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        چكيدهچكيدهچكيدهچكيده

 نيبنـابرا . دي ـنما يم ـ فـا يا يسـت يز يهـا  دهي ـدر پد ينقش مهم هيثانو امبريبه عنوان پ ميكلس

مهـم   يخـارج و داخـل سـلول    عيشده در ما ميروند كاملاًَ تنظ كيبعنوان  ميكلس يهومئوستاز

 ،كي ـپاتولوژ طيتحـت شـرا  ي كم در حاليكه سلول داخل ميغلظت كلس طبيعي طيشرار د. است

در داخل سلول منجر  وني نيا يعيطب ريغ شيافزا. ابدي يم شيافزا ميكلس يغلظت داخل سلول

بنابراين هدف از اين پژوهش اين بود كه آيـا افـزايش كلسـيم داخـل     . شود يم يبه مرگ سلول

سي گانگليون هاي كشت شده ريشـه  پوپتوزيس نورون هاي حي آسلولي مي توانست دليلي برا

  .باشد رت بالغنخاع  پشتي

از  L5هـاي بـالغ، يـك جفـت گـانگليون       رتدر اين پژوهش، پس از باز نمودن ناحيـه پشـتي   

گـانگليون هـاي لحظـه     -1: گروه تقسيم شـدند  5به خارج و  گانگليون هاي ريشه پشتي نخاع

سـاعت   96و  72گانگليون هـاي كشـت شـده بـراي      -2. شدند زماني صفر كه بلافاصله فيكس

 5( EGTAسـاعت در حضـور    96و  72گانگليون هاي كشـت شـده بـراي     -3) گروه كنترل(

 5( EDTAسـاعت در حضـور    96و  72گـانگليون هـاي كشـت شـده بـراي       -4) مـولار  ميلي

اميد هيدروكلرايد ساعت در حضور لوپر 96و  72گانگليون هاي كشت شده براي  -5) مولار ميلي

   ).ميكرومولار 200(

بـرش   Cryostatتوسـط دسـتگاه    گانگليون هاي تازه تهيه شده و كشت شده پـس از فـيكس  

هاي ريشه پشتي  هاي حسي گانگليون نورون آپوپتوزيسبراي مطالعه مورفولوژيكي  .شدند    گيري

و از  Propidium Iodideو  Hoechst33342 شــامل فلئورســنت آميــزي نخـاع از رنــگ  

هـاي   هاي حسي گـانگليون  نورون .استفاده شد آپوپتوزيستكنيك تانل براي مطالعه بيوشميايي 

مشخصـات مورفولـوژيكي آپوپتـوزيس شـامل چروكيـدگي       سـاعت  96و  72بـراي   كشت شده

عـلاوه بـر آن، در ايـن    . را نمايـان سـاختند  سيتوپلاسم، تراكم هسته و متراكم شدن كروماتين 



 

 

در . هاي حسي وقوع آپوپتوزيس را در اين نورون ها تاييـد كـرد   بودن نورونها تانل مثبت  زمان

و بلاكـر  ) EDTAو  EGTA(جداگانه كليت كننده هاي كلسـيم   كاربرد زمان هاي ذكر شده،

 05/0 (توانست به طور معني داري) لوپراميد هيدروكلرايد(كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ 

< P (ي آپوپتوتيك را نسبت به گروه كنترل مهار نمايدكاهش قطر هسته نورون ها.   

بعنوان نتيجه گيري، كاربرد كليت كننده هاي كلسيمي و بلاكر كانال كلسيمي وابسته به ولتـاژ  

  .توانست  آپوپتوزيس را در نورون هاي حسي مهار نمايد

لوپراميد هاي ريشه پشتي نخاع، نورون حسي، آپوپتوزيس،  گانگليون: كلمات كليدي

 .EGTA ،EDTA يدروكلرايد،ه
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        فهرست عناوينفهرست عناوينفهرست عناوينفهرست عناوين

        صفحهصفحهصفحهصفحه        عنوانعنوانعنوانعنوان

 

        ))))و مروري بر مطالعات گذشتهو مروري بر مطالعات گذشتهو مروري بر مطالعات گذشتهو مروري بر مطالعات گذشته    مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه((((فصل اول فصل اول فصل اول فصل اول 

  

