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  چکیده

هاي رود. قابلیتها به شمار میهاي مهم و امیدوارکننده در زمینه درمان بیماريدرمانی یکی از استراتژيامروزه سلول

دو  هاي بنیادي باعث شده از آنها به عنوان یک منبع ارزشمند در تحقیقات علوم پایه و پزشکی، در هرمنحصر به فرد سلول

کاربرد این ، هاي بنیادياستفاده از سلولبه مشکلات اخلاقی مربوط زمینه پژوهش و درمان، استفاده شود. در حالی که 

هاي مهم دانشمندان براي توسعه و استفاده بیشتر از این علم، یافتن یک یکی از دغدغه ،ها را محدود کرده استسلول

یکی از مهمترین  (IPSCs) القائیهاي بنیادي پرتوان باشد. ایجاد سلولها میجایگزین مناسب جهت تولید این سلول

هاي بیان ژن و هاي مختلفی که توانایی تغییر پروفایلروش ،شود. در این رابطهها در نیل به این هدف محسوب میروش

هاي ت نامتمایز و ایجاد سلولها در جهت برگشت به حالکه نتیجه آن تغییر مورفولوژي و عملکرد سلول- ها را دارندپروتئین

هاي مصنوعی، ها شامل انتقال هسته، استفاده از عصاره سلولی و مولکولباشند. این روشدر حال توسعه می - بنیادي است

هاي باشد. در این مقاله مروري سعی شده است که روشهاي مشخص و تغییرات سطوح سیتوپلاسمی میبیان اجباري ژن

  مورد بررسی قرار گیرد. القائیدي پرتوان هاي بنیاتولید سلول

هـاي  ، تکنیـک القـائی هـاي بنیـادي پرتـوان    جستجوي مقالات از طریق ترکیبی از کلمـات کلیـدي زیـر انجـام شـد: سـلول      

 2002 هـاي . مقالات موجود در بررسی ما، دوره زمانی بین سالالقائیهاي بنیادي پرتوان هاي تولید سلولزدایی، روشتمایز

مقاله در نسخه نهایی ما مورد استفاده قرار گرفتند. در مطالعه حاضـر،   68دهد. در پایان روند بررسی، را پوشش می 2015و 

  پرداختیم. القائیبنیادي پرتوان  هايهاي مختلف تولید سلولما به بررسی روش

  القائیهاي بنیادي پرتوان هاي تولید سلولی، روشهاي تمایززدای، تکنیکالقائیهاي بنیادي پرتوان سلول هاي کلیدي:واژه
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  مقدمه

هاي بنیادي قادر به ایجاد هر نوع سلول در بدن سلول

توانند تحت تأثیر عوامل رشد مختلف در هستند. آنها می

هایی با عملکردهاي اختصاصی مانند محیط کشت به سلول

 کننده انسولین،هاي تولیدهاي ماهیچه قلب یا سلولسلول

پانکراس و غیره تبدیل شوند. به این قابلیت، پرتوانی اطلاق 

هاي بنیادي پرتوان علاوه بر توانایی تکوین شود. سلولمی

لایه جفتی، قادرند به سه لایه زاینده (اندودرم، دو  به

. بر اساس این ]1[مزودرم و اکتودرم) نیز تکوین یابند 

توانی لیت پرحقیقت که در پستانداران عالی دستیابی به قاب

، جهت حل این مشکل و جایگزینی آن، ]2[مشکل است 

توانی در حال مطالعه یابی به سمت پرتوانی و چندتمایز

هاي علمی باشد. به طوري که قسمت عمده تلاشمی

هاي اند. سلولجهت نائل شدن به این هدف تمرکز یافته

هاي هایی هستند که قادرند به ردهبنیادي چندتوان آن

هاي بنیادي دگانه اما محدود تمایز پیدا کنند. سلولچن

توان به عنوان یک حالت ژنومی در نظر گرفت پرتوان را می

 هاي سه لایه زایاي جنینی تبدیل شوندکه قادرند به سلول

  . ]1- 3[ )1(شکل 

  

  
  

  ]3[ منابع و خواص سلول هاي بنیادي پرتوان انسانی - 1شکل 

  

مسئول حفظ هومئوستازي بافتی هستند، ها این سلول

هاي دیده و یا پیر را با سلولهاي آسیببه طوري که سلول

هاي اخیر، . در طی سال]4[کنند جدید جایگزین می

هاي بنیادي پرتوان جنینی از توده سلولی داخلی سلول

؛ با این حال، استفاده از ]2[ اندجنین انسان مشتق شده

قاتی محدود بوده و به لحاظ این روش در اهداف تحقی

شده نیست. به همین اجتماعی و اخلاقی چندان پذیرفته

هاي بنیادي دلیل، ضرورت داشتن منابع متفاوتی از سلول

که بتوان از آنها در مطالعات تشخیصی یا درمانی استفاده 

کرد، یک زمینه مطالعاتی وسیع و جدیدي را ایجاد 

(که معمولاً به  لقائیاهاي بنیادي پرتوان کند. سلولمی

شوند) یک نوع از شناخته می IPSCsصورت مخفف 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                             2 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  357 محسن شیخ حسن، مهدیه غیاثی

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

توانند به صورت هاي بنیادي پرتوان هستند که میسلول

هاي بنیادي بالغ و تخصصی تولید گردند. مستقیم از سلول

و همکارانش  Yamanakaها، اولین بار توسط این سلول

ها از ) تولید شدند و به دلیل این که این سلول2006(

شوند، مشکلات هاي تخصصی خود فرد تولید میسلول

حاصل از پاسخ ایمونولوژیک را به همراه ندارند. در مقاله 

هاي تولید حاضر سعی شده است که به ارزیابی روش

  پرداخته شود. القائیپرتوان هاي سلول

  هامواد و روش

در این مطالعه مروري، ترکیبات مختلفی از واژگان 

هاي ، تکنیکالقائیهاي بنیادي پرتوان ل سلولکلیدي شام

، PubMedهاي نشریات علمی تمایززدایی در پایگاه

MEDLINE ،Google Scholar ،Medscape  و پایگاه داده

EMBASE  .به زبان انگلیسی مورد جستجو قرار گرفتند

لحاظ گردید. دو  2015تا  2002بازه زمانی مقالات از سال 

هاي انه به بررسی عناوین و خلاصهنویسنده به طور جداگ

ها با زمینه مقالات شناسایی شده جهت ارزیابی تناسب آن

تحقیقاتی مورد نظر پرداختند. به منظور اطمینان از مرتبط 

بودن منابع با موضوع، تمامی منابع مورد بررسی قرار 

  گرفتند. 

شده همچنین مقالات تکراري نیز از مقالات انتخاب

که در  خروج از مطالعه، مقالاتی بودند حذف شدند. معیار

 هاي بنیادي پرتوانهاي تولید سلولها به ارزیابی روشآن

پرداخته نشده بود. سپس، مطالعات انتخاب شده بر اساس 

  بندي شدند. هاي تمایززدایی مورد استفاده، طبقهروش

  نتایج

مقاله  95در پایان مراحل جستجوي مقالات، از مجموع 

 68هاي نشریات علمی و پایگاه داده، از پایگاه آمدهدستبه

مقاله مناسب جهت نگارش این مقاله مروري انتخاب 

) و این مقالات بر اساس محتواي موضوعی 1(نمودار 

بندي شدند. در مقاله مروري حاضر، نتایج حاصل از طبقه

مقاله انتخاب شده در قالب مطالب زیر ارائه  68مطالعه 

   شده است.

  هاي تمایزیافتهپرتوانی در سلول ءالقا 1- 1

گرد در حوزه تکوین به منظور این موضوع به معنی عقب

هایی است که به صورت هاي بنیادي از سلولکسب سلول

زمینه نتایج در این  اند.کامل یا جزئی تمایز یافته

هاي اي به دست آمده است. تاکنون، سلولکنندهدلگرم

هاي پیکري انسان از سلول (IPSCs) القائیبنیادي پرتوان 

  اند. و موش مشتق شده

ها به خوبی در شرایط آزمایشگاهی اگر چه این سلول

هایی که در شرایط یابند، با این حال آزمایشتکوین می

یشه نتایج مورد قبول را ارائه پذیرند، همحیاتی صورت می

توان به را می IPSCsهاي دهند؛ به طوري که سلولنمی

هاي هدف مختلف پیوند زد، اما قابلیت تکثیر و تمایز اندام

ها) ایجاد هاي اندام (و نه همه قسمترا در برخی از قسمت

علاوه بر این، بر اساس توانایی آنها در ایجاد  .]1[ کنندمی

ها هاي لایه زاینده، پیوند این سلولسلولهر کدام از 

ها همراه باشد. تواند با میزان بالاي ایجاد تومور در انداممی

یک تکوین موفق که بر اساس فرایند کارآمد و مطمئن 

کند که افتد، راهی را ایجاد میتمایززدایی سلول اتفاق می

تواند جایگزین پیوندهاي ناموفق شده و امید به زندگی می
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در سراسر جهان افزایش دهد. هدف این نفر ا براي هزاران ر

