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 به :  م تقدی 

 ماحصل آموخته هایم را تقدیم می کنم به آنان که مهر آسمانی شان آرام بخش آلام زمینی ام است 

 پدرمبه استوارترین تکیه گاهم،دستان پرمهر 

گاه زندگیم،چشمان   مادرم  مهربانبه سبزترین ن

 .گویمهرچه بکوشم قطره ای از دریای بی کران مهربانیتان را سپاس نتوانم ب که هرچه آموختم در مکتب عشق شما آموختم و 

 امروز هستی ام به امید شماست و فردا کلید باغ بهشتم رضای شما

شتم تا به خاک پایتان نثار کنم،باشد که حاصل تلاشم نسیم گونه غبار خستگیتان ه ر  .را بزداید آوردی گران سنگ تر از این ارزان ندا

  دستان پرمهرتانبوسه بر
 به من آموخت تا بیاموزم... به استاد گرانقدرم جناب آقای دکتر نوروز نجف زاده که

 : عزیزم برادربه همسفر مهربان زندگی ام ، 
 که با هم آغاز کردیم ،در کنار هم آموختیم و به امید هم به آینده چشم می دوزیم.

کان  ،   .«عج ا..» حضرت امام زمان  و آخرین نه بلکه اولین تقدیم به محضر قطب  غریب عالم ام
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 سپاسگزاری 

 

زم می دانم از ههه عزیزان و ررورانی بر خود لا؛ لذا سپاس لطف و عنایت الهی که توفیق اتمام این پژوهش را به من ارزانی داشت

 رساندند، تقدیر و تشکر نمایم:یاری که مرا در انجام این پژوهش 

ق  نوروز نجف زاده دکتر  جناب آقای فرزانه ام ستاد دانشمند وبسی شایسته است از ا« من لم یشکر المخلوق لم یشکر الخالق » به مصدا

خود  بارور ساختند ، تقدیر  یکه با کرامتی  چون خورشید ، ررزمین دل را روشنی بخشید ند و گلشن ررای علم و دانش را با راهنمایی های  مدبرانه 

 و تشکر نمایم.

 .این مهم یاری نموده اند مرا در به انجام رساندن که  محمد زاده محمد دکترجناب آقای گرامی  تقدیر و تشکر شایسته از استاد 

مین عم  دکترجناب آقای استاد  ارجمند  با امتنان بیکران از مساعدت های بی شائبه ی لت منشحمدا همواره راهنما و راه گشای اینجانب   دا

 .ندبوده ا طول  پروژه  در 

 .مرا صمیمانه و مشفقانه یاری داده اند که م یعقوبیدکتر هاش و    محمدی دکتر محمد قاسم گل ان جناب آقای د فرهیخته تیابا تشکر خالصانه از اس

کانات  محسن سقادکتر و سپاس فراوان از جناب آقای  ه دانشکدلکولی وسلولی و م  ه تقیققاییآزمایشگاو تجهيزات   که اجازه دادند تا از ام

 بهره مند شوم.اردبیل  دانشگاه علوم پزشکی پزشکی 
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 فهرست علائم اختصاری 

