار عـوض کنیـد و هر هفته یک تغییر رسـانه کامـل انجام دهید.

• پس از 15 روز کشت، خوشه های NR باید ظاهر شوند.

4 .جداسازی و کشت روزت های عصبی )NR( در حالت تعلیق

• NRها را با خودکار نشانگر زیر میکروسکوپ عامت گذاری کنید.
• با یک قیچی استریل، ته چند نوک پیپت را ببرید. ژله نفتی را روی لبه برش نخورده بمالید و روی NR های جداگانه قرار دهید

برای تشکیل چاه های شبیه سازی فردی.
•NRهـا را بـه آرامـی تریتـور کـرده و آنهـا را آسـپیره کنیـد. NR هـا را به چاه هـای صفحات اتصـال فوق کم 24 چاهـی منتقل کنیـد ~NR 5 در هر 

چـاه، NR ها خوشـه هـای بزرگی را تشـکیل می دهند
• NRها را به صورت سوسپانسیون با محیط عصبی )هدایت سلول ها به سلول های پیش ساز عصبی( برای 25 روز آینده با محیط کشت

4 مرحله زیر:
• در طول این دوره، خوشه های بزرگ )بیش از 300 میکرومتر( را با نوک پیپت بریده شده به آرامی خرد کنید.

5 .تمایز به سمت یک فنوتیپ نورونوژنیک

• برای سنجش پچ گیره، خوشه را به آرامی جدا کرده و چند سلول را روی یک لیز شیشه ای گرد پوشیده شده با پلی لیزین بکارید.
• کشت سلول ها در محیط Neurobasal با مکمل N2 )1x(، 1 میکرومولار   cAMP محیط پایه

• بـرای تمایـز نـورون هـای حرکتـی مـوارد زیـر را بـه محیط پایـه اضافـه کنیـد BDNF / 10 نانوگرم در میلـی لیتـر/GDNF  10 نانوگـرم در میلی 
لیتـر /IGF1  10 نانوگـرم در میلـی لیتـر. هفتـه ای دوبـار محیط را عـوض کنید.

 • تا 5 هفته ادامه دهید. تغییرات مورفولوژیکی را مشاهده کنید و سلول های شبه نورون را جستجو کنید.
•  انجام تجزیه و تحلیل بیان ژن عصبی و تجزیه و تحلیل الکتروفیزیولوژی.

ملاحظات پیش بالینی
iPSCهای عاری از ژن های تراریخته/وکتور

رویکردهـای مختلفـی بـرای تولیـد iPSC هـای عـاری از ژن/
وکتـور  ایجاد شـده اسـت که شـامل بیان گذرا بـا اسـتفاده از ناقلان 
آدنوویروسـی یـا غیـر ویروسـی،  وکتورهـای اپیزومـی غیـر یکپارچه 
DNA کوچـک دایـره ای وحـذف حامل های یکپارچه با اسـتفاده از 
انتقـال piggyback  یـا loxP/Cre-recombinase ویروسـی قابل 
برداشـت مـی باشـد. سیسـتم غیروکتـوری شـامل mRNA هـای 
اصـلاح شـده مصنوعـی و چهـار عامـل مبتنی بـر پروتئیـن نوترکیب 
برای تولید iPSCها در سیسـتم موشـی و انسـانی می باشـد. برنامه 
ریـزی مجـدد  iPSC بـر پایه پروتئیـن های نوترکیب موشـی منجر 
بـه یکپارچگی  ژنومیک بیشـتر در مقایسـه با اسـتراتژی های ناشـی 
loxP/ از ویـروس  می شـود. پروتـکل 1,1 جزئیات روش اسـتفاده از

Cre-recombinase قابـل برداشـت سیسـتم ناقـل ویروسـی کـه 
بـرای تولیـد iPSC هـای دندانی  اسـتفاده شـده اسـت را بـه عنوان 

روش سـازگار، کارآمـد و قابـل اعتمـاد نشـان می دهد.