هاي بنیادي پرتوان مقاله بازنگري کلی موضوع تولید سلول

هاي ترین روشترین و امیدبخشاست که مهم القائی

هاي مختلف تحقیقی را تمایززدایی مورد استفاده در گروه

دهد. امروزه در حیوانات نیز از در سراسر جهان تشکیل می

هاي بنیادي هاي تمایزیافته مختلف براي تولید سلولسلول

استفاده شده است که به صورت خلاصه به  القائیپرتوان 

زدایی مورد استفاده در جدول هاي تمایزهمراه کلیات روش

  .آمده است 1

  

  

  مراحل مختلف ارزیابی و انتخاب مقالات مناسب جهت نگارش مقاله مروري حاضر-1نمودار 
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  هاي القاي پرتوانیروش 2- 1

هاي پژوهشی سال است که پروتکل 10نزدیک به 

اي در حال ضوع به صورت گستردهمرتبط با این مو

اولین  Kauffmanو  Evansپیشرفت هستند، در حالی که 

هاي بنیادي جنینی حدود مطالعات را در مورد تولید سلول

هاي متفاوت سلول . رده]4[ سال پیش آغاز کردند 30

هاي دخیل انسان، موش صحرایی و موش جهت آنالیز ژن

ی مورد استفاده قرار در فرایند تمایز و حفظ حالت پرتوان

هاي اند. اطلاعات اندکی در رابطه با مکانیسمگرفته

یا تمایززدایی  (Reprogramming)ریزي مجدد برنامه

(Dedifferentiation)  وجود دارد، ولی به صورت قاطع

بازآرایی کروماتین یک گام کلیدي در این فرایند است. 

 پس از تکمیل شدن فرایند تمایززدایی، مسیرهاي

، که گروهی از مسیرهاي BMPو  LIF ،Wntدهی سیگنال

پروتئینی هستند  (signal transduction)انتقال سیگنال 

هاي سطحی سلول از ها را از طریق گیرندهکه سیگنال

کنند، براي حفظ بیرون سلول به داخل آن هدایت می

 شوندهاي بنیادي در فرایند خودنوزایی درگیر میسلول

]7 -5[ .  

تواند در مراحل مختلف ارزیابی تمایززدایی می فرایند

هاي سلول مورد نظر طی این فرایند، بیان ژن .شود

هاي معکوس گردیده و در نتیجه، از یک سو فعالیت ژن

مرتبط با تکوین سلول خاموش شده و از سوي دیگر 

شوند. در سطح هاي مربوط به تمایززدایی فعال میژن

آید که از جمله ان به وجود میپروتئین نیز تغییراتی در بی

ساز هاي پیشهاي سلولاین تغییرات، بیان بیشتر پروتئین

هاي تمایزیافته هاي مربوط به سلولو بیان کمتر پروتئین

ها نیز دستخوش باشد. در این فرایند، مورفولوژي سلولمی

هاي تمایزنیافته گیرد که طی آن سلولتغییراتی قرار می

هاي تمایزیافته به نظر رسیده و از لحاظ از سلول ترکوچک

میزان بالاتر و میزان  ها نیز به ترتیبکاریوپلاسم و اندامک

باشند. یافته دارا میهاي تمایزکمتري را در مقایسه با سلول

هاي تمایزنیافته توانایی در سطوح عملکردي، سلول

ها بیشتري جهت تبدیل شدن به انواع وسیعی از سلول

   .]8[ یافته دارندهاي تمایزولنسبت به سل

کند که روش با این حال، مشکل زمانی بروز می

ریزي مجدد باید مورد انتخاب واقع شود. چندین راه برنامه

اما هیچکدام از  ،مجدد تمایز وجود دارد براي بازگرداندن

آنها توانایی انجام این کار را بدون استفاده از وکتورهاي 

شده، مثل آنچه با امنیت تضمین ویروسی، الحاق سلولی یا

  دهد، ندارند. که در شرایط حیاتی رخ می
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  در حیوانات القائیهاي بنیادي پرتوان تولید سلول -1جدول 
 

    نام حیوان نوع سلول مورد استفاده هاي فاکتورهاي پرتوانیژن روش مورد استفاده منبع

Esteban  و همکاران

)2009(  

سیستم بیانی 

 رتروویروسی

Sox2,Klf4,Oct4,C-myc 

  موشی
 1 خوك تبتی هاي فیبروبلاستسلول

Ezaschi  و همکاران

)2009(  

سیستم بیانی 

 رتروویروسی

Sox2,Klf4,Oct4,C-myc 
 انسانی

هاي فیبروبلاست سلول

 جنینی
 2 خوك

  Wu)2009و همکاران ( 

سیستم بیانی 

ویروسی القاشونده با لنتی

 سیکلین)دارو (داکسی

Sox2,Klf4,Oct4,C-myc 

 موشی
 3 خوك سلول بالغ خوك

West ) 2010و همکاران( 
سیستم بیانی 

 رتروویروسی

 

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc,Nanog,Line28   

هاي بنیادي مزانشیمی سلول

 خوك
 4 خوك

Han ) 2011و همکاران(  
سیستم بیانی 

 رتروویروسی

-Sox2,Klf4,Oct4,Cگاوي

myc,Nanog,Line28 

ست هاي فیبروبلاسلول

 جنینی گوساله
 5 گاو

Li ) 2011و همکاران(  

سیستم بیانی 

شونده با ویروسی القالنتی

بیوتیک آنتی

 (تتراسایکلین)

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc 
 6 گوسفند هاي فیبروبلاستسلول

Bao ) 2011و همکاران(  

سیستم بیانی 

ویروسی القاشونده با لنتی

 دارو

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc,Nanog,Line28, 

SV40 large T و hTERT 

 7 گوسفند هاي پیکري گوسفندسلول

Ren ) 2011و همکاران(  

سیستم بیانی 

ویروسی القاشونده با لنتی

 سیکلین)دارو (داکسی

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc 

هاي فیبروبلاست سلول

 گوش
 8 بز

Nagy ) 2011و همکاران(  
سیستم بیانی مبتنی بر 

 Piggy Bacترانسپوزون 

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc 
 9 اسب هاي فیبروبلاستسلول

Luo ) 2011و همکاران(  
سیستم بیانی 

 رتروویروسی

-Sox2,Klf4,Oct4,Cانسانی

myc 
 10 سگ هاي فیبروبلاست بالغسلول

Merkl ) 2013و همکاران(  
سیستم بیانی غیرویروسی 

 القاشونده

  

-Sox2,Klf4,Oct4,Cموشی

myc 

فیبروبلاست  هايسلول

  گوش

هاي بنیادي مزانشیمی سلول

 بافت چربی

 11 موش

  )2014( و همکاران Fangسیستم بیانی رتروویروسی                      Klf4,Oct4هاي فیبروبلاست گوش میمون رزوس        میمون رزوس              سلول   12

  و همکاران Chu  انسانی     سیستم بیانی لنتی ویروسی Sox2,Klf4,Oct4,C-mycینی بز شیري       هاي فیبروبلاست جنسلول                 ز شیري   13

                                                                                                                                                                           )2015(        
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  هاي تمایززداییروش 3- 1

ریزي مجدد هاي متفاوتی جهت انجام برنامهروش

در این  ).2و جدول  2اند (شکل تاکنون شناسایی شده

زمینه تحقیقات زیادي در مورد تعیین کارآمدترین رده 

  سلولی در رابطه با از بین رفتن تمایز انجام گرفته است.

  
  

  القائیهاي بنیادي پرتوان هاي تمایززدایی جهت تولید سلولروش - 2شکل 

  

  ايانتقال هسته 1- 1-3

 Somatic Cell)هاي پیکري انتقال هسته سلول

Nuclear Transfer=SCNT)  فرایندي است که طی آن

هسته یک سلول پیکري به یک اووسیت بالغ فاقد هسته 

ژنتیکی این انتقال، یک بازآرایی ناکامل اپی یابد.نتقال میا

کند که سلول را هاي سلول پیکري ایجاد میدر هسته

ریزي مجدد که به طور طبیعی طی تکوین بدون برنامه

 دهدافتد به سمت تشکیل حالت پرتوانی سوق میاتفاق می

ریزي مجدد، به نوع . توانایی اووسیت جهت برنامه]9- 10[

هایی که هاي اهداکننده بستگی دارد. هسته سلولولسل

هاي اند، در مقایسه با سلولتمایز کمتري پیدا کرده

دهند. با توجه به تر، تکوین بهتري را نشان میتمایزیافته

 ریزي مجدد در طی فرایند کلونینگ،این موضوع که برنامه

افتد، بنابراین بسیاري از به صورت تصادفی اتفاق می

شوند که فرایند به صورت کامل ها زمانی پدیدار مینقص

هایی که در مراحل انجام نپذیرد. در این میان، نقص

و یا به صورت ژنتیکی در  DNAگذاري، متیلاسیون نشانه

هاي تکراري و به صورت یک ژن خاص و یا در توالی

ژنتیکی شامل تغییرات وسیع در بیان ژن، استیلاسیون اپی

تواند بر روي می ،شودها دیده میستونو متیلاسیون هی

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                             7 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  هاي بنیادي پرتوان ـ مروري کوتاههاي تولید سلولارزیابی روش 362

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

. تنها ]10[ تأثیرگذار باشد Xسازي کروموزوم فعال

ژنتیکی قرار ریزي مجدد اپیهایی که تحت برنامههسته

هاي بنیادي جنینی به روش اند،  قادر به تولید سلولگرفته

SCNT 9[ هستند[.  