miRNA                  microRNA 

 HFSCs                  Hair Follicle Stem Cells 

 Sox9                     SRY (Sex determining region Y) Box 9 Protein 

 Ptbp1 & 2            Polypyrimidine tract-binding protein 1,2 

NR2E1                 Nuclear Receptor Subfamily 2 Group E Member 1 or TLX  

GAPDH               GlycerAldehyde 3-Phosphate DehyHrogenase 

REST                   RE1-Silencing Transcription factor 

RCOR2                REST Co-repressor 2 or CoREST 

DLK1                   Delta Like Non-Canonical Notch Ligand 1   

DLL4                   Delta-like protein 4 

Rbfox3                 RNA Binding Fox-1 Homolog 3 or NeuN 

NeuN                   Neuronal Nuclei   

MAP2                 Microtubule Associated Protein 2 

GFAP                 Glial fibrillary Acidic Protein 

 NT-3                  Neurotrophin-3  

GDNF                Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor  

BDNF                 Brain-Derived Neurotrophic Factor  

bFGF                  basic Fibroblast Growth Factor  

EGF                    Epidermal Growth Factor 

 PBS                    Phosphate-Buffered Saline  

BSA                    Bovine Serum Albumin  

FBS                    Fovine Bovine Serum  

ATRA                 all trans Retinoic Acid 



 س
 

RT-PCR             Real-Time PCR  

DGCR8              DiGeorge syndrome critical region 8 

Epi-NCSCs        Epidermal-Neural Crest Stem Cells 

DEPC                 DiEthyl PyroCarbonate  

DAPI                 4',6-Di Amidino-2-Phenyl Indole 

EDTA                EthyleneDiamine Tetraacetic Acid 

cDNA                 complementary DNA 

mRNA                messenger RNA 

DMEM               Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

RPMI                  Roswell Park Memorial Institute  

BHLH                 Basic Helix–Loop–Helix  

SVZ                    SubVentricular Zone 

EZH2                 Enhancer of zeste homolog 2 

DACT1               Dishevelled Binding Antagonist of Beta Catenin 1 

LAMC1               Laminin subunit gamma 1 

ITGβ1                Integrin beta-1 

Hes1                  Hes family bHLH transcription factor 1 
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 چکیده فارسي 
 

 جدا شده از ناحیه بالج فولیکول مو  سلول های بنیادی بر تمايز نوروني p3-124-miRتأثیر 

 

با  گسترده تکوینی و پتانسیل تکثیری با بالغ بنیادی های نمونه ای از سلول مو بعنوان فولیکول بنیادی های سلولمقدمه : 

 در سلولی وضعیت تغییر و حفظ مهم های بسیار کننده تنظیم میکروآرناها .گلیالی هستند و نورونی های به سلول تمایز قابلیت

 تنظیم را وم فولیکول بنیادی های سلول تمایز و تکثیر  مختلف، هایمیکروآرنا بنیادی هستند. های سلول تمایز یا تکثیر طول

 است؛ با قرارگرفته مطالعه مورد زیادی حدود تا نورونی تمایز در miR-124 میکروآرناهای عصبی، عملکرد  میان در .کنند می

  .است نشده مشخص های بنیادی فولیکول مو سلول عصبی تمایز در آن دقیق نقش حال، این

 miR-124 از فولیکول های موی سبیل موش جداسازی شدند. سطوح بیان های بنیادی فولیکول مو سلول مواد و روش ها:

 ،miR-9  ،let-7b  ژن های  وCCND1 (cyclinD1)  ،NR2E1 (Tlx)  ،RCOR2  (CoREST ، )DLK1  ،Map2 ، 

Rbfox3 (NeuN  ) ،Sox9  وPtbp1  توسط روشReal-time PCR (RT-PCR)  .ترانسفکشن تأثیرتعیین شد miR-

 مورد ارزیابی قرار گرفت .  تکنیک ایمونوسیتوشیمیتوسط  124

متعاقب القای تمایز نورونی بطور قابل ملاحظه ای   let-7bو  miR-124ما در این مطالعه نشان دادیم سطح بیان   نتايج:

اهداف  را بعنوان Ptbp1 و DLK1  ،Map2  ،Rbfox3 ، CCND1  ،NR2E1  ، RCOR2 ، Sox9افزایش یافت. ژن های 

miR-124 مو تعیین کردیم. در طول تمایز عصبی و ترانسفکشن سلول ها با  فولیکول بنیادی های در روند تمایز نورونی سلول

miR-124 mimicسطوح بیان ژن های ،  CCND1  ،NR2E1  ،RCOR2  ، Sox9 و Ptbp1  سطح و در مقابل کاهش

، بیان پروتئین  miR-124بعلاوه ، بیان بسیار بالای  ها افزایش داد. HFSCرا در  Rbfox3و  DLK1  ،MAP2بیان ژن های 

 را افزایش داد. )NeuN )48.34±11.15 و( 2MAP )58.43±11.26های 

ول بسمت سل سلول های بنیادی فولیکول مو تمایزمنجر به پیشرفت  تواند می  miR-124 که داد نشان نتایج  نتیجه گیری :

 گردد. Ptbp1 و CCND1  ،NR2E1  ،RCOR2 ، Sox9هدف گیریِ ژن های غیرعصبی  با های عصبی

،  DLK1 و miR-124  ،CCND1  ،NR2E1  ،RCOR2، عصبی سلول های بنیادی فولیکول مو، تمایز کلید واژه ها : 