حافظه iPSCها به عنوان مزیت بالقوه

همانطـور کـه قبـلًا بحـث شـد، برنامـه ریـزی مجـدد سـلول ها به 
iPSCهـا ناقـص بوده و مقـداری DNA باقیمانده ای بـه جا می گذارد. 
علایـم متیلاسـیون مربـوط به سـلول منشـا آنها،"حافظه اپـی ژنتیک" 
نامیـده مـی شـود. ایـن حافظـه اپـی ژنتیـک iPSCهـا را بـا تمایـل 
بیشـتری بـرای تمایـز بـه دودمان نوع سـلول اصلی نسـبت بـه دودمان 
جایگزیـن نشـان مـی دهد. اگرچه، در سیسـتم موشـی، چنیـن حافظه 
ای وجـود دارد ایـن حافظـه عمدتـاً در iPSCهـا بین پاسـاژهای 4 و 6، 
محـو مـی شـوند و توسـط پاسـاژ 10 دور مـی شـود و به طـور کامل در 
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بـا ایـن حـال، hiPSC هـا، چنیـن حافظـه ای را تا قسـمت 65 
حفـظ مـی کننـد. ممکـن اسـت از ایـن حافظـه اپـی ژنتیـک بـرای 
 iPSC اهـداف بالینـی خـاص مـورد نیـاز اسـت که ممکـن اسـت از
هـا مشـتق شـده باشـد. مثـلا، ممکـن اسـت از iPSC های مشـتق 
شـده از لیمبـال انسـانی بـرای ایجاد اپیتلیـوم لیمبـال و از iPSCها 
ی  حاصل از فیبروبلاسـت برای کاربردهای پزشـکی اسـتفاده شـود. 
همچنین کارایی تمایز iPSC های مشـتق از سـلول های پیش سـاز 
قلبـی نیـز به قلب در مقایسـه با iPSC های مشـتق از فیبروبلاسـت 
در تمایـز بیشـتر اسـت. بـه همیـن ترتیـب، iPSC های سـلول های 
دندانـی را مـی تـوان از سـاقه دنـدان بـرای بازسـازی بافت دنـدان به 

آورد.  دست 

iPSC توسعه یک کتابخانه

عمـل  هـای  دسـتورالعمل  تحـت  منفـرد  iPSCهـای  تولیـد 
)GMP( پرهزینـه اسـت، امـا بانکـی از رده هـای سـلولی آلوژنیک 
در بالیـن بـرای غلبه بر این موضوع توسـط  GMP پیشـنهاد شـده 
 HLA با بیشـترین iPSC اسـت.  یک هاپلوبانک شـامل 100 خط
مکـرر در هـر جمعیـت بـا 78 درصـد مطابقـت جمعیـت آمریکایی 
هـای اروپایـی، 63 درصـد از آمریکایـی هـای آسـیایی، 52 درصـد 
ازآمریکایـی هـای اسـپانیایی تبـار و 45 درصـد از آمریکایـی هـای 
 Gourraud et al., 2012; Turner( .آفریقایـی تبـار مـی باشـد
iPSC بـرای بدسـت آوردن چنیـن هاپلوبانکـی از  .)et al., 2013

هـا، نیـاز به مقیـاس بزرگی از همـکاری هماهنگ در سراسـر جهان 
باشـد. می 

نتیجه گیری و چشم اندازها
فنـاوری iPSC بـه مـا این امـکان را می دهد که  پلاستیسـیته 
سـلول هـا در طـول مسـیرهای تمایـز و تمایـز زدایـی بیشـتر درک 
کنیـم. همچنیـن بازسـازی اپـی ژنتیـک در طـول وضعیـت نابالـغ 
سـلول های بنیـادی و تمایـز آن هـا مهمتـر از همـه، کاربردهـای 
پزشـکی کـه یکـی از آنهـا درمـان مبتنـی بـر سـلول اسـت توجـه 
زیـادی را بـه خـود جلـب نمـوده اسـت. خطـوط iPSC سفارشـی 
شـده را مـی تـوان از هـر فردی بـرای اسـتفاده اتولـوگ و همچنین 
آلوژنیـک ایجـاد کـرد و دودمـان سـلولی کـه از هـر سـه لایـه زایـا 
جنینـی منشـا می گیرنـد می توانـد جایگزین اسـتفاده از ESC ها 
شـود. در حالـی کـه درک وضعیـت مولکولـی iPSCهـا در ژنتیک 
و بررسـی سـطوح اپـی ژنتیـک از جملـه ایمنـی هنـوز ناقص اسـت 
ایـن سـلول ها بـرای کاربردهـای کلینیکـی و ظرفیت هـای درمانی 

نیـاز بـه بررسـی دارد. بازسـازی بافـت عصبـی یـک چالـش بـزرگ 
در رشـته پزشـکی بازسـاختی مـی باشـد. از آنجایـی کـه بافت های 
عصبـی ظرفیـت ترمیم کنندگـی پایینـی دارند و اختـلالات عصبی 
شـرایط پزشـکی بسـیار دشـوار را بـرای بیمـاران ایجـاد مـی کنـد. 
از  خـاص  عصبـی  سـلول های  تمایـز  در  توجهـی  قابـل  پیشـرفت 
hESC/ iPSCهـا، همانطـور کـه به برخـی از آن هـا در این فصل 
بـه آنها اشـاره شـد صورت گرفته اسـت. به عـلاوه تحقیقات بیشـتر 
بـرای روشـن شـدن رویدادهای مولکولـی  که در طـول برنامه ریزی 
مجـدد اتفـاق می افتـد، بهبود ایمنـی و کارایی پروتکل های کشـت 
و همچنیـن بـرای تعریـف تمایز پیشـرفته، مراحل تولید سـلول های 
ایمـن، موثـر و کاربـردی دودمـان هـای خاص بـرای سـلول درمانی 

مـورد نیاز اسـت.
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