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Stem cells have garnered significant attention in the medical industry due to their unique 

capabilities and potential for personalized medicine. To optimize and modify the 

behavioral characteristics of these cells for various clinical and research applications, 

genetic alterations—either permanent or transient—are often required. In the past, random 

mutations in the genome were primarily induced using radiation and chemicals. However, 

with the advancement of targeted genetic modification tools such as various nucleases, it is 

now possible to specifically alter the gene or trait of interest, either within the genome or in 

an episomal manner. Gene transfer to cells is achieved through various biological delivery 

methods, including viral, chemical, or physical carriers. This review article explores the 

necessity and significance of stem cell manipulation, the different methods of genetic 

modification of stem cells, the advantages and disadvantages of each approach, and the 

solutions available to enhance the efficiency and safety of these methods for medical use. It 

also highlights the importance of addressing the challenges in this field, particularly in 

areas such as transplantation and cancer.  
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Stem cells have garnered significant attention in the medical industry due to their unique 

capabilities and potential for personalized medicine such as self-renewal, differentiation into 

various cell types, and microenvironment-dependent behavior regulation. These cells are 

primarily classified into two categories: pluripotent (e.g., embryonic and induced pluripotent 

stem cells) and tissue-specific (e.g., mesenchymal stem cells). To optimize and modify the 

behavioral characteristics of these cells for various clinical and research applications, genetic 

alterations—either permanent or transient—are often required. Advances in genetic editing 

technologies now enable precise genome manipulation of stem cells for therapeutic, research, 

and artificial organ development purposes. The goals of genetic manipulation of stem cells 

are: 1-Reducing transplant rejection and immune response: one of the main challenges in 

stem cell transplantation is the host immune response. With genetic manipulation, immune 

system-related genes such as HLA-G, PD-L1, and CD47 can be modified to reduce the 

likelihood of transplant rejection for example, using engineered stem cells to produce human 

organs in the bodies of other species, such as pigs, with the aim of reducing the shortage of 

organ donors. 2-Fabrication of organ-like structures and drug screening: 3D organ-like 

structures derived from stem cells provide better models for studying diseases and testing 

drugs than animal models or 2D cultures for example, producing organoids of the intestine, 

heart, and brain to study the effects of specific drugs and diseases. 3-Creating new 

capabilities in stem cells: Through genetic manipulation, stem cells can be engineered to 

secrete therapeutic factors such as VEGF for angiogenesis or to transfer mitochondria to 

damaged cells for example, the use of engineered stem cell exosomes for tissue repair after a 

heart attack. In general, gene editing technologies include random methods such as using 

waves (such as ultrasound) or chemicals (such as cell-penetrating peptides) and targeted 

methods such as ZFN, TALEN, CRISPR-Cas9 systems. In order to transfer genes to stem 

cells, biological methods such as using adenoviruses, lentiviruses, and retroviruses, chemical 

methods such as lipids and cationic polymers, and physical methods such as microinjection, 

electroporation, and nucleofection are used. The advantages of using cationic polymers 

compared to cationic lipids include their biocompatibility and greater stability. Also, to 

reduce the toxicity of these compounds, their molecular weight can be reduced. In addition, 

natural polymers such as chitosan are less immunogenic and toxic and are biodegradable. 

Genetic manipulations may lead to off-target changes in the genome and complications such 

as cancer. In addition to vectors, chemical reagents used for transfection or transduction, core 

sequences of vectors, reporter genes, and antibiotic resistance may also lead to errors in 

genetic manipulation. Strategies to mitigate the challenges include the use of non-viral 

vectors such as plasmids to reduce integration into the genome, optimization of genetic 

editing enzymes (such as Cas9) to increase accuracy, and control of the expression of 

manipulated genes with self-regulatory mechanisms. While stem cell genetic engineering 

holds transformative potential for regenerative medicine, disease treatment, and organ 

biofabrication, challenges like immune responses, oncogenic risks, and editing inaccuracies 

require further research. In the case of cell therapy and injection of engineered stem cells, 

despite the fact that most of the genes involved in the process of combating rejection by the 

immune system and the apoptosis induced in them, genes involved in the production of 

engineered exosomes from them and the interaction of these cells with other cells, have been 

able to increase the efficiency of treatment using these cells without increasing the cost of 

treatment and the risks associated with embolism; however, the safety of stem cell 

manipulation in terms of immune and inflammatory responses in the host, as well as the risk 

of carcinogenesis through integration of the viral genome into the host genome, is the biggest 

obstacle to their clinical use as cell manipulation in vivo. Therefore, the safety and quality 

control aspects of manipulating genes that are to be overexpressed must be carefully 

considered. In addition, the degree of efficiency and long-term genetic stability must be 
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thoroughly investigated. There are still many unresolved issues for the clinical and in vivo 

application of engineered stem cells, including the number of modified stem cells to inject or 

the best method of delivering the modified stem cells to the target site. This review article 

explores the necessity and significance of stem cell manipulation, the different methods of 

genetic modification of stem cells, the advantages and disadvantages of each approach, and 

the solutions available to enhance the efficiency and safety of these methods for medical use. 

Integrating advanced genome-editing tools with safe delivery systems will be critical for 

clinical translation. Engineered stem cells and their derivatives may revolutionize therapies 

for intractable diseases.
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  دستکاری ژنتیکی سلولهای بنیادی به منظور کاربردهای بالینی
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   ها: کلیدواژه 

ویروسی،بالین،     حاملهای 

سلولهای   ژنتیکی،  دستکاری 

  کارایی بنیادی،

ویژگیسلول  دلیل  به  بنیادی  توانمندیهای  و  در  ها  جدی  طور  به  خود،  فرد  به  منحصر  های 

سازی و اند. به منظور بهینه صنعت پزشکی برای کاربردهای پزشکی شخصی مورد توجه قرار گرفته 

های بالینی و تحقیقاتی، معمولاً نیاز به ایجاد  ها برای استفادههای رفتاری این سلول اصلاح ویژگی

از طریق دستکاری  فنوتیپی  این سلولتغییرات  در  گذرا  یا  دائمی  ژنتیکی  دارد. در  های  ها وجود 

شد، اما  های تصادفی در ژنوم استفاده میگذشته بیشتر از امواج و مواد شیمیایی برای ایجاد جهش

توان به طور دقیق ژن  امروزه با پیشرفت ابزارهای هدفمند تغییر ژنتیکی مانند انواع نوکلئازها، می

اپی صورت  به  یا  ژنوم  داخل  در  را  نظر  مورد  صفت  به  یا  نظر  مورد  ژن  انتقال  داد.  تغییر  زومال 

های ویروسی، شیمیایی و یا  های مختلف زیستی مانند حاملها و واسطه ها با استفاده از روشسلول 

های بنیادی، انواع شود. مقاله حاضر به بررسی ضرورت و اهمیت دستکاری سلول فیزیکی انجام می

سلول روش این  ژنتیکی  دستکاری  روش های  این  از  یک  هر  معایب  و  مزایا  و  میها  پردازد.  ها 

ارتقای کارایی و امنیت این روشحلهمچنین به راه ها در پزشکی، با تاکید بر  های موجود برای 

  کند.های مختلف مانند پیوند و سرطان، اشاره میهای موجود در زمینه حل چالش

نگین )علیر ،  زاده  شفیع؛  بهناز،  بخشنده:  استناد  و کیائی،  به منظور کاربردهای  1404ضا؛ کریمی، محمدحسین؛  بنیادی  ژنتیکی سلولهای  (. دستکاری 

  .1-20(، 1) 12، های نوین در علوم زیستییافتهبالینی. 
                 http//doi.org /0000000000000000000000000  

  
 .کیائی نگین؛ کریمی محمدحسین؛ زاده شفیع  علیرضا؛ بخشنده  بهناز ©                                        ناشر: دانشگاه خوارزمی.
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  های بنیادیسلول 

:  هستند  شدهاصلی و شناخته   ویژگی  چهار  دارای،  سلولی  رفتاری خود در ریزمحیط  هایهای بنیادی، بر اساس ویژگیسلول 

  این  کنترل  نامحدود و امکان  نامتقارن و تمایز، رشد و بقای  تقسیمات  ساز از طریقهای پیشایجاد سلول  توانایی ،  خودنوزایی

محیطویژگی توسط  گرفتن.  (Hicks    &Pyle  ,2023  ;Slack  ,2017)   اطراف  ها  نظر  در  سلول  چهار  این  با  های  ویژگی، 

  دستبه   توان از منابع جنینیپرتوان را می  های بنیادیکرد. سلول   تقسیم  بافت  و مختص  توان به دو دسته پرتوانبنیادی را می

فاکتورهای  با  یا  آورد از  سلول  (OCT4  ,SOX2  ,KLF4  ,c-Myc)  یاماناکا   استفاده  از  تمایززدایی،  القای  به  و  بالغ  های 

کشت داد   توان به صورت نامحدود در شرایط برون تنیها را میسلول   این.  (Zare et al., 2015)  کرد  تبدیل  های پرتوانسلول 

  .(Rasekhi et al., 2017)( 1 شکل) نمود ایجاد متنوعی  سلولی هایو رده

  (.Rasekhi et al., 2017)بنیادی  هایسلول رفتاری و تمایزی   هایشماتیک از ویژگی تصویر  .1  شکل

Figure 1. Schematic illustration of the behavioral and differentiation properties of stem cells (Rasekhi et al., 

2017). 
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از این سلول   و هر  هستند  ناحیه خود در بدن وابسته  محیطی  های بنیادی مختص بافت به شدت به شرایطسلول  ها  یک 

سلول قادرند  پیشتنها  تولید  سازهای  را  آنجا   خاصی  از  سلول   که  کنند.  بنیادیژنوم  ژنوم    القائی   پرتوان   های  مشابه  دقیقاً 

استفاده    تواند ها میژنتیکی در این سلول اپی  یا  ژنتیکی  هایاند، وجود ناهنجاریآمده  دستبه  ها های بدنی است که از آنسلول 

 ایمنی  تضمین  برای  دلیل  . به همین(Bakhshandeh et al., 2023)  کند  همراه  بالایی  ریسک  ها را بایا محصولات آن   هااز آن 

ژنتیکی    هایاین سلولها به طور منظم در طول تولید و تمایز از نظر ویژگی  باید ،  بالینی  کاربردهای  برای  هاسلول   استفاده از این

ترجیح بر ،  انسانی  تحقیقات  منظوراین حال، به  با.  (Havasi et al., 2013; Poetsch et al., 2022)  شوند  بررسی  و رفتاری

از سلول  یا سلولاستفاده  بالغ  بنیادی  بنیادیهای  زیرا  پرتوان  های  است،  از سلول   القائی  بنیادیاستفاده   جنینی   پرتوان  های 

  .(Hu  &Lazar ,2022 ;Slack ,2017)همراه است  ابزاری از جنین استفاده  اخلاقی مرتبط با مشکلات با انسانی

نشان میبررسی بنیادی  دهند ها  منبع سلول  به  بسته  و همچنین)  که  بنیادی  نوع سلول  زنوژن(،  و  آلوژن  بافت    اتولوگ، 

 و احتمال رد درمان توسط سیستم  اثرگذاری  میزان(،  چربی، بند ناف و غیره  مانند مغز استخوان، بافت)  استخراج سلول بنیادی

بنابراین است.  متفاوت  به سلول،  ایمنی  بنیادیدستیابی  آسیب   استفاده  برای  های  انواع مختلف  درمان    بافتی  هایعمومی در 

های بنیادی،  . در میان انواع مختلف سلول (Hoang et al., 2022; Li et al., 2021) روستروبه فراوانی  های چالش با  همچنان

  ها، و ظرفیت استفاده از آن  کمتر مرتبط با  قی ها، مسائل اخلابیشتر به منابع آن  دسترسی  های بنیادی مزانشیمی به دلیلسلول 

 ,.Vahdat et al)شوند  های بنیادی، در مطالعات ترجیح داده میهای مختلف نسبت به سایر سلول تکثیر و تمایز به سلول  بالاتر

2019; Y .Zhang et al., 2022).  