Map2  ،Rbfox3  ،Sox9  ،Ptbp1  
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 مقدمه  -1-1

 تعريف سلول های بنیادی-1-1-1

های سوماتیکی تمایز نیافته ای هستند که قادرند تحت شرایط خاص به یکی از  سلول  1سلول های بنیادی

بنیادی ای همعیار عملی برای تعریف سلول  سه انواع سلولهای بالغ و کاملاً تمایز یافته تبدیل شوند. به طور کلی

 : وجود دارد

معیت ج حفظ و پشتیبانیهای بنیادی قادرند تحت تقسیمات کاملاً یکسان که شرط لازم برای  ( سلول1

 کنند.  2نوزائیخودخود تجدیدی یا های بنیادی است،  سلول

حاصل از تقسیم یک سلول بنیادی واحد، توانایی لازم برای متمایز شدن به انواع  های دختریِ ( سلول2

های خونی  قادرند انواع سلول 3های بنیادی خونساز به عنوان مثال سلول؛ بالغ را دارندهای سلولهای  دودمان

(، ;Morrison and Weissman 1994; Baum et al. 1992 Osawa et al. 1996)  دنرا تولید کن

 ;Gage et al. 2000) تی بودهوسیهای آستروسیت والیگودندر بنیادی عصبی قادر به تولید سلول های سلول

2004;Qian at el.2004Sanai et al.  )، قادرند که یک اووسیت جدید تولید  4های بنیادی جنینی سلول

های  می توانند انواع سلول 5های بنیادی بالغ مزانشیمی ( و یا سلول .2004Johnson et al)کنندتولید 

 Haynesworth)کنند ندروسیت و آدیپوسیت را تولید بافت مزانشیمی از جمله فیبروبلاست، استئوسیت، کُ

et al. 1992.) 

، هیک بافت آسیب دید در صورت پیوند این سلول ها به( معیار سوم برای سلول های بنیادی این است که 3

 اخیراً کههای بنیادی خونساز های ترمیمی را تشکیل دهند. بطور مثال سلول به طور عملی جمعیتی از سلول

 in  یطتکثیر در مح قابلیتمورد استفاده قرار گرفته می شوند باید های کبدی در بیماران  برای ترمیم سلول

vivo را حتی بدون وجود آسیب بافتی دارا باشند و قادر به شرکت در تمایز بافتی باشند (Svendsen et 

al. 1992.) 

 تذکر: معیار سوم مهم ترین عمل سلول های بنیادی در بافت های بالغ محسوب می شود.

 

 بنیادی سلول های بندی طبقه -1-1-2

 ویژه عملکرد که جنینی بنیادی های سلول و  بالغ بنیادی های سلول دسته دو به را بنیادی های سلول

 می تقسیم دسته 5 به  پلاستیسیته خاصیت و تمایز توانایی براساس کنند. همچنین می دارند، طبقه بندی

 (1-1نمودارشوند: )

 
 

                                                           
1 -Stem Cells (SCs) 
2- Self Renewal 

3 - Hematopoetic Stem Cells (HSCs) 

4-Emberyonic Stem Cells (ESCs) 

5- Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 
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   (Totipotent stem cells)همه توان  بنیادی سلول های -1

 تقسیم اولین بعد از شده مشتق های سلول و آیند می بوجود تخم و اسپرم سلول ترکیب از که هایی سلول

 شوند. تبدیل جنینی و  جنینی خارج های انواع سلول به قادرند و هستند یافته لقاح تخم
 

  (Pluripotent stem cells) سلول های پرتوان  -2

 های سلول به قادرند و بنیادی  همه توان توانایی کمتر داشته های سلول از که هستند بنیادی ایه سلول

 مانند سلول های بنیادی جنینی یابند تمایز یعنی اکتودرم ، مزودرم و اندودرم جنینی لایه سه هر از شده مشتق
 

  (Multipotent stem cells)سلول های چند توان  -3

به عنوان  یابند. تمایزسلولی(  خانوادهیک  با مرتبطسلولی) های دودمان از بعضی به قادرند که هایی سلول

