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 :با سپاس از سه وجود مقدس
 ...آنان که ناتوان شدند تا ما به توانایی برسیم

 ...موهایشان سفید شد تا ما روسفید شویم

 ...سوختند تا گرما بخش وجود ما و روشنگر راهمان باشند و عاشقانه
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 به پاس تعبیر عظیم و انسانیشان از کلمه ایثار و از خود گذشتگی

 به پاس عاطفه سرشار و گرمای امید بخش وجودشان که در این سردترین روزگاران بهترین پشتیبان است

 به پاس قلب های بزرگشان که فریاد رس است و سرگردانی و ترس در پناهشان به شجاعت می گراید 

 و به پاس محبت های بی در یغشان که هرگز فرو کش نمی کند

 . این مجموعه را به پدر و مادر عزیزم تقدیم می کنم
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 :هم چنین تشکر و سپاس می کنم از 

زهرا سهیلا سهیلی که بدون راهنمایی های ایشان، تامین این پایان نامه استاد گرامیم سرکار خانم دکتر  

 .بسیار مشکل بود

استاد مشاورم جناب آقای حبیب رضانژاد که با یاری ها و راهنمایی های بی چشم داشت ایشان بسیاری از 

 .سختی هارا  برایم آسان تر نمودند

یشان پشتیبان اینجانب در به اتمام رسیدن این جناب آقای دکتر شهرام سمیعی که همواره حمایت های ا

 .پایان نامه بود

 .دوستان عزیزم که در طول این پایان نامه همواره در کنارم بودند

 .و در نهایت تشکر می کنم از خواهر و برادرم که در طول این پایان نامه همواره پشیبان و مشوقم بودند
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 :چکیده فارسي

 :هدف

RPE)رنگدانه دار شبکیه لی ااپی تلیسلول های 
رنگدانه دار در درونی ترین لایه شبکیه سلول یک لایه (   

این سلول ها توانایی باز برنامه نویسی و در نتیجه تولید سلول های پیش ساز شبکیه را . تشکیل می دهند
ادی یک فاکتور رونیسی و یک مارکر مهم برای سلول های پیش ساز عصبی و سلول های بنی SOX2. دارند

 . می باشد و سبب حفظ خاصیت پر توانی سلول های بنیادی می شود

 RPEهای سلول در  SOX2هدف از این مطالعه تولید سلول های پیش ساز عصبی به وسیله بیش بیان ژن 
 .بوده است

 

از % 02همراه با  DMEM/F12و در محیط  شده چشم انسان جدا کره از RPEسلول های : مواد و روش ها
FBS در پاساژهای بعدی این سلول ها در محیط  داده شدند، کشتDMEM/F12  92همراه با %FBS  

کلون گردید و به وسیله هضم  pLEX-MCSدر وکتور لنتی ویروسی  SOX2ژن . کشت داده می شدند
به  pLEX-MCS SOX2وکتور . صحت کلونینگ مورد تایید قرار گرفت ،و تعیین توالی PCRآنزیمی، 

این سلول . ترنسفکت گردید HEK293Tهمراه وکتورهای کمکی با روش کلسیم فسفات به سلول های 
با این  RPEسلول های . ها ویروس را به محیط آزاد کرده و ویرس ها از محیط جمع آوری گردیدند

تیمار  مورد µg/mL 7/2ساعت با آنتی بیوتیک پرومایسین با غلظت  19گشته و پس از ویروس ها آلوده 
بیان مارکرهای سلول های پروژنیتور . ساعت سلول های آلوده گشته زنده مانند 70پس از . قرار گرفتند

و هم چنین مارکرهای سلول های عصبی شبکیه مانند  PAX6 ،CHX10 ،SOX2 ،Nestinمانند 
Rhodopsin  وThy1  توسط روش هایICC  وReal Time PCR مورد بررسی قرار گرفتند. 