  های بنیادی اهداف ایجاد دستکاری ژنتیکی در سلول 

  اهداف درمانی: کاهش رد پیوند و پاسخ ایمنی

دارند  این  پرتوان  بنیادی  هایسلول  را  ایجاد  که  پتانسیل  بازساختی  پزشکی  در  اصلی.  کنند   انقلابی  موانع  از   برای   یکی 

سلولهای  استفاده از  یا  بنیادی  گسترده  و  درمانی  سلول  در  پاسخ  پرتوان  توسط  آنها  پیوند  رد  است    سیستم  پیوند،  ایمنی 

(Meissner et al., 2022)  .اندام در  نارسایی  بروز  از طرف دیگر، در دسترس  های حیاتی افزایش  به    نبودن  و  اهداکنندگان 

 بیماران در لیست انتظار پیوند  کرده است که منجر به انتظار طولانی  ایجاد  بین عرضه و تقاضا  بزرگی  شکاف،  میزان مورد نیاز

ها در  عنوان مثال، خوکبه.  کند  تواند به رفع کمبود عرضه اعضای مختلف کمکمی  پیوند از حیوانات،  شرایط  شود. در این می

های  خوک و اندام  های بینرغم شباهتشوند. علیپیوند به انسان در نظر گرفته می  برای  آلایده  حیوانات  عنوانحال حاضر به

های  آلوژنیک است و همچنین خطر عفونت   شدیدتر از رد پیوند   که  ایگونهبین  انسان از نظر اندازه اعضا و فیزیولوژی، رد پیوند

  .هستند  بالینی از این نوع پیوندها ای، موانع اصلی در استفادهگونه بین

در سال  با دلیل  هایاین حال  به  موانع، دستکاری    آزمایشگاهی   هایتکنیک  پیشرفت  اخیر،  این  از  بسیاری  بر  غلبه  برای 

این    هایتوانایی  کرده است. به دلیل  زیادی  پیشرفت،  ژنتیکی  های مختلف ویرایشاستفاده از روش  با  جنینی  های بنیادیسلول 

تولید    یا،  و خون  پوست،  ایمنی  سیستم  های مرتبط بابیماری  ویژههای مختلف، بهبرای درمان بیماری  هاتوان از آن ها، میسلول 

بدن گونهاندام در  انسانی  از طریق  هایهای  منظور کاهش  بلاستوسیست  تکمیل  فناوری  دیگر  به  رد   ایمنی  پاسخ  و    پیوند   و 

بخش  برای.  کرد  استفاده هدف،  این  به  سیستمدستیابی  مختلف  گرفتهاستراتژی   با   ایمنی  های  قرار  هدف  مختلف  اند.  های 

   .(Lamsfus-Calle et al., 2020; Lei et al., 2022)( 1)جدول 

  بنیادی های سلول استفاده از دستکاری  با درمانی سلول  کارایی های مختلف بهبوداستراتژی .1جدول  

Table 1. Different strategies to improve the efficacy of cell therapy using stem cell manipulation  

سیستم 

 ایمنی 
 منابع  نتیجه  تغییر بیان ژن  محصول ژن  نوع پاسخ ایمنی 

 رد پیوند  سلولی 

 ژن لکوسیت آنتی

ژن ناسازگار  حذف آنتی

و جایگزین کردن آن با  

 ژن گیرنده پیوند آنتی

 کاهش رد پیوند 
(Hara et al., 

2013 ) 

PD-L1, CD47, HLA-G  کاهش رد پیوند  افزایش بیان 
(Buermann 

et al., 2018) 
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ها  کمپلمان

سیستم  و

 ایمنی ذاتی 

 رد پیوند 

CD55  مهار رد پیوند  افزایش بیان 
(Martinez-

Alarcon et al., 

2021 ) 

alpha-1,3 

galactosyltransferase 
 مهار رد پیوند  GGTA1حذف ژن  

(Kuwaki et 

al., 2005) 

 رد پیوند  ماکروفاژها 

،  SIRP-ɑلیگاندهای مهارکننده ) 

CD 200 ،Siglecs ،SP-D  ،

TIGIT ،HHLA-G1 ،HHLA-

E) 

 افزایش بیان 

مهار فاگوسیتوز، کاهش ترشح  

التهابی و  های پیشسیتوکین

های  افزایش ترشح سیتوکین

 ضدالتهابی 

(Watanabe 

et al., 2018; 

Yan et al., 

2018 ) 

NK 

cellها و 

-لنفوسیت

 T و B های

 افزایش بیان  β2M، HLA-G1 و HLA-E رد پیوند 
مهار پاسخ ایمنی و مهار بیان  

IFN-ɤ 

(Rao et al., 

2021 ) 

ɤδ  رد پیوند hFasL  ها آپوپتوز و مهار پاسخ این سلول افزایش بیان 

(

Rodríguez-

Gago et al., 

2001 ) 

 ها نوتروفیل

نتوزیز )نوعی مرگ  

ریزی شده  برنامه

ها( و  خاص نوتروفیل

 التهاب 

CD 31  ها مهار پاسخ ایمنی نوتروفیل افزایش بیان 
(H .T .

Wang et al., 

2018 ) 

سیستم  کل

 ایمنی 
 افزایش بیان  1-اکسیژناز انسانیهم التهاب سیستمیک 

اثرات ضدالتهابی و مهار آپوپتوز  

 FasLو  TNF-ɑوابسته به 

(Ahrens et 

al., 2015) 

کل سیستم 

 ایمنی 
 ساختارهای رتروویروسی  التهابات زئونوتیک 

های تولید  حذف ژن

 کننده این ساختارها 
 کاهش التهابات 

(Niu et al., 

2017 ) 

(HLA-G: Human Leukocyte Antigene G, CD: Cluster of Differentiation, PD-L1: Programmed cell Death Ligand 1, 

GGTA1: Alpha-1,3-Galactosyl transferase, SIRP-α: Signal Regulatory Protein α, Siglecs: Sialic acid binding 

immunoglobulin like lectins, SP-D: Surfactant Protein D, TIGIT: T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains, HHLA-

G1: HERV-H LTR-associating protein Homolog G1, HHLA-E: HERV-H LTR-associating protein Homolog E, NK cell: 

Natural Killer Cell, β2M: β-2 Microglobulin, IFN-ɤ: Interferon ɤ, hFasL: human Fas Ligand, TNF-α: Tumour Necrosis 

Factor α)  

  ساخت شبه اندامها و غربالگری دارویی در مطالعات پیش بالینی و پزشکی شخصی 

 و بازار  بتوانند به مراحل بالینی  که  داروهایی   کمبود  غیرقابل درمان و همچنین  هایبیماری  فزاینده  چالش   با   پزشکی  امروزه

جدید    داروهای  اثر  بررسی  . در حال حاضر، برای(Baptista et al., 2022; Hu   &Lazar  ,2022)برسند، مواجه است    درمانی 

از مدل،  بالینیدر مرحله پیش از   با .  کنند می  استفاده  بعدیدو  سلولی  کشت  هایبیشتر مطالعات همچنان  بسیاری  این حال، 

مدلامیدوارکننده  نتایج   که  ترکیبات در  می  هایای  دست  به  شرایطآزمایشگاهی  در  نشان    نتایج  تنیدرون  آورند،  را  دقیقی 

علمینمی جامعه  در  پیش،  دهند.  که  دارد  وجود  نظر  ضعیفاین  تفاوت  هامدل  این  بینی  از  ژنتیکی،  اپی،  ژنتیکی  های ناشی 

مدل در  توپولوژیکی  و  همچنین  شرایط  با  دوبعدی  کشت  هایمتابولیسمی  است.  انسان  بدن   فیزیولوژیکی   هایتفاوت  واقعی 

نتایج به    حیوانی و تعمیم  های اخلاقی در استفاده از مدل  های متفاوت به دارو و ملاحظاتل عمر متفاوت، پاسخای، طوگونه بین

  جدید   شوند که توسعه بسیاری از محصولات و داروهایاین مسائل باعث می.  هستند  ها مدل  این   هایمحدودیت  انسان، از دیگر

، دلیل  . به همین(Baptista et al., 2022)  شوند  بالینی  بماند و نتوانند وارد آزمایشات  باقی  همچنان در مرحله آزمایشگاهی

ها  اندامشبه  تولید  برای  ها داربست  انسانی بر روی  های بنیادیبعدی و تمایز سلولسه  ها به استفاده از کشتپیشرفت  جدیدترین

این  اثرات  به منظور بررسی  سلولی   ریزمحیط  سازیشبیه   برای  بهتری  جایگزین  توانندمی  ها مدل  دارویی معطوف شده است. 

. (Cho et al., 2022; Hu   &Lazar  ,2022)  دهند  ارائه  آزمایشگاهی  بعدیدو  هایمدل  با  تری در مقایسهدقیق  باشند و نتایج

های  مدل  فیزیولوژیکی را برای  ها در شرایطبعدی و رفتار سلولسه  بافت   معماری  دقیق  طوربه  انسانی  بعدی سه  هایمدل  این

  ها و بهبود ها و اندامبافت  تولید  منظوربه   شخصی  توانند در پزشکیمی،  که در آینده  طوریبه  کنندمی  سازیشبیه  سالم و بیمار
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برای توسعه   ها به یک مدل معیارتبدیل شدن این روش  برای.  (Ren et al., 2022)  فردی مورد استفاده قرار گیرند  هایدرمان

بافت    لیتوگرافی، میکروفلوئیدیک و مهندسی  پیشرفته  هاینیاز به استفاده از تکنیک  اندامشبه  فناوری،  درمانی   هایدارو و روش

پایش و  کشت  منظور  با سلول  به  آنها  تعاملات  همچنین  و  دارد    ریزمحیط  ها  شده  . (Baptista et al., 2022)ساخته 

این  با   که  هاییسازیمدل از  بررسیاستراتژی   استفاده  و  فیزیولوژیکی  مختلف  مطالعات  در  انجام شده،  تمایز  ها  و  داروها    اثر 

  و مغز  ریه، معده، کلیه،  کبد ،  دارپوست، قلب ضربان  مانند   هایی اندام  تولید  برای  شدهدستکاری  های بنیادیشده سلولکنترل 

برای استخراج سلول از   زیادی هایتلاش، علاوه بر این.  (Baptista et al., 2022; Hu  &Lazar ,2022) اندبوده آمیزموفقیت

  بررسی   هایی برایایجاد مدل  یا   شده سازیشخصی  هایدرمان  ارائه  منظوربه  هااندام از آنشبه  مهندسی و تولید   بیماران و سپس

به  و نحوه  بیماری   هایویژگی به داروها  آن  انجام شده است    اختصاصی  طورپاسخ  به  (Hu    &Lazar  ,2022)برای هر فرد   .

