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با استفاده از ( iPSCs) ييپرتوان القا ياديبن يها  لسلو يکيتوژنتيس پايداري يبررس

 Cometآزمون كاريوتايپ و  يها کيتکن
 ،1ياويٍ صادقي، مزض3يچالشتز ي، جًاد صفار1يقُفزخ يجعفزذٌ ي، حم1اني، وزگس عبذ2يان فارساويبخش الٍ ي، مُذ1يدَکزد يام قاسميپ

 4*يسادٌ چالشتز َاشم ي، مزتض1انيزسائيه ميام 

 
 خلاصٍ
اَى  يبزيثٌ يّب ؾلَل مقدمٍ: ظايي ًبهحسٍز ٍ سوبيع  لبثليز ،(iPSCsب ي Induced pluripotent stem cells) ييالمبدطس ذَزًَ

أَ  اَى وهِ ثهِ َهَض     ّب ؾلَلشٌس. ايي ضا زض ثسى زاضا ّؿ ّب ؾلَلثِ ّوِ اً ثِ نَضر ههٌَٖي اظ يه ؾلَل دطس
ثٍلاؾز دَؾش ؿبى ) يهٗوَل ؾلَل فيجط ًَس.  يهه  هكشك ثبقس، يه( HDFsب ي Human dermal fibroblastsاً  ثطضؾهي  قه

بر وبضثطزي ٍ اؾشفبزُ اظ  ّب ثِ ؾلَلؾيشَغًشيىي ايي  دبيساضي هسا  زضههبًي    iPS يّهب  ؾهلَل هٌَٓض هُبلٗ زض اّ
ط ه يطٍضي  ضؾس. يثِ ًٓ
ِ سؼطث :ريش ًَِ HDF يّب ؾلَلحبيط  يزض هُبلٗ ٍ وكز زازُ قس. س يگطزػسا ( Foreskin) دَؾز ذشٌِ يّب اظ ًو

لٍيِ  ّب ؾلَلدبيساضي ؾيشَغًشيىي ايي  ثب اؾشفبزُ اظ آظههَى وبضيَسبيهخ ٍ سىٌيهه     (1-3دبؾبغ )زض دبؾبغّبي ا
Comet  يسيوبض آة اوؿهَضز ثطضؾي لطاض گطفز. ّوچٌيي اظ( ًِػH2O2 ثط ضٍي )يّب ؾلَل HDF  اَى وٌشطل ثِ ٌٖ

هؼهسز   يعيه ض حبنل اظ ثطًبهِ( 4-7دبؾبغ ) يييثب دبؾبغ دب iPS يّب ؾلَلاؾشفبزُ قس.  ييبيلل Cometهظجز آظهَى 
ثٍلاؾهش يف يّب ثط ضٍي لايِ سغصيِ وٌٌسُ قبهل ؾلَل HDF يّب ؾلَل ب يه  Mouse embryonic fibroblast) يٌه يػٌ يجط
MEF ثب اؾشفبزُ اظ آظهَى وبضيَسبيخ ٍ ضٍـ  ّب ؾلَل( وكز زازُ قس ٍ دبيساضي ؾيشَغًشيىي اييComet  لليبيي

 .سيثطضؾي گطز
 (XY، 46) يٗه يوبضيَسبيخ َج ي( زاضا4-7دبؾبغ دبييي )زض دبؾبغّبي    iPS يّب ؾلَلّب ًكبى زاز وِ  بفشِي َا: افتٍي

زًس ٍ آؾيت زض  HDF يّهب  ؾلَلي يّوچٌ .هكبّسُ ًكس ّب ؾلَلزض ايي  DNA (Deoxyribonucleic acid ٍ )Comet ثَ
زض آظههَى   DNAًكبى زازًس، اهب ًبٌّؼبضي ٍ آؾيت  (XY، 46) يٗيوبضيَسبيخ َج (1-3دبؾبغ )ي ييدبؾبغّبي دب

Comet ( يّب ؾلَلزض هَضز گطٍُ قبّس هظجز HDF هكبّسُ قس. همبيثب سيوبض آة اوؿ ) آظهَى  يّب ؿِ دبضاهشطيػًِ
Comet يّب لليبيي ثطاي ؾلَل iPS  ٍHDF ز ) ي ثب گطٍُ قبّس هظجز هٌٗيييزض دبؾبغّبي دب  (.P < 05/0زاض ثَ

شط اؾهز وهِ    يه DNA يّب بفشي قىؿزي يثطا يسؿز حؿبؾ Cometوِ آظهَى  ييػب اظ آى :يريگ جٍيوت ثبقس، ثْ
ؼبم آظهبيف ثطضؾي قَز. ثهسيي   ّب ؾلَل ضي ؾيشَغًشيىي اييدبيسا ،iPS يّب ؾلَلثط ضٍي  وبضثطزي يّب لجل اظ اً

خ ٍ يه َسبيزٍ ضٍـ وبض ّهط ، iPS يّهب  ؾلَله يشَغًشيؾ يساضيٍ دب DNAت يك اظ آؾيزل يبثياضظ يهٌَٓض ثطا
Comet س هىول  يه اًَ  گط ثبقس.يىسيس
اَى  يبزيثٌ يّب ؾلَل :يديکل يَا ياشٌ ثٍلاؾهز دَؾهش   (،iPSCs) ييالمبدطس ؿهبى )  يؾلَل فيجط آظههَى   (،HDFاً
 Cometخ، آظهَى يَسبيوبض
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 مقدمٍ
ل ،يبزيثٌ يّب  لؾلَ  يا بفشِيً عيٍ سوب يياثشسا ييّب ؾلَ

ٍ ثب  زاضًس ييثبلا يعيٍ سوب يطيسىظ ليّؿشٌس وِ دشبًؿ
ظا يطيسىظ زيفٗبل س يه ييذَزًَ اًٌَ ل س ثِ ذَز  ِيقج يّب ؾلَ
 يّب كطفزيط دياذ يّب زض ؾبل(. 1) ٌسيًوب ؼبزيضا ا
ل يطيچكوگ  هؼسز يعيض ثب ثطًبهِ يبزيثٌ يّب زض زاًف ؾلَ
(Reprogramming )س ؾلَل  يىطيد يّب ؾلَل ثبلغ هبًٌ
ثٍلاؾز ثِ يف ل يجط اَى يبزيثٌه ؾلَ  Induced) ييالمب دطس

pluripotent stem cells ب يiPSCsؼبم قسُ اؾز  يّب ِ ؾلَليسْ .( اً
iPS  اًَيلبثلثب ثب  يبض هكبثْيثؿ يّب يػگيٍ يزاضاوِ  يز دطس
 (sCSE بي sٍllec mets cinoyrbmE) يٌيٌػ  يبزيثٌ يّب ؾلَل
 زضاسً اض SE يبّ للَؾِ يْس ظا يقبً يللاذا رلاىكه ،سٌشؿّ
 يٌويا نشؿيؾ ٍؾَس بّ لَلؾ ييا سًَيد زض ىبىها ييٌچوّ ٍ 
 اض زطف زَذ يٌيٌػ يبّ للَؾ ظا ُزبفشؾا ليلز ثِ ىبثعيه
 .(2) زظبؾ يه  طَطث

لَهَضز اؾشفبزُ ػْز  يّب ضٍـ اظ  iPS يّب ؾلَل سيس
زض ؾبذشوبى  يقگطف طارييهؿشلعم سغ يىطيد يّب ؾلَل

س يؾلَل اؾزٍ  ه اًَ  iPS أؾلَل هٌك يىيؾبذشوبى غًش يحش س
ٍ  لطاض زّس طيهؼسز سحز سأط يعيض ثطًبهِ ٌسيافط يضا زض َ
لٖزيثِ ّو ه يساضياحشوبل ًبدب ي   (.1-3ضٍز ) يثبلا ه يغًَ
بثطا ل يياؾشفبزُ اظ ا ييثٌ  يويسطه يدعقىزض ّب  ؾلَ
(Regenerative medicine) يزضهبً يػْز وبضثطزّب  ٍ
و يمبسيسحم ه زيٍ سوبه يساضياظ حفّ دب ٌبىيثِ اَ  يغًَ
ه يّب يًبٌّؼبض يزاضز. ثِ ََض ول يثؿشگ ّب آى زض  يغًَ