 یابند. می تمایز ها پلاکت و سفید قرمز، های گلبول به خونساز بنیادی سلول های مثال
 

  (Oligopotent stem cells)سلول های کم توان  -4

 شوند. تبدیل سلولی های دودمان از محدود سری یک به قادرند، که هایی سلول

 

 (Unipotent stem cells)سلول های بنیادی تک توان  -5

 بنیادی سلول ی،نوزائ خود خاصیت  علت به اما نمایند تولید را سلول نوع یک تنها قادرند، که هایی سلول

 (.Wagers and Weissman, 2004) .شوند می نامیده

 

 

 

 

 

 (Wagers and Weissman, 2004) بنیادی سلول های بندی طبقه -1-1نمودار 
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 انواع سلول های بنیادی  -1-1-3

پتانسیل تمایز به یک یا چند دودمان سلولی  ،های بنیادی بر اساس گونه حیوانی، محل جداسازی سلول سلول

جداسازی )قبل و یا بعد از تولد( به چندین گروه تقسیم می شوند که به طور مختصر به زمان بالغ و همچنین 

 :اشاره شده است هاآن

 

 (Embryonic Stem Cells) های بنیادی جنیني سلول -1-1-3-1

 نخستینبرای شتق می شوند. م 1موسوم به بلاستوسیست رویانِ داخلیِ سلول های بنیادی جنینی از توده سلولیِ

سلولی  از توده (in vitro) های بنیادی جنینی موش، در محیط آزمایشگاه سال پیش، سلول 32بار در حدود 

در سال   Evans و Martin های توسط دو دانشمند به نام های موش در حال تکوین بلاستوسیست یِداخل

و همکاران  Thomsonتوسط  1988سلول های بنیادی جنینی انسان نیز در سال  . شد سازیجدا 1981

طور اختصاصی قادر به تشکیل هر سه لایه جنینی در محیط آزمایشگاه  به ی بنیادی جنینیسلول هابدست آمد. 

بودند. آنها همچنین قادر بودند در محیط کشت به صورت تمایز یافته تحت تقسیمات متقارن تکثیر شده و 

یک جمعیت سلولی هموژن )خالص( را ایجاد کنند و همچنان خصوصیات ژنتیکی خود را حتی در کشت 

 (.Rippon and Bishop, 2004) ط آزمایشگاهی حفظ کنندطولانی مدت در محی

 چند گروه و زمان جداسازی از بلاستوسیست،  به تمایزی پتانسیل خود براساس جنینی بنیادی های سلول

 شوند: می تقسیم

همه  سلولی( 16 جنینی )تودهرولاوم در مرحله اولیه از جنین شده جدا جنینی بنیادی های سلول (1

 باشند.می کامل و حتی جنین جفت مثل جنینی خارج یا اندام سلول هر نوع تشکیل و قادر به بوده 2توان

 3پر توانهای  سلول بلاستوسیست تر، در مرحلهمسن  از جنین شده گرفته جنینی بنیادی های لولس (2

و توانائی ایجاد  نبوده ایجاد جفت قادر بهولی  بوده بدن مختلف های بافت تمایز به پتانسیل دارای و

 .ندارند  نیز کامل را جنین یک

بافتی  های سلول ایجاد انواع قادر به و  بوده 4چند توان نیز قبل تر از مرحلهمسن بنیادی های لولس (3

 باشند. می

ساختار  از یک با جداسازی که بوده موش جنینی کارسینومای سلولی پرتوان، رده سلولی رده اولین

را  جنینی لایه هر سه،  در محیط آزمایشگاه تکثیر و موش زایای های از سلول توموریغیر تمایزی 

 .(Quirici et al. 2002ایجاد کرد)

 

                                                           
 یم تشکیل را جفت نهایتاً که( تروفوبلاست)سطحی های سلول شامل مختلف سلول نوع دو به و است کرده رشد روز 6 تا 5 مدت لقاح، از بعد که است رویانی بلاستوسیست، - 1

 .است شده تقسیم شوند، می جنین به تبدیل که( Inner Cell Mass) داخلی سلولی توده و دهند

2 - Totipotent 
3 - Pluripotent 
4- Multipotent 
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  (Adult Stem Cellsهای بنیادی بالغ ) سلول -1-1-3-2