  القائیهاي بنیادي پرتوان ولید سلولهاي تروش -2جدول 

  روش تکنیک مزایا معایب کارایی

- 

ریزي نتایج برنامه

ژنتیکی مجدد جهت اپی

بینی، ناکارآمد پیش

 باشد.می

هاي سلولی انسان رده

توانند به همراه امتزاج می

 همولوگ ایجاد گردند.

هسته سلول پیکري با 

یک اووسیت بدون هسته 

  .شودامتزاج داده می

انتقال هسته سلول 

 سوماتیک

- 

در صورتی که پروفایل 

بیانی پروتئین سلول 

هدف با تولید پروتئین 

عصاره سلولی مرتبط 

باشد، باعث ایجاد مشکل 

 شود.می

این روش علاوه بر این که 

امکان آنالیزهاي 

بیوشیمیایی و کینتیکی 

ریزي مجدد را برنامه

سازد، امکان فراهم می

حاصله  استفاده از نتایج

جهت شناسایی 

فاکتورهاي دخیل در 

ریزي را نیز مهیا برنامه

 کند.می

به منظور بیان 

هاي هاي سلولپروفایل

هاي بنیادي جنینی، سلول

تمایزیافته با آنها مخلوط 

 شوند.و کشت می

 عصاره سلولی

کارایی این روش بسته به 

تا  001/0رده سلولی بین 

 محاسبه شده است. 4/4%

ز رتروویروس و استفاده ا

آدنوویروس زمانی که آنها 

به درون ژنوم میزبان 

تواند به تلفیق گردند، می

هاي سازي مجدد ژنفعال

 سرطانی منجر گردد.

روشی است که بیشترین 

مطالعات با استفاده از آن 

صورت پذیرفته و داراي 

در میان کارایی  بالاترین

هاي مورد استفاده روش

هاي در تولید سلول

 القائیدي پرتوان بنیا

 باشدمی

انتقال و بیان ترکیبی از 

سري فاکتورهاي ایجاد 

کننده پرتوانی از جمله 

oct4,sox2  ... و

هاي بنیادي درسلول

  جنینی

بیان اجباري فاکتورهاي 

 مشخص

استفاده از ترکیبات با 

وزن مولکولی پایین امکان 

 برابر 100تا  6/2افزایش 

ریزي مجدد برنامهکارایی 

زمانی که با بیان  را،

اجباري فاکتورهاي 

مشخص همراه شوند، 

 سازد.میسر می

ترکیب منفرد از 

هاي سنتتیک مولکول

هاي قابلیت تولید سلول

را  القائیبنیادي پرتوان 

 ندارد.

به عنوان ابزاري مناسب 

جهت کنترل سرنوشت 

هاي بنیادي و سلول

چنین جهت درك بهتر هم

فرایندهاي تکاملی به کار 

 رود.می

ترکیبات داراي وزن 

مولکولی پایین به عنوان 

ریزي مجدد معرف برنامه

 روند.به کار می

 هاي سنتتیکمولکول

- 

هاي بین کنشبرهم

ها و RNAمیکرو

برداري فاکتورهاي نسخه

به خوبی شناخته نشده 

  است.

هنگامی که با بیان اجباري 

هاي مشخص همراه ژن

تواند می mir290شوند، 

  شود. c-Myc جایگزین

هدف این روش تغییر 

پروفایل ساخت پروتئین 

سلولی با استفاده از 

  باشد.می RNAمیکرو

 RNAمیکرو 
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  هاي سلولیعصاره 2- 3- 1

اره سلول تمایزیافته، این تکنیک شامل استفاده از عص

هاي بنیادي جنینی هاي بنیادي پرتوان و یا سلولسلول

. نتایج حاصل از این تکنیک بسیار جالب ]11[است 

سازي ترکیبات باشند، به طوري که امکان خالصمی

کنند ریزي مجدد را فراهم میپروتئینی با قابلیت برنامه

خم زنوپوس هایی که با استفاده از عصاره ت. آزمایش]12[

(Xenopus) بازآرایی کارایی  که انجام پذیرفت، نشان داد

در معرض قرار به بخش کروماتینی هستۀ تمایزیافته، 

گرفتن با عصاره تخم میتوزي بستگی دارد که این باعث 

. ]12- 14[شود جنینی می DNAتسهیل همانندسازي 

Bru هاي و همکارانش ژنOct4 ،Sox2 ،Klf4  وc-MYC 

(OSKM) ها در معرض ا پس از قرار دادن فیبروبلاستر

هاي بنیادي جنینی، به درون ژنوم عصاره سلول

و همکارانش با  Freberg. ]15[فیبروبلاست انتقال دادند 

هاي کلیه جنینی به سلول Nanogو  Oct4هاي انتقال ژن

هاي انسان که از طریق مواجهه آن با عصاره سلول

فت، توانستند موفق به کارسینوماي جنینی انجام پذیر

و تغییرات هیستونی  DNAریزي متیلاسیون انجام برنامه

. ]11[ها شوند بر روي ناحیه تنظیمی این ژن

هاي بنیادي هایی که در معرض عصاره سلولفیبروبلاست

قدیمی  ءجنینی موش قرار گرفتند، نشان دادند که یک القا

باعث ها وجود داشته است که بیان آن در آن Oct4ژن 

شود و نگه داشتن آن در حد پایه می DNAدمتیلاسیون 

گیري . یکی از معایب این روش، مشکل بودن نتیجه]13[

در مدت زمان کوتاه است که بتوان تشخیص داد که آیا 

الگوي بیان پروتئین سلول هدف با تولید پروتئین خود 

اي هاي حالت پایهسازي مجدد ژنسلول بر اساس فعال

یا خیر، و یا اینکه آیا این الگوي بیان در  یکسان است

هایی است هاي در حال رشد، نتیجۀ بیان گذراي ژنسلول

. از طرف دیگر، ]11[که در عصاره وجود دارند یا خیر 

ها به طور کامل از لحاظ مشخص نیست که این سلول

لایه زاینده  سهرونویسی و ظرفیت تمایزي قادر به ایجاد 

با  ]16[و همکارانش  Choر. بنابراین پرتوان هستند یا خی

هاي پیکري ابتدایی با یک عصاره پروتئینی تیمار سلول

هاي بنیادي جنینی توانستند مشتق شده از سلول

را که  القائیهاي بنیادي پرتوان هاي سلولپروتئین

هاي بنیادي جنینی از قبیل عملکرد خصوصیات سلول

تکوینی آنها در  ها در شرایط آزمایشگاهی و پتانسیلآن

  کنند، ایجاد نمایند.سازي میشرایط حیاتی را شبیه

  هاي مشخصبیان اجباري ژن 3- 3- 1

 c-MYCو  Oct4 ،Sox2 ،Klf4هاي انتقال ژن

(OSKM) هاي پیکري و جنینی باعث ایجاد به سلول

. ]9-17[شوند هاي بنیادي میخصوصیات شبیه به سلول

 ، ]Nanog ]18[ ، Stat3]3ترکیبات متفاوت ژنی از جمله 

LIN28]19 -18[ ، Esrrb]20[ ،Sv40LT ]23-21[ ،

UTF-1 ]25-24[ ،P53 ، SiRNA]24[ ، hTERT]23[ ،

WNT3a ]26[  وNr5al ]27[ هاي مختلف، در آزمایش

اند که ثابت شده برخی از آنها مورد استفاده قرار گرفته

دهند یا اینکه ریزي مجدد را افزایش میکارآمدي برنامه

شوند. براي انتقال  OSKMهاي قادرند جایگزین یکی از ژن

هاي الحاقی و غیرالحاقی استفاده شده ها از روشاین ژن

ها و مزایا و معایب آنها به این روش 3است که در جدول 

 به صورت کلی اشاره شده است.
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 ئیالقاهاي تلفیقی و غیر تلفیقی در تولید سلول هاي بنیادي پرتوان روش -3جدول 
  

  معایب  مزایا  روش مورد استفاده  بندي روشطبقه

  هارتروویروس روش تلفیقی

 هالنتی ویروس

 الحاق به ژنوم کارا و قابل تکثیر

RNA کارایی  احتمال الحاق به ژنوم و  عاري از وکتور  خطی

 متوسط

پایین و احتمال کارایی  کند و حذف وکتور احتمالی PiggyBacترانسپوزون 

 یالحاق ژنوم

هیچ الحاق ژنومی وجود  آدنوویروس روش غیرتلفیقی

 ندارد

 کند و غیرکارا

هیچ الحاق ژنومی وجود  پلاسمیدهاي اپیزومال

 ندارد

ها و ناکارامدي و رقت دوز ژن

 احتمال الحاق به ژنوم

 ناکارامدي و کندي ژنعاري از ترانس هاي کوچکها و مولکولپروتئین

mRNA زا سرطانهاي پیشدوز بالاي ژن کارا ژن وعاري از ترانس

و نیاز به عوامل ترانسفکشن 

 چندگانه

 miRNA ها معمولاً در ترکیب با دیگر روش ژنعاري از ترانس

 همراه با موفقیت است.