 (Sub Chromozal) يهٍوطٍهَظ سحز ٍ يهٍؾُح وطٍهَظ
لهوى قَز  هكبّسُ ّب ٍ هكشمبر آى iPS يّب ي اؾز زض ؾلَ
ساز وذ طارييسغ يياظ ا يسٗسازوِ  لَ ضزُاظ  يزض سٗ  أهٌك يؾل

 يٌسّبيافط يَ طارييسغ گطيز وِ يزض حبل ضؾس؛ يثِ اضص ه
 . (1، 2، 4زّس ) يهضخ  عيسوب يٍ زض َ يىيغًش يزؾشىبض
شمبل فبوشَضّب هطؾَم يّب اظ ضٍـ يىي المب وٌٌسُ  ياً
اًَحبلز  ش يٍوشَضّب اظاؾشفبزُ  ،يدطس  طٍؼيضسطٍٍ بي يلٌ

زض  يقسگ احشوبل زضع  ضٍـ ييا يطياؾز وِ ثِ وبضگ
م ٍ ًبدب . وكز (1-6ثطز ) يضا ثبلا ه يىيغًش يساضيغًَ

ل هشٗسز يٍ دبؾبغّب هسر يََلاً  دَؾشي يّب ؾلَ
ؿبًي يف ثٍلاؾز اً  iPS(ٍ  HDFsب ي Human dermal fibroblasts)جط
ثب سَػِ (. 7-9قَز ) يّب ه مٍوطٍهَظ يساضيؼط ثِ ًبدبهٌ ًيع

 Cometه يٍ سىٌ يذيَسبيؾٌؼف وبض ،ثِ ًىبر شوط قسُ
(Single cell gel electrophoresisػْز ثطضؾ )يىيغًش يساضيدب ي 

اَى   يََلاً يدبؾبغّب يسؿز وٌشطل زض َ هيثِ ٌٖ
لي يٍ ّوچٌ HDF يّب ؾلَل لَ iPS يّب ؾلَ  ِيسَنس قسُ يس
 يوِ زض حبل حبيط ثطا ياؾشبًساضز يّب هي. سىٌزقَ يه

ل يىيشَغًشيؾٌؼف ؾ ًٍس  يثِ وبض ه يبزيثٌ يّب ؾلَ  قبهلض
G-banding (Giemsa banding ) ٍيدب طث ييّب ضٍـ بي ِFISH 

(Fluorescence in situ hybridization)  س -M-FISH (Multiplexهبًٌ

FISH )ٍ SKY (Spectral karyotyping ّؿشٌس )ً ِيىشِ يطٍضو 
ثِ  يهشبفبظ يّب ٍ سٗساز گؿشطُ زيفيو، هيزض ّط زٍ سىٌ
 (. 10) ثبقس يهزؾز آهسُ 

 CGH array ّوچَى يگطيز يّب هياگطچِ سىٌ
(Comparative genomic hybridization array ) ٍSNP array (Single 

nucleotide polymorphism array )ٗيثطا يبًيث ليدطٍفب يييٍ س 
زض وكز  يبزيثٌ يّب ؾلَل يهٍوطٍهَظ يساضيدب يثطضؾ
لَ لَ هيشَغًشيؾ يّب اهب دطٍسىل ،ٍػَز زاضز يؾل لَى ٍ  يه
اَى ضٍـ هيولاؾ  يعّبيآًبل يفطو ثطا فيد يّب ثِ ٌٖ
لَ خيَسبيوبض ًٍس ) يثِ وبض ه يهٗو  ي(. اظ ؾ11َ، 12ض
م، ؾلَل زيحفّ سوبه يثطا گط،يز ثِ دبؾد  بظيً iPS يّب غًَ

زاضًس. DNA (Deoxyribonucleic acid ) يّب تيثِ آؾ
زٍ  يّب ثِ ذهَل قىؿز) DNAضقشِ  يّب قىؿز
ّؿشٌس  DNA يّب  تيآؾ ييسط اظ ذُطًبن يىي (يا ضقشِ

م  يساضيهٌؼط ثِ ًبدب حينح نيوِ زض نَضر ٖسم سطه غًَ
ًَس ) يؾلَل ه بثطا(13ق طاظ  iPS يّب ؾلَل يثطضؾ يي. ثٌ ًٓ 
ه يساضيدب يٍ ثطضؾ DNAثِ  تيآؾ ثب  اؾز. ييطٍض يغًَ

اَى  يهخ يَسبيف وبضيحبنل اظ آظهب G-bandingاؾشفبزُ اظ  س
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(، Deletions) ّب حص  (،Insertionsّب ) يقسگايبفِ  يثِ ثطضؾ
ًٍگ(، Duplicationsّب ) يهًبٖف قسگ (ٍ  Inversionsّب ) ياٍض

 هي Cometّب دطزاذز. آظهَى  وطٍهَظٍم يّب ييػبثؼب
ساظُ يثطا ٕيضٍـ ؾبزُ، حؿبؼ ٍ ؾط  يّب قىؿز يطيگ اً

 . (14) اؾز يَسيَوبضي يّب زض ؾلَل DNAضقشِ 
سه  زض سه تيآؾ يييثبلا، هكبّسُ ٍ سٗ زيحؿبؾ
لَ ّوِّب زض  ؾلَل  يّب زياظ ػولِ هع يهطاحل چطذِ ؾل
 يّب تيآؾ يبثياضظ يّب ضٍـ طيزض ثطاثط ؾب Cometآظهَى 

DNA آظهَى  ػُيٍ يبيهعا لي. ثِ زل(15ثبقس ) يهComet ،
اظ  .بفشِ اؾزيگؿشطـ آظهَى ضٍظ ثِ ضٍظ  ييُ اظ ااؾشفبز
ِ حبيط زض ضٍ، ايي ثب  iPS يّب ؾلَل يىيغًش زيسوبه هُبلٗ

 يهَضز ثطضؾ Cometخ ٍ يَسبيه وبضياؾشفبزُ اظ زٍ سىٌ
ٍ  هيشَغًشيؾ يّب يسب احشوبل ثطٍظ ًبٌّؼبضلطاض گطفز 

س يوِ ه يىيغًش اًٌَ زض ؾلَل  يويهٌؼط ثِ ثطٍظ ثسذ س
ًَس يعيض ثطًبهِ   .طزيلطاض گ يبثياضظهَضز  ،قسُ ق

 يريش بررس
ٍ از  HDF يَلا  سللً   يجداساز وًل سل  ختىلٍ    يَلا  وم پً

(Foreskin) 

ِ سؼطثيزض ا ًَِ يي هُبلٗ ِ قسُ اظ يسْ Foreskin يّب اثشسا ًو
شمبل )يقْطوطز زض هح يوبضؾشبى وبقبًيث ( Transfer mediaٍ اً

زضنس  DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium،) 1 يحبٍ
كگبُ يي ثِ آظهبيؿيٍ اؾشطدشَهب Gي يليؾ يه دٌيسَيث يآًش

ًَِ يهٌشمل گطز  10ز يه دليزض  Foreskinس. ؾذؽ ًو
 70مِ ثب الىل يزل 1لطاض گطفز ٍ ثِ هسر  يهشط يؾبًش

س. دؽ اظ يس هٌشمل گطزيز ػسيزضنس قؿشكَ ٍ ؾذؽ ثِ دل
ب ي Phosphate buffered salineي )يثبض ثب فؿفبر ثبفط ؾبل 2-3آى 
PBS ٗبر ثطـ زازُ قس. لُٗبر  سط وَچه( قؿشكٍَ  ثِ لُ

