
 
 
 
 

1 
 



 
 
 
 

2 
 

  
  

 تكوينيپايان نامه براي دريافت درجه كارشناسي ارشد در رشته زيست شناسي جانوري گرايش 

  

در تكثير و تمايز سلول هاي پيش ساز عصب مشتق  GSK3 رمكانيسم مها
  چك مولكولاز سلول هاي بنيادي پرتوان القائي با استفاده از كو

 

  :نگارش

 فرشته سرقلي

  :اساتيد راهنما

  يد گورابيدكتر حم

  دكتر حسين بهاروند

  :اد مشاوراست

  دكتر سحر كياني
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  دهيچك

سلول هاي پيش ساز عصب داراي توان خود نوزايي و تمايز به رده هاي نوروني و گليالي : مقدمه

دارند كه در سلول درماني بيماري هاي سيستم عصبي كه  اين قابليت رابنابراين اين سلول ها . هستند

براي استفاده از اين سلول ها در . ايجاد مي شوند، به كار رونددر اثر از بين رفتن هاي سلول ها 

و تمايز اين سلول ها  ، از جمله تكثيرهستيم درمان بيماري هاي سيستم عصبي با مشكلاتي مواجه

تكثير و تمايز سلول هاي پيش ساز عصب را افزايش دهيم، اثر  كه براي اين. جهت دار آن هاست

بررسي  CHIR99021را به وسيله ي كوچك مولكول ) GSK3( 3گليكوژن سنتاز كيناز مهار 

  .كرديم

. شدسلول هاي پيش ساز عصب انساني از سلول هاي پرتوان القائي انساني تهيه : مواد و روش ها

 GSK3استفاده شد و براي بررسي برهمكنش  GSK3مهار براي  CHIR99021كوچك مولكول 

به ترتيب براي  Pifithrin αو  DAPT ،XAV939با مسير هاي ديگر از كوچك مولكول هاي 

  MTT تستتكثير سلول ها با استفاده از  .استفاده شد p53و  Notch ،β-cateninمهار سيگنالينگ 

تئين به ترتيب از براي بررسي بيان ژن و پرو. انجام شدفلوسايتومتري  KI67 بيان ييين شد و براتع

QPCR و ايمونوفلوروسنس استفاده شد.  

تكثير سلول هاي پيش  CHIR99021نشان داد كه  KI67و  MTTآناليز داده هاي تست  :نتايج

ش داد و بررسي افزاي ساژپا 10ساز عصب مشتق از سلول هاي بنيادي پرتوان القائي را طي 

   .كاريوتايپ آن ها پايداري كروموزوم ها را تاييد كرد
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Pifithrin α  اثري روي تكثير سلول ها نداشت در حالي كهDAPT  وXAV939  تكثير را

و ) Notchژن هاي مربوط به سيگنالينگ ( HES5و  HES1بيان ژن هاي . كاهش دادند

CYCLIND1  وC-MYC )ا فاكتور هاي رونويسي مرتبط بβ-catenin ( در سلول هاي پيش ساز

و  DAPTگروه را دريافت كرده بودند به طور معني دار در مقايسه با  CHIR99021عصب كه 

XAV939 در روند تمايز .افزايش يافت و كنترل، CHIR99021 نورون زايي شد، باعث افزايش. 

DAPT يش ساز عصب كه اثري بر نورون زايي سلول هاي پCHIR99021 فت كرده بودند دريا

بيان ژن هاي . مهار كردنورون زايي را به طور كامل در اين گروه  XAV939نداشت در حالي كه 

و   TH ،LMX1A،LMX1Bو نيز ژن هاي دوپامينرجيكي مثل  MAP2و  NGN3نوروني مثل 

NURR1 در اثر حضور CHIR99021 افزايش يافت. 