  

  هاي الحاقیروش 1- 3- 3- 1

هاي مشکل اصلی این روش استفاده از ناقل

وارد کردن  ویروسی یا آدنوویروسی برايرتروویروسی، لنتی

که به طور  ها زمانیباشد. رتروویروسهاي تمایززدا میژن

کامل به داخل ژنوم سلول راه یابند، قادرند سبب 

از  .]28-29[هاي سرطانی شوند سازي مجدد ژنفعال

طرف دیگر وکتورهاي آدنوویروسی توانایی راهیابی و تلفیق 

تري نبه داخل ژنوم سلول میزبان را به میزان بسیار پائی

یی آدارند که این مسئله، دلیل احتمالی میزان پایین کار

. ]30- 31[باشد گزارش شده در رابطه با آنها می

ویروسی همانند وکتورهاي اندازهاي القاپذیر و ثابت لنتیراه

 و  (excisable)ویروسی با قابلیت حذف از ژنوملنتی

 doxycycline) بیوتیک داکسی سایکلینپذیري با آنتیءالقا

inducible)  بدون ]32-33[گیرند مورد استفاده قرار می .

و  Takashiبه وسیله  2006شک، کاري که در سال 

هاي پیکري همکارانش گزارش شد ـ که طی آن سلول

هاي بنیادي به سلول OSKMموشی را با استفاده از 

ـ جهشی بزرگ در علم  تبدیل کردند القائیپرتوان 

. یک سال بعد آنها ]17[گردد می هاي بنیادي تلقیسلول

هاي انسانی موفقیت خودشان را با استفاده از فیبروبلاست

هاي هاي مختلفی بر روي روش. گروه]34[تکرار کردند 

هاي دخیل در فرایند تمایززدایی کار کاهش تعداد ژن

هاي ها تعداد ژن، اگرچه این روشاین کنند. با وجودمی

دهند، اما از طرفی نیاز اهش میدخیل در این فرایند را ک

تري از تکوین قرار داشته به اینکه سلول در مراحل ابتدایی

. پس مسئله نهایی که ]35-38[دهند باشد را افزایش می
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هاي لازم ژناز ماند این است: یافتن تعداد حداقل باقی می

هاي پیکري را به مرحله پرتوانی برسانند. که بتوانند سلول

هاي مختلفی شامل ین تحقیقات از سلولتاکنون در ا

، ]17[ (murine hepatic cells) هاي کبدي موشیسلول

یا  ]34- 39[هاي جنینی یا بالغ موشی فیبروبلاست

، ]37- 41[هاي جنینی و بالغ انسانی فیبروبلاست

ها ، هپاتوسیت]42[ها ، لنفوسیت]35[ها کراتینوسیت

، طحال ]49[غز هاي م، سلول]43- 48[، بافت چربی ]13[

هاي کلیوي، سلولسازهاي عصبی، غدد فوق، پیش]28[

بنیادي هاي هاي پوششی روده، سلولعضلانی، سلول

هاي استروماي مزانشیمی، ، سلول]46-48[مزانشیمی 

هاي بنیادي هاي بندناف، سلولهاي آمنیونی، سلولسلول

هاي بتاي لوزالمعده براي این پالپ دندان و سلول

هاي ها استفاده شده است. بهترین نتیجه با سلولآزمایش

ها به دست آمد، به طوري که چربی و کراتینوسیت

 100بود که به میزان  %0,1کارآمدي تمایززدایی بیش از 

ریزي مجدد تر از برنامهبرابر کارآمدتر و دو برابر سریع

بود  DNAهاي انسانی با استفاده از وکتورهاي فیبروبلاست

ویروسی و تفاده از وکتورهاي رتروویروسی، لنتی. اس]35[

توانند موضوعی براي تمرکز آدنوویروسی به تنهایی می

ناقل  ]17[و همکارانش  Sommerکردن باشند. 

(روشی است که از  2Aویروسی را با استفاده از پپتید لنتی

آن براي بیان سیستم دوسیسترونی با استفاده از روش 

شود) و قلین ویروسی استفاده میانتقال ژن به وسیله نا

تکنولوژي جایگاه داخلی ورودي ریبوزوم و چهار فاکتور 

یی آن چند آطراحی کردند که کار (OSKM)رونویسی 

یی آن به بیش از آهاي قبلی بود و میزان کاربرابر پژوهش

هاي رسید. در ادامه آن تحقیقاتی با استفاده از روش 0,5%

هاي همولوگ نیز گزارش شده سیسترونیک و نوترکیبیپلی

هاي برابر بیشتر از روش 5ها آنکارایی  است که

. استفاده ]51[ژنی است مونوسیسترونیک با وکتورهاي تک

 LoxPهاي هاي نوترکیب همولوگ، که از جایگاهاز سیستم

هاي هاي ابتدایی به سمت روشباشند، گامبرخوردار می

ها خطرات ین روشکند: اشونده را نمایان میغیرالحاق

و  Kajiکند. ژن رفع میانکوژنیک را با حذف ترانس

شان توانستند با به کاربردن در تحقیقات ]52[همکارانش 

ویروسی منحصر به فرد با استفاده از ترکیب یک وکتور غیر

و فاکتورهاي  piggybackو سیستم ترانسپوزون  2Aپپتید 

بلاست جنینی هاي فیبرورونویسی، به طور کارآمدي سلول

هاي انسان را تمایززدایی و فیبروبلاست (MEF)موش 

  .بود %2,5ریزي مجدد این کار بیش از برنامهکارایی  کنند.

 (Non-integrative)هاي غیرتلفیقی روش 2- 3- 3- 1

  در ژنوم

براي نخستین بار  القائیهاي بنیادي پرتوان سلول

 توسط انتقال چهار فاکتور مشخص به وسیله ناقلین

. با استرتروویروسی تولید شدند که روشی مؤثر و کارامد 

الامکان از جهت کاربردهاي بالینی حتی بایدوجود این، 

ادغام ویروس به ژنوم جلوگیري به عمل آید که علت این 

هاي سرطانی یا ژنامر فعال شدن غیرمنتظره ترانس

باشد که در اثر تشکیل تومور احتمالی رخ تخریب ژنوم می

دهد. بسیاري از تحقیقات حاکی از فائق آمدن بر این می

ویروسی و همکارانش از ناقل لنتی Soldner. استمشکل 

هایی که در حال تقسیم و که توانایی آلوده کردن سلول
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 loxPتکثیر نباشند را دارا بوده و علاوه بر آن، حاوي توالی 

را جهت  هبود (LTR)ناحیه تکراري انتهایی  3΄در قسمت 

تقال فاکتورهاي تمایززدایی به سلول استفاده کردند. در ان

این مطالعه، پس از اتمام فرایند تمایززدایی در سلول، 

ژن در میان آن قرار داشت که ناحیه ترانس loxPتوالی 

شناسایی و حذف گردید.  Cre-recombinaseتوسط آنزیم 

هاي ژن، سلولهاي ترانسپس از ترکیب و رفع توالی

حالت پرتوانی خود را حفظ کردند.  القائیپرتوان بنیادي 

چهار روش جهت غلبه بر خطرات حاصل از روش تلفیقی 

شونده به هاي غیرادغاماند که شامل ویروسشناسایی شده

 RNA هاي تحویلژنوم و پلاسمیدهاي اپیزومی و سیستم

(Delivery Systems)  در ]53-55[باشند و پروتئین می .