ل يزل 20 دَؾز ثِ زؾز آهسُ ثِ هسر مِ زض هحلَ
 Trypsin-EDTA (Trypsin-Ethylenediaminetetraaceticزضنس 25/0

acidگطاز لطاض گطفز ٍ دؽ اظ  يزضػِ ؾبًش 37 ي( ٍ زض زهب

 5ثٍبضُ ذبضع ٍ ز ييٍ ضٍي، هحيگصاض اسوبم گطهربًِ
ليل يليه زضنس ثِ ضؾَة ايبفِ  Trypsin-EDTA 25/0 شط هحلَ

ثَبسَض ثب زهب يگصاض مِ گطهربًِيزل 15قس. دؽ اظ  ى  يزض اً
ِ ؾبًش 37 ُ ثب يگطاز، آًع يزضػ  FBS (Fetal bovineن هَضز اؾشفبز

serumلَيس. ؾَؾذبًؿيگطز ي( ذٌظ ثِ زؾز آهسُ دؽ  يَى ؾل
هشط ٖجَض زازُ قس ٍ ىطٍيه 45لشط هف يفاظ ٍضسىؽ، اظ 

مِ يزل 5فَغ ثِ هسر يثِ زؾز آهسُ دؽ اظ ؾبًشط يّب ؾلَل
 20 يحبٍ DMEMٍ يمِ زض هحيزٍض زض زل 1200زض ؾطٖز 
ثَبسَض لطاض زازُ قس. دؽ يهرلٌَ گطز FBSزضنس  ى س ٍ زض اً
ل يثطضؾ يعاى چؿجٌسگيؾبٖز ه 24اظ   5سب  4ّب  قس ٍ ؾلَ

لٍ يضٍظ دؽ اظ ػساؾبظ  (.4غ قسًس )ي دبؾبيآهبزُ ا
 
 HDF يَا سلً  يساز آمادٌ

ي )دبؾبغ ييزض دبؾبغّبي دب قسُ وكز  HDFيّب ؾلَل
زٍ ثبض قؿشكٍَ   PBSاثشسا ثب  يكگبّيٍ آظهبي( زض قطا3-1

ل  زضػِ  37 يزضنس زض زهب Trypsin-EDTA 05/0ثب هحلَ
 مِ اظ وف ْط  وكز ػسا قسًس.يزل 5گطاز ثِ هسر  يؾبًش

 يذٌظ FBSزضنس  15 يٍحب DMEMن سَؾٍ يؾذؽ آًع
ٍ  زض ظ HDF يّب ؾلَلس. يگطز ثَبض ط يثب ووه لام ًئ
لىطٍؾىَح قوبضـ قس. ؾذؽ يه  6 يّب زيزض دل ّب ؾلَ
( Wellّط چبّه ) يؾلَل ثطا 150 × 103ثِ سٗساز  يا ذبًِ
زضنس زض  FBS 15 يحبٍ DMEMٍ يشط هحيل يليه 2 يحبٍ

ثَبسَض ز ى گطاز  يًشزضػِ ؾب 37 يس وطثي ٍ زض زهبياوؿ ياً
ليوكز زازُ قسًس. دؽ اظ ضؾ  80-90ّب ثِ سطاون  سى ؾلَ

 يزضنس ثطا FBS 10 يحبٍ DMEMّط چبّه،  يزضنس ثطا
ليقطا يؾبظ ّوبٌّگ س اظ  ٍ ثِ ؾلَ  48ّب افعٍزُ قس. ثٗ

ٍ  يَسبيوبض يّب آظهَى يثطا HDF يّب ؾبٖز، ؾلَل خ
Comet .آهبزُ قسًس 
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لً رَا ديت  يَا  مجدد سلً  يسير مٍجُ  بروا يريسيي يلىت ييکتً

HDF  

ِ حبيط َجك ضٍـ اضا  Yamanakaِ قسُ سَؾٍ يزض هُبلٗ
ش يسيدلاؾو ي، اظ ٍوشَضّب(4) ٍ ّوىبضاى  يطٍؾيٍ يلٌ

TetO-FUW-OSKM ٍيّب غى يحب OCT-3/4 ،SOX-2، KLF4  ٍ
C-MYC ،psPAX  ٍPMD2 يّب كگبُياظ آظهب Trono  ٍRudolf 

Jaenisch َض ثط  يّب هؼسز، ؾلَل يعيض ًبهِاؾشفبزُ قس. ثِ هٌٓ
HDF ِس ٍ ػْز ثؿش لَاػعا ٍ  يثٌ ش يٍوشَضّب سيس  يلٌ
ل يطٍؾيٍ -HEK-293T (Human embryonic kidney يّب ؾلَ

293T )ؿبً ييػٌ ِ يػسا قسُ اظ ول هَضز اؾشفبزُ لطاض  ياً
  (.4، 16گطفز )

 

رَاTransductionاوتقا  ) لً يريسل يي يلىت ي( يکتً د شلدٌ بلٍ   يل ت

 HDF يَا سلً 

ساز  ل 5×  106اثشسا سٗ  يّب ثِ ّط وسام اظ ذبًِ HDF  ؾلَ
شمبل  يا ذبًِ 6ز يه دلي ؾبٖز زض  24بفز ٍ ثِ هسر ياً

ثَبسَض وكز زازُ قس. دؽ اظ ضؾ ى  يّب سى سطاون ؾلَلياً
HDF  ِلٍيه 200زضنس،  70ث لَ يّب طٍؼيشط اظ ٍيىط س يس

ل س ٍ ثِ هسر يوكز زازُ قسُ ايبفِ گطز يّب قسُ ثِ ؾلَ
ثَبسَض زاضا 12-8 ى  يزض زهبس وطثي ياوؿ يز يؾبٖز زض اً
 ييٍ ضٍيقس. ؾذؽ هح يگصاض گطاز گطهربًِ يزضػِ ؾبًش 37
َ FBSزضنس  10 يحبٍ DMEMٍ يّب ثب هح ؾلَل ى يسٗ
ؼبم اييسأ يي ثطايس. ّوچٌيگطز شمبل، اظ يس اً ه ٍوشَض يي اً
ش  GFP (Green fluorescent يوِ فمٍ حبٍ pWXLd يطٍؾيٍ يلٌ

protein .اَى وٌشطل اؾشفبزُ قس ز، ثِ ٌٖ  ( ثَ
ٍ RNA (Ribonucleic acid ) يثب ػساؾبظ ،ؾبٖز 48دؽ اظ 

لَ ط ثِ ضٍـ  يّب غى بىي، ثcDNA (Copy DNA)س يس هَضز ًٓ
RT-PCR (Real time-Polymerase chain reaction )يهَضز ثطضؾ  ٍ
ل لطاض گطفز. يبثياضظ شمبل  HDF يّب دؽ اظ چٌس ضٍظ، ؾلَ اً
لَزاز ليُ قسُ ػْز س  ِيلا يّب ؾلَل يثط ضٍ iPS يّب س ؾلَ
لMEF (Mouse embryonic fibroblastوٌٌسُ  ِيسغص  يّب ( )ؾلَ

ٍ  DMEM-F12 ٍيهح ي( حبCٍي يؿيشَهبيط فٗبل قسُ ثب هيغ
ضقس  ي(، فبوشَضّبKnockout serum replacement) KSR يزاضا
(bFgFگلَسبه ،)ييطٍض طيغ ٌِيآه يسّبيٍ اؾ يي (Non-

essential amino acids ب يNEAA) وكز يلطاض گطفشٌسٍ  هح ٍ
َ آى سى ي(. دؽ اظ ضؾ4ى گطزيس )يّب ثِ نَضر ضٍظاًِ سٗ
س يّب آظهَىثِ سطاون هٌبؾت، ػْز  iPS يّب يًَول  يثٗ

 هَضز اؾشفبزُ لطاض گطفشٌس.
 