های مختلف بدن جدا شده و بسته به محلی  هستند که از بافتهای سوماتیکی  های بنیادی بالغ، سلول سلول

ها در خون، مغز  این سلول ها در آن ساکن هستند دارای خصوصیات متفاوتی می باشند. که این سلول

استخوان، ماهیچه اسکلتی، شبکیه ، قرنیه چشم، پالپ دندان، مغز ، طناب عصبی، خون سیاهرگی، کبد، پوست، 

های اختصاصی  های مختلف، تولید مجدد سلول ها در بافت د دارند. عمل مهم این سلولروده و پانکراس وجو

 ها درسرتاسر زندگی یافت می شوند و سلول ها و بافت ها در همه اندام بالغ آن بافت است. بنابراین این سلول

 Musina etهای موجود در آن بافت را در طول زندگی موجود زنده حفظ، نگهداری و پشتیبانی می کنند)

al. 2004هایی است  های حاصل از تقسیم آن سلول ها به طور مشخصی چند توان بوده و سلول (. این سلول

ور ها به ط های بینابینی یا پیش ساز می باشند. این سلول که تا حدودی متمایز شده و تحت عنوان سلول

های  ولکمتر شده و بیشتر به سمت سل مکرر تقسیم شده و با افزایش تقسیمات سلولی، پتانسیل تمایزی آنها

 (.Sun et al. 2003) بالغ با سرنوشت مشخص شده پیش می روند

 

 سلول های بنیادی 1کُنام -1-1-4 

 یز به سلولبرای تمای مناسب را تعیین می کند وابسته به آرایش و محتوای ژنتیکی آنچه توانائی سلول بنیادی

اطراف سلول بنیادی تنظیم  2اغلب و  تا حدود زیادی بواسطه ریزمحیط اگرچه تمایز یا خودنوزائی ویژه است.

در واقع کنام سلول های بنیادی بخشی از واحدهای  می شود که بعنوان کنام سلول بنیادی شناخته می شود.

کنام ها تولید مداوم سلول .  ,.Terskikh et al)7200( اندام ها و بافت ها هستند 3عملکردی –ساختاری 

( که در 5)و گاهی جاکستاکراین 4عوامل پاراکراینمایز یافته ی آنها را معمولاً ازبنیادی و دودمان های تهای 

، سلول  6یا  عوامل رشد و تمایزعوامل پاراکراین  (.1-1)شکلکنام تولید می شوند، تنظیم می کنندسلول های 

حفظ می کنند  و به محض این که سلول ها ، کنام را ترک کنند بعلت عدم دسترسی  7ها را در وضعیت بنیادی

 .  (Gilbert,1996)عوامل پاراکراین به آنها، تمایز خود را آغاز می کنند 

                                                           
1 -Niche 
2 - Microenvironment 

3 -Structural-Functional Units (SFUs) 
 می شودبرهمکنش پاراکراین فرآیندی است که طی آن پروتئین های ساخته شده توسط یک سلول با انتشار در فواصل کوتاه باعث القای سلول های مجاور  - 4

 هند.برهمکنش می دبرهمکنش جاکستاکراین عبارتست از فرآیندی که طی آن پروتئین های غشائی یک سلول با گیرنده های پروتئینی واقع در سطح سلول مجاور  -5
6 -Growth and Differentiation Factors (GDFs) 
7 -stemness 
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 فاکتورهای ، 2ها سیتوکین مانند مولکول های مختلف شامل 1بنیادی های سلول شده ازآزاد  مولکول های

 ندمی باش 8ها آرنایکروم و 7ها مگزوزوا ،6اپرونچ های مولکول ها، 5اکسیدان آنتی ، 4ها اینترلوکین ، 3رشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نام سلول های بنیادی اپیدرميکُ -1-1-4-1

 بنیادی های سلول از محدودی تعداد ویافته  تمایز های سلول شامل اعم از پوست ها بافت معمول، طور به

 منحصر کنام  اپیدرمی در بنیادی های سلول . (Pajonk and Vlashi,2013)مستقر در کنام ها هستند 

سلول های  –های وابسته به  9اینتگرین بینکنش های  بر هم بواسطه که دارند قرار پوست درون یفرد به