و همکاران واتسون  مثال،  از سلول   شبه  یک  عنوان  ای مشتق شده  روده  میزبان  پرتوان  بنیادی  هایاندام  به موش  را   انسانی 

ریز را درون  هایعملکرد هضم و جذب مواد و پاسخ به هورمون  تواندمی  پیوندی به خوبی  اندامشبه  که  زدند و دریافتند  پیوند

دادند مک  همچنین.  (Watson et al., 2014)  نشان دهد  نشان  و همکاران  تواند  می  شبکیه  اندامپیوند صفحه شبه  که  للاند 

به اختلالات شبکیه  هایگسترده در موش  اتصالات سیناپسی چن و .  (McLelland et al., 2018)  کند  ایجاد  میزبان مبتلا 

  مورفولوژی   کامل  توانند منجر به بازسازیماه می  5  طی  ریه  بنیادی  هایسلول   هایاندامشبه  که  نیز مشاهده کردند   همکاران

با    که  کاشتند   مغزی  مغزی را در مدل موش سکته  هایاندامشبه  وانگ و همکارانش .  (Chen et al., 2017)  شوند  ریه  بافت 

عصبی شود    حرکتی  عملکرد  مغزی و بهبود  هیپوکسی  دچار  عصبی مغز توانست منجر به کاهش حجم ناحیه  مدارهای  ادغام با

(Wang et al., 2020)  .از سلول   های سلول   ریزمحیط  سازیهمچنین به منظور شبیه دستکاری    بنیادی  هایبنیادی سرطان 

این    با  (.Ren et al., 2022)روی آن و یافتن درمان برای آن پرداخته شده است    ها و مطالعهاین مدل  شده به منظور تولید

توان به فقدان ساختارهای تبادل مواد مانند عروق، رشد کند و  می  بالینی  ها در فازهایانداماستفاده از شبه  هایحال، از چالش

ها بر این  تلاش  امروزه.  کامل عضو اشاره کرد  نتیجه عدم تشکیل  و در،  تکوین  طبیعی  هایگرادیان غلظت مورفوژن   با  ناهماهنگ

یکدیگر، و    با   ها آن  های کنشها و برهمریزمحیط سلول  سازیشبیه  مانند ،  بافت  مهندسی   های نویناستفاده از روش  با   است که

  .(Tang et al., 2022)  مشکلات غلبه شود کامپوزیتی، بر این یا  ترکیبی  هایاندامها در شبهکشت سلول  همچنین

  ایجاد یک توانمندی جدید در سلول بنیادی 

بقای آن در    و حفظ  موردنظر  بنیادی، مرتبط با روش انتقال سلول بنیادی به بافت  هایاستفاده از سلول  های یکی از چالش 

اثر این  سیستم  پاسخ  بافت، بدون  بر  این حال،    با   .(Hoang et al., 2022; Labusca et al., 2018)ها است  سلول  ایمنی 

بازدهی  برای به  سلول  دستیابی  تزریق  دوز  افزایش  مطلوب،  بنیادیدرمانی  تزریق  یا  های  دفعات  تعداد   حل راه  ها آن   افزایش 

افزایش  زیرا،  رسد مناسبی به نظر نمی بر  . به (Li et al., 2022)هزینه درمان، خطر بروز آمبولی را نیز به دنبال دارد    علاوه 

  بنیادی  های پیشنهاد شده به منظور دستیابی به بازدهی مطلوب، استفاده از سلول  جایگزین  هاییکی از استراتژی  دلیل  همین

  با   های بنیادی. در این روش، سلول (Labusca et al., 2018; Li et al., 2022)های آنها است  فراورده  دستکاری شده و یا

از معمول سکرتوم  مسیرهای سیگنالینگ خاص و ترشح  سازیفعال با  هابیش    ایمنی را تنظیم  ریزمحیط خود پاسخ  با تعامل 

به  کنند می با  بازسازی  فرایند  تسریع  و  مبارزه  یا  و  با    توانندمی  بنیادی  هایسلول   این  همچنین.  کنند می  کمک  تومور  بافت 

فاکتورهای  رگزاییVEGF  مانند   رگزایی  ترشح  القای  موجب  دیگر  شوند  ،  طرف  از  به   توانندمی  و  میتوکندری  انتقال  با 

ترمیم  آسیب  بافت  هایسلول  در  باشند  دیده،  داشته  نقش  می.  بافت  نشان  مطالعه  چندین  موارد،  این  بر    که   دهدعلاوه 

پتانسیل  هایسلول  بنیادی مزانشیمی دستکاری نشده   هایبهتری نسبت به سلول   درمانی  بنیادی مزانشیمی دستکاری شده، 

برای  .  (Almasi  ,2022  ;Gao et al., 2022; Li et al., 2022; Salehi et al., 2022; Y  .Zhang et al., 2022)  دارند

از سلول  او  و همکاران  استاینبرگ  به طور موقت  مثال،  پلاسمید که  با  ترانسفکت شده  استخوان  مزانشیمی مغز  بنیادی  های 

Notch-1  بیان ناحیه،  کردندمی  را  استفاده   دچار  برای درمان  به    که   نمودند   انفارکتوس مغز  اقدام به طور قابل توجهی  این 

برای اختلالات کبدی، به    . مطالعات مشابه نیز(Steinberg et al., 2016)  کرد  کمک  مغزی  پس از سکته  عملکردی  بهبودی

  .(Gao et al., 2022)کرده اند  کمک کبد   بافت افزایش سرعت بازسازی
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برای موجود  استراتژی  از    تولید   بنیادی  هایسلول  ژنتیکی   دستکاری  بنیادی  هایسلول  هایاگزوزوم  هدفمندسازی  یکی 

شده، شامل تنظیم التهاب،  مهندسی  های بنیادیهای سلول استفاده از اگزوزوم   مزایای.  (Chen et al., 2022)کننده آنها است  

این روش  .  (Zhao et al., 2020)تومورها، به خوبی نشان داده شده است    بافتی و سرکوب  هایآسیب  ترمیم از  برای مثال، 

پس از انفارکتوس در محل    که  cTnl  کوچک  پپتیدی  منظور اتصال به لیگاند به  های بنیادی های سلولاگزوزوم  مهندسی   برای

می تجمع  این،  یابد ضایعه  از  هدف  شد.  انفارکتوس  بافت  ترمیم   بهبود،  کار  استفاده  از  تکثیر   پس  به  منجر  که  بود   میوکارد 

سلولسریع  بهبودیتر  و  قلبی  عضله  شد    ترسریع   های  قلب  اگزوزوم.  (Y  .Wang et al., 2018)عملکرد  از    های همچنین 

علیه  بنیادی  هایسلول  شده  همچنین  هایسلول  دستکاری  و  پیوند  ایمنی  هایپاسخ  سرطانی  رد  است    حین  شده  استفاده 

(Chen et al., 2021)ژنتیکی در سلولهای یوکاریوتی درج شده است. دستکاری ایجاد  جهت کنونی های. در ادامه فناوری  

  های یوکاریوتیهای کنونی به منظور دستکاری ژنتیکی سلول   فناوری 

  های دستکاری تصادفی ژنوم روش 

قرار میروش استفاده  مورد  ندرت  به  و  بالینی  پیش  مطالعات  در  کلی  طور  به  ژنوم  تصادفی  این  های دستکاری  از  گیرد. 

شود و استفاده از آنها در سیستم بالینی منوط های مطالعاتی استفاده میهای جایگزین در محدودیتمطالعات به عنوان روش 

ها را در بالین غیر ممکن کرده است. استفاده  های متعدد و مجوزهای گوناگونی است که عملا استفاده از آن به دریافت تاییدیه

این روش دانشمندان میاز  از سوی  فراوان  توسعه  و  تحقیق  به  بسته  بالین  در  این روشها  توضیح  به  اختصار  به  که  ها  باشد 

  به اختصار به این موارد پرداخته شده است. 2است. در جدول پرداخته شده

  استفاده از امواج

ژن   ژنوم تا چگونگی وارد شدن حامل های  ساختاری  ژنوم از تغییرات  متنوعی در دستکاری  های  کاربرد  امواج به طور کلی

داشته الکترومغناطیسی  اند. در گذشتهبه سلول  امواج  از  به    استفاده  ژنوم  تصادفی جهش ها در  القای  در  با طول موج کوتاه 

نوترکیب ایجاد سلول  الکترومغناطیسپایینی صورت می  بسیار  بازدهی  با  منظور  امواج  زایی  جهش  قابلیت  UV  مانند  گرفت. 

انواع ملانومایمی  دارند به طوریکه  ایاثبات شده ایجاد  القای جهش   پوستی  توانند موجب  امواج در  این  از  استفاده  اما  شوند 

  توان در ایجاد. از این امواج می(Daya-Grosjean    &Sarasin  ,2005)  شودبنیادی انجام نمی  تصادفی در ژنوم سلول های

بنیادیبیشتر سلول   که موجب تکثیر  ساختارهای صفحه مانندی  امواج صوتی در    استفاده  شودمی  انسانی  جنینی  های  نمود. 