 پيًتايآزمًن کار

 يثط ضٍ G-bandingخ ثب اؾشفبزُ اظ ضٍـ يَسبيع وبضيآًبل
س اظ 1-3ي )دبؾبغ ييدب يزض دبؾبغّب HDF يبّ ؾلَل ٍ  ثٗ )
ليهؼسز ا يعيض  ثطًبهِ وشَضّب  ي ؾلَ  يّب )هٌشمل وطزى ثبٍ 
ش لَيطٍؾيٍ يلٌ َض س لي( ثِ هٌٓ نَضر  iPS يّب س ؾلَ
ّط چبّه ثِ  يّب ثِ اظا  وِ سطاون ؾلَل يطفز. ٌّگبهيدص

ز  ل ييٍ ضٍيس، هحيزضنس ضؾ 80-90غلٓ ٍ يّب ثب هح ؾلَ
 Karyomaxشط يل يليىطٍگطم زض هيه 1/0 لهحلَ يحبٍ

Colcemid® (Cat. No. 15212- 012. Invitrogenَٗس )س ٍ يى گطزي
لَيؾذؽ دل ثَبسَض ز يز ؾل ى سُ ياوؿ يثِ اً س وطثي ثطگطزاً
ل شط يل يليه 5ٍ  يآٍض مِ ػوٕيزل 20ّب دؽ اظ  قس. ؾلَ
ل  س. ين ثِ آى ايبفِ گطزيس دشبؾيهَلاض ولط 075/0هحلَ
 37 يمِ زض زهبيزل 20حبنل قسُ ثِ هسر  َىيؾَدبًؿ

س اظ آى  يگصاض گطاز گطهربًِ يزضػِ ؾبًش شط يل يليه 1قس. ثٗ
ل  لٍ  اؾ Carnoy’s fixativeهحلَ ه ثِ يس اؾشيؾطز )قبهل هشبًَ
لي( ثِ ؾَؾذبًؿ1ثِ  3ًؿجز  ّب ثب ؾطٖز  َى ايبفِ ٍ ؾلَ
ٍ  زض زهبيزل 10مِ ثِ هسر يزٍض زض زل 900 اسبق  يمِ
لَفيؾبًشط  س. يگطز يآٍض ػوٕ يَغ ٍ ضؾَة ؾل

ؼبم زٍ هطحلِ سظج  5ز )قبهل ايبفِ وطزى يدؽ اظ اً
اَز سظجيل يليه زٍض  900فَغ زض ؾطٖز يز وٌٌسٍُ  ؾبًشطيشط ه

لَيزل 10مِ ثِ هسر يزض زل  200ثب  يمِ(، ضؾَة ؾل
لٍيه اَز سظجيىط ٌ ٍ ؾلَليشط ه ّط  يّب ز وٌٌسُ ؾطز هرلَ

 3ٕ قس ٍ ثِ هسر يسَظ يا كِيس قياؾلا يَى ثط ضٍيؾَؾذبًؿ
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گطاز لطاض گطفز. زض  يزضػِ ؾبًش 75 يؾبٖز زض زهب
ب ؼبم قس ٍ ثِ  وطٍهَظٍم G-bandingع هٗوَل يز، آًبليًْ ّب اً
 لطاض گطفز.  يخ هَضز ثطضؾيَسبيوبض 20س يّط اؾلا ياظا

 

 Comet (Comet assay )آزمًن 

ؼبم آظهَى  َض اً ػًِ يوبض آة اوؿي، اظ سCometثِ هٌٓ
(H2O2ٍثط ض )ل ي اَى قبّس هظجز  HDFؾبلن  يّب ؾلَ ثِ ٌٖ

لياؾشفبزُ گطز  2 يحبٍ يا چٌس ذبًِ يّب زيّب زض دل س. ؾلَ
ز  DMEMٍ يشط هحيل يليه ل زض  150×  103ثب غلٓ ؾلَ
 FBS ،2زضنس  10قسُ ثب  يٍ غٌيشط ٍ ؾذؽ زض هحيل يليه
ي/ يليؾ يه دٌيَسيث يزضنس آًش 1ي، يهَلاض گلَسبه يليه

شط( وكز زازُ يل يليىطٍگطم ثط هيه 100ي )يؿيدشَهباؾشط
ل ٍ  اػبظُ زازُ قس سب ؾلَ ؾبٖز زض  24ّب ثِ هسر  قسًس

ثَبسَض ز يزضػِ ؾبًش 37 يزهب ى س وطثي ياوؿ يگطازٍ  زض اً
َض ايط يسُ ٍ سىظيز چؿجيثِ وف دل س. ثِ هٌٓ ؼبز يبثٌ

ٍ يّب ثب هح ؾلَل ي، ضDNAٍ يا سه ضقشِ يّب تيآؾ
DMEM ٍ30ػًِ ثِ هسر يىطٍهَلاض آة اوؿيه 50 يحب 
مِ زض يزل 60ّب ثِ هسر ٍ يهحس. ؾذؽ يي گطزيگعيمِ ػبيزل
بى يقسًس. زض دب يگصاض گطاز گطهربًِ يزضػِ ؾبًش 37 يزهب

اَى قبّس  يآٍض ّب ػوٕ ؾلَل يگصاض گطهربًِ قسُ، ثِ ٌٖ
هَضز اؾشفبزُ لطاض  Comet( زض آظهَى DNAت يهظجز )آؾ
 گطفشٌس. 

ول اؾشبًساضز شوط  ييبيلل Cometآظهَى  َجك زؾشَضالٗ
سو17ٍ ّوىبضاى ) McKelvey-Martinقسُ سَؾٍ   ي( ثب اً

ي ييدب يؾبلن زض دبؾبغّب HDF يّب ؾلَل يطار ثط ضٍييسغ
ي ييدبؾبغ دب iPS يّب ؾلَل يي ثط ضٍي( ٍ ّوچ1ٌ-3)دبؾبغ 
َض ذطٍع ي( نَضر دص4-7)دبؾبغ  سٍئطفز. ثِ هٌٓ ّب،  ييدط
لِٗ سّب ثيسوبم اؾلا ل قؿشِ قسُ، ثب ووه ق ب اؾشفبزُ اظ هشبًَ

 300ثب  Dakin يىطٍؾىَديه يسّبيحطاضر زازُ قسًس. اؾلا
لٍيه  يٗيًمُِ شٍة َج يزضنس زاضا1/0شط آگبضظ يىط
(Carlsbad, Ca, USA آهبزُ قسُ زض )PBS زضػِ  50 يٍ زض زهب

سُ ٍ اػبظُ زازُ قس سب وبهل هٌؼوس قَز. يگطاز دَق يؾبًش
آى  ي( ثط ضCoverslipٍ قسى آگبضظ، لاهل ) لجل اظ ؾفز

 يّب ضؾَةد لطاض گطفشٌس. ي يسّب ثط ضٍيگصاقشِ قس ٍ اؾلا
لَ ول شوط قسُ زض  يؾل  80آهبزُ قسُ َجك زؾشَضالٗ
لٍيه ب ي Low melting agaroseي )ييشٍة دب يشط آگبضظ ثب زهبيىط

LMAلٗك قسى. دؽ  يزضػِ ؾبًش 37 ي( ٍ زهب ثٍبضُ ه گطاز ز
لَيّب، ؾَؾذبًؿ لاهل طزى آضاماظ ذبضع و ثِ ؾطٖز  يَى ؾل
ل ديلا يثط ضٍ آى  يّب ثط ضٍ ذز قسًس ٍ لاهليِ آگبضظ اٍ

سّب ثِ هٌَٓض ؾفز قسى آگبضظ ثط يلطاض زازُ قس ٍ اؾلا
 يثطزاقشِ، ثط ضٍ يّب ضا ثِ آضاه د لطاض گطفشٌس. لاهلي يضٍ
لٍيه 250-300 آى ًمُِ  يزضنس زاضا 1/0شط آگبضظ يىط

اَى ؾَه يٗيشٍة َج  رشِ قس. يِ ضيي لايثِ ٌٖ
سّب ثِ ؾطٖز زض هحلَل يّب، اؾلا دؽ اظ ثطزاقشي لاهل