کننده نقص در ویروس ایجادیقی از آدنوهاي غیرتلفروش

 F-deficientسازي و یا وکتورهاي ویروسی سندایی همانند

هاي غیرتلفیقی اپیزومال کنند. روشاستفاده می 

امکان تولید  ]21[ساز یا همانند ]56-60[ساز همانندغیر

فاقد پلاسمید را تضمین  القائیهاي بنیادي پرتوان سلول

ساز که با استفاده از اپیزومال غیرهمانند به طوري ؛نکردند

شده ءهاي القااز کل سلول %8و  %33ساز، تنها و همانند

از  ،چنینهیچ اثري از تلفیق پلاسمید را نشان ندادند. هم

پلاسمیدهاي مبتنی بر  ،پلاسمیدهاي دیگر مورد استفاده

ـ بار هستند که پایداري آنها بیشتر است و ویروس ابشتین

شده مجدد براي ریزيوانند جهت بیان عوامل برنامهتمی

مورد استفاده قرار  القائیهاي بنیادي پرتوان تولید سلول

گیرند. مسئله مهمی که در رابطه با این پلاسمیدها وجود 

به عنوان  SV40LTدارد، استفاده از پروتئین سرطانی 

باشد که احتمال ایجاد ریزي مجدد میعامل برنامه

. یک روش جایگزین براي ]21[برد ی را بالا میزایسرطان

که درآن با  هو همکاران پیشنهاد شد jiaاین تکنیک توسط 

که  ،حلقوي غیرالحاقی به ژنومهاي مینیاستفاده از ناقل

 باشد، میزانتر میاندازه آنها در مقایسه با اپیزوم کوچک

که در  القائیهاي بنیادي پرتوان در تولید سلولکارایی 

روز ایجاد شدند، افزایش چشمگیري یافت  16- 14دت م

. به منظور حذف کامل وکتورهاي ویروسی یا ]60[

 RNAتبدیل  ،پلاسمیدي یک روش پیشنهادي

(conversion) این روش با استفاده از . کارایی بود

که این میزان  ]61[رسید  %4/4فیبروبلاست به بیش از 

نون است. با این بدست آمده تا ککارایی  بالاترین میزان

ها آنقدر زیاد حال میزان ژن مورد نیاز جهت انتقال آن

زایی را افزایش تواند احتمال بروز خطر سرطاناست که می

هاي بدست آمده طی این روش به عنوان دهد. سلول

pIPSC (partially induced pluripotent stem cells) 

کیب با هاي نوترشود. در این روش، پروتئینشناخته می

یا غیاب  ]54[گر انتقال در حضور پپتیدهاي واسطه

. اما این روش ]55[شوند ) تولید میvpaوالپوریک اسید (

پایینی دارد. علاوه بر کارایی  از لحاظ کینتیکی کند بوده و

سازي آن یک فرایند پیچیده این تولید پروتئین و خالص

  کند. است که قابلیت تجدید آزمایشگاهی آنرا تضمین نمی

  هاي مصنوعیمولکول 1- 2- 3- 3- 1

شناسایی ترکیباتی با وزن مولکولی پایین که به عنوان 

کنند یکی از موضوعات ریزي مجدد عمل میعوامل برنامه

هاي بنیادي است مرتبط با شیمی در مبحث کشت سلول

تواند راهی مطمئن، سریع و کارآمد براي که می

هاي حیاتی ا کاربردهاي پیکري بریزي مجدد سلولبرنامه
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قابلیت  Reversiaباشد. استفاده از ترکیب کوچکی به نام 

 C2C12هاي ریزي مجدد سلولی در میوبلاستبرنامه ءالقا

 هایی با قابلیت تمایز به استخواندهد که سلولرا نشان می

(Osteocyte Differentiation) و چربی (Adipocyte 

Differentiation) هاي اخیر . در سال]62[د کنرا ایجاد می

ترانسفراز و متیل DNAهاي کنندهاي ممانعتبه طور عمده

کارایی  جهت افزایش (HDAC)داستیلاز هیستون

هاي ریزي مجدد با استفاده از بیان اجباري ژنبرنامه

هاي پیکري هاي انتقال هسته سلولمشخص و یا تکنیک

 HDACاي هکنندهترین ممانعتاند. رایجبه کار رفته

،  Suberoylanide hidroxamic acid (SAHA)شامل

Trichostatin A (TSA)  و والپروئیک اسید(VPA)  

 DNAهاي کنندهترین ممانعتباشند. حتی معروفمی

 RG108،(azaC-5)آزاسیتیدین -5 شامل ترانسفراز کهمتیل

شان کارایی هستند به منظور یافتن میزانBIX-01294 و  

 ،چنین. هم]63- 64[تحقیقات قرار دارند هنوز هم تحت 

استروئید گلوکوکورتیکوئید دگزامتازون، ممانعت کننده 

TGF-� ،A-83-01 ]65[  و آگونیستBay K 8644 ]65[ 

ترین این ترکیبات و عملکرد باشند. مهمدر حال مطالعه می

  آمده است.  4آنها در جدول 

-cو  Oct4 ،Sox2 ،Klf4هاي هایی، ژندر آزمایش

MYC هاي درون سلولMEF (Mouse embryonic 

fibroblast)  بیان شدند و سپس با در معرض قرار بیش

کارایی  و دگزامتازون، آزاسیتیدین-5ها با گرفتن این سلول

 2،6و  10ها به ترتیب ریزي مجدد داخل این سلولبرنامه

 VPAبرابر افزایش یافت. از طرف دیگر زمانی که از 

برابر بیشتر از  100آزمایش تا ارایی ک استفاده شد،

هاي کنترل و در حالت وابسته به دوز افزایش آزمایش

کننده یک مرحله کنترل VPAرسد که یافت. به نظر می

ریزي مجدد کنترل کند، اما به تنهایی سرعت را در برنامه

. هنگامی ]30[ کافی نیست MEFریزي مجدد براي برنامه

 آزاسیتیدین- 5، شودمیاستفاده  OSKکه سه ژن 

که  بخشد، در حالیبرابر بهبود می سهریزي مجدد را برنامه

VPA  بخشد. اخیراً برابر آن را بهبود می 50بیش ازLi  و

هاي بنیادي پرتوان موفق به ایجاد سلول ]36[همکارانش 

از فیبروبلاست جنینی و بالغ موشی در حضور ژن  القائی

Oct4  هاي مصنوعی ی از مولکولترکیبدر به تنهایی و یا

ین براي کنترل یشدند. ترکیبات با وزن مولکولی پا

هاي هاي بنیادي و نیز درك بیشتر فرایندسرنوشت سلول

. اما سؤال همچنان باقی ]7[ توانند مفید باشندتکوینی می

ریزي مجدد ماند که آیا روزي خواهد رسید که برنامهمی

  ی خالص انجام شود؟سلول با استفاده از یک روش شیمیای
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  هانترکیبات سنتتیک و عملکرد آ -4جدول 

 ترکیب عملکرد

 Valproic acid مهارکننده هیستون داستیلاز

 Trichostatin A مهارکننده هیستون داستیلاز

 Sodium Butyrate مهارکننده هیستون داستیلاز

 BIX-01294 مهارکننده هیستون متیل ترانسفراز

 Pamate ن دمتیلازمهارکننده هیستو

 azacytidine-5 متیل ترانسفراز DNAمهارکننده 

 RG108 متیل ترانسفراز DNAمهارکننده 

 MEK SB431542+PD0325901+ مهارکننده ALK5مهارکننده 

 �-TGFمهارکننده  پذیرنده 

 

A-83-01 

 GSK3 CHIR99021مهارکننده 

 RepSox کیناز  Tgfbr1مهارکننده 

 PDK1 PS48کننده فعال

 Vitamin C ماده غذایی ضروري

  

1 -3 -3 -2 -2 miRNA  

هاي سلول هدف این روش تغییر الگوي سنتز پروتئین

یک  ،(MicroRNAs)هاي کوچک RNAاست. با کشف 

ها به انجام افق جدید در مسیرهاي تمایزي که توسط آن

. هنوز به درستی درك نشده است ]9[رسد، نمایان شد می

با هم  miRNAاي رونویسی و که چگونه فاکتوره

، حالت miRNAکنش دارند. اعتقاد بر این است که میان

کند هاي تمایزیافته را حفظ میپایدار فیزیولوژیکی سلول

اندازي کند. پاسخ سلولی به تا اینکه تمایز سلول را راه

ریزي مجدد فاکتورهاي خارجی که بیان ژن را برنامه

تواند بهبود یابد آنها می (Load)کنند با تغییر بارگذاري می

و این سبب سازگاري بیشتر سلول براي کسب حالت 

هایی با استفاده از میکرو . آزمایش]9[شود پرتوانی می

RNA mir-302 هاي سرطانی هاي سلولدر ردهPC3  و

Colo هاي بنیادي به طوري که سلول ؛انجام شده است

ها از بین که تمایز در آن miRNAتوسط  القائیپرتوان 

نورونی، ساز شبههاي پیشرفته بود، قادر به تمایز به سلول

. ]9[ غضروفی، فیبروبلاستی و اسپرماتوگونی بودند

ها مورد ارزیابی قرار MEFدر  mir-290 (Cluster)مجموعه 

کارایی  دهند که این مجموعه،ها نشان میگرفت. آزمایش

دهد. یش میافزا OSKتمایززدایی را با بیان اجباري ژن 

برد در پیش c-MYCبتواند جایگزین ژن  miRNAشاید 

هاي کوچک RNAهاي بنیادي شود. تمایززدایی سلول

توانند جایگزین فاکتورهاي اضافی شوند که در حقیقت می

یافته را فراهم انتقال DNAجایگزین استفاده از عناصر 

از  miRNA-145یافته . بیان افزایش]67[ سازندمی
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هاي بنیادي جنینی انسان جلوگیري یی سلولخودنوزا