یک روش موثر در   تواندمی همزمان از فراصوت و لیپوزوم استفاده .ها را دارند وسیعی از کاربرد  طیف های بنیادیارتباط با سلول

های حامل قطعات  ریزحباب  استفاده از امواج فراصوت  بنیادی مزانشیمی باشد. در این روش با   های انتقال مواد ژنتیکی به سلول

هدایت می یوکاریوتی  سلول  در  ایجاد شده  حفره  به سمت  بر  . روش(Chen et al., 2018)  شونداسیدنوکلئیک  مبتنی  های 

بازدهی انتقال    سمیت و افزایش   برای حل مشکل.  هستند  همراه  زیادی   سلولی   مرگ   دارند، اما معمولاً با   بالایی   بازدهی   فراصوت

سلول  به  بنیادیژن  سلولخون  های  و  پیشساز  صوتیآن  ساز های  امواج  سلولپایین  فرکانس  با  ها،  سمت  به  یکتر  در    ها 

برشی در    و تنش  ها به دیواره لوله متصل شونداین اقدام باعث شد سلول.  شدند  هدایت  شدهسیستم میکروفلوئیدیک طراحی

آسیب    این روش علاوه بر ایجاد منافذ در غشا، موجب افزایش نفوذپذیری غشا و کاهش  نتایج نشان داد که.  یابد  افزایش  هاآن 

ها و هدایت  ریزحباب   توان به کمکمی  دیگر نشان داده شد که  . در مطالعه ای(Belling et al., 2020)  شودها میبه سلول

پیوند زده شده    ترمیمی  را به سلول های مزانشیمی موجود در داربست  BMP-6  کننده  کد  پلاسمیدی   DNA  امواج فراصوت

  .(Bez et al., 2017) به استخوان، وارد نمود

  استفاده از مواد شیمیایی

  مهندسی   فرآیندهای   اینکه در طی   ایجادکنند و یا   تغییر  ژنوم  توانند در ساختارمی  شیمیایی  های وسیعی از ساختار  گستره

استفاده از  ،  ژنوم  تغییر در ساختار  هدفمند  هایروش  گسترش  با  امروزه.  هدف به ژنوم عمل کنند  DNAبرای انتقال    ژنتیک

یکی   Cell  Penetrating  Peptides (CPP)  جهت انتقال ژن به سلول محدود شده است. پپتیدهای نافذ سلولی  ساختارها  این

ایمنی را کاهش داده و بازدهی انتقال ژن را افزایش داد.    پاسخ  توانمی  پپتیدها  استفاده از این  با (.  2  از این مثال هاست )شکل

این بر  کنندمورفوژن،  ا هآنزیم)  هاپروتئین  مانند   ترکیبات  سایر   قادرند  پپتیدها   این،  علاوه  سلول  وارد  را   )... و    هرچند.  ها 

ها پیشنهاد  CPP  برای انتقال مواد به کمک  مختلفی  هایاین انتقال هنوز به طور کامل مشخص نشده است، اما مدل  چگونگی
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ها معمولاً CPP.  میکروپینوسیتوز و اندوسیتوز بدون واسطه،  caveolae  یا   کدهرین   واسطه  با   شده است، از جمله اندوسیتوز

که به دلیل بار مثبت خود به سطح سلول متصل    هستند  بازی  آمینواسید و غنی از آمینواسیدهای  30تر از  کوچک  پپتیدهایی

می  سلول  به  محموله  و  پپتید  ورود  باعث  و  شیمیاییها میCPPشوند.  شده  اتصال  طریق  از  خود  محموله  به   عرضی  توانند 

  های مولکول  های بدون بار و روش دوم برایحامل  الکترواستاتیک متصل شوند. روش اول برای  پیوندهای  یا (  کووالان  پیوند)

به غلظت آن    CPP-بازدهی انتقال حامل.  (Ruseska    &Zimmer  ,2020)  دارند  ها کاربرد RNAi  یا   هاپروتئین  مانند  باردار

  این انتقال را به شدت تغییر داد، به عنوان مثال اضافه کردن   بازدهی  پپتیدها  این   تغییر در توالی  با   توانها وابسته است اما می

ای از سلول    گسترده  بازدهی انتقال به طیف  پپتیدها نقش مهمی در افزایش  این  سولفات به توالی  موتیف اتصال به هپاران  یک

  .(Dixon et al., 2016) دارد پرتوان بنیادی  های

  

  (Ruseska  &Zimmer ,2020پیشنهادی آن به سلول ) ورودی هایو راه CPP  با اتصال پروتئین .2  شکل

Figure 2. Protein binding to CPP and its proposed entry routes into the cell (Ruseska & Zimmer, 2020)  

  

  های دستکاری هدفمند ژنوم روش 

  Cre-lox Pاستفاده از سیستم 

از نوکلئازها .  یابد می  کاهش  غیرهدف در ژنوم  هایشود و دستکاریخاصی انجام می  ژنی در لوکوس  ویرایش،  در استفاده 

اندونوکلئازهایی   امروزه از  از ژنوم را برش می  که در سلول زنده لوکوس  استفاده  افزایش است. ویرایش  مشخصی  دهند، رو به 

نام    فرآیند  ژنومی به کمک به  وابسته به همولوگ ها صورت   نوترکیبی  یا  Homology  Directed  Repair (HDR)سلولی 

آنجاست  مشکل.  پذیردمی روش  رشته  گاهی  که  این  به    Double  Strand  Break   (DSB)  ای  شکست دو  نواحی هدف  در 

  می   گروهی از اندونوکلئازها  کند. اما امروزه به کمک  می  کم  ویرایش را بسیار  بازدهی  این  که  دهد  تصادفی رخ می  کاملاً  شکل

کاملاً صورت  به  رشته   توان  دو  شکست  هدف  توالی  در  بازدهی  ایجاد  ایاختصاصی  تا  افزایش  نمود  روش    ZFN.  یابد  این 

،TALEN    وCRISPR  که   هستند. از آنجایی   این روش در پستانداران  اصلی  سه اندونوکلئاز  HDR   سلولی    تقسیم  فقط طی

 تقسیم به جای   های خارج از چرخه  کند، در سلولمی  ناممکن  نهایی  تمایزیافته  های  ژنی را در سلول  دهد و ویرایش  رخ می

  Non  Homologous  End  Joining (NHEJ )  یا  غیرهمولوگ  انتهایی  دیگری به نام پیوست  از فرآیند  HDR  ترمیمی  فرآیند

از رشته  شود که  می   استفاده نوع  (Bai  ,2020)  کند  نمی   استفاده  ترمیم  برای  هومولوگ  یفرآیندی مستعد خطا است که   .

ویرایش  دیگر در  موجود  به شکل  هستند  مگانوکلئازها   ژنی  اندونوکلئازهای  به شکل  که  متحرک  طبیعی  عنصر    ژنتیکی   یک 

ترانسپوزون  به  و میمی   یافت   ها شبیه  ایجاد شوند  موجب    ها در جایگاهآنزیم   این   اصلی  مزیت.  شوند   DNAدر    DSB  توانند 

.  دارند  بالایی  همین خاطر اختصاصیت بسیار  نوکلئوتید است و به  14-40  شناسایی آنها بین  جایگاه،  آنهاست  طویل  شناسایی

  برای  گلیسین-آسپارتات-آلانین-آسپارتات-ایزولوسین-لوسین-گلیسین-آلانین-یا دو موتیف لوسین  ها معمولاً یک پروتئین  این
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جایگاه   DNA  شکست در  دارند  پالیندرومی  خود  اصلی   شناسایی  مدل  دو  در    مشکل.  شوند   می  یافت  I-Crel  و  I-SceI  و 

ها هزینه  را در مطالعات و مهندسی آن  ها استفاده از آناساسی آنها در تنوع پایین آن هاست که در کنار اختصاصیت بالای آن

ترین  از معمول   Cre-lox P  سیستم.  اندشده  با هم مقایسه  برخی از نوکلئازها  3در جدول    .(Zheng et al., 2020)  کند  بر می

دستروش تحقیقات  ژنوم  ورزیهای  در  معمولاً  که  است  مطالعات  پستانداران  در .  شودمی  استفاده  بالینیپیش  و  روش  این 

و زمان )مرحله ی (  محل )سلول مشخصی  توان درکمک آن می  و به  شودمی  نیز به تعدد استفاده  نهایی   تمایزیافته  هایسلول 

ژن    DNAسیستم معمولاً با جدا شدن قطعه خاصی از    دستورزی ژنومی را صورت داد. این  مشخصی (  جاندار  خاصی از تکوین

-loxP  (locus of Xبه نام    DNAیکسان از    دو توالی  Cre  (cyclization recombinase)  آنزیم  کند. به کمکرا مهار می 

over P1)  و    شناسایی ناحیه  بین  DNAمیشود  دو  )فرآیند  این  شده  از(  floxing  خمیده  جدا    DNA  مستقیم  ساختار  و 

ناممکن  بیان  که  شودمی را  آن  روی  از  جایگاهمی  ژن  هر  توالی  34از    loxP  کند.  دو  از  که  ساخته شده  در    باز  پالیندرومی 

در ویرایش ژنومی کافی است دو طرف ژن   Cre-lox P  استفاده از سیستم  تشکیل شده است. برای  بازی  8  مرکز   طرفین و یک

 تحت پروموتر خاصی است که در زمان و سلول Cre  نیز در سلول بیان شود. بیان Cre  وارد شده و ژن loxPمورد نظر قطعات  

شود و  می  بیان  آنزیم  این  جاندار  هیپوکامپ در مرحله خاصی از تکوین  نورونی   هایر سلول برای مثال د .  شودمی  بیان  خاصی

نیز قرار   های خارج سلولی سیستم را تحت کنترل این توانمی،  علاوه بر این . (Kim et al., 2018) دهد نوترکیبی را صورت می

این استفاده   Creهای شبه    آنزیم  برای فعال کردن  خارجی  فاکتور  دارد. به عنوان مثال در مطالعه ای نور فروسرخ به عنوان 

 Cre-lox P  . به کمک(Kasatkina et al., 2022)  موشی هدف قرار دهد   اولیه  هایخاصی را در سلول  ژن  شده است تا بیان 

که موجب   توسعه داده شده است  loxP  واسطه  با  تکاملی   مصنوعی به واسطه ی فرآیند  کروموزوم  و اصلاح  روش به نام بازآرایی

 ژن  شود. در این روش در پایین دست تمامی   های یوکاریوتی می صنعتی در سلول  بازدهی  جدید و افزایش  های  فنوتیپ  ایجاد

جمعیتی   Cre  کنترل شده آنزیم  بیان  شود و سپس به کمک  اضافه می  lox P  توالی  یک  (non-canonical)  غیرضروری  های

آید. در آخر فنوتیپ هدف توسط   اند به وجود می  شده  ژنی  و حذف  جابجایی،  وارونگی  دچار  تصادفی  از سلول ها که به شکل

در    Cre  آنزیم  پلوئیدی و فراوانی،  کروماتین  این روش پایین است اما شکل  بازدهی  گرچه.  شود   افتراقی غربال می  هایکشت

با  این  چگونگی و  است  موثر  نیز  بازدهی  توانمی  پارامترها  این  تغییر  فرایند  را  روش  داد    این   ,.H  .Zhang et al)افزایش 

2022.)  