س يهَلاض ولط 5/2ع وٌٌسُ ؾطز سبظُ آهبزُ قسُ ]قبهل يل
 pHثب  Trisهَلاض  يليه Na2EDTA ،10هَلاض  يليه 100 ن،يؾس

زضنس  Triton X-100  ٍ10زضنس  1ثِ ّوطاُ  10ثطاثط ثب 
DMSO (Dimethyl sulfoxideََِغ ])  ثِ هسر  ٍ  12ٍض قسًس

ع يگطاز لطاض گطفشٌس. دؽ اظ ل يزضػِ ؾبًش 4 يؾبٖز زض زهب
فٍَضظيقسى، اؾلا لطاض زازُ  يافم سّب زض سبًه غل الىشط

فٍَضظ ) ٍ  ؾطز ثبفط الىشط  300قسًس. سبًه ثب هحلَل سبظُ
( سب pH > 13ثب  NaOHهَلاض  يليه Na2EDTA ٍ 1هَلاض  يليه

سّب دط قس. ياؾلا يهشط ثبلا يؾبًش 25/0 يجيؾُح سمط
ٍض قسًس سب  مِ غََِيزل 30ثِ هسر  ييبيسّب زض ثبفط للياؾلا

لٍشبغ  .ضخ زّس DNAثبظ قسى زٍ ضقشِ  فٍَضظ زض   25الىشط
آهذط ثِ هسر  يليه 300هشط( ٍ  يلٍز ثط ؾبًش 66/0لٍز )
ؼبم گطز يمِ زض زهبيزل 30 فٍَضظ ياسبق اً س. دؽ اظ الىشط
لطاض گطفشٌس. ػْز  يٌيه ؾي يذكه قسُ، ضٍ سّبياؾلا

ؾِ هطحلِ  يَ يسّب ثِ آضاهيّب، اؾلا بّب ٍ زسطػٌزيحص  لل
 5( ثِ هسر pH=  5/7هَلاض ثب  Tris 4/0وٌٌسُ ) يزض ثبفط ذٌظ

ل يٍض ٍ زض  مِ غََِيزل زضنس قؿشِ  95ه هطحلِ ثب اسبًَ
ل زض يِ ٍ سحليسّب ذكه قسًس ٍ سب لجل اظ سؼعيقسًس. اؾلا
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زضػِ  4 يس زض زهبيَم ثطٍهبيسيشط اسيل يليىطٍگطم ثط هيه 2
ط دطسَ يسّب زض ظياؾلا يگطاز لطاض گطفشٌس. ثطضؾ يؾبًش

ؼبم قس. فف اً  فطاثٌ
 يّب زازُس. يف حسالل ؾِ ثبض سىطاض گطزيّط آظهب

 17ًؿرِ  SPSSافعاض  زض ًطم ّب فيحبنل اظ سوبم آظهب
(version 17 SPSS, Inc., Chicago, ILهَض )ل لطاض يِ ٍ سحليز سؼع

افعاض  لليبيي سَؾٍ ًطم Cometگطفز. دبضاهشطّبي آظهَى 
CaspLab  ِاٍضيبًؽ 1.0.0ًؿر سَؾٍ  ّب گطٍُّبي زضٍى  ٍ 
اَى ؾُح  P < 05/0هحبؾجِ قس.  ANOVAآظهَى  ثِ ٌٖ
ط گطفشِ قس يزاض يهٌٗ  .زض ًٓ

 جيوتا
 HDF يَا  سلً  يساز آمادٌ

َض اضظ بر يٍ ذهَن يىيًششَغيؾ يساضيدب يبثيثِ هٌٓ
ليَسبيوبض ًَِػسا قسُ اظ  HDF يّب خ، اثشسا ؾلَ  يّب ًو

Foreskin لييزض دبؾبغ دب ّبي ؾبلن( ثب اؾشفبزُ اظ سؿز  ي )ؾلَ
هَضز ثطضؾي لطاض گطفشٌس.  Cometخ ٍ آظهَى يَسبيوبض
ًَػسا قسُ اظ  HDF يّب ًكبى زٌّسُ ؾلَل 1قىل   يّب ِ ًو

Foreskin ًؿب لييدب يزض دبؾبغّب ياً ؾبلن(  يّب ي )ؾلَ
 .ثبقس يه

 

 

 

 

 

ًَِ( جدا شدُ اس  Human dermal fibroblasts) HDFٕ ّا علَل .1شکل  غاى در خاعاص خا Foreskinٕ ّا ًو  (3ي )خاعاص ٘ٗاً

 يريسيي يلىت ييکتًرَابا  HDF يَا سلً  اوتقا 
لَيّب ث بفشِي وشَضّبيآه زيس هَفميبًگط س  ٍ ش يع  يلٌ
لَ يطٍؾيٍ ز )قىل  HEK-293T يزض ضزُ ؾل ، لؿوز 2ثَ

ش يي ٍوشَضّبيالف(. ّوچٌ بى يغى ث يحبٍ يطٍؾيٍ يلٌ
شمبل، ه GFPوٌٌسُ  ل ييعاى ثبلايدؽ اظ اً ضا  HDF يّب اظ ؾلَ

زُ وطزًس )قىل   ، لؿوز ة(. 2آلَ
 

 

 

 

 

لَ .2شکل  اش٘ت  HEK-293Tٕ ّا علَل عکَج فلَرعٌت،کزٍ٘ز هٗ( در سGreen fluorescent protein) GFPاى ٘اس ت ٖد رًگ عثش فلَرعٌتً 
(Human embryonic kidney-293Tَل ٍ علَلٗد ٍ٘( در حال ت تًقال )قغوت بHDF (Human dermal fibroblasts )ٕ ّا زٍط )قغوت الف(   ( خظ اس ا
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 iPS يَا سلً  يساز آمادٌ

ِ وٌٌسُ يِ سغصيلا يوكز زازُ قسُ ثط ضٍ iPS يّب ؾلَل
MEF يىيشَغًشيؾ يساضيدب يبثيػْز اضظي ييدب يزض دبؾبغّب 

ثب اؾشفبزُ اظ زٍ  يبر وطٍهَظٍهيي ذهَنيٍ ّوچٌ
هَضز اؾشفبزُ لطاض  Cometخ ٍ آظهَى يَسبيه وبضيسىٌ

 (.3گطفشٌس )قىل 
 
 
 
 
 
 
 

ُ ِٗ تغذٗلا ٕ( کشت دادُ شدُ تز رInduced pluripotent stemٍ) iPSٕ ّا علَل .3شکل  ٌٌد ( در خاعاص    Mouse embryonic fibroblast) MEFِ ک
 (5ي )خاعاص ٘ٗخا

 
 پيًتايس کاريآوال

َض سٗ G-bandingضٍـ   يّب  خ ؾلَليَسبيي وبضييثِ هٌٓ
HDF ؼبم قس. آًبلييدب يزض دبؾبغّب ًكبى  خيَسبيع وبضيي اً

( 1-3ي )دبؾبغ ييدب يزض دبؾبغّب HDF يّب زاز وِ ؾلَل
، 4ثبقٌس )قىل  يه( XY46) يٗيخ َجيَسبيوبض يزاضا

 يخ ثط ضٍيَسبيغ آظهَى وبضيؿوز الف ٍ ة(. ًشبل
ع ًكبى زٌّسُ ي( 4ً-7ي )دبؾبغ ييدبؾبغ دب iPS يّب ؾلَل
ٍ  ّ وطٍهَظٍم( زض آى 46) يٗيخ َجيَسبيوبض ز چ يّب ثَ

ٔ ًبٌّؼبض ، 5س )قىل يّب هكبّسُ ًگطز ي ؾلَليزض ا يًَ
 لؿوز الف ٍ ة(.