1  

  2  دستگاه عصبي -1- 1

  2  بافت عصبي -1-1-1

  4  سلول عصبي يا نورون -11-1-1-1

  7  رشته عصبي -1-1-1-2

  7  غلاف ميلين -1-1-1-2-1

  8  غلاف شوان يا نورولما -2-2 -1-1-1

  9  بافت پشتيبان عصبي يا نوروگلي -1-1-1-3

  10  دستگاه عصبي مركزي -1-1-2

  10  مغز -1-2-1- 1

  10  ماده خاكستري مغز-2-1-1 -1-1

  11  ماده سفيد مغز -1-1-2-1-2

  11   طناب نخاعي -1-1-2-2



  ب  

 

  12  ساختمان بافت شناسي ماده خاكستري نخاع -1 -1-1-2-2

  14  سي ماده سفيد نخاعساختمان بافت شنا -2-2 -1-1-2

  14   دستگاه عصبي محيطي -1-1-3

  14  اعصاب -1-1-3-1

  16  عقده هاي عصبي يا گانگليون ها -1-1-3-2

  17  عقده هاي جمجمه اي نخاعي -1-1-3-2-1

  17  عقده هاي ريشه پشتي نخاع -1-1-3-2-1-1

  20 مرگ سلولي -1-2

  21  نكروزيس -1-2-1

  22  آپوپتوزيس -1-2-2

  23  تغييرات سلول هاي آپوپتوتيك و نكروتيك -1-2-2-1

  23  تغييرات مورفولوژيك) الف

  24  تغييرات بيوشيميايي) ب

  25  تغييرات فيزيولوژيك) ج

  25   مسيرهاي وقوع آپوپتوزيس -2 -1-2-2

  26   مسير خارجي يا آپوپتوزيس القا شده توسط گيرنده هاي مرگ -1-2-2-2-1



  ت  

 

  27   ا مسير ميتوكندرياييمسير داخلي ي -1-2-2-2-2

  29  نكروزيس آپوپتوزيس و  هاي خلاصه اي از تفاوت -1-2-2-3

  30  القا آپوپتوزيس در سيستم عصبي -1-2-2-4

  31  كلسيم -3- 1

  31  نقش فيزيولوژيك كلسيم -1-3-1

  31   هومئوستازي كلسيم -1-3-2

  33   پمپ كلسيم -1-3-3

  34   انواع كانال هاي كلسيمي -1-3-4

  34  كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ -3-4-1- 1

  L type calcium channel 35) الف

  N type calcium channel 36 ) ب

  P type calcium channel 36 ) ج

  Q type calcium channel 36 ) د

  R type calcium channel  37 ) ه

  T type calcium channel  37 ) و

  38  سكلسيم و آپوپتوزي -1-3-5



  ث  

 

  39  كالپين ها -6 -1-3

  40  اندونوكلئازهاي وابسته به كلسيم -1-3-7

  41  مروري بر مواد و روش هاي به كار گرفته شده -4- 1

  41    مواد -1-4-1  

  41   كليت كننده هاي كلسيم -1-4-1-1

  EDTA   41) الف 

  EGTA 42) ب  

  43  )پراميد هيدروكلرايدلو(بلاكر كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ  -4-1-2- 1

  44  تكنيك ها و روش هاي تشخيص آپوپتوزيس -4-2- 1

  44   مطالعه مورفولوژيكي آپوپتوزيس -1 -1-4-2

  44  ميكروسكوپ فلئورسانس و رنگ آميزي فلئورسنت -1 -1-4-2-1

  47  مطالعه بيوشيميايي آپوپتوزيس -1-4-2-2  

  47  تانل -4-2-2-1- 1

  48  گذشتهمروري بر مطالعات  -1-5

  53   اهداف -1-6

          



  ج  

 

        55554444  )روش تحقيقروش تحقيقروش تحقيقروش تحقيق((((فصل دومفصل دومفصل دومفصل دوم

  55  حيوانات -1- 2

  55  نخاعگانگليون هاي ريشه پشتي تشريح حيوان و برداشتن  -2-2

  56  محيط كشت  -2-3

  57  مراحل فيكس و برش گيري گانگليون هاي ريشه پشتي نخاع -2-4

  57  كليت كننده هاي كلسيمي -5- 2

2 -5-1- EDTA   57  

2 -5-2- EGTA   58  

  58 )لوپراميد هيدروكلرايد(بلاكر كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ      -6- 2

  59  رنگ آميزي فلئورسنت -7- 2

  60  تكنيك تانل -8- 2

  62  اندازه گيري قطر هسته -9- 2

  آناليز آماري داده ها - 10- 2

  