  های بنیادیژنوم در سلول تصادفی  چند روش دستکاری .2  جدول 

Table 2. Several methods of random genome manipulation in stem cells  

  منبع  مکانیسم دستکاری  سلول  هدف مطالعه

  تولید صفحات کشت برای تکثیر بیشتر
جنینی  بنیادی  سلول 

  انسانی
 UVموج 

(Daya-Grosjean   &

Sarasin ,2005)  

  BMP-4وارد کردن ژن 
بنیادی   سلول 

  مزانشیمی
  (Bez et al., 2017) امواج صوتی 

  انتقال پروتئین به داخل سلول
سلول از  های  انواعی 

  بنیادی پرتوان

موتیف اتصال به هپاران سولفات در  

 CPPپپتیدهای نافذ سلولی 
(Dixon et al., 2016)  

  ZFN (Brunet et al., 2009)نوکلئاز   سلول بنیادی سرطانی  القای جابه جایی کروموزومی

بیماران   در  هموگلوبین  تولید  افزایش 

  تالاسمی

سلول بنیادی خون ساز  

  مغز استخوان
  ZFN (Walters et al., 2021)نوکلئاز 

  CFTRویرایش ژنومی ژن 
ساخته  اندامشبه های 

  iPSشده از 
  TALEN (Fleischer et al., 2020)نوکلئاز 

سلول به  تمایز  انسانی  پرتوان  بنیادی  های 

  EOMESاندودرم به واسطه ژن 

پرتوان    سلول بنیادی 

  انسانی
CRISPR-Cas9 

(Choi et al., 2023; 

Madrigal et al., 2023)  

  ZFNاستفاده از 

صحیح وارد    هاینسخه  ژنی به کمک  و ویرایش  HDR  ایجاد  شرایط،  DNAدر    DSB  ایجاد  با   توانندمی   ها اندونوکلئاز  این

یا  را فراهم  NHEJ  شده  ژن مورد نظر    مصنوعی  هایی   اندونوکلئاز  zinc finger nuclease  یا  ZFN.  کنند  و خاموش شدن 
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و بخش  (  ZF)  روی  انگشت  هایاند. بخش اول از موتیفشده  تشکیل  و اندونوکلئازی  DNAکه از دو بخش اتصال به    هستند

چندین روش مهندسی شده    به کمک  DNAتشکیل شده است. دومین اتصال به    Fok1  مانند  کننده محدود   آنزیم   دوم از یک 

از واحدها   کند می  را در اتصال به توالی مورد نظر ایجاد  ZFNدومین اختصاصیت    این.  شودمی  ساخته ( modules)  و معمولاً 

 OPENشوند: روش اول  می  این واحدها توسط سه روش ساخته.  شوندمی  ساخته  ZF  ساخته شده است که از اتصال چندین

به کمک که  از مجموعهtwo-hybrid system  است  رندوم،  اتصالات  از  توالی ZF  بین  ای  به  اتصال  برای  مناسب  ترکیب  ها 

انتخاب می نوکلئوتیدی متصل می  به یک  ZFشود. هر    هدف  نهاییو معمولاً    شودتوالی سه  دارد.    ZF  موتیف  6تا    3  واحد 

  گیرد. روش سوم از اتصالات تصادفی های ژنومی متفاوت صورت میکتابخانه  ایجاد   بوده اما با  OPENروش دوم شبیه به روش  

  اندونوکلئازی  دومین.  شودمی  توالی هدف دارد استفاده  تمایل اتصال با  بیشترین  که  رسیدن به ترکیبی  چندین واحد برای  بین

ZFN  به شکل فعال می  معمولاً  به    شوددیمر  در    شوند   متصل می  DNAو هر بخش آن به یک واحد متصل شونده  تنها  و 

میتواند به    نیز  نوکلئازی  دومین   بازدهی برش  حتی   متناظر خود متصل شده باشد.  DNAشوند که هر واحد به  صورتی فعال می

افزایش  شکل های  طبیعی در سلول   که به شکل  ZFN  موتیف  دارای  هایپروتئین.  (Guo et al., 2010)  یابد  مهندسی شده 

 Singh)  دارند NHEJ  فرآیند  ای و فراخوانیشکست دو رشته   که نقش مهمی در ایجاد ZFN384  مانند  شوندمی  یافت  انسانی

et al., 2021)  شود  نوکلئوتید و خاموش شدن ژن هدف می  که در نهایت منجر به حذف چند  (Chandrasegaran  ,2017) .

خاصی را که مهار آن به    ژن  توان  می   که فاز بالینی خود را گذارنده است، نشان داده شده که   ای   به عنوان مثال در مطالعه

برای انتقال   هاسلول   این  و از  کرد  خاموش  ZFNانجامد را توسط    می   سازخون  بنیادی  هایهموگلوبین در سلول  تولید  افزایش

بیماران به  استفاده   دارای  خون  بتا  این(Walters et al., 2021)  کرد  تالاسمی  از   .  ZFNبرای در    ها  کروموزومی  جابجایی 

در   ZFN  تفاسیر  با همه این.  شود  می  استفاده  متاستازی  سرطانی   بنیادی  هایسلول   بنیادی به منظور مطالعه روی  هایسلول 

   .(Brunet et al., 2009)ژنی اختصاصیت کمتری دارد   دیگر در ویرایش  مقابل دو نوکلئاز

  TALENاستفاده از 

TALEN  مانند  نیز  ZFN    از دو بخش نوکلئازی و دومین متصل شونده بهDNA   است. بخش دوم که به    تشکیل شده

  که بخش وسطی آن که از چندین  شود. در حالی  متصل می  DNAآمین خود به    شود در انتهای  می   نامیده   TALEاختصار  

 DNAهر تکرار به   13و  12 است. نوکلئوتید   DNAساخته شده است، مسئول اتصال اختصاصی به   آمینواسیدی تکراری توالی

 متصل شود. ان کربوکسیل  DNAبا اختصاصیت بالایی به    که  کرد  طراحی  تکرارها را به نحوی  این  توانیابد و می  اتصال می 

ناحیه  پروتئین  این اتصال  به خاطر  به   با   TALEN.  شودمی  کوتاه   نوکلئازی به صورت هدفمند  نیز معمولاً  مکانیسم منحصر 

به دور   بالایی  می  DNAفردی  با سرعت  پیدا  پیچد و  را    یک   تمایز  توانایی  توانندمی  ساختارها  این.  کندمی  توالی مورد نظر 

توانند در اتصال به یک تا  می  که بسته به نوع طراحی  نوکلئوتیدها را نیز داشته باشد. در حالی  متیلاسیون  نوکلئوتید و حتی

است   DSB  ایجاد  نوکلئازها  دیگر  شبیه  هاآن   عملکردی  مکانیسم.  درنوکلئوتیدها منعطف باشند(  mismatchچهار عدم تطابق )

&    Joung    &Sander  ,2013  ;Kim)  دهدنوکلئازها حذف نوکلئوتیدی رخ می  این  عملکرد  معمولاً در اثر  ZFNاما بر خلاف  

Kim  ,2014)هایژن  ساختار به منظور تخریب  که به منظور درمان لوکمی انجام شده بود از این  ای  . مثلاً در مطالعه  CCR5  

برای .  (Li et al., 2020)  شوند می  های مختلف استفاده   ژنی سرطان  ها به منظور ویرایشساختار  استفاده شد. این  NTF3و  

در   TALEN  کمک  را با  1سیستیک فیبروزیز   دارای  بیماران  iPSساخته شده از    هایاندام  شبه   توانستند  ای  مثال در مطالعه

  .(Fleischer et al., 2020) کنند  ویرایش  CFTR ژن

  CRISPRاستفاده از 

ویرایشسیستم  بر    ژنی   های  بسیار  توانندمی  CRISPR  سیستم  مانند  RNAمبتنی  اختصاصیت  و  دقت  در    با  بالایی 

باکتریوفاژ است می.  ژنی عمل کنند  ویرایش باکتریایی در مقابل  به  این روش که در حالت طبیعی در واقع نوعی دفاع  تواند 

   است به همراه  RNAکه خود متشکل از دو     sgRNA  استفاده شود. در این روش  ژنی  عنوان یک ابزار قدرتمند در ویرایش

ژنی    ویرایش  برای  بالایی  سیستم اختصاصیت و بازدهی   شود. در مجموع اینژنی به درون سلول منتقل می  ویرایش  آنزیم  یک

به عنوان مثال   ژنی    ویرایشموجب    NHEJو    HDR  های مکانیسم  طی   توانداندونوکلئاز است می  آنزیم  یک  که  Cas9دارد. 

حالی در  همان    dCas9  که  شود.  فعالیت  Cas9که  کننده  بدون  مهار  عنوان  به  است  می  بیان  اندونوکلئازی  عمل  .  کندژن 
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دآمینازها)  بازی  ویرایشگر  هایآنزیم مثل  سیتوزین(  و  یکمی  نیز  آدنین  عنوان  به  با  توانند  شده  مزدوج    کمپلکس   پروتئین 

sgRNA    وCas9  کنند  نوکلئوتیدی را ممکن  تک  شوند و ویرایش  همراه  بدون عملکرد  .Cas9n   ای   رشته  موجب برش تک  

DNA    وCas12a  سیستم در درمان بیماری  استفاده از این .  شود  ای خود می  چسپنده در برش دورشته  انتهای  موجب ایجاد  

اصلاح سلول  ژنتیکی   های بیماران  هایبا  روده  بالینی شروع شد    سیستیک  بنیادی  فاز  در  .  (T  .Li et al., 2023)فیبروزیز 

شود. به    می  استفاده  نیز  یادیبن  هایسلول   ژنوم  و اصلاح  ها   مکانیسم  ها در حوزه شناخت  سیستم   علاوه بر این موارد از این

و    نورونی  پرتوانی و تمایز  در حفظ قابلیت  Sox15توانستند به نقش    ساختارها  این  عنوان مثال در دو مطالعه محققان به کمک

 ,.Choi et al., 2023; Madrigal et al) شوند آگاه انسانی به اندودرم پرتوان بنیادی هایسلول در تمایز  EOMES ژن نقش

2023).  

  انواع نوکلئازها و مزایا و معایب آن .3  جدول 

Table 3. Types of nucleases and their advantages and disadvantages  

 توانایی ویرایش ژنی  توانایی سرکوب ژنی  عملکرد اختصاصی  نوکلئاز 
  توانایی ویرایش اپی

 ژنتیکی
 منبع 

ZFN  دارد ضعیف 
القای ویرایش به کمک ژن  

 همولوگ 
 ندارد

(Singh et al., 

2021 ) 

TALEN 
بسته به نوع طراحی  

 اختصاصیت بسیار بالا 
 دارد

القای ویرایش به کمک ژن  

 همولوگ 
 ندارد

(Joung  &Sander  ,

2013 ;Li et al., 

2020 ) 

CRISPR  دارد اختصاصیت بسیار بالا 
دقیق به کمک   ویرایش

RNA   راهنما 
 دارد

(T .Li et al., 2023  ;

Xi et al., 2022) 

   دستکاری ژنتیکی سلول های بنیادی

فیزیکی انجام می شود. هریک    شیمیایی و روشهای  روشهای،  زیستی  استفاده از روشهای  با   بنیادی  هایانتقال ژن به سلول

  . (Tabar et al., 2015)  گیرد ها در ادامه مورد بحث قرار میآن از روشها و مزایا و چالشهای

  های زیستی روش 

رتروویروس  هایروش  به صورت کلی از  استفاده  اغلب شامل  آدنوویروس  هایویروس  یا  آدنوویروس،  زیستی  به   ها وابسته 

این( Psatha et al., 2022)  باشدمی از  یک  هر  تفاوت  ناقلین  .  به  توجه  با  و  دارند  را  خود  معایب  و  میمزایا  آنها،   توانهای 

  برای مثال نشان داده شده است که از هر سه نوع ناقل ویروسی .  مدنظر انتخاب کرد  گزینه را برای انتقال ماده ژنتیکی  بهترین

وابسته به    هایویروس  نمود در حالیکه  بنیادی اسپرماتوگونی استفاده  هایمدنظر به سلول   ژن  توان به منظور ورود کارآمدمی

به دلیلها و رتروویروسآدنوویروس بالاتری نسبت به   بیان  وماندگاری  مدنظر به ژنوم سلول میزبان  ژن  توانایی وارد کردن  ها 

به صورت   4  . در جدول (Nowakowski et al., 2013; Shinohara    &Kanatsu-Shinohara  ,2020)  دارند   ناقلین  سایر

ناقلین  عملکردی  کارایی  میان  ای  خلاصه مقایسه از  ناقلین غیرویروسی )مانند  استفاده  یا  ویروسی و  (  دندریمرها  لیپوزومها و 

  آورده شده است.