 
 
 
 
 
 
 
 
 

لَٗتاٗهتافاس )قغوت الف( ٍ کار .4شکل   يٗ٘( در خاعاص خا Human dermal fibroblasts) HDFٕ ّا ح )قغوت ب( علَ
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 الف

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ل ب( )قغوت  حَٗتاٗ( ٍ کار الف هتافاس )قغوت  .5شکل   يٗ٘( خاعاص خاInduced pluripotent stem) iPS ٕ ّا علَ

 Cometج آزمًن يوتا
للليبيي ثط ضٍي  Cometآظهَى  )قبّس  HDF يّب ؾلَ
زًس، يسحز سأطيط سيوبض آة اوؿهظجز( وِ  ػًِ لطاض گطفشِ ثَ

ؼبم قس )قىل   يي آظهَى ثط ضٍيغ اي، لؿوز الف(. ًشب6اً
لٍيِ )دبؾبغ  HDF يّب ؾلَل چ ي( 1ّ-3ؾبلن زض دبؾبغّبي ا

ًَِ آؾ ضا  DNA يا سه ضقشِ يّب قىؿزٍ  DNAت يگ
ي ثط يّوچٌ Comet، لؿوز ة(. آظهَى 6ًكبى ًساز )قىل 

لضٍي  ٔ يي ّييدب يزض دبؾبغّب iPS يّب ؾلَ ٍ  Cometچ ًَ
 ، لؿوز ع(. 6ًكبى ًساز. )قىل ضا    DNAت يآؾ

 

 

 

 

 

اَى شاّد هثثت جْت آع  ضًِ٘آب اکغوار ٘ز ت٘تأث .6شکل  اDNA (Deoxyribonucleic acidّة ٘تِ عٌ لٗ٘خا ٕ( در خاعاص  HDFٕ ّا ي علَ
(Human dermal fibroblast خظ اس آسهَى )Comet لف(، آسهَى )قغوت اComet ّٕا علَل ٕتز رٍ ٖٗا٘قل HDF ل٘ٗدر خاعاص خا ٕ ّا ي ٍ داشتي علَ
ى  DNAة ٍ٘ تدٍى آع ٖع٘طث ة ٘ي ٍ عدم ٍجَد آعٗ٘در خاعاص خا iPS  ( Induced pluripotent stem )ٕ ّا علَل ٕتز رٍ ٖٗا٘قل Comet)قغوت ب(، آسهَ

 )قغوت ج( DNAدر عاختواى 

 
ِ حبيط، اضسجبٌ ، Head area ،Tail areaّبي  دبضاهشط زض هُبلٗ

Head DNA ،Tail DNA ،Tail length ،Comet length  ٍTail moment 
ل سحز سيوبض  HDFّبي  ّبي قبّس هظجز )ؾلَل ثط ضٍي ؾلَ
ليثب آة اوؿ (، قبّس هٌفي )ؾلَ ثب دبؾبغ  HDFّبي  ػًِ

 1.0.0ًؿرِ  CaspLabافعاض  سَؾٍ ًطم iPSّبي  دبييي( ٍ ؾلَل
ؼبم قس )ػسٍل  طضؾي ٍيٗيز ؾيشَغًشيىي ؾلَلثطاي ث بّ اً
1.) 
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ات آسهَى  .1جدي   ل Cometجش٘ٗ اٖٗ تز رٍٕ علَ ٕ  قل٘ ل iPSّا وار تا آب اکغ HDFٕ ّا ٍ گزٍُ شاّد هثثت )علَ (٘در هعزض ت٘  ضًِ

 پارامترَا

 (4-7)پاساش  iPSي َا سلً  (1-3)پاساش  HDFي سالم َا سلً 
تح   HDFَاي  سلً 

 آب اکسيصوٍتيمار با 

 سلً  55تعداد =  سلً  81تعداد =  سلً  111تعداد = 

حزاف هع٘ار ±ه٘اًگ٘ي  حزاف هع٘ار ±ه٘اًگ٘ي  اً حزاف هع٘ار ±ه٘اًگ٘ي  اً  اً

Head area 824/722 ± 223/9292 934/469 ± 233/9949 792/9299 ± 663/9632 

Tail area 928/99 ± 723/932 626/72 ± 993/69 768/9722 ± 463/4779 

Head DNA 244/939 ± 279/239 332/47 ± 249/938 499/998 ± 949/979 

Tail DNA 947/4 ± 649/4 226/2 ± 292/9 468/978 ± 996/464 

Head DNA% 833/9 ± 227/98 429/9 ± 762/98 693/7 ± 978/29 

Tail DNA% 833/9 ± 744/9 429/9 ± 242/9 693/7 ± 833/73 

Tail length 972/3 ± 443/4 446/9 ± 793/4 663/23 ± 293/83 

Comet length 784/9 ± 463/48 274/6 ± 373/44 744/22 ± 683/924 

Tail moment 383/3 ± 368/3 387/3 ± 326/3 723/98 ± 843/27 

Head area :سر   هيناحComet ،Tail area :دنباله  محدوده  Comet ،:Head DNA  مقدارDNA  در سرComet ،Tail DNA مقدار :DNA  در دنبالچه

Comet ،Tail length دنبالچه: طول Comet  سمت راست  هيحاشمحاسبه شده ازHead area  ،تا انتهاي دنبالچهComet length طول كل :Comet  از

 Cometطول دم ×  Cometدر دم  DNA: درصد Comet ،Tail momentتا انتهاي دم  Head areaسمت چپ   هيحاش

HDF: Human dermal fibroblasts; iPS: Induced pluripotent stem 
 

ثطضؾي قس  ANOVAسَؾٍ آظهَى  ّب گطٍُثيي   اٍضيبًؽ
 Head area ،Tail area ،Headدبضاهشطّبي  ؿِيهمب(. 2)ػسٍل 

DNA  ،)زضنس(Tail DNA  ،)زضنس(Tail length ،Comet length  ٍ
Tail moment  آظهَىComet اٍضيبًؽ ل  ٍ آًبليع  ّبي  ثيي ؾلَ

iPS ّبي  ٍ ؾلَلHDF  ٍ يّب ؾلَل  گطٍُزض دبؾبغّبي دبييي 
HDF ػًِ )قبّس هظجز( سَؾٍ آظهَى يوبض آة اوؿيثب س

ANOVA ز يزاض ه ًكبى زٌّسُ سفبٍر هٌٗي بى دبضاهشطّب ثَ
(05/0 > P.) 
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ى ٗهقا .2جدي   ٕ آسهَ اّ ِ خاراهتز ي علَل Cometغ إّ خا٘ٗ ي خاعاص ٕ  قل٘اٖٗ ت٘ د هثثت  HDFعالن  ّٕا علَلٍ  iPSّا تا آب  وار٘)تتا گزٍُ شاّ
 (ضًِ٘اکغ

ن ) P خطاي استاودارد ±اختلاف مياوگيه  پارامترَا   (ANOVA آزمً

ل  ٗغِهقا ٗ٘ي علَ ٕ خا اّ ٕ  خاعاص اّ

iPS  وار تا د هثثت )ت٘ ٍُ شاّ تا گز

(آب اکغ  ٘ضًِ

Head area 783/929 ± 299/479 399/3 

Tail area 387/993 ± 939/4284 339/3 > 

Head DNA% 987/92 ± 472/64 337/3 

Tail DNA% 823/3 ± 989/69 339/3 > 

Tail length 464/2 ± 229/72 339/3 > 

Comet length 826/2 ± 493/83 339/3 > 

Tail moment 394/2 ± 443/26 339/3 > 

تا  HDFٕ عالن اّ علَل  ٗغِهقا

وار تا  د هثثت )ت٘ ٍُ شاّ  آبگز

 ( ٘ضًِاکغ

Head area 744/939 ± 876/727 399/3  

Tail area 433/979 ± 223/8439 339/3 >  

Head DNA% 766/3 ± 933/86 339/3 >  

Tail DNA% 766/3 ± 933/86- 339/3 >  

Tail length 223/2 ± 263/992- 339/3 >  

Comet length 273/2 ± 997/933- 339/3 >  

Tail moment 893/9 ± 977/932 339/3 >  
HDF: Human dermal fibroblasts; iPS: Induced pluripotent stem 