62  

  63  ))))نتايجنتايجنتايجنتايج((((فصل سوم فصل سوم فصل سوم فصل سوم 

  64  نتايج -3-1



  ح  

 

 ي مرگ سلولي در نورون هاي حسـي گـانگليون هـاي ريشـه    مطالعه مورفولوژيك  -3-1-1

  پشتي نخاع

  

64  

مطالعه بيوشيميايي مرگ سلولي در نورون هاي حسي گانگليون هاي ريشه      -1-2- 3

  پشتي نخاع

  

  

65  

مطالعه كمي مرگ سلولي در نورون هاي حسي گانگليون هاي ريشه پشتي نخاع     -1-3- 3

        )اندازه گيري قطر هسته نورون ها(

بررسي نقش كليت كننده هاي كلسيمي بر مهار آپوپتوزيس نورون هاي حسي      -1-4- 3

  گانگليون هاي كشت شده ريشه پشتي نخاع

  

66  

  

  

67  

  

  67  مطالعه مورفولوژيكي      -3-1-4-1

  مطالعه بيوشيميايي  -1-4-2- 3

  )هاي حسي اندازه گيري قطر هسته نورون(مطالعه كمي  -1-4-3- 3

آپوپتوزيس نورون  مهاركر كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ بر بررسي نقش بلا -1-5- 3

  هاي حسي گانگليون هاي كشت شده ريشه پشتي نخاع

69 

  

70  

  

72  

  

  72  مطالعه مورفولوژيكي  -1-5-1- 3



  خ  

 

  74  مطالعه بيوشيميايي  -1-5-2- 3

  75  )هاي حسي اندازه گيري قطر هسته نورون(مطالعه كمي -1-5-3- 3

  

  

        ))))حث و نتيجه گيريحث و نتيجه گيريحث و نتيجه گيريحث و نتيجه گيريبببب((((    چهارمچهارمچهارمچهارمفصل فصل فصل فصل 

  

  

77  

        

  78   بحث و نتيجه گيري -4-1

  79  بررسي مورفولوژيكي و بيوشيميايي آپوپتوزيس -1-1- 4

  نقش كلسيم در آپوپتوزيس -1-2- 4

  كليت كننده هاي كلسيمي نقش  -1-2-1- 4

81  

82  

  83  بلاكر كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژنقش  -1-2-2- 4

  84  در آپوپتوزيس مكانيسم عمل كلسيم -1-3- 4

  89  نتايج

  پيشنهادات

  

  

89  

  90  ))))ضميمهضميمهضميمهضميمه((((فصل پنجمفصل پنجمفصل پنجمفصل پنجم



  د  

 

  

  محيط كشت واجد سرم-1- 5

5 -2- PBS (phosphate buffer saline)                                                               

                                                                                     Stefaniniفيكساتيو  -3- 5

    PBS    درصد در 20محلول ساكارز  -4- 5

5 -5- Poly-L-lisin                                                     

91  

91  

            

           91  

           91  

  

          91   

        فهرست منابعفهرست منابعفهرست منابعفهرست منابع

        فهرست اشكالفهرست اشكالفهرست اشكالفهرست اشكال

93939393        

  3  زي و سيستم عصبي محيطيسيستم عصبي مرك -1-1شكل

  7  ساختار نورون -2-1شكل

  9  تشكيل غلاف شوان در سيستم اعصاب محيطي -3-1شكل

  13  مقطع عرضي نخاع -4-1شكل

  18  موقعيت قرارگيري گانگليون ريشه پشتي نسبت به نخاع -5- 1شكل 

  24  نمايي شماتيك از تغييرات مورفولوژيك طي نكروزيس و آپوپتوزيس -6-1شكل

  29  مسيرهاي وقوع آپوپتوزيس -7-1كلش



  ذ  

 