به عنوان مارکرهای پروژنیتوری  PAX6 ،CHX10 ،SOX2 ،Nestinبیان قوی مارکرهای : گیرینتیجه 
به عنوان مارکرهای سلول های عصبی شبکیه مشاهده  Thy1و  Rhodopsinو هم چنین بیان مارکرهای 

                                           
1 Retinal Pigment Epithelium 



 ز 
 

باز برنامه نویسی و دگر تمایز سلول  موجب SOX2می دهد که  بیش بیان ژن این نتایج نشان . گردید
 .به سمت سولهای بنیادین و پروژنیتوری شبکیه می گردد RPEی ها

 ، باز برنامه نویسی، دگر تمایزRPE ،SOX2سلول های : کلید واژه
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 62.....................نیسیپوروما کیوتیب یآنت غلظت نییتع یبرا MTT assay از حاصل نمودار. 9-4 نمودار

 69  ............ژن حامل بینوترک روسیو با شده آلوده RPE یها سلول در GFP نیپروتئ انیب.95-4شکل

 60............................................................. شده آلوده RPE یها سلول در یمورفولوژ رییتغ. 99-4 شکل

 60................................................................. یدوقطب یها سلول هیشب یمورفولوژ با یسلول. 97-4 شکل

 61 ...............................................شده نفکتیا یها سلول در شده لیتشک یسلول یها یکلون.96-4شکل

   64.................................................................وکتور با شده آلوده RPE سلول. از یا مجموعه  91-4شکل

 64 ............................................................................................ماریت بدون RPE یها سلول. 02-4 شکل

 65...................................................................دهیگرد استخراج RNA به مربوط الکتروفورز. 09-4 شکل

 PKCα..........................................................................................67 آمپلیکون ذوب یمنحن.  00-4 شکل

 Nestin  .……….………………..………….…….……… 67آمپلیکون ذوب  یمنحن. 01-4 شکل

 Pax6...............................................................................................66آمپلیکون ذوب یمنحن. 04-4 شکل

 Thy1  ……............…….………….………………………66 آمپلیکون ذوب یمنحن. 05-4 شکل

 CRABPI .....................................................................................61 آمپلیکون ذوب یمنحن. 09-4 شکل

 GAPDH .....................................................................................61آمپلیکون ذوب یمنحن.  07-4 شکل

 CHX10......................................................................................12 آمپلیکون ذوب یمنحن.  06-4 شکل

 SOX2...........................................................................................12آمپلیکون ذوب یمنحن. 01-4 شکل

  19.............................................................. ها مریپرا عملکرد صحت به مربوط الکتروفورز. 12-4 شکل

 10...................................................................... نفکتیا یها سلول در SOX2 انیب یالگو. 0-4 نمودار

 11......................................................................نفکتیا یها سلول در PAX6 انیب یالگو.  1-4 نمودار

  14....................................................................نفکتیا یها سلول در CHX10 انیب یالگو. 4-4 نمودار

 15.........................................................................نفکتیا یها سلول در Thy1 انیب یالگو. 5-4 نمودار

 19.......................................................................نفکتیا یها سلول در Nestin انیب یالگو. 9-4 نمودار

  SOX2 16 انیب ییشناسا یبرا  روسیو با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 19-4 شکل

 SOX216....  انیب ییشناسا یبرا روسیو با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 10-4 شکل
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   SOX2 .11 انیب ییشناسا یبرا  روسیو با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 11-4 شکل

 PAX6. 922.   انیب ییشناسا یبرا  روسیو با شده آلوده RPE یها سلولیمیش تویس مونویا. 14-4 شکل

 CHX10 929. انیب ییشناسا یبرا  روسیو با شده آلوده RPE یها سلولیمیش تویس مونویا. 15-4 شکل

 Nestin ....929 انیب ییشناسا یبرا  روسیو با شده آلوده RPE یها سلولیمیش تویس مونویا. 19-4 شکل

 Rhodopsin. انیب ییشناسا یبرا روسیو با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 17-4 شکل
…………………………………………………………………………………………… 920 

 یبرا pLEX-MCS-SOX2  روسیو با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 16-4 شکل
 Thy1............................................................................................................................ 921. انیب ییشناسا

 924 ..................انیب ییشناسا یبرا وکتور با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 11-4 شکل

  Rho.......،924. انیب ییشناسا یبرا وکتور با شده آلوده RPE یها سلول یمیش تویس مونویا. 42-4 شکل
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