هاي پرتوانی را سرکوب کرده و چنین بیان ژنکند، هممی

. اگر بازدهی ]68[ کندمی ءتمایز مجدد رده سلولی را القا

ها افزایش یابد و همچنین یک miRNAآلودگی با 

هاي دخیل در فرایند miRNAمجموعه استانداردي از 

تواند روش یی شوند، این روش میریزي مجدد شناسابرنامه

هاي بنیادي پرتوان اي براي تولید سلولامیدوارکننده

  محسوب شود. القائی

  اندازهاي آیندهچشم

اند؛ اما تا هاي بسیار زیادي تاکنون شناسایی شدهروش

نیاز شناسایی بهترین روش، هنوز به تحقیقات بیشتري 

رایندهاي ها به فباشد. بدون شک، قسمت عمده تلاشمی

اند. بیان اجباري مدتر تمرکز یافتهاتر و کارتر، مطمئنسریع

هاي مشخص، روشی است که بیش از بقیه، مورد ژن

هاي تحقیقاتی بر بیشترین تلاش مطالعه قرار گرفته است.

 سازي ترکیب ژنی موردهاي غیرتلفیقی و بهینهمکانیسم

متمرکز  یالقائهاي بنیادي پرتوان نیاز براي تولید سلول

. با وجود این که استفاده از پروتئین ]68[ است شده

تر است، اما نتایجی که تاکنون بدست نوترکیب مطمئن

مد با ازیرا که این روش غیرکار؛ امیدوارکننده نیست ،آمده

. با این که ثابت شده ]54-55[ کندین عمل مییسرعت پا

را افزایش کارایی  هاي مصنوعیاست فعالیت مولکول

ها باید براي تولید یا ها و بیولوژیستدهد، اما شیمیدانمی

که پایین  هاي با وزن مولکولیشناسایی گروهی از مولکول

بتوانند به عنوان فاکتورهاي رونویسی عمل کنند و 

هاي پروتئینی شوند، با هم کار کنند تا جایگزین عصاره

اده از را بدون استف القائیهاي بنیادي پرتوان بتوانند سلول

هنوز یک پیشنهاد  miRNAها تولید کنند. استفاده از ژن

تري از این نوع امیدوارکننده است. زمانی که درك دقیق

RNA  ،و نقش آن در فرایند تمایززدایی به دست آید

مشکل روش غیرتلفیقی با استفاده از این تکنیک حل 

و مشکلات مربوط به روش غیرتلفیقی کارایی  خواهد شد.

ترین مشکلات مطرح است. خصوصیات ان عمدهبه عنو

همچون بازآرایی  القائیهاي بنیادي پرتوان سلول

ژنتیک، قابلیت پایداري، خصوصیت رونویسی و الحاق اپی

کم گرفته شوند و باید پتانسیل دست دژنومی نبای

توان گفت که تومورزایی آنها مورد آنالیز قرار گیرد. پس می

هاي بنیادي ، در واقع سلولالقائی هاي بنیادي پرتوانسلول

تواند به عنوان جایگزین کند و میسازي میجنینی را شبیه

  .]67-68[ آنها براي استفاده در سلول درمانی به کار رود

  گیرينتیجه

براي رسیدن به سطح کاربردي و کلینیکی این تکنیک، 

اند. اند که هنوز حل نشدهمشکلات زیادي باقی مانده

هاست. ترین روش، بیان اجباري ژنندهامیدوارکن

هاي تحقیقاتی بر این موضوع ترین قسمت تلاشعمده

است. بزرگترین مشکل استفاده از وکتورهاي  تمرکز یافته

سازي مسیرهاي ویروسی این است که آنها قادر به فعال

تلفیقی، با هاي غیرانکوژنیک هستند و از طرفی روش

را ارائه کارایی  ر نیستند نتایجتمامی مزایاي خود، هنوز قاد

ی، اخلاقی و اقتصادي یهاي اجرادهند. جستجوي راه حل

با ترمیم بافت،  درمانی مرتبطبراي مشکلات زیست

هاي هاي گروهترین مفهومی است که تلاشبرجسته

تحقیقاتی را در سراسر جهان به این شبکه معطوف 

ایج هاي گوناگونی شناخته شده و نتدارد. تکنیکمی
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نویدبخشی به دست آمده است. بر اساس این نتایج، 

هاي ها باید دوباره تنظیم شوند. بیان اجباري ژنپژوهش

هاي مصنوعی، بالاترین پتانسیل را در مشخص و مولکول

این زمینه دارند، اما لازم است که آنها را باز کنیم و از 

نقطه نظرهاي دیگر به مشکلات آنها نگاه کنیم. کارهاي 

هاي بیشتري سیار زیادي در دست انجام هستند. پژوهشب

هاي سلولی و مولکولی جهت حل کردن مشکلات مکانیسم

هاي بنیادي وجود دارد؛ از جمله، درك بهتر پرتوانی سلول

تواند پاسخ بسیاري از بازآرایی الگوي داخلی سلول که می

شود که سؤالات موجود باشد. این تکنیک باعث می

هاي بنیادي یک بیمار براي ی از سلولهاي خاصرده

هاي بیماري متفاوت مورد استفاده قرار مطالعه مکانیسم

تواند کارآمدي کشف دارو را افزایش دهد. این بگیرند و می

شناسی بوده و هاي سمروش یک ابزار براي آزمایش

سازد و هاي ترمیمی را ممکن میغربالگري بیمار و درمان

تر است. صرفهبهصادي نیز مقرونچنین از لحاظ اقتهم

برانگیز قرار دانشمندان در مقابل یک راه حل بسیار چالش

شده، در نهایت بنديهاي خلاصهدارند. در واقع، تمام تلاش

تواند مسیر دهد که مییک رویکرد بالینی را به دست می

  ها را تغییر دهد.درمان بیماري

 

 

 

References 
 

[1] Smith A. A glossary for stem-cell biology. Nature 

2006; 441:1060.  

[2] Pan GJ, Chang ZY, Schoeler HR, Pei D. Stem cell 

pluripotency and transcription factor Oct4. Cell 

Research 2002; 12(5-6): 321-29.  

[3] Lucendo-Villarin B, Rashidi H, Cameron K, Hay DC. 

Pluripotent stem cell derived hepatocytes: using 

materials to define cellular differentiation and tissue 

engineering. J Mater Chem B 2016. 

[4] Evans MJ, Kaufman MH. Establishment in culture of 

pluripotential cells from mouse embryos. Nature 

1981; 292(5819):154-56.  

[5] Ellis J, Baum C, Benvenisty N, Mostoslavsky G, 

Okano H, Stanford WL, et al. Benefits of utilizing 

gene-modified iPSCs for clinical applications. Cell 

Stem Cell 2010; 7(4): 429-30.  

[6] Inoue H, Yamanaka S. The use of induced pluripotent 

stem cells in drug development. Clinical 

Pharmacology and Therapeutics 2011; 89(5): 655-

61.  

[7] Sartipy P, Strehl R, Björquist P, Hyllner J. Low 

molecular weight compounds for in vitro fate 

determination of human embryonic stem cells. 

Pharmacol Res 2008; 58(2): 152-57.  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            16 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  371 محسن شیخ حسن، مهدیه غیاثی

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

[8] Cai S, Fu Z, Sheng Z. Dedifferentiation: a new 

approach in stem cell research. Bioscience 2007; 

57(8): 655-62.  

[9] Alberio R, Campbell KH, Johnson AD. 

Reprogramming somatic cells into stem cells. 

Reproduction 2006; 132(5): 709-20.  

[10] Morgan HD, Santos F, Green K, Dean W, Reik W. 

Epigenetic reprogramming in mammals. Hum Mol 

Genet 2005; 14(1): R47-58.  

[11] Freberg CT, Dahl JA, Timoskainen S, Collas P. 

Epigenetic reprogramming of OCT4 and NANOG 

regulatory regions by embryonal carcinoma cell 

extract. Mol Biol Cell 2007; 18(5): 1543-53.  

[12] Hochedlinger K, Jaenisch R. Nuclear 

reprogramming and pluripotency. Nature 2006; 

441(7097): 1061-67.  