و فعال  β-cateninاز طريق افزايش سطح  GSK3نتايج ما نشان مي دهد كه مهار  :نتيجه گيري

تكثير سلول هاي پيش ساز عصب مشتق از سلول هاي پرتوان القائي را افزايش مي  Notchكردن 

 تمايز نوروني به سمت سرنوشت نوروني را از طريق افزايش پايداري CHIR99021همچنين . دهد

β-catenin ني مثل و درنتيجه افزايش بيان ژن هاي پيش برنده ي نوروNEUROD1  وNGN3 

   .پيش برد و بيان ژن هاي دوپامينرجيك را افزايش داد

 ، تماي3سلول هاي پيش ساز عصب، كوچك مولكول، گليكوژن سنتاز كيناز: كليديكلمات 

  و تشكر تقدير
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هم اوست آغاز و پايان . و سپاس مخصوص خدا است كه پروردگار جهانيان استحمد 
. كه صاحب علم است و از تنها اوست كه اسرار عالم را مي داندي خداي. و ظاهر و باطن

  . و غير از او به علم احاطه ندارد مگر به اذنش

فراوان، در اين با سپاس از استاد ارجمند آقاي دكتر حميد گورابي كه با وجود مشغله ي 
  .پايان نامه مرا همراهي كردند

كه روش و اخلاق تحقيق را  ن بهاروندعزيزم آقاي دكتر حسيبا سپاس از معلم و استاد 
  .م از ايشان آموخت

كه در تمام مدت تحقيق از مشورت دكتر سحر كياني  استاد مهربان و دلسوزم سپاس از
  .همواره ياريم كردهو مساعدت هاي دوستانه ايشان هايشان بهره مند بودم 

رم بودند و عزيزم در گروه عصب كه در خوشي ها و ناخوشي ها كناسپاس از دوستان 
 ابراهيم پويا، علي فتحي، علي آقايان: دلگرمي و اميد دادنددر سختي هاي كار به من 

  .، آزاده زهبي، ليلا ستاريانخياطان فهيمه نعمتي، شيوا و خانم ها رهجويي علي شهبازي،

رويان و دانشگاه علم و فرهنگ به خاطر پزوهشگاه قدر داني مي كنم از پرسنل خوب 
  :، به ويژهيرشانهمراهي كم نظ

  پورنصر و كارشناس آزمايشگاه آقاي انصاريي امسئول محترم آزمايسگاه تمايز آق

  خانم ها صمديان و مرادمند پرسنل مهربان و وظيفه شناس آزمايشگاه مولكولي

  انم خسروانيپرسنل خوب آزمايشگاه فلوسايتومتري آقايان جان زمين و ساماني و خ

  آقاي مقيمي اه هامدير داخلي آزمايشگ تشكر از
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  به خاطر مساعدت هايشان در تهيه ي كاريوتايپ سلول ها مسعودي در آزمايشگاه ژنتيكخانم 

   در اپيدميولوژي كه در آناليز آماري داده ها از مشورت هايشان بهره مند شدمچهرازي  آقاي

  ي حيدريآموزش رويان خانم ها كشفي و ذوقي و آقا

  پرسنل خوب كتابخانه آقايان لطفي پناه و سازوار 

  و فرهنگ مفرحناك در دانشگاه علخانم تهراني و آقاي 

خانم ها ليلا  "همكلاسي هاي عزيزم خصوصا وستان مهربانم در آزمايشگاه تمايز ود
   ستاريان و مريم ميريونسي

ادر مهربانم كه حمايت ها و مهرباني هاي بي دريغ و سپاس فراوان از پدرو م قدر داني
   .هرچند كه تشكر آز آنان در كلام نگنجد شان پيمودن راه را برايم هموار كرد

  .فداكار و مهربانم كه با صبر كم نظيرش همراهيم كردقدر داني مي كنم از همسر 

  

  

  

  

  

 فهرست مطالب
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8 
 

 16 .................................................................................................................... مطالعات بر يمرور و مقدمه

 17 ........................................................................................................... عصب ساز شيپ يها سلول1-1

 17 .................................................................................................................. منشأ و فيتعر1 -1-1

 19 ....................................................... بلوغ و نيتكو در عصب ساز شيپ يها سلول عملكرد و تياهم 1-1-2

 20 ..................................................................... يدرمان سلول در عصب ساز شيپ يها سلول تياهم 1-1-3

 22 ................................................ عصب ساز شيپ يها سلول زيتما و ريتكث كننده كنترل نگيگناليس يرهايمس-1-2

 22 ............................................................. عصب ساز شيپ يها سلول در نگيگناليس يرهايمس تياهم1-2-1