  33  تصوير شماتيك از نحوه ايجاد هومئوستازي كلسيم در سلول -8-1شكل

  34  پمپ كلسيم -9-1شكل

  L 36ساختمان يك كانال وابسته به ولتاژ نوع  -10-1شكل

  T  37كانال وابسته به ولتاژ نوع   -11-1شكل

  EDTA 42ساختمان  -12-1شكل

  EGTA  43ن ساختما  -13-1شكل

  44  ساختمان لوپراميد هيدروكلرايد  -14-1شكل

  45  عملكرد ميكروسكوپ فلئورسنس و نماي كلي ميكروسكوپ -15-1شكل

  Propidium iodide 46ساختار شيميايي مولكول  -16-1شكل

  Hoechst  47ساختار شيميايي مولكول   -17-1شكل

  55  رت ماده بالغ نژاد ويستار -1-2شكل

  56  استريوميكروسكوپنحوه تشريح حيوان و شكافتگي ستون مهره ها و  -2- 2شكل 

  cryostat  57دستگاه   -3-2شكل

  60  ميكروسكوپ فلئورسانس مجهز به دوربين -4-2شكل

هاي كشت  هاي حسي گانگليون مشخصات مورفولوژيكي آپوپتوزيس در نورون     -1-3شكل

  شده ريشه پشتي نخاع
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  ر  

 

هاي  گانگليونطي مرگ سلولي آپوپتوزيس در DNAطعه شدن بررسي قطعه ق  -2-3شكل

  ي ريشه پشتي نخاع با استفاده از تكنيك تانل كشت شده

  

66  

سي پوپتوزيس نورون هاي حآنقش كليت كننده هاي كلسيم در مهار   -3-3شكل

  نخاع گانگليون هاي ريشه پشتي

  

68  

سي توزيس نورون هاي حپوپآنقش كليت كننده هاي كلسيم در مهار بررسي   -4-3شكل

  با استفاده از تكنيك تانل نخاع گانگليون هاي ريشه پشتي

  

70  

هاي حسي  اثر كليت كننده هاي كلسيم بر قطر هسته نوروننمودار   -5-3شكل

  هاي  ريشه پشتي نخاع گانگليون

  

71  

ار در مه )لوپراميد هيدروكلرايد(بلاكر كانال هاي كلسيمي وابسته ولتاژ نقش   -6-3شكل

  نخاع سي گانگليون هاي ريشه پشتيپوپتوزيس نورون هاي حآ

  

73  

 )لوپراميد هيدروكلرايد(ي وابسته به ولتاژ كلسيم بلاكر كانال هاينقش بررسي  -7-3شكل

با استفاده از  نخاع سي گانگليون هاي ريشه پشتيپوپتوزيس نورون هاي حآدر مهار 

  تكنيك تانل

  

  

74  

هاي  بر قطر هسته نورونر كانال هاي كلسيمي وابسته به ولتاژ بلاكاثر نمودار   -8- 3شكل 

  هاي  ريشه پشتي نخاع حسي گانگليون

  

76  
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  ١ 

 

        دستگاه عصبيدستگاه عصبيدستگاه عصبيدستگاه عصبي- - - - 1111- - - - 1111

دستگاه عصبي انسان به مراتب پيچيده ترين دستگاه بدن انسان بوده و توسط شبكه اي با 

ل، تشكيل مي ميليون سلول عصبي به همراه تعداد بسيار بيشتري سلول گليا 100بيش از 

با  (interconnection)هر نورون به طور متوسط دست كم يك هزار نقطه تماس متقابل . شود

  .ساير نورون ها دارد، كه يك دستگاه پيچيده ارتباطي ايجاد مي كند

همانند مدارهاي . را مي سازند (circuits)نورون ها در گروه هايي قرار گرفته، مدارها 

بي تركيبات بسيار اختصاصي عناصر هستند كه سيستم هايي با اندازه الكترونيكي، مدارهاي عص

اگرچه يك مدار عصبي ممكن است منفرد باشد، ولي در . يدگي متفاوت تشكيل مي دهندچو پي

بيشتر موارد تركيبي از دو يا تعداد بيشتري مدار است كه با هم كنش متقابل دارند تا يك 

ي عبارت است از مجموعه اي از روند هاي هماهنگ كه يك كاركرد عصب. كاركرد ايجاد نمايند

تعدادي از مدارهاي ابتدايي ممكن است با هم تركيب شوند . هدف مشخصي را تامين مي كنند

  ). 2005جان كوئيرا، (تا سيستم هايي با نظم بالاتر ايجاد كنند 

        بافت عصبيبافت عصبيبافت عصبيبافت عصبي- - - - 1111- - - - 1111- - - - 1111

اين بافت از نظر . ايت مي نمايدبافت عصبي بافتي است تحريك پذير كه امواج تحريكات را هد