  ویروسی و غیرویروسی ناقلین عملکردی  های ویژگی مقایسه .4  جدول 

Table 4. Comparison of functional characteristics of viral and non-viral vectors  

 منبع  ها و دندیمرها( ناقلین غیرویروسی )لیپوزوم ناقلین ویروسی 

 ظرفیت بارگیری بالاتر  های وابسته به آدنوویروس ظرفیت بارگیری کم به خصوص در ویروس

(Psatha et 

al., 2022) 

 زایی کمتر ایمنی زایی بالا و تحریک سیستم ایمنی هورمونی و سلولی ایمنی

 احتمال کمتر تخریب ژن ورودی  احتمال بالای تخریب ژن ورودی به دلیل افزایش فعالیت سیستم ایمنی

 احتمال ایجاد سرطان به دلیل ورود به ژنوم میزبان 
احتمال بسیارکم سرطان زایی به دلیل عدم ورود به  

 ژنوم میزبان 

 تر کارایی انتقال پایین کارایی انتقال بالاتر 
(Lim et al., 

2010; Zhao et 

al., 2022) 

 ,.X .Li et al) هزینه تهیه معقول  هزینه تهیه بالا 
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2023 ) 

برای  .  کندهایی روبه رو می  چالش  با  ها را در کلینیکاستفاده از آن  نیز هست که  معایبی  دارای  زیستی  استفاده از ناقلین 

  ایجاد   توانایی  دارای  هایویروس  این نوع ویروس ها جزو  که  دلیل  مثال در استفاده از ناقل ویروسی از نوع آدنوویروسی به این

این نوع ناقل،    جدید   که در نسل های  کنند  ایجاد   شدیدی  ایمنی   ممکن است پاسخ؛  ایمنی در انسان هستند  بیماری و پاسخ 

زیادی  این تا حد  است    مشکل  از چالش  یکی.  (Li et al., 2015)برطرف شده  ها،    دیگر  ناقل  این  از  استفاده  در  مهم  های 

ناقل هایی مثل ویروسآن  توانایی به ژنوم در  به دلیلوابسته به آدنوو  های ها در ورود  با    کهآن  یروس و لنتی ویروس هاست. 

 Li et)  شودنمی   توصیه  ها در بالین  استفاده از آن   بنابراین،  یابد می  افزایش  ناخواسته  هایها به ژنوم احتمال جهش  ورود آن

al., 2015)  .هزینه بالا، بیمار را   که در بالین به علت تحمیل  وکتورهاست  این  تهیه  های  یکی از مسائل و چالش   قیمت بالا نیز

  .(X .Li et al., 2023) کند مشکلاتی مواجه می با

   ها آدنوویروس

دارند و    وجهی   20که کپسید    نانومتر هستند  100  الی  90  سایز متوسط و حدود   ی بدون غشاء با هاویروس،  هاآدنوویروس 

DNA  ای در آن قرار گرفته است  دورشته(Nowakowski et al., 2013; Paolini Sguazzi et al., 2021; Psatha et al., 

را در  می  که  دارند  سروتیپ انسانی  57  هاآدنوویروس.  (2022 بیشتر آنها از جمله .  کرد  بندی تقسیم  gتا    a  گروه  7توان آنها 

طریق وارد سلول    این  و از  یابند روی سلول میزبان اتصال می  کوکساکی   سطحی خود به گیرنده  هایپروتئین  از طریق  c  گروه

می دلیل  بنیادی   هایسلول.  (Li    &Lieber  ,2019  ;Psatha et al., 2022)شوند  هدف  به  استخوان  مغز   اینکه  خونساز 

این  کافی   کوکساکی   گیرنده به  اتصال  با  برای  ندارند به صورت مؤثر  را  ,  Li    &Lieber)  شوندنمی  آلوده  آدنوویروس  ویروس 

2019  ;Nowakowski et al., 2013)  .گروه  هایآدنوویروس  که  درحالی  b توانند  می،  هاداشتن نوع دیگری از گیرنده  به دلیل

آلودهسلول   این،  مؤثری  به شیوه را  آدنوویروس ها می  از مزایا و معایب  .(Psatha et al., 2022)  کنند  ها  از  به  استفاده  توان 

   .اشاره کرد  5 جدول

  های بنیادی مختص بافتژنتیکی سلول استفاده از ناقلین آدنوویروسی در دستکاری مزایا و معایب .5  جدول 

Table 5. Advantages and disadvantages of using adenoviral vectors in the genetic manipulation of tissue-

specific stem cells  

 منبع  معایب  منبع  مزایا  سلول بنیادی

سلول بنیادی  

مزانشیمی مغز  

 استخوان 

عدم ورود به ژنوم و کاهش احتمال  

 زایی سرطان

(Li  &Lieber ,2019  ;

Nowakowski et al., 2013 ) 

بیان گذرا به دلیل  

 عدم ورود به ژنوم 

(Li  &Lieber ,2019  ;

Nowakowski et al., 2013 ) 

سلول بنیادی  

مزانشیمی مغز  

 استخوان 

شونده و  هر دو نوع سلول تقسیم

 کنند.غیرتقسیم شونده را آلوده می
(Li  &Lieber ,2019) 

تحریک شدید  

سیستم ایمنی  

 اکتسابی 

(Li  &Lieber ,2019  ;

Nowakowski et al., 2013 ) 

مهندسی  اکثرآدنوویروس  از  است.  شده  ایجاد  آدنوویروسی  ناقلین  نسل  سه  حذف  آدنوویروس  هایژن  ها  سوم  نسل  های 

  این   زایی  ایمنی  ها منجر به کاهشاین حذف  یافته است و همچنین  کیلو جفت باز افزایش  38اند و ظرفیت حمل آنها تا  شده

  .(Nowakowski et al., 2013)نیز شده است   ناقلین

  (AAV)های وابسته به آدنوویروس  ویروس

  شوند  تکثیر  توانندمی  کمکی مثل آدنوویروس  هایو در حضور ویروس  هستند  زاغیربیماری  هایویروس  جزو  هاویروس  این

  AAVS1به نام    19ژنوم آنها وارد بخش خاصی از کروموزوم شماره    کمکی   های ویروس  و به صورت کلی در عدم حضور این

ژنوم  23ای در حدود  اندازه  هاویروس  این.  (Nowakowski et al., 2013)  شودمی   تک  خطی  DNA  هاآن   نانومتر دارند و 

جای    و به  اند حذف شده  repو    cap  هایژن  هاویروس  این  . در نوع نوترکیب(Paolini Sguazzi et al., 2021)ای است  رشته 

 Cho)  گیرد  انتهایی قرار می  آدنیلاسیون  پلی  گزارشگر و توالی  انداز مخصوص بافت هدف، ژن مورد نظر، ژنراه  آنها به ترتیب

et al., 2022)ناقلین . از مزایا و معایب AAV توان به جدول زیر اشاره کردمی.  

   

  های بنیادی مختص بافتژنتیکی سلول در دستکاری  AAV استفاده از ناقلین   مزایا و معایب .6  جدول 
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Table 6. Advantages and disadvantages of using AAV vectors in the genetic manipulation of tissue-specific 

stem cells  

  منبع  معایب  منبع  مزایا

  ایمنی زایی کم
(Cho et 

al., 2022)  
  طول کوتاه ژنوم و ظرفیت کم انتقال

(Paolini 

Sguazzi et 

al., 2021  ;

Psatha et al., 

2022)  

توانایی آلوده کردن هر دو نوع سلول تقسیم شونده و غیر  

  تقسیم شونده

(Psatha et 

al., 2022)  
  اندازه محدود کپسید و ظرفیت انتقال کم 

(Paolini 

Sguazzi et 

al., 2021  ;

Psatha et al., 

2022)  

   

به سلول   نوترکیب  ناقلین   این مؤثر  به صورت  ژن  انتقال  را    هایتوانایی  استخوان  مغز  و  ناف  بند  مزانشیمی خون  بنیادی 

  خونساز  بنیادی  های ژن به سلول   ناقلین به صورت گسترده در درمان و انتقال   . از این(Nowakowski et al., 2013)  دارند

از  .  شودمی  استفاده انتقال ژن به سلول  تنیبه صورت خارج  AAV6برای مثال  انسانی  هایبرای  مزانشیمی  استفاده    بنیادی 

  .(Psatha et al., 2022)بالای آن نشان داده شده است   شده است و کارایی

  ها رتروویروس

رشته  RNA  ها  رتروویروس و گیرنده   پوشش،  معکوس  بردار  رونوشت،  ایدو  ها  ویروس  این.  دارند  پروتئینی  هایلیپیدی 

آلوده به  تمایلی  چرخهسلول   کردن  عموماً  از  خارج  میوسیتنورون  مانند  تقسیم  های  و  آنجایی  هاها  از    این  ژنوم  که  ندارند. 

ژنومویروس وارد  البتهمی  میزبان  ها  و  ندارند  خاصی  جایگاه  شود  ورود  شوند می  برای  سرطان  ایجاد  سبب   توانند 

(Nowakowski et al., 2013).   

اعضای   ویروس  لنتی از  یکی  تا  می  که  هستند  ها رتروویروس  خانواده  ها  کنند  9توانند  منتقل  نیز  را  باز  جفت    کیلو 

(Nowakowski et al., 2013)  .کنند   آلوده  شونده را نیز  بنیادی و غیرتقسیم  هایسلول   توانند  ها می  ویروس  این  همچنین 

(Paolini Sguazzi et al., 2021; Shinohara    &Kanatsu-Shinohara  ,2020)معیار انتقال    های  ها روش  ویروس  . لنتی

شونده و  غیرتقسیم  های  توانایی در انتقال ژن به سلول  دلیل  و به  هستند   خونی به صورت خارج تنی  بنیادی   های ژن به سلول 

 Nowakowski)  دارند  مزیت   ها رتروویروس  زایی، نسبت به گاما   کمترین احتمال سرطان  با  الگوی امن ورود به سلول میزبان

et al., 2013; Psatha et al., 2022) ها به ژنوم سلول  ویروس  این   توان مانع ورود ژنوماینتگراز آنها می  ژن  تغییر  . در واقع با

ژنوم این صورت  در  اپی  میزبان شد که  به صورت  در  ماندمی  باقی  زومیویروس  ایجاد سرطان شود  نمی  نتیجه  و  باعث  تواند 

(Nowakowski et al., 2013) ها به صورت ویروس  این  هایبنیادی مزانشیمی ژن  هایخونساز و سلول   بنیادی  های. در سلول

 Nowakowski et)پس از ورود به ژنوم سلول است    هاژن  متیله شدن این  که احتمالاً به دلیل  شوندنمی  طولانی مدت بیان

al., 2013).  