[13] Taranger CK, Noer A, Sørensen AL, Håkelien AM, 

Boquest AC, Collas P. Induction of 

dedifferentiation, genomewide transcriptional 

programming, and epigeneticreprogramming by 

extracts of carcinoma and embryonic stem cells. Mol 

Biol Cell 2005; 16(12): 5719-35.  

[14] Hansis C, Barreto G, Maltry N, Niehrs C. Nuclear 

reprogramming of human somatic cells by xenopus 

egg extract requires BRG1. Curr Biol 2004; 14(16): 

1475-80.  

[15] Bru T, Clarke C, McGrew MJ, Sang HM, Wilmut I, 

Blow JJ. Rapid induction for pluripotency genes 

after exposure of human somatic cells to mouse ES 

cell extracts. Exp Cell Res 2008; 314(14): 2634-42.  

[16] Cho HJ, Lee CS, Kwon YW, Paek JS, Lee SH, Hur 

J, et al. Induction of pluripotent stem cells from 

adult somatic cells by protein-based reprogramming 

without genetic manipulation. Blood 2010; 116(3): 

386-95.  

[17] Takahashi K, Yamanaka S. Induction of pluripotent 

stem cells from mouse embryonic and adult 

fibroblast cultures by defined factors. Cell 2006; 

126(4): 663-76.  

[18] Yu J, Vodyanik MA, Smuga-Otto K, Antosiewicz-

Bourget J, Frane JL, Tian S, et al. Induced 

pluripotent stem cell lines derived from human 

somatic cells. Science 2007; 318(5858): 1917-20.  

[19] Liao J, Wu Z, Wang Y, Cheng L, Cui C, Gao Y, et 

al. Enhanced efficiency of generating induced 

pluripotent stem (iPS) cells from human somatic 

cells by a combination of six transcription factors. 

Cell Res 2008; 18(5): 600-03.  

[20] Feng B, Jiang J, Kraus P, Ng JH, Heng JC, Chan YS, 

et al. Reprogramming of fibroblasts into induced 

pluripotent stem cells with orphan nuclear receptor 

Esrrb. Nat Cell Biol 2009; 11(2): 197-203.  

[21] Yu J, Hu K, Smuga-Otto K, Tian S, Stewart R, 

Slukvin II, et al. Human induced pluripotent stem 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            17 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  هاي بنیادي پرتوان ـ مروري کوتاههاي تولید سلولارزیابی روش 372

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

cells free of vector and transgene sequences. Science 

2009; 324(5928): 797-801.  

[22] Mali P, Ye Z, Hommond HH, Yu X, Lin J, Chen G, 

et al. Improved efficiency and pace of generating 

induced pluripotent stem cells from human adult and 

fetal fibroblasts. Stem Cells 2008; 26(8): 1998-2005.  

[23] Park IH, Zhao R, West JA, Yabuuchi A, Huo H, Ince 

TA, et al. Reprogramming of human somatic cells to 

pluripotency with defined factors. Nature 2008; 

451(7175): 141-46.  

[24] Zhao Y, Yin X, Qin H, Zhu F, Liu H, Yang W, et al. 

Two supporting factors greatly improve the 

efficiency of human iPSC generation. Cell Stem Cell 

2008; 3(5): 475-9.  

[25] Pfannkuche K, Fatima A, Gupta MK, Dieterich R, 

Hescheler J. Initial colony morphology-based 

selection for iPS cells derived from adult fibroblasts 

is substantially improved by temporary UTF1-based 

selection. PLoS One 2010; 5(3): e9580.  

[26] Marson A, Foreman R, Chevalier B, Bilodeau S, 

Kahn M, Young R, et al. Wnt signaling promotes 

reprogramming of somatic cells to pluripotency. 

Cell Stem Cell 2008; 3(2): 132-5.  

[27] Heng JC, Feng B, Han J, Jiang J, Kraus P, Ng JH, et 

al. The nuclear receptor Nr5a2 can replace Oct4 in 

the reprogramming of murine somatic cells to 

pluripotent cells. Cell Stem Cell 2010; 6(2): 167-74.  

[28] Jiang Y, Jahagirdar BN, Reinhardt RL, Schwartz 

RE, Keene CD, Ortiz-Gonzalez XR, et al. 

Pluripotency of mesenchymal stem cells derived 

from adult marrow. Nature 2002; 418(6893): 41-9.  

[29] Zaehres H, Schöler HR. Induction of pluripotency: 

from mouse to human. Cell 2007; 131(5): 834-5.  

[30] Huangfu D, Osafune K, Maehr R, Guo W, 

Eijkelenboom A, Chen S, et al. Induction of 

pluripotent stem cells from primary human 

fibroblasts with only Oct4 and Sox2. Nat Biotechnol 

2008; 26(11): 1269-75.  

[31] Stadtfeld M, Nagaya M, Utikal J, Weir G, 

Hochedlinger K. Induced pluripotent stem cells 

generated without viral integration. Science 2008; 

322(5903): 945-9.  

[32] Blelloch R, Venere M, Yen J, Ramalho-Santos M. 

Generation of induced pluripotent stem cells in the 

absence of drug selection. Cell Stem Cell 2007; 1(3): 

245-7.  

[33] Maherali N, Ahfeldt T, Rigamonti A, Utikal J, 

Cowan C, Hochedlinger K. A high-efficiency 

system for the generation and study of human 

induced pluripotent stem cells. Cell Stem Cell 2008; 

3(3): 340-5.  

[34] Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, Narita M, 

Ichisaka T, Tomoda K, et al. Induction of 

pluripotent stem cells from adult human fibroblasts 

by defined factors. Cell 2007; 131(5): 861-72.  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            18 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  373 محسن شیخ حسن، مهدیه غیاثی

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

[35] Aasen T, Raya A, Barrero MJ, Garreta E, Consiglio 

A, Gonzalez F, et al. Efficient and rapid generation 

of induced pluripotent stem cells from human 

keratinocytes. Nat Biotechnol 2008; 26(11): 1276-

84.  

[36] Li Y, Zhang Q, Yin X, Yang W, Du Y, Hou P, et al. 

Generation of iPSCs from mouse fibroblasts with a 

single gene, Oct4, and small molecules. Cell Res 

2011; 21(1): 196-204.  

[37] Nakagawa M, Koyanagi M, Tanabe K, Takahashi K, 

Ichisaka T, Aoi T, et al. Generation of induced 

pluripotent stem cells without Myc from mouse and 

human fibroblasts. Nat Biotechnol 2008; 26(1): 101-

6.  

[38] Wernig M, Meissner A, Foreman R, Brambrink T, 

Ku M, Hochedlinger K, et al. In vitro 

reprogramming of fibroblasts into a pluripotent ES-

cell-like state. Nature 2007; 448(7151): 318-24.  

[39] French AJ, Adams CA, Anderson LS, Kitchen JR, 

Hughes MR, Wood SH. Development of human 

cloned blastocysts following somatic cell nuclear 

transfer with adult fibroblasts. Stem Cells 2008; 

26(2): 485-93.  

[40] Lowry WE, Richter L, Yachechko R, Pyle A, Tchieu 

J, Sridharan R, et al. Generation of human induced 

pluripotent stem cells from dermal fibroblasts. PNAS 

2008; 105(8): 2883-8.  

[41] Chang CW, Lai YS, Pawlik KM, Liu K, Sun CW, Li 

C, et al. Polycistronic lentiviral vector for "hit and 

run" reprogramming of adult skin fibroblasts to 

induced pluripotent stem cells. Stem Cells 2009; 

27(5): 1042-9.  

[42] Brown ME, Rondon E, Rajesh D, Mack A, Lewis R, 

Feng X, et al. Derivation of induced pluripotent stem 

cells from human peripheral blood T lymphocytes. 

PLoS One 2010; 5(6): e11373.  

[43] Jia F, Wilson KD, Sun N, Gupta DM, Huang M, Li 

Z, et al. A nonviral minicircle vector for deriving 

human iPS cells. Nat Methods 2010; 7(3): 197-9.  

[44] Sugii S, Kida Y, Berggren WT, Evans RM. Feeder-

dependent and feeder-independent iPS cell 

derivation from human and mouse adipose stem 

cells. Nat Protoc 2011; 6(3): 346-58.  

[45] Sun N, Panetta NJ, Gupta DM, Wilson KD, Lee A, 

Jia F, et al. Feeder-free derivation of induced 

pluripotent stem cells from adult human adipose 

stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2009; 106(37): 

15720-5. 