 بحث
ثبلغ  يّب هؼسز ؾلَل يعيض ثب ثطًبهِ طياذ يّب يثطضؾ

ل ييا ليٍ سجس يىطيد  يّب  زفطن، iPS يّب ّب ثِ ؾلَل ؾلَ
ؾلَل  ٌِيزض ظه طيچكوگ يّب كطفزيد يضا ثطا يياؾشظٌب
ن  يبزيثٌ يّب اؾشفبزُ اظ ؾلَلثب  يٍ غى زضهبً يزضهبً فطاّ

لَ ٌسياوِ فط ييػب اظ آى .(17-25) آٍضزُ اؾز  سيس
اَضز ثب زؾشىبض كشطيثزض  iPS يّب ؾلَل ل يىيغًش يه  يّب ؾلَ
بثطا اؾز،ّوطاُ  أهٌك ؼبم ياظ ّوبى اثشسا ييثٌ ثط  مبريسحم اً
ؾلاهز  سييػْز سأ يىيغًش يّب يثطضؾ ،ّب ؾلَل ييا يضٍ
ِ  لطاض گطفز. سَػِ هَضزّب  آى َض زض هُبلٗ ثِ ّويي هٌٓ

 iPSّبي  ٍ وبضيَسبيخ ثط ضٍي ؾلَل Cometحبيط آظهَى 
ًَِ ًبٌّؼبضي وطٍهَظٍهي ٍ  زض ػْز سٗييي ّط گ
ؼبم قس. زض سحم هي زض دبؾبغّبي دبييي اً ك يًبدبيساضي غًَ

َض المبي آؾيت ثِ  ػًِيآة اوؿحبيط اظ سيوبض   DNAثِ هٌٓ

ًَِ قبّس  HDF يّب ؾلَلثط ضٍي هحيٍ وكز  اَى ًو ثِ ٌٖ
ٍ  DNAس وِ آؾيت ثِ ياؾشفبزُ گطز Cometهظجز زض آظهَى 

Comet گط، آظهَى يهكبّسُ قس. اظ َط  زComet  ٍ
ؾبلن زض دبؾبغّبي  HDFّبي  وبضيَسبيخ ثط ضٍي ؾلَل

ًَِ آؾيت 1-3دبييي )دبؾبغ  ٍ ًبٌّؼبضي  DNA( ّيچ گ
َغًشيىي وطٍهَظٍهي ضا ًكبى ًساز. آًبليع دبيساضي ؾيش

زض دبؾبغ دبييي زض همبيؿِ ثب گطٍُ  HDF  ٍiPSّبي  ؾلَل
( سَؾٍ آظهَى يآة اوؿوبض يقبّس هظجز )س  ANOVAػًِ

 ،%Head area ،Tail area ،Head DNAدبضاهشطّبي  يثطا

 Tail DNA% ،Tail length ،Comet length  ٍTail moment  ثِ ََض
ز ) هٌٗي  (. P > 05/0زاضي هشفبٍر ثَ

ؼبم قسُ زض ظهاظ هُبلٗ  يّب تيآؾ يٌِ ثطضؾيبر اً
ل يىيشَغًشيؾ اَى ثِ  يه يبزيثٌ يّب ؾلَ ِ س ٍ  Maynardهُبلٗ

 Comet هيثب اؾشفبزُ اظ سىٌاقبضُ وطز. آًبى  (18) ّوىبضاى
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ل ًكبى زازًس  MEF يّب ؾلَل ثب ؿِيزض همب ES يّب وِ ؾلَ
أَ هرشلف آؾ نيزض سطه يثبلاسط ييوبضا  DNA يّب تياً
ًكبى زاز وِ ؾُح  يبى غًيث Microarray يعّبيًبل. آضًسزا

mRNA (Messenger RNA )نيغى سطه ييچٌس DNA  زض
 ف زاقشِيافعا ،بفشِي عيثب اقىبل سوب ؿِيزض همب ES يّب  لؾلَ

ِ  يطّبيوِ هؿ وطزًس بىيثٍ ّوىبضاى  Maynard اؾز. هُبلٗ
ه ل ؿِيزض همب ES يّب زض ؾلَل يحفّ غًَ  عيسوب يّب ثب ؾلَ

ؿبً بفشِي  .(18) وطزُ اؾز سايد فيافعا ياً
Ponzinibbio ط يت ثب سهأذ يٍ ّوىبضاى آؾDNA  اظ  يًبقه

ثٍلاؾهز يعاى زض فيًَيه اقِٗ  ؿهبً  يّهب  جط ضا زض  MRC-5 ياً
ل لطاض زازًس. يِ ٍ سحليهَضز سؼع يكگبّيٍ وكز آظهبيقطا

ِ آى -50عاى )يًَيه ون دطسَ  يّب ًكبى زاز وِ زٍظّب هُبلٗ
اَ يه( يگط يليه 10 ضا المهب وٌهس.    يطيسهأذ  يّب تيآؾًس س
ولئهَؼ ٍ سؼع يع هي، آًبلCometي ضٍـ يّوچٌ ًٍَ ِ ٍ يه ىط
م يػْز سكر يسيهف يّب هيسىٌ γ-H2AXل سوطوع يسحل
هِ   يثهطا  يحؿبؾه  يّب ضٍـي يٍ ّوچٌ DNAت يآؾ هُبلٗ
ه يساضيًبدب يطيٕ سأذيٍلب  (.26ثبقٌس ) يه يغًَ

Minina    ٍ هبر ثهط ض ؼهبم هُبلٗ  ضزُ زٍ يٍ ّوىبضاى ثب اً
لَ لَ ضزٍُ زٍ  iPS يؾل ظ ،هَـ يٌيػٌ يبزيثٌ يؾل ًََ  يهٍه

لَ  يّهب  ضزُضا زض ول  Xم ٍوطٍهَظ  يههَضز ثطضؾه   يؾهل
 يهٍوطٍهههَظ يساضيههًبدب ييوطزًههس. ّوچٌهه  گههعاضـ

ئَي)آً لَ ضزُ( زض ّط زٍ يسيَدل قس. ٖلاٍُ  هكبّسُ iPS يؾل
لَ  يّهب  يياظ لا يىيزض  ،ييثط ا  يّهب  ييثهبظآضا  iPS يؾهل

 .(27ٍػهَز زاقهز )   يهٍٍ لُٗبر وطٍهَظ يهٍوطٍهَظ
Chen اَل ث يك ذَز ثِ ثطضؾيٍ ّوىبضاى زض سحم غيذ ، يلََ
ط فٗهبل  يه غ X يّب ٍ سٗساز وطٍهَظٍم يىيشَغًشيؾ يساضيدب

لَ   يػٌؽ هؤًض زض َه  HDFs يّب ؾلَل  يزٍضُ ضقهس ؾهل
ؿههشٌس  آىهههسر دطزاذشٌههس.  يَههَلاً يدبؾههبغّب اًَ ّههب ًش
 G-bandingب ضا ثهب ضٍـ  ّه  ي ؾلَليا يٗيط َجيغخ يَسبيوبض

 HDFs يّب ّب ًكبى زاز وِ ؾلَل آى يّب بفشِيًكبى زٌّس، اهب 
هس زض هٗهطو ذُهط     يه قسُ  زازُػٌؽ هؤًض وكز  اًٌَ س

ف سٗهساز  يّوچهَى افهعا   يىه يغًش يّهب  يًبٌّؼهبض  يثبلا
ط فٗهبل( زض  يغفٗبل ٍ  X)ّط زٍ وطٍهَظٍم  Xوطٍهَظٍم 
 (.28بقٌس )ٍ ثبلاسط( ث 10 يثبلا )دبؾبغّب يدبؾبغّب