 22 ........................................... عصب ساز شيپ يها سلول زيتما و ريتكث در ليدخ نگيگناليس يرهايمس  1-2-2

 32 ..................................................................................................................... ها مولكول كوچك 1-3

 GSK3 ........................................................................................... 32 مهار و ها مولكول كوچك 1-3-1

4-1   GSK3 34 ............................................................................................................... ييزا نورون و 

 34 ................................................. ييزا نورون در GSK3 نقش نهيزم در شده انجام مطالعات بر يمرور 1-4-1

 34 .............................................................................. ييزا نورون شيافزا در GSK3 مهار سمينمكا 1-4-2

 36 .......................................................................................................................................... دوم فصل

 36 ...................................................................................................................................ها روش و مواد

 38 ........................................................... يانسان عصب ساز شيپ يها سلول ريتكث در  GSK3 مهار يبررس 2-1

 38 ................................................................................ عصب ساز شيپ يها سلول  پاساژ و كشت 2-1-1

 39 ............................................................................................... مطالعه مورد يسلول يها گروه 2-1-2

 MTT1 ................................................................................ 40 تست توسط يسلول ريتكث يبررس  2-1-3

 KI67 .................................................................................................... 41 نيپروتئ انيب يبررس 2-1-4

 PKH26 .......................................................................................................... 42 يزيآم رنگ 2-1-5

 42 ...................................................................................................... پاساژ يط ريتكث شيافزا يبررس 2-2

 42 ............................................................................... پاساژ 10 از بعد ها سلول پيوتايكار يبررس 2-2-1

 44 ............................................................................................. پاساژ 10 از بعد ژن انيب يبررس  2-2-2

 44 ....................................................... وروسنسمونوفليا روش به پاساژ 10 از بعد نييپروتئ انيب يبررس 2-2-3



 
 
 
 

9 
 

 46 .......................................................... يعصب ساز شيپ يها سلول ريتكث در GSK3 مهار سميمكان يبررس 2-3

 46 ................................................................................................ شده مطالعه يسلول يها گروه 2-3-1

 QPCR .......................................................................................... 47 لهيوس به ژن انيب يبررس  2-3-2

 QPCR ............................................................................................................ 47 انجام روش 2-3-3

 54 ..................................................................... عصب ساز شيپ يها سلول زيتما در  GSK3 مهار يبررس 2-4

 54 ............................................................................................... مطالعه مورد يسلول يها گروه 2-4-1

 55 ..................................................................................................... نيپروتئ و ژن انيب يبررس 2-4-2

 56 ............................................................. عصب ساز شيپ يها سلول زيتما در GSK3مهار سميمكان يبررس 2-5

 56 ............................................................................................... مطالعه مورد يسلول يها گروه 2-5-1

 56 ..................................................................................................... نيپروتئ و ژن انيب يبررس 2-5-2

 GSK3 ................................................................... 57 مهار اساس بر افتهي زيتما يها نورون تيماه يبررس 2-6

 57 .................................................................................................................... ها داده يآمار زيآنال 2-6

 58 ......................................................................................................................................... سوم فصل

 58 ............................................................................................................................................... جينتا

 59 ................................. عصب ساز شيپ يها سلول ريتكث در CHIR99021 از استفاده با GSK3 مهار يبررس 3-1

 MTT ............................................................................. 59 تست از استفاده با يسلول ريتكث يبررس 3-1-1

 59 ..................................................................................... ريتكث حال در يها سلول تعداد يبررس 3-1-2

 60 ............................................................................................... ها سلول ميتقس سرعت يبررس 3-1-3

 64 ................................................. پاساژ 10 يط GSK3 مهار عصببا ساز شيپ يها رسلوليتكث شيافزا يبررس 3-2

GSK3 مهار با كشت پاساژ 10 از بعد نيپروتئ و ژن انيب نظر از عصب ساز شيپ يها سلول اتيخصوص يبررس 3-2-1

 ............................................................................................................................................. 64 

 65 ............................................................................... پاساژ 10 از بعد ها سلول پيوتايكار يبررس 3-2-2

 69 ........................ داشت ادامه پاساژ 10 از عصببعد ساز شيپ يعموم ماركر عنوان به NESTIN نيپروتئ انيب 3-2-3

 70 ........................................................... عصب ساز شيپ يها سلول ريتكث در GSK3 مهار سميمكان يبررس 3-3

 70 ............................................................................................................. يسلول يها يبررس 3-3-1

 β-catenin ............................................................ 72 هدف يها ژن انيب يبرا يمولكول يها يبررس 3-3-2



 
 
 
 

10 
 

 Notch .................................................... 74 نگيگناليس هدف يها ژن انيب يبرا يمولكول يها يبررس 3-3-3

 75 ...................................................................... عصب ساز شيپ يها سلول زيتما در GSK3 مهار يبررس 3-4

 78 ........................................................... عصب ساز شيپ يها سلول زيتما در GSK3 مهار سميمكان يبررس 3-5

 78 ............................................................................................................. يسلول يها يبررس 3-5-1

 78 .......................................................................................... ژن انيب يبرا يمولكول يها يبررس 3-5-2

 GSK3 ....................................................................... 82 مهار اثر در افتهي زيتما يها نورون تيماه يبررس 3-6

 82 ............................................................................................................. يسلول يها يبررس 3-6-1

 83 .......................................................................................... ژن انيب يبرا يمولكول يها يبررس 3-6-2

 85 ....................................................................................................................................... چهارم فصل

 85 ............................................................................................................................... شنهاداتيپ و بحث

 86 ..................................................................................................................................... بحث 4-1

 95 ............................................................................................................................. يريگ جهينت 4-2

 96 ............................................................................................................................... شنهاداتيپ 4-3

 97 ................................................................................................................................................ منابع

 



 
 
 
 

11 
 

  فهرست جدول ها

  19. ............................................................................................................................. 1-1جدول 

  38. .............................................................................................................................. 1-2جدول 

  44.. ............................................................................................................................. 2-2 جدول

  44.. ............................................................................................................................. 3-2جدول 

  52........................... ..................................................................................................... 4-2 جدول

    54... ............................................................................................................................. 5-2جدول 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 
 
 
 

12 
 

  فهرست شكل ها

  17 .................................................................................................................................... 1-1شكل 

  18. .................................................................................................................................... 2-1شكل 

  22. .................................................................................................................................... 3-1شكل 

  26 ..................................................................................................................................... 4-1شكل 

 30..................................................................................................................................... 5-1شكل 

  32......................................... ............................................................................................ 6-1شكل 

  32........ ............................................................................................................................. 7-1شكل 

  51 ..................................................................................................................................... 1-2شكل 

  60 .................................................................................................................................... 1-3شكل 

  61........................................................................................................... ......................... 2-3شكل 

  62....... ............................................................................................................................. 3-3شكل 

  65 ................................................................................................................................... 4-3كل ش

  65 ................................................................................................................................... 5-3شكل 

  66 .................................................................................................................................. 6-3شكل 

  67 ................................................................................................................................... 7-3شكل 

  68 ................................................................................................................................... 8-3شكل 

  70 ................................................................................................................................... 9-3شكل 

  72 ................................................................................................................................. 10-3شكل 

  74 ................................................................................................................................. 11-3شكل 



 
 
 
 

13 
 

  75... ............................................................................................................................. 12-3شكل 

  76... ............................................................................................................................. 13-3شكل 

  79........................ ......................................................................................................... 14-3شكل 

  80 ................................................................................................................................. 15-3شكل 

  81 ................................................................................................................................. 16-3شكل 

  82 .................................................................................................................................. 17-3شكل 

  83. ................................................................................................................................. 18-3شكل 

  90 .................................................................................................................................... 1-4شكل 

  93 .................................................................................................................................... 2-4شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

14 
 

 

 

 پيشگفتار
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

15 
 

ز اول اينكه بتوانيم با روشي ايمن تكثير سلول هاي پيش سا. در اين مطالعه دو هدف را دنبال مي كنيم
با افزايش تكثير . عصب مشتق از سلول هاي بنيادي پرتوان القائي را در محيط آزمايشگاه افزايش دهيم

  .سلول هاي پيش ساز عصب، مي توان آن ها را به تعداد كافي جهت كاربرد هاي درماني گسترش داد

يالي افزايش همچنين قصد داريم با استفاده از كوچك مولكول تمايز نوروني را در مقابل تمايز گل
افزايش توان نورون زايي سلول هاي پيش ساز عصب در كاربرد هاي درماني حائز اهميت . دهيم
از نورون هاي تمايز يافته براي درمان بيماري هاي سيستم عصبي كه همراه با تخريب سلول . است

  .ين مي رونددر اين بيماري ها انواع خاصي از سلول هاي عصبي از ب. هستند مي توان استفاده كرد

به عنوان مولكول هدف براي دست يابي به اين اهداف  GSK3با توجه به مطالعات انجام شده 
  : در اين مطالعه به دنبال پاسخ به سوالات زير هستيم. انتخاب شد

سلول هاي تكثير  CHIR99021با استفاده از كوچك مولكول  GSK3آيا مي توان با مهار  )1
  اي بنيادي پرتوان القائي را افزايش داد؟پيش ساز عصب مشتق از سلول ه

از طريق چه مكانيسم درون   CHIR99021با استفاده از كوچك مولكول  GSK3مهار  )2
سلولي تكثير سلول هاي پيش ساز عصب مشتق از سلول هاي پرتوان القائي را افزايش مي 

 دهد؟

ون زايي نور CHIR99021با استفاده از كوچك مولكول  GSK3آيا مي توان با مهار  )3
 سلول هاي پيش ساز عصب مشتق از سلول هاي بنيادي پرتوان القائي را افزايش داد؟

 

از طريق چه مكانيسم درون   CHIR99021با استفاده از كوچك مولكول  GSK3مهار  )4
سلولي نورن زايي سلول هاي پيش ساز عصب مشتق از سلول هاي پرتوان القائي را افزايش 

 مي دهد؟

  چيست؟ GSK3توليد شده در اثر مهار ماهيت نورون هاي  )5
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  فصل اول
  

  مقدمه و مروري بر مطالعات
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 ساز عصب يشپ يسلول ها1- 1

 و منشأ يفتعر1 -1-1

 قابليت داراي كه هستند توان چند سلولهايي) يعصب ياديبن يسلولها( پيش ساز عصب يسلولها
 را ها گليا نورونها، يعني مركزي، بيعص سيستم اصلي هاي سلول ميتوانند و بوده خودنوزايي

 . ]1[ كنند توليد

مطالعات . ]2[ مهرگان دارد يب يعصب يندر مطالعات تكو يشهر يعصب ياديبن يلولهاساكتشاف 
 ينجن يطيو مح يمركز يعصب يستماز س ياديشبه بن يسلول ها يمنجر به جداساز يهاول

- 1شكل( جدا شد  يناز نقاط متفاوت جن ياديبن يبعد از آن سلول ها.  ]7-3[ يدپستانداران گرد
: نورون زا در مغز بالغ  ياصل يهبالغ در دو ناح يعصب ياديبن يسپس سلول ها). الف 1
سه مدل    . ]10-8[ شد يافتنورون زا شامل نخاع  يرغ يو نواح 1يبطن يرز يهو ناح يپوكامپه
   :وجود دارد يعصب ياديبن يشرح سلول ها يبرا

  .هستند سلول هاي بنيادي 2همه سلول هاي صفحه عصبي .1
سلول هاي بنيادي جمعيت كوچكي از سلول هاي صفحه عصبي را تشكيل ميدهند كه در آن  .2

 .توزيع شده است

سلول هاي بنيادي جمعيت كوچكي از سلول هاي صفحه عصبي را تشكيل ميدهند كه در  .3
پس   .]11[ )ب 1-1شكل( نواحي ويژه اي مثل خط مياني يا لبه هاي كناري قرار گرفته اند

طي تكوين قسمتي از اكتودرم .از صفحه ي عصبي منشا ميگيرند پيش ساز عصب سلول هاي
پشتي براي تبديل شدن به صفحه عصبي تخصصي ميشود كه سلول هاي اين ناحيه با ظاهر 

  به اين ناحيه از جنين صفحه. ناري قابل تشخيص هستندكاي شكلشان از سلول هاي  استوانه
 تبديل ميشود و سيستم عصبي مركزي جنين را مي 2يلوله ي عصببه  عصبي ميگويند كه 

 .]12[ سازد

1.Subventricular zone 

2.Neural plate 

3.Neural tube  
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مناطق اصلي كه سلول هاي بنيادي عصبي  )الف. جداسازي سلول هاي بنيادي عصبي .1-1شكل 
را در  ياديبن يسه مدل كه سلول ها  )ب. از سيستم عصبي مركزي جنيني و بالغ جداسازي شد

 يكسون  ،2يداس ينوئيك، رت1ينمثل ناگ ييفاكتور ها. يدهدم يحمهره داران توض يصفحه عصب
 ينا يموضع يها يژگيو يكنندم ينرا تعع يقدام-يو خلف يشكم- يپشت يكه الگو 3هجحاك
 .  ]2[ يكنندرا القا م ياديبن يسلول ها

  

  

  
1.Noggin 

2.Retinoic acid 

3.Sonic hedehog  

  الف

  ب
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 كادهرين بيان با عصبي ي صفحه هاي سلول .عصبي ي لوله تشكيل. 2-1 شكل
 چين با سپس. ميشوند متمايز پشتي اكتودرم هاي سلول ديگر از N نوع هاي

  .]12[ ميكند ايجاد را عصبي ي لوله و شده جدا پشتي اكتودرم از خوردن

  

  و بلوغ ينساز عصب در تكو يشپ يو عملكرد سلول ها يتاهم 1-1-2
كه  يالقائات يقشان را از طر  يموضع يها يژگيو ينيجن ينتكو يدر ط پيش ساز عصب يها سلول

 و 3تيفيبروبلاسفاكتور رشد  ،2استخواني يزا يختر ينپروتئ ،1هجحاك  يكمثل سون ياز فاكتورها
، سلول ها به انواع مختلف نورون ينسپس ا. آوردند يبه دست م يكندم يافتدر يداس ينوييكرت

   .]2[ يشوندم يلتبد يمركز يعصب يستمموجود در س يها يگودندروسايتو ال يتآستروسا

 آن به پيشتر كه داريم مركزي عصبي سيستم از محدودي نواحي در را ها سلول اين بلوغ دوران در
 بلوغ دوران تا ينواح اين در را خود تمايز و تكثير توانايي پيش ساز عصب هاي سلول. شد اشاره
 اهميت حافظه ايجاد در هيپوكامپ در "مثلا هستند، مهمي عملكردي هاي نقش داراي و ميكنند حفظ
 مهاجرت بويايي بولب به و يافته تكثير بطني زير ي ناحيه در موجود پيش ساز هاي سلول. دارند
 .يابند مي تمايز بالغ هاي سلول به آنجا در و كرده

 

 

1.Sonic hedgehog 

2.Bone morphogenic protein (BMP)  

3.Fibroblast growth factor (FGF) 
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  درماني سلول در عصب ساز يشپ يسلول ها يتاهم 1-1-3
 بافت يك به بيماري يك درمان منظور به جديدي هاي سلول آن در كه است فرايندي درماني سلول
كه  يعصب يماريهايدرمان ب يبرا يعصب به عنوان منبع مهم ساز يشپ يسلول ها. شود مي معرفي

 عصبي سيستم مهم هاي بيماري 1- 1جدول  در. ( يباشندمطرح م 1هستند  يسلول يبهمراه با تخر
 ).است شده ذكر ديده آسيب هاي سلول با همراه

 

 عصب يستمس يها يماريب1- 1جدول

 

    ]2[  
  
  

    ]13[    
      

  
    ]2[  

  
      

  

    ]2[  
 
  

      
 
  

1. Neurodegenerative diseases 
 

 بيماری

 هانتينگتون

 

 پاركينسون

 

 

نخاعي هاي آسيب  

 

 

 شده وارد هاي آسيب

 

striatal medium spiny projection 
neurons 

 

 دوپامين  هاي سلول رفتن بين زا
مغز مياني  سياه ناحيه در ساز  

 

 ضربه اثر در شده ايجاد هاي آسيب
تصادف يا  

 

 ضربه اثر در شده ايجاد هاي آسيب
تصادفيا

 منبععلت بيماری