  های شیمیاییروش 

لیپیدهایاین روش و  پلیمرها  از  استفاده  از  عبارتند  روش  کاتیونی  ها  این  از  یک  هر  مورد  در  تفصیل  به  ادامه  در  ها  که 

  .(Lim et al., 2010)خواهد شد  پرداخته

  لیپیدهای کاتیونی

طریق از  پرطرفدارترین  لیپوفکشن  انتقال  از  وسیلهروش  یکی  به  که  است  شیمیایی  روش  به  ژن  انتقال    لیپیدهای   های 

  به این صورت است که سر مثبت این   DNAاین روش انتقال قطعه  .  (Jahanafrooz et al., 2023)  گیردکاتیونی انجام می

های سطح سلول    کنند و سپس به گلیکوپروتئین  می   ایجاد   ساختاری به نام لیپوپلکس  DNA  هایفسفات  با بار منفی   لیپیدها

اند قرار  که به صورت دو لایه تجمع یافته  فسفولیپیدهایی   میان  شود. سپس  تر آنها می  که باعث جذب راحت  شوند  متصل می 

می  گیرند می سلول  وارد  ترکیبات  و  وجود  ساختار  لیپیدی  شوند.  در  نیز سبب   شونده  یونیزه  ی لیپیدها  مانند   لیپوزوم  دیگر 
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 ,.Nowakowski et al) شوند  کاتیونی در اندوزوم می  لیپیدهای  تخریب  پروتونی داخل اندوزوم به خود و عدم  هایجذب یون

2013; Paolini Sguazzi et al., 2021; Rai et al., 2019; Tinsley et al., 2004).  کاتیونی   استفاده از لیپیدهای   مزایای  

  علاوه بر این .  دارند  شوند و کارایی انتقال بالاتریتولید می  تر راحت  های انتقال غیرزیستیروش  سایر  با  این است که در مقایسه

   (. Cui et al., 2018) هستند ترویروسی، از نظر تجاری در دسترس هایبیولوژیکی مثل روش هایروش برخلاف

به    2000  گیری از لیپوفکتامینتوان به بهرهمی  بنیادی  هایبرای انتقال ژن به سلول  ترکیبات  استفاده از این  های از مثال

ها و  siRNA  همچنین به منظور وارد کردن  به سلول بنیادی مزانشیمی اشاره کرد. از لیپوفکشن  foxa2  ژن  منظور وارد کردن

miR-181a  مانند   کاتیونی  هایاستفاده شده است. اما به صورت کلی انواع خاصی از لیپوزوم  به سلول بنیادی مزانشیمی نیز  

دارندایمنولیپوزوم به صورت   ها وجود  بنیادی خاص  به یک سلول  ژن  انتقال  در  قرار   که  استفاده  و هدفمند مورد  اختصاصی 

   .(Ziraksaz et al., 2013) گیرندمی

  پلیمرهای کاتیونی

  DNA  با  کاتیونی  هایکنند. در این روش حاملاستفاده از بار مثبت خود، ژن را به سلول هدف منتقل می  با  ناقلین  این

اندوسیتوز وارد سیتوپلاسم   ها از طریقسلول  سطحی  هایسپس در اثر اتصال به مولکول.  دهندمی  تشکیل  ایفشرده  کمپلکس

شود؛ اما در اکثر موارد غشای هسته اجازه ورود  می  DNAروی قطعه    نوکلئازها  کمپلکس فشرده مانع عملکرد   شوند. این می

  می  پیشنهاد  عملکرد خود نیازی به ورود به هسته ندارد  برای  که  mRNAاستفاده از    دلیل  دهد. به همینترکیبات را نمی  این

شوند. در  تقسیم می  ناقلین به دو دسته سنتزی و طبیعی  این  .(Bakhshandeh et al., 2012; Rejman et al., 2010)شود  

که انواع   هستند؛ در حالی  پذیر  نیستند و تجزیه  سمی  دکستران و ژلاتین،  کیتوزان  مانند  طبیعی  کاتیونی  پلیمرهای  حالت کلی

اتیلن ایمین  سنتزی آن مانند اورنیتین، پلی  پلی ال    پلی   های  سانو درخت  دکستران  متیل  آمینو  اتیل  دی،  پلی ال لایزین، 

  .(Di Gioia et al., 2014; Tinsley et al., 2004) دارند بالاتری هستند و سمیت  ناپذیر آمیدوآمینی معمولاً تجزیه

از ترکیب.  شودکاتیونی انجام می  ترکیبات  این  سازیمتنوعی به منظور بهینه  هایروش   با   کاتیونی   پلیمرهای   برای مثال: 

PEG  شودپایدارتری حاصل می  ترکیبات  (Yang et al., 2023)  .کاتیونی دم    لیپیدهای  برخلاف  کاتیونی  پلیمرهای  همچنین

اندوسیتوز  بنابراین.  ندارند  هیدروفوب از  همیننمی  پس  به  کنند.  فرار  اندوزوم  از  این  امروزه  دلیل  توانند  از    پلیمرها   انواعی 

پلی اتیلن ایمین و  ،  آمیدوآمینی  پلی   هایسانعبارتند از درخت  پلیمرها   این .  قابلیت فرار از اندوزوم را دارند  که  اند شده  طراحی

  .آمیدوآمین پلی

دلیل  به  پلیمرهای  مطالعات  از  استفاده  بالا،  منظور   مانند  سنتزی  کاتیونی  بازدهی  به  لایزین  ال  پلی  و  آمین  اتیلن  پلی 

سلول  به  ژن  اند    هایانتقال  دانسته  مؤثر  را  مزانشیمی  . (Di Gioia et al., 2014; Nowakowski et al., 2013)بنیادی 

. (Paolini Sguazzi et al., 2021)بالای آنها و به هم زدن انسجام غشا می باشد    سمیت  کاتیونی  پلیمرهای  مشکل  ترینمهم

پلیمرها  هایاز مزیت از  قابلیتمی   کاتیونی  لیپیدهای  با  کاتیونی در مقایسه  استفاده  به  پایداری  توان  آنها و  بیشتر   دستورزی 

  پلیمرهای   کاهش داد. علاوه بر این توان وزن مولکولی آنها را  می  ترکیبات  این   سمیت  همچنین به منظور کاهش.  اشاره کرد

   .(Cai et al., 2023) هستند پذیر دارند و تجزیه کمتری زایی و سمیتایمنی، کیتوزان مانند طبیعی

  روش های فیزیکی

که در ادامه به تفصیل به توضیح هر یک از    نوکلئوفکشن و ریزتزریقی،  ها عبارتند از الکتروپوریشناین روش  به طور کلی 

  (3 خواهد شد )شکل این موارد پرداخته
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 Nowakowski et)نوکلئوفکشن و الکتروپوریشن در انتقال ژن به سلول بنیادی ،  شماتیک مربوط به سه روش متفاوت ریزتزریق شکل .3  شکل

al., 2013)  

Figure 3. Schematic diagram of three different methods of microinjection, nucleofection, and electroporation 

in gene transfer to stem cells (Nowakowski et al., 2013)  

  الکتروپوریشن

  الکتریکی و ایجاد   این روش، الکترواینجکشن و الکتروترانسفر است. در این روش در نتیجه اختلاف پتانسیل  دیگر  هاینام

 توانند از غشا عبور کننداستفاده از آنها مواد می  با  که  شودمی  ایجاد  منافذی  میدان در دو طرف غشا به صورت موقت منفذ یا

(Nowakowski et al., 2013  .)میزان  کارایی سلول،  اندازه  به  روش  دما  این  و  آن  .  بستگی  تکثیر    الکتروپوریشن   دارد 

  مرگ   معایب آن نرخ بالای  ترینبنیادی مزانشیمی و چربی دارد. اما یکی از اصلی  هایزیادی در انتقال ژن به سلول  کاربردهای 

  های سلول  این روش بر بقای  های متناقض زیادی در مورد بازدهی انتقال ژن و اثرگذارییافته   سلولی است. به هر حال هنوز

 ,.Nowakowski et al)( 7 جدول ) این روش است دهنده وجود متغیرهای مؤثر متعدد در کارایینشان بنیادی وجود دارد که 

2013; Tabar et al., 2015) .  

  بنیادی متغیر از کارایی روش الکتروپوریشن در انتقال ماده ژنتیکی به سلولهای های  یافته .7  جدول 

Table 7. Variable findings on the effectiveness of electroporation in transferring genetic material to stem 

cells  

  منبع  کارایی ورود به سلول  نوع سلول بنیادی

  (Hamann et al ,.2019)  %80  های بنیادی مزانشیمی مشتق از بند ناف انسانسلول

  (Tabar et al ,.2015)  %17  های بنیادی جنینی انسانسلول

  (Cao et al ,.2010)  %2.1  های بنیادی جنینی انسانسلول

   

  نوکلئوفکشن

پایه  نوکلئوفکشن بر  فیزیکی  روش  یک  واقع  در  ایجاد  نیز  سلول  غشای  در  ریزی  منافذ  که  است    کند می  الکتروپوریشن 

(Agostini et al., 2021; Nowakowski et al., 2013)  .اولین بار توسط شرکت  تزریقی  ریز  Amaxa    ابداع شد. در این

راهکار انتقال در مورد    این.  (Nowakowski et al., 2013)   شودروش در واقع ژن مورد نظر به طور مستقیم وارد هسته می

-مؤثرتر است و تغییری در ویژگی   های انتقال مثل الکتروپوریشن و میکروپوریشنروش  سلول بنیادی مزانشیمی نسبت به سایر

ایجاد مزانشیمی  بنیادی  سلول  انتقال  (Nowakowski et al., 2013)  کندنمی  های  منظور  به  روش  این  از   .miRNA  نیز 
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این.  (Nowakowski et al., 2013)شود    می  استفاده از  این،  از  ایجاد  پیش  منظور  به  سلول  راهکار  در  بنیادی   هایتغییر 

  .(Agostini et al., 2021)عملکرد آنها شده است  استفاده شده است که منجر به تقویت مزانشیمی بافتی

  ریزتزریقی

پربازده   مستقیم  ریزتزریقی انتقال  برای  آنتی  RNA  ،DNA،  پپتیدها  مانند   هامولکول درشت  ترین روش  ها به تک  بادیو 

این روش به دلیل دقت بالای انتقال ژن به داخل هسته و سیتوپلاسم تنها یک سلول .  (Matsuoka et al., 2005) سلول است  