  سلولی خارج ماتریکس.  .Choi et al)2015( است گرفته شکل 10اجزای ماتریکس خارج سلولی و بنیادی

 مانند) این ماتریکس  بیوفیزیکی خواص و است پوست در بنیادی های سلول اجزای مهم در کنام از یکی

در حال  های سلول .(Brizzi et al.2012)را نیز تحت تأثیر قرار دهد  سلول سرنوشت تواند می( سفتی

به صورت  در حال تمایز های سلول که حالی در دارند، قرار 11یا قاعده ای پایه لایه در اپیدرمی یا بنیادی تکثیر

 .(Terskikh et al.2007)بر روی سلول های در حال تکثیر گسترده شده اند  سلولی-ضخیم-ستون-یک

                                                           
1- Stem cell Released Molecules (SRMs) 
2 -Cytokine 
3 -Growth Factors(GFs) 
4 -Interleukin 
5 -Antioxidant 
6 -Chaperone molecules 
7 -Exosomes 
8 -MicroRNAs (miRNAs) 

9-Integrins 
10- ExtraCellular Matrix (ECM) 
11-Basal Layer 

 دیگر های سلول و کنام  بنیادی های سلول بین زیادی برهمکنش های که جایی  درون کنام ها : بالغ بنیادی های سلول -1-1شکل 

 .(Friedman,2013) Maguire and: مولکول های ازاد شده ازسلول های بنیادی   SRM .دهد می رخ ها آدپیوسیت اندوتلیال و های سلول مانند
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حاوی سلول های درون فولیکولی  به همراه اپیدرم که  است 1ل های مویکی از ضمائم بافتی پوست ، فولیکو

 .,Watt and Jensen,2008(Fuchs ;2009( ندمی باش 2پوستبنیادی 

 

 پوست  -1-1-5

 بافت شناسي پوست -1-1-5-1

دهد. در درصد وزن بدن را تشکیل می 20الی  15پوست، بزرگترین ارگان منفرد بدن است. به طور معمول  

های دیگری که برای این ارگان بدن پوشاند. ناماز محیط خارجی بدن را می 2m 5/1-2بالغین، سطحی معادل 

درم و درم تشکیل شده ی مهم اپیاست. پوست از دو لایه 4ی جلدییا لایه 3شود، شامل، پوششبه کار برده می

که حاصل پیشروی درم  5پاپیلاهای درمیموسوم به  زوایدبرخورد درم و درم، است. در محل اتصال نامنظم اپی

باعث  6به زیر اپیدرم است و نیز فرورفتگی های ستون مانند اپیدرم به داخل درم موسوم به ستیغ های اپیدرمی

چربی( یا ) 7ها، غدد سبابهدرمی پوست شامل موها، ناخنشوند. مشتقات اپیدرم میی درم و اپیدولایه استحکام

 باشند. می 8و غدد عرق

توان به موارد زیر اشاره کرد. عملکردهای بسیار زیادی برای پوست ذکر شده است که به طور خلاصه می

ا و سایر ههای حرارتی، مکانیکی، اکثر پاتوژنبرابر آسیبی فیزیکی در حفاظتی که به منظور ایجاد سدّ عملکرد

ی ملانین، در ی تیرهشود. رنگدانهی اجزای خاص در پوست ایجاد میمواد است. این اثرات حفاظتی به وسیله

شود. پوست در نواحی ی ماوراءبنفش میهای پوست در برابر اشعهدرم وجود دارد و باعث حفاظت سلولاپی

شود. عملکرد دیگر پوست، تنظیم حرارت بدن است. پوست حفاظت بدن در برابر خشکی میخشک، باعث 

شود. در عملکرد حسی پوست، پوست قادر است توسط باعث حفظ ثبات حرارت بدن در حالت طبیعی می

 Junqueira and)های حسی خود، به تنظیم تعاملات بدن با اشیای فیزیکی کمک کندگیرنده

Carneiro,2005)  

 

 

 

                                                           
1 -Hair Follicule (HFs) 
2 -Skin Stem Cells 

3 -Intequment 

4 -Cutaneous layer 
5 - Dermal papilla 
6 -Rete ridges 
7 -Sebaceous glands 
8 -Sweat glands 
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 آناتومي پوست – 1-1