 (Central nervous system)يكي دستگاه اعصاب مركزي . تشريحي شامل دو قسمت مي باشد

كه عبارت از مغز و طناب نخاعي است و ديگر قسمتي از بافت عصبي كه در خارج از مراكز 

معروف مي  (Peripheral nervous system)مذكور وجود دارد و به نام دستگاه اعصاب محيطي 

 ).1- 1شكل(باشد كه اين خود شامل گانگليون ها و رشته هاي عصبي است 



 فصل اول                                                                              مقدمه و بررسي منابعفصل اول                                                                              مقدمه و بررسي منابعفصل اول                                                                              مقدمه و بررسي منابعفصل اول                                                                              مقدمه و بررسي منابع

 

  ٢ 

 

 

 (www.mhhe.com) سيستم عصبي مركزي و سيستم عصبي محيطي. 1-1شكل

 

  : به طور قراردادي براي دستگاه اعصاب محيطي دو بخش قائل شده اند

كه به عضلات مخطط،  شامل رشته هاي حسي و حركتي (Somatic)دستكاه اعصاب بدني ) الف

  .پوست، كپسول مفاصل و تاندون ها عصب مي دهد

را عصب مي ... كه عضلات صاف، غدد، قلب و  (Autonomic)اعصاب خودكار و يا احشايي ) ب

  .دهند

يكي سلول عصبي كه . بافت عصبي از نظر بافت شناسي از دو قسمت مهم تشكيل يافته است

روي هم رفته اين دو قسمت . ائم آن به نام رشته عصبيبه نام نورون مرسوم است و ديگري ضم

بافت نوروگلي در عمل تغذيه . بر روي داربستي به نام بافت پشتيبان عصبي يا نوروگلي قرار دارد

از مجموع تعدادي رشته عصبي يك عصب يا . عصبي، فعاليت عصبي و عمل دفاعي دخالت دارد

  ).1377رجحان، (تنه عصبي به وجود مي آيد 
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        سلول عصبي يا نورونسلول عصبي يا نورونسلول عصبي يا نورونسلول عصبي يا نورون- - - - 1111- - - - 1111- - - - 1111- - - - 1111

نورون كه واحد ساختماني و عملي دستگاه اعصاب به شمار مي رود در مرحله جنيني از 

نورون ها . سلولي به نام نوروبلاست به وجود مي آيد كه خود از اكتودرم عصبي مشتق مي شود

حدود يك  در بدن انسان. به وسيله تماس با يكديگر عمل هدايت تحريكات را انجام مي دهند

نورون سلولي است مدور يا زاويه دار كه تنه آن را پري كاريون . تريليون نورون وجود دارد

(Perikaryon) از . پري كاريون هم مركز تغذيه و هم كانون دريافت تحريكات است. مي نامند

ن يك زائده منفرد بلند كه به نام آكسو. پري كاريون دو نوع زوائد سيتوپلاسمي خارج مي شود

(Axon)  موسوم است و ديگري يك يا چند زائده منشعب و كوتاه به نام دندريت(Dendrites) .

در حاليكه اين . مي نامند (Nerve fibre)معمولا آكسون را به انضمام غلاف هايش رشته عصبي 

  ).2-1شكل(اصطلاح گاهي براي دندريت هاي طويل هم به كار مي رود 

قاط ويژه اي براي دريافت امواج دارد كه به نام نواحي زير ن (Cell membrane)غشاء سلولي 

مطالعات نشان داده است كه غشاء . موسوم است (Subsynaptic membrane areas)سيناپسي 

  .سيتوپلاسمي نورون براي دريافت بعضي تحريكات كاملا مشخص و كددار شده است

شكل . ن گزارش شده استميكرو 135تا  4قطر پري كاريون سلول عصبي در انسان، بين 

هسته نورون . پري كاريون ممكن است به صورت گلابي، مدور، چندسطحي يا هرمي باشد

سته و درشت آن هستك برج. معمولا مدور و يكي است كه اكثرا در وسط پري كاريون قرار دارد

د وجو مغزي نخاعينورون هاي دوهسته اي در گانگليون سمپاتيك و . كند غالبا جلب توجه مي

غيرفعال است نزد افراد  Xكه عبارت از كروموزوم ) كروماتين جنسي(ضمنا جسم بار . دارد

  .مؤنث به صورت لكه اي بين هستك و غشاء هسته نورون ها ديده مي شود

سيتوپلاسم نورون را نوروپلاسم مي نامند كه در آن علاوه بر هسته، رنگدانه، قطره هاي ليپيد، 

ا، رتيكولوم اندوپلاسميك، اجسام نيسل و نوروفيبريل ها، ليزوزوم دستگاه گلژي، ميتوكندري ه