Laurent ًٍا أَاظ  ييثبلا يٍ ّوىبضاى فطا  Sub يسٗساز وذ اً
لَ ضزُ 186 يثط ضٍ يضا زض ثطضؾ يهٍوطٍهَظ وِ  iPS يؾل
ؿبً ES  ٍiPS يّب  لقبهل ؾلَ ز ياً وطزًهس ٍ   ييقٌبؾهب  ،ثَ

ِ  ٌسياهكرم قس وِ فط زض  يا ِ ّؿهش  ؼهسز ه يعيه ض ثطًبهه
ثَگط ؾهط  يّهب  حهص  غى  يثبلا َٔيثب ق iPS يّب ؾلَل و

ىَغً يّب غى ىقس زٍ سب ٍسَهَض ٍ هسر وكز  ّوطاُ  ياً
 سٗهساز حهص    فيافهعا ّب ًكبى زازًس وهِ   . آى(29) اؾز
ٌ ثِ غى ّب  يقسگ ثَگط سَهَض  يّب هطثَ  زض ثبقهس؛  يهؾطو
ىَغى ىقس زٍ سب وِ يحبل  يوِ ثهطا  iPS يّب ّب زض ؾلَل اً

س قسُ  وكز زازُ يهسر ََلاً  (.29قَز ) يه هكبّسُ ،اً
ههبره ههس يغًههَه يّههب يًبٌّؼههبض ييّوچٌهه ُبلٗ  هبًٌ
ئَيآً  ،ػههب قههسى  ػبثههِ ،يهٍوطٍهههَظ يّههب يسيههَدل

 يّهب  ّب ٍ ػْهف    زض حس هگب ثبظ، حص ييّب يثطزاض ًؿرِ
ه (30اًهس )  ًكبى زازُ iPS يّب ضا زض ؾلَل يا ًمُِ ِ . زض هُبلٗ

Hussein  يّب وِ ؾلَل هكبّسُ قسٍ ّوىبضاى iPS ثهب   يًؿبًا
لٍ يدبؾبغّب ٍ  يبًيثب دبؾبغ ه iPS يّب ثب ؾلَل ؿِيض همبز ِيا

ثٍلاؾزيف  يكهشط يسٗهساز ث  يزاضا، ES يّهب   ب ؾهلَل يه ّب  جط
ب يه  Copy-number variations) يسٗهساز وذه   فيثب افعا بًزياٍض

CNVs) يثهبلا  َٔياذشلالار قبهل قه  يياظ ا يّؿشٌس. ثطذ 
لَ ؼِياؾز وِ ًش 12م ٍوطٍهَظ يّب يثطزاض ًؿرِ  سيه آى س
 Nanog  ٍGFD-3 (Growth differentiation يفبوشَضّب اظ حس فيث

factor-3يزض َه  يؾبظگبض ٌسيافط ِهوىي اؾز ث ٍ ثبقس ي( ه 
  .(31) ووه وٌس يا هؼسز ّؿشِ يعيض ثطًبهِ
ؼبم آظهَى يثركيبى فبضؾبً الِ  Comet يّب ٍ ّوىبضاى ثب اً

دبؾبغ دبييي )دبؾبغ  HDFّبي  ٍ وبضيَسبيخ ثط ضٍي ؾلَل
ّبي  ( ًكبى زازًس وِ ؾلَل4-7ؾبغ ثبلا )دبؾبغ ( ٍ دب3-1

HDF يٗيخ َجيسَبيوبض يي زاضاييزض دبؾبغّبي ثبلا ٍ دب 
 يثط ضٍ ييبيلل Cometآظهَى  يي دبضاهشطّبي. ّوچٌثبقٌس يه
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 HDF يّب ؿِ ثب ؾلَليدبؾبغ دبييي زض همب HDFّبي  ؾلَل
ًَِ قبّس هظجز )ؾلَل ٍ  ًو ؾبلن  HDFّبي  دبؾبغّبي ثبلا

زٍ   يزاض ييوبض ثب اقِٗ گبهب( ثِ ََض هٌٗسحز س هشفبٍر ثَ
ثب دبؾبغّبي ثبلا  HDF يّب زض ؾلَل DNA   ٍCometآؾيت 
ًَِ قبّس هظجز )سيوبض ثب اقِٗ گبهب( هكبّسُ يقج ِ ثِ ًو
 (. 32س )يگطز
 

 يريگ جٍيوت
وبضيَسبيخ ٍ  يّب غ ثِ زؾز آهسُ، آظهَىيثط اؾبؼ ًشب

Comet لَي هؾيشَ يّب زض ثطضؾي ييبيلل س  يغًشيىي ؾل اًٌَ س
ِ حبيط حبوثبقٌس هىول يىسيگط  اظ  ي. ّوچٌيي ًشبيغ هُبلٗ

ز وِ دبؾبغّبي دبييي  ( اظ 4-7)دبؾبغ  iPS يّب ؾلَلآى ثَ
ٍ  اظ  اَى يه ّب آىلحبِ ؾيشَغًشيىي دبيساض ّؿشٌس زض  س

بثطايي ثب سَػِ ثِ ًشبيغ  يّب دػٍّف آسي اؾشفبزُ وطز. ثٌ
ِ حبيط ديكٌْبز  وِ ثطاي ثطضؾي زليك، ؾطيٕ  گطزز يههُبلٗ

ثط ضٍي  DNAٍ حؿبؼ ًبدبيساضي ؾيشَغًشيىي ٍ آؾيت ثِ 
لليبيي  Comet، ّط زٍ سىٌيه وبضيَسبيخٍ  iPSّبي  ؾلَل

 ثب ّن ثِ وبض ضٍز.
 

 يسپاسگسار
ًٍت  ِ هزاتة تشکز ٍ قدرداًٖ خَد را اس هعا َٗغٌدگاى هقال تحق٘قات ً

شننگاُ علننَم خششننکٖ شننْزکزد  آٍرٕ ٍ فنني ننت  داً  )شننوارُ گزاً

لَ 5-10-91  لَکن لَٖ ٍ ه شنگاُ    ٖ( ٍ هزکش تحق٘قات عل ني داً تنِ  اٗ

جنام    ن ًوَدى اهکاًات ٍ تجْ٘شات آسهاٗشگاّٖ جْنت اً هٌظَر فزاّ

ي خزٍصُ تحق٘قاتٖ اعلام هٖ د.  اٗ  ًواٌٗ
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Abstract 
Background & Aims: Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have the capability to undergo unlimited self-

renewal and differentiation into all cell types in the body. These cells are artificially derived from a non-

pluripotent cell, typically human dermal fibroblasts (HDFs). The study of cytogenetic stability of these cells, 

in order to use iPS cells and apply studies in therapeutic applications, is essential.  

Methods: In the present experimental study, HDFs were isolated and cultured from human foreskin 

samples. The cytogenetic stability of these cells was evaluated in early passages (1-3) of HDFs using 

karyotype test and alkaline comet assay technique. The HDF cells treatment with hydrogen peroxide (H2O2) 

was used as a positive control for alkaline comet assay. The iPS cells with low passage (4-7) derived from 

reprogrammed HDFs were cultured on mouse embryonic fibroblast (MEF) feeder layer and cytogenetic 

stability of these cells were evaluated in early passages using karyotype test and alkaline comet assay 

technique.  

Results: The iPS cells in early passages (4-7) had normal karyotype (46, XY) and DNA damage and comet 

were not observed in these cells. In addition, HDF cells showed normal karyotype in early passages (1-3), 

but using comet assay, abnormality and DNA damages were observed in positive control (HDFs treated with 

H2O2). The comparison of alkaline comet assay parameters of iPS and HDF cells with positive control group 

showed statistically significant differences (P < 0.05). 

Conclusion: Since the comet assay is a sensitive technique for finding DNA damage, it is best if cytogenetic 

stability of these cells were evaluated before performing functional experiments on iPS cells. Therefore, for 

the precise evaluation of DNA damage and cytogenetic stability of iPS cells, the two techniques could 

complement each other. 

Keywords: Induced pluripotent stem cells (IPSC), Human dermal fibroblasts (HDF), Karyotype test, Comet 

assay 
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