ایجاد  بازدهی  به  منجر  و  دارد  از محدودیت(Nowakowski et al., 2013)  شودنمی  سلولی  سمیت  بالایی  روش    های.  این 

مهارتزمان به  روش  این  آن،  بر  است. علاوه  زیاد سلول  تعداد  منظور دستکاری  به  آن  بودن  این حال    با  دارد.  نیاز  بالایی  بر 

که    هایی سلول  ها به منظور شناساییشود. در این روش  اتوماسیون این روش موجب کاهش زمان انجام آن و افزایش دقت می 

درستی تزریقشده   دستورزی  دچار  به  از  دکستران  رنگ  همزمان  اند،  استفاده  یا  تگزاس  قرمز  فلورسنت  شود.  می  پروتئین 

  .(Matsuoka et al., 2005) اندموشی مورد استفاده قرار گرفته بنیادی هایسلول برای پیش از این های خودکارروش

پوشیده شده با ماتریکس خارج    آنها را در ظرف کشت   خونساز، در روش ریزتزریقی  بنیادی  هایسلول  به منظور دستکاری

کمتری به   آسیب  که  کنندمی  استفاده  میکرومتری  2/0نوک حدود    با  هایسوزن  و از  دهندمی  کشت  سلولی به صورت چسبنده

  .(Nowakowski et al., 2013) کندسلول وارد می

  های کاهش دستکاری ناخواسته سازی دستکاری ژنتیکی و راه روش های بهینه 

پیشرفت وجود  تکامل با  در  حاصل  بهینه  دستکاری  هایفناوری  های  و  روشژنتیکی  ویرایشسازی   هنوز ،  ژنوم  های 

  ممکن است خطاهای  ژنوم  دستکاری  ابزارهای  که   واقعیت  ها وجود دارد. در واقع، اینروش  هایی در مورد استفاده از ایننگرانی

دلیل در    . به همین(Khalil  ,2020)  ها در درمان بوده استگسترده از آن  استفاده  برای  مانعی  همیشه،  کنند  ایجاد  ناخواسته

  برطرف   مشکلات  ناخواسته شده است تا این  دستکاری  میزان  ژنوم توجه زیادی به کاهش  دستکاری  ابزارهای  این  تکاملی  سیر

دلیل  دستکاری.  (Danaeifar  ,2022)  شوند به  غیراختصاصی    ناخواسته  قابل  DNAویرایش  تشابه  دلیل  در  به  توالی  توجه 

  های سلول و عملکرد آنها تغییرژن  که در اثر آن نه تنها ممکن است تناسب بیان  افتدهایی غیر از هدف مدنظر، اتفاق میمکان

  .(Huang et al., 2022; Psatha et al., 2022)ممکن است به مرگ سلول منجر شود   حتی که کند

شده  طراحی ها به منظور وارد کردن مواد ژنتیکی به سلول میزبانویروس ویروسی بر اساس توانایی  های انتقال ژن سیستم

 Bulcha et)ناخواسته مهم است  خطای ویروسی از این نظر به منظور کنترل ناقلین توانایی هر یک از این و در نظر گرفتن اند

al., 2021; Nayerossadat et al., 2012) .ها    پیش از این هم ذکر شد معمولاً استفاده از رتروویروس که برای مثال همانطور

 . در حالی(Gutierrez-Guerrero et al., 2020)  شوندخارجی به ژنوم سلول میزبان در اکثر موارد می  هایمنجر به ورود ژن

به عنوان اپی  هایویروس  که پایدازومآدنو  شوند و بنابراین  میزبان ادغام نمی  ژنوم  مانند و بامی  باقی  رهای خارج کروموزومی 

 ,.Mulia et al)  ژنوم در مورد آنها مطرح نیست  روی  دیگر  ناقلین به جای  خطر مرتبط با ادغام شدن توالی وارد شده به این

کمتری در مورد   های  نگرانی  که  کرد  توان از پلاسمیدهای یوکاریوتی به منظور بیان موقت استفادهمی  . از طرف دیگر(2021

  این حال، کاربرد  با  (Psatha et al., 2022; Salehi et al., 2022)  دارند  ناخواسته  ناشی از دستکاری  نامطلوب  عوارض جانبی

  .(Salehi et al., 2022)ویروسی محدود است  تر از ناقلینبازدهی انتقال پایین بالینی آنها به دلیل

معرف ناقلین،  بر  استفادهعلاوه  مورد  شیمیایی  یا   های  و  ترانسفکشن  توالی  برای  پیکرهترانسداکشن،  ،  ناقلین  اصلی  های 

با  .  (Salehi et al., 2022)  شوند  ژنتیکی  ممکن است منجر به خطا در دستکاری  بیوتیکی نیزگزارشگر و مقاومت آنتی  هایژن 

اینکه به  به عوامل مختلفی  دستکاری  خطای  میزان  توجه  اندازه   ژنتیکی  به منظور  روشی  اخیراً   گیری و مقایسه بستگی دارد، 

 یکسان در آزمایشگاه و شرایط   ژنوم در شرایط  توالی  این روش یک  طی   پیشنهاد شده است که  ژنتیکی   دستکاری  خطای  میزان

از    ژنتیکی  ویرایش   موفقیت و خطای   میزان  گیرد و سپس ژنتیکی قرار می  تنی تحت تأثیر عوامل ویرایشدرون برای هر یک 

  .(Psatha et al., 2022) شودمی ژنوم خاص بررسی برای تنیآزمایشگاهی و درون  ژنتیکی در شرایط عوامل ویرایش

استفاده استراتژی  مورد  هسته  دستکاری  خطای  کاهش  برای  های  اختصاصیت  افزایش  شامل    با  آنزیمی  هایژنتیکی 

:  CRISPR-Cas  کننده هدف )در سیستم  شناسایی  توالی  سازی  بهینه،  ژنتیکی  دستکاری  جهت  آنزیم مورد استفاده  مهندسی

 / ناقلین آن به منظور فعالیت در محل موردنظر )هسته/ سیتوپلاسم  آنزیم و یا  کنترل محل فعالیت(،  راهنما  RNA  سازی  بهینه
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 ژن است. در میان   های خودتنظیمی بیاناستفاده از مکانیسم  با  پروتئین  تولیدکننده  mRNA  بیان  میزان  کنترل(،  میتوکندری

روی   بیشترین،  هااستراتژی   این مطالعات  سیستم  Cas9  هایپروتئین  سازیبهینه  تمرکز  منظور   CRISPR-  Cas9  در  به 

با  میزان  کاهش آن  بررسی  غیرمستقیم )جهش های  یا (  مستقیم )جهش هدفمند  مهندسی  خطای  و   خطای  میزان  تصادفی 

  های بیان شده، اکنون انواع آنزیم  هایاستفاده از استراتژی  سریع در کاهش خطا با   آنزیم حاصل از آن( است. به لطف پیشرفت

ویژه  ژنوم  دستکاری به  بالا  اختصاصیت  پایهآنزیم  با  بر  و  ،  Cas9  های  در دسترس  dCas9-FokIنیکازها    هستند   نوترکیب، 

(Huang et al., 2022).  

  گیری نتیجه 

  تیمارهای  بررسی،  هابیماری  سازیمدل  ها، آنها را برایخودنوزایی و تمایز به انواع سلول  برای  های بنیادیپتانسیل سلول

بنیادی به منظور دستیابی به اهداف مدنظر مناسب    هایسلول  کند. اما گاهیدارویی مختلف و پزشکی بازساختی جذاب می

است دستکاری  نیستند این   هاییو لازم  انجام شود.  آنها  پتانسیل  استراتژی  روی  از  بسیاری  و  است  راه  ابتدای  در  و  هنوز  ها 

برایچالش پیوند.  اندنشده  کاربردهای مختلف بررسی  های آن  از   هایبا وجود موفقیت  برای مثال در حوزه  استفاده  اولیه در 

دخیل در    هایژن  دخیل در مقابله با رد پیوند و آپوپتوز و همچنین  هایژن  بیان  دستکاری شده و افزایش   بنیادی  هایسلول 

تأخیری وجود دارد. به   هایپاسخ   های مرتبط با رد پیوند به دلیلچالش  خاصیت ضدسرطانی، هنوز  دارای  هایسکرتوم   تولید

روش  با  پیوند  گیرنده  سلامت   پیگیری  دلیل  همین از  تشخیصیاستفاده  حساس  تست  PCR  مانند   های  حساس  و  های 

  ضروری است. عفونت سرولوژیکی به منظور شناسایی

دخیل در   هایژن  بیشتر  بیان  دستکاری شده با وجود اینکه  بنیادی  هایسلول   درمانی و تزریقاز طرف دیگر در مورد سلول

مهندسی شده   هایاگزوزوم دخیل در تولید های ژن، شودایمنی و آپوپتوزی که به آنها القا می فرایند مقابله با رد توسط سیستم

این تعامل  و  آنها  با،  هاسلول  سایر  با  هاسلول  از  بازدهی درمان  است  این  توانسته  از  افزایشسلول   استفاده  بدون  را  هزینه    ها 

با  مرتبط  خطرهای  و  ایمنی  افزایش   آمبولی  درمان  اما  پاسخ  هایسلول  دستکاری  دهد؛  نظر  از  در    بنیادی  التهابی  و  ایمنی 

بالینی از آنها به    استفاده  بزرگترین مانع برای  میزبان  ویروس در ژنوم  زایی از طریق ادغام ژنوممیزبان و همچنین خطر سرطان

که قرار   هایی ژن  دستکاری  کیفیت  ایمنی و کنترل  هایجنبه  باید   تنی است. بنابرایندرون  صورت دستکاری سلول در شرایط

ژنتیکی در طولانی مدت باید به   بازدهی و پایداری میزان، شوند به دقت در نظر گرفته شود. علاوه بر این است بیش از حد بیان

دستکاری شده   بنیادی هایسلول تنی بالینی و درون کاربرد  برای هنوز مسائل حل نشده زیادی بررسی شود. بنابراین  طور کامل

بهترین   تزریق شود و یا  چه تعداد سلول بنیادی اصلاح شده باید   که  این  هایی از قبیلپرسش  پاسخ  وجود دارد. برای مثال هنوز

سلول  ارسال  همین  هایروش  به  است.  نشده  داده  است  کدام  اصلاح شده  دستکاری  امروزه  دلایل   بنیادی  به سمت    گرایش 

در  آزمایشگاهی   بنیادی در شرایط  هایسلول  فراورده  مقیاس  و  به  منظور دستیابی  به  کاربردصنعتی  و  آنها  آنها    های  درمانی 

 دستکاری  خطای  که موارد مرتبط با  ژنوم در صورتی  ویرایش  هایفناوری  ترکیب  گفت بدون شک  توانمی  وجود دارد. بنابراین

گرفته نظر  در  فناوری  ژنتیکی  و  سلول   شوند  از  تأثیراستفاده  درمان  حوزه  در  بنیادی  پزشکی  عمیقی  های  علم  خواهد    روی 

  داشت.
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