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:تشكر و سپاسگزاري مي كنم از   

جناب دكتر حميد احمديه معاونت پژوهشي مركز تحقيقات چشم دانشگاه شهيد بهشتي كه ما را از 
  .حمايت هاي همه جانبه خودشان بهره مند كردند

سهيلا سهيلي به پاس تمام راهنمايي ها و زحمات -استاد راهنماي گرانقدرم سركار خانم دكتر زهرا
  بي شائبه و دلسوزانه خود در جهت به نتيجه رسيدن اين پايان نامه

ود نقش قابل توجهي خ جناب دكتر شهرام سميعي كه با مشاوره ها و راهنمايي هاي فكري و عملي
  .هر چه بهتر اين كار ايفا كردندرا در پيشبرد 

جناب دكتر جليل پاكروش متخصص زنان و نازايي بيمارستان آبان كه نمونه هاي مايع آمنيوتيك را 
  .براي ما فراهم نمودند

نيك استاد مشاور محترمم جناب دكتر حسن اكرمي كه صبورانه اصول اوليه كار در آزمايشگاه و  تك
  .كشت سلول را به من آموختند

  

و گرشاسبي به خاطر همه زحمات  انم ها عباسي، واصلياز كارشناسان محترم آزمايشگاه بيوشيمي خ
  .و راهنمايي هايشان تشكر مي كنم

صميمانه  شان، همكاري هاي قادري به خاطراز دوستان عزيزم خانم ها  فاطمه صنيع جهرمي و شيما 
  .كنممي   تشكر
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از خانواده ام به ويژه پدر و مادر عزيزم كه همواره مشوق و حامي من در تحصيل علم و دانش  
  .هستند و شرايط و امكانات لازم را برايم فراهم مي كنند، تشكر و قدرداني مي كنم

 

  چكيده فارسي

 

به سلول هاي نابالغ  RPEبر بازگشت تمايز سلول هاي  بررسي اثر مايع آمنيوتيك
  و دگرتمايز آن ها به سلول هاي عصبي شبكيه چندقوه اي

واقع در خارجي ترين لايه شبكيه قادرند تحت تاثير  1ل هاي اپي تليومي پيگمانته شبكيهسلو :مقدمه
بررسي . نورون هاي شبكيه دگرتمايز پيدا كنند به فاكتورهاي رشد مختلف بازگشت تمايز يافته و سپس

 ، FGF٣،EGF٢هاي پروتئوميكس نشان دادند كه مايع آمنيوتيك حاوي فاكتورهاي رشد گوناگوني نظير 
IGF٤ ،NGFدر اين مطالعه اثر مايع آمنيوتيك انساني بر . مي باشد كه در تكامل جنين نقش حياتي دارند ٥

  .مورد مطالعه قرار گرفت RPEسلول هاي  القاي بازگشت تمايز و دگر تمايز

از كره هاي چشم نوزادان زير يك سال جدا و در محيط  RPEسلول هاي  :مواد و روش ها
DMEM/F12 10حاوي  ٦ %FBS سلول هاي  و سپس كشت داده شدند ٧RPE  روز  30به مدت بيش از

همچنين با استفاده از روش . و تغييرات مورفولوژيكي آن ها بررسي شد شده كشت داده AF8تحت تاثير 

                                                            
1 Retinal pigment epithelial (RPE) cells 
2 Epithermal growth factor 
3 Fibroblast growth factor 
4 Insulin-like growth factor 
5 Nerve growth factor 
6 Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 
7 Fetal bovine serum 
8 Amniotic fluid 
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ايمنوسيتوشيمي وجود ماركرهاي پروژنيتوري و تمايزي نورون هاي شبكيه در كشت هاي تيمار بررسي و 
   .ميزان بيان ژن هاي مربوطه در سطح مولكولي ارزيابي شد

تشكيل كلني هاي سلولي دادند كه اكثريت سلول هاي آن  AFتحت تاثير   RPEكشت هاي   :نتايج
Nestin همچنين در كشت هاي تيمار. را به عنوان ماركر سلول هاي پروژنيتوري عصبي بيان مي كردند  

آماكراين براي سلول هاي  ١٠ CRABPIو  دوقطبيبراي سلول هاي  ٩ PKCαبيان ماركرهاي تمايزي 
  .مشخص گرديد نيز شبكيه

نشان دادند كه مايع آمنيوتيك به دليل دارا بودن فاكتورهاي رشد متعدد تاثير قابل توجهي بر نتايج  :بحث
نايي دگرتمايز به ساير سلول اتو RPEسلول هاي  به نورون هاي شبكيه دارد و RPEتمايز سلول هاي 

عنوان منبع سلولي بنابراين مي توان آن ها را به . تحت شرايط مناسب دارا مي باشندرا هاي عصبي شبكيه 
در درمان بيماري هاي دژنراتيو شبكيه كه توليد انواع نورون هاي شبكيه  مطالعات مربوط به مناسبي جهت

   .مورد نظر هستند، مورد ارزيابي بيشتر قرار داد

   CRABPIو Nestin ،PKCα ، مايع آمنيوتيك، دگرتمايز، بازگشت از تمايز،RPEسلول هاي  :كليدواژه

  

  

  

  

 

  

                                                            
9 Protein kinase c isomer α 
10 Cellular retinoic acid binding protein I 
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  wet AMD .........................32موج دار ديدن خطوط صاف توسط افرادي با نشانه هاي  - 10- 1شكل 

  33....................................................ه پيشرفت AMDاز بين رفتن ديد مركزي در بيماري  - 11- 1شكل 

  34....................................................آخرين و خارجي ترين لايه شبكيه RPEسلول هاي  - 12- 1شكل 

  RPE ..........................................................................................................48سلول هاي  - 13- 1شكل 

  58....................... و نمايش وظايف متنوعي كه برعهده دارند RPEنمايي از سلول هاي  - 14- 1شكل 

  109........................................ در دوره هاي زماني مختلف كشت سلول RPEسلول هاي  -1- 3شكل 

  RPE65 .............................111براي شناسايي پروتئين  RPEايمنوسيتوشيمي سلول هاي  -2- 3شكل 

  112........................سيتوكراتين  براي شناسايي پروتئين RPEايمنوسيتوشيمي سلول هاي  -3- 3شكل 

  114..................نيوتيك تحت تاثير مايع آم RPEروند تغييرات مورفولوژيكي سلول هاي  -4- 3شكل 

  120...... تيمار شده با مايع آمنيوتيك RPE در كشت هاي Nestinبيان ماركر پروژنيتوري  -5- 3شكل 

  122............. تيمار شده با مايع آمنيوتيك RPEدر كشت هاي  PKCαبيان ماركر تمايزي  -6- 3شكل 

  123........ تيمار شده با مايع آمنيوتيك RPEدر كشت هاي  CRABPIبيان ماركر تمايزي  -7- 3شكل 

  124............. تيمار شده با مايع آمنيوتيك RPEدر كشت هاي  RPE65كاهش بيان ماركر  -8- 3شكل 

  125................................................................................................... استخراج شده RNA -9- 3شكل 
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  126.................................................ژن هاي مورد بررسي  PCRالكتروفورز محصولات  - 10- 3شكل 

  Nestin ........................................128ژن  PCRمنحني استاندارد و نقطه ذوب محصول  - 11- 3شكل 

  PKCα ........................................128ژن  PCRمحصول ب منحني استاندارد و نقطه ذو - 12- 3شكل 

  CRABPII .................................129ژن  PCRمنحني استاندارد و نقطه ذوب محصول  - 13- 3شكل 

  CRABPI ..................................129ژن  PCRمنحني استاندارد و نقطه ذوب محصول  - 14- 3شكل 

  PEDF .......................................130ژن  PCRمنحني استاندارد و نقطه ذوب محصول  - 15- 3شكل 

  VEGF ......................................130 ژن PCR منحني استاندارد و نقطه ذوب  محصول - 16- 3شكل 

  GAPDH .................................130ژن  PCRمنحني استاندارد و نقطه ذوب  محصول  - 17- 3شكل 

 

  نمودارها -

  110..................................................... 7و6در پاساژهاي  RPEمنحني رشد سلول هاي  -1- 3نمودار 

  AF ..............................................116تحت تاثير  RPEبررسي ميزان تكثير سلول هاي  -2- 3نمودار 

  AF.............................118 تحت تاثير RPE سلول هاي ي ميزان القاي مرگ سلوليبررس -3- 3نمودار 

  AF .......................................................132% 10تغييرات بيان ژن ها در شرايط تيمار با  -4- 3نمودار 

  AF........................................................134% 20تغييرات بيان ژن ها در شرايط تيمار با  -5- 3نمودار 

  AF.....................................................  135% 30تغييرات بيان ژن ها در شرايط تيمار با  -6- 3نمودار 
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 چشم  -1-1

  

  

  

  

  

  

  )Wikipedia(ساختار چشم 1- 1شكل 

، يكي از پيچيده ترين اندام هاي بدن است كه با ان پنجره بدن به سوي دنياي بيرونچشم به عنو
مشاهده و درك جهان پيرامون را براي موجود زنده فراهم مي عملكردي كاملا اختصاصي و دقيق امكان 

حساس به نور هستند كه آن ها ا در نوع ابتدايي اندامي يتمام موجودات عالم به نوعي داراي چشم . كند
  .          مي سازدقادر به درك و شناسايي محيط پيرامون خود  را
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چشم انسان از يك اندام  م هاي پيچيده اي مثلسرآغاز پيدايش انواع چشم در جانداران مختلف حتي چش
در دوره . پيش به وجود آمده بوداست كه حدود پانصد و چهل ميليون سال  proto-eyeبه نام  حسگر نور

، ابتدايي ترين و ساده ترين چشم ها لكه چشمي يا نيز ناميده مي شود  cambrine explosionكه  يزمان
eyespot نوعي پروتئين هاي حساس به نور هستند كه در موجودات تك  ناميده مي شد كه در واقع

با اين كه . سلولي يافت مي شوند و كاركردي جز تشخيص تاريكي و روشنايي براي موجود زنده ندارند
به سختي مي توان اين عمل را بينايي ناميد اما همين فرايند براي درك و هماهنگي موجود زنده با محيط 

در طي روند تكاملي موجودات زنده چشم نيز مانند ديگر اندام ها از ساده ترين . اطراف خود كافي است
نوع خود در موجودات ابتدايي به پيچيده ترين و مجهزترين ساختارها براي جذب و پردازش نور و 

در  .ل پيدا كرده استتبديل آن به تصاوير قابل مشاهده نظير آنچه كه انسان از آن برخوردار است، تكام
مهره داران عملكرد چشم به اين صورت است كه نور پس از ورود به داخل چشم بر روي لايه اي از  اكثر

سلول هاي مخروطي و استوانه . سلول هاي حساس به نور به نام شبكيه در پشت چشم تابانده مي شود
ل ها سپس از اين سيگنا. مي كنند لاي موجود در شبكيه نور را گرفته و آن را به سيگنال هاي عصبي تبدي

چشم هايي با اين عملكرد ساختاري كروي دارند كه درون . طريق عصب بينايي به مغز فرستاده مي شوند
و نيز يك لنز با قابليت تنظيم ) vitreous humour(آن ها با ماده اي شفاف و ژلاتيني به نام مايع زجاجيه 

ض و انبساط ماهيچه هاي عنبيه كه منجر ميزان نوري كه وارد چشم مي شود به واسطه انقبا. پر شده است
  .به تغيير قطر مردمك مي گردد، تنظيم مي شود

در ماهي ها، دوزيستان و مارها ساختار عدسي يا لنز چشم  ثابت و بدون تغيير است و تنظيم وضوح ديد 
 بندپايان. مانند نحوه فوكوس شدن لنز دوربين هاي عكاسي از طريق جابه جايي لنز صورت مي گيرد

هريك از اين چشم هاي . داراي چشم مركب هستند كه از تعداد زيادي چشم ساده تشكيل شده است
از ادغام تصاوير به دست آمده از . به نور مختص خود مي باشند سساده داراي عدسي و سلول هاي حسا

 2800برخي از چشم هاي مركب از بيش از . هر يك از چشم هاي ساده تصوير نهايي شكل مي گيرد
چشم ساده تشكيل شده اند كه در يك ساختار شش وجهي آرايش يافتند و قدرت بينايي دقيقي با ميدان 