[46] Sheykhhasan M, Qomi RT, Kalhor N, Mehdizadeh 

M, Ghiasi M. Evaluation of the ability of natural and 

synthetic scaffolds in providing an appropriate 

environment for growth and chondrogenic 

differentiation of adipose-derived mesenchymal 

stem cel. Indian J Orthop 2015; 49: 561-8. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            19 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  هاي بنیادي پرتوان ـ مروري کوتاههاي تولید سلولارزیابی روش 374

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

[47] Ghiasi M, Kalhor N,Tabatabaei Qomi R, 

Sheykhhasan M. The effects of synthetic and natural 

scaffolds on viability and proliferation of adipose-

derived stem cells. Frontiers in Life Science 2015; 

9(1): 32-43. 

[48] Sheykhhasan M, Tabatabaei Qomi R, Ghiasi M. 

Fibrin Scaffolds Designing in order to Human 

Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells 

Differentiation to Chondrocytes in the Presence of 

TGF-�3. International J Stem Cells 2015; 8(2): 219-

227.  

[49] Kim JB, Zaehres H, Wu G, Gentile L, Ko K, 

Sebastiano V, et al. Pluripotent stem cells induced 

from adult neural stem cells by reprogramming with 

two factors. Nature 2008; 454(7204): 646-50.  

[50] Sommer CA, Stadtfeld M, Murphy GJ, Hochedlinger 

K, Kotton DN, Mostoslavsky G. Induced pluripotent 

stem cell generation using a single lentiviral stem 

cell cassette. Stem Cells 2009; 27(3): 543-9.  

[51] Carey BW, Markoulaki S, Beard C, Hanna J, 

Jaenisch R. Single-gene transgenic mouse strains for 

reprogramming adult somatic cells. Nat Methods 

2010; 7(1): 56-9.  

[52] Kaji K, Norrby K, Paca A, Mileikovsky M, Mohseni 

P, Woltjen K. Virus-free induction of pluripotency 

and subsequent excision of reprogramming factors. 

Nature 2009; 458(7239): 771-5.  

[53] Woltjen K, Michael IP, Mohseni P, Desai R, 

Mileikovsky M, Hämäläinen R, et al. piggyBac 

transposition reprograms fibroblasts to induced 

pluripotent stem cells. Nature 2009; 458(7239): 766-

70.  

[54] Zhou H, Wu S, Joo JY, Zhu S, Han DW, Lin T, et al. 

Generation of induced pluripotent stem cells using 

recombinant proteins. Cell Stem Cell 2009; 4(5): 

381-4.  

[55] Kim D, Kim CH, Moon JI, Chung YG, Chang MY, 

Han BS, et al. Generation of human induced 

pluripotent stem cells by direct delivery of 

reprogramming proteins. Cell Stem Cell 2009; 4(6): 

472-6.  

[56] Zhou W, Freed CR. Adenoviral gene delivery can 

reprogram human fibroblasts to induced pluripotent 

stem cells. Stem Cells 2009; 27(11): 2667-74.  

[57] Fusaki N, Ban H, Nishiyama A, Saeki K, Hasegawa 

M. Efficient induction of transgene-free human 

pluripotent stem cells using a vector based on Sendai 

virus, an RNA virus that does not integrate into the 

host genome. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 

2009; 85(8): 348-62.  

[58] Okita K, Nakagawa M, Hyenjong H, Ichisaka T, 

Yamanaka S. Generation of mouse induced 

pluripotent stem cells without viral vectors. Science 

2008; 322(5903): 949-53.  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            20 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


  375 محسن شیخ حسن، مهدیه غیاثی

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

[59] Gonzalez F, Barragan Monasterio M, Tiscornia G, 

Montserrat Pulido N, Vassena R, Batlle Morera L, et 

al. Generation of mouse-induced pluripotent stem 

cells by transient expression of a single nonviral 

polycistronic vector. Proc Natl Acad Sci U S A 

2009; 106(22): 8918-22.  

[60] Jia F, Wilson KD, Sun N, Gupta DM, Huang M, Li 

Z, et al. A nonviral minicircle vector for deriving 

human iPS cells. Nat Methods 2010; 7(3): 197-9.  

[61] Warren L, Manos PD, Ahfeldt T, Loh YH, Li H, Lau 

F, et al. highly efficient reprogramming to 

pluripotency and directed differentiation of human 

cells with synthetic modified mRNA. Cell Stem Cell 

2010; 7(5): 618-30.  

[62] Chen S, Zhang Q, Wu X, Schultz PG, Ding S. 

Dedifferentiation of lineage-committed cells by a 

small molecule. J Am Chem Soc 2004; 126(2): 410-

1.  

[63] Shi Y, Desponts C, Do JT, Hahm HS, Schöler HR, 

Ding S. Induction of pluripotent stem cells from 

mouse embryonic fibroblasts by Oct4 and Klf4 with 

small-molecule compounds. Cell Stem Cell 2008; 

3(5): 568-74.  

[64] Shi Y, Do JT, Desponts C, Hahm HS, Schöler HR, 

Ding S. a combined chemical and genetic approach 

for the generation of induced pluripotent stem cells. 

Cell Stem Cell 2008; 2(6): 525-8.  

[65] Li W, Wei W, Zhu S, Zhu J, Shi Y, Lin T, et al. 

Generation of rat and human induced pluripotent 

stem cells by combining genetic reprogramming and 

chemical inhibitors. Cell Stem Cell 2009; 4(1): 16-9.  

[66] Lin SL, Chang DC, Chang-Lin S, Lin CH, Wu DT, 

Chen DT, et al. Mir-302 reprograms human skin 

cancer cells into a pluripotent ES-cell-like state. 

RNA 2008; 14(10): 2115-24.  

[67] Fang R, Liu K, Zhao Y, Li H, Zhu D, Du Y, et al. 

Generation of naive induced pluripotent stem cells 

from rhesus monkey fibroblasts. Cell Stem Cell 

2014; 15(4): 488-96.  

[68] Chu Z, Niu B, Zhu H, He X, Bai C, Li G, et al. 

PRMT5 enhances generation of induced pluripotent 

stem cells from dairy goat embryonic fibroblasts via 

down-regulation of p53. Cell Prolif 2015; 48(1): 29-

38.  

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

                            21 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html


 ي کوتاههاي بنیادي پرتوان ـ مرورهاي تولید سلولارزیابی روش 376

  1395، سال 4، شماره 15دوره   مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

Evaluation of the Production Methods of Induced Pluripotent Stem Cells: 

A Short Review 
 

 

M. Sheykhhasan1, M. Ghiasi2 
 

Received: 02/03/2016 Sent for Revision: 11/04/2016 Received Revised Manuscript: 21/05/2016 Accepted: 24/05/2016 

 

Background and Objectives: Nowadays, cell therapy is one of the most important and promising strategies in 

the treatment of diseases. Unique capabilities of stem cells caused them to be used in both research and treatment 

as a valuable resource in basic science and medical researches. 

The use of stem cells has been limited due to the related ethical problems. One of the major concerns of 

scientists to develop and use more of this science is finding alternative methods for producing these cells. 

Creating induced pluripotent stem cells (IPSCs) is one of the most important methods in achieving this goal. In 

this regard, various methods are developing that have the ability to change the gene expression and protein 

profiles, which results in a change in cells morphology and function in the direction of returning to a 

undifferentiated status and creating stem cells. These methods include nuclear transfer, use of cell extracts and 

synthetic molecules, mandatory expression of specific genes, and changes in the levels of cytoplasmic. In this 

review article, it has been tried to review the methods in the field of the induced pluripotent stem cells 

production. 

Literature search was performed through various combinations of keywords regarding induced pluripotent stem 

cells, Dedifferentiation methods, and IPSCs generation methods. Papers included in our review cover the period 

between 2002 to 2015.At the end of the review process, 68 articles were used in our final manuscript. In the 

present study, we review various methods in the IPS cells generation.  

Key words: Induced pluripotent stem cells, Dedifferentiation methods, IPSCs generation methods 

 

Funding: This research was funded by The Academic Center for Education, Culture and Research, Qom, Iran. 

Conflict of interest: None declared. 

Ethical Approval: The Ethics Committee of Academic Center for Education, Culture and Research, Qom, Iran 

approved the study. 

 

How to cite this article: Sheykhhasan M, Ghiasi M. Evaluation of the Production Methods of Induced Pluripotent Stem 

Cells :A Short Review. J Rafsanjan Univ Med Sci 2016; 15(4): 355-76. [Farsi] 

 

  

 
 

1MSc in Biotechnology, Laboratory of Stem Cell, The Academic Center for Education, Culture and Research, Qom, Iran 
2-MSc in Molecular and Cellular Biology , Laboratory of Stem Cell, The Academic Center for Education, Culture and Research, Qom, 
Iran 
   (Corresponding Author) Tel: (025) 32700155, Fax: (025) 32700154, E-mail: mahdieh.ghiasi@yahoo.com 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
95

.1
5.

4.
7.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
24

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            22 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1395.15.4.7.8
http://journal.rums.ac.ir/article-1-3190-en.html
http://www.tcpdf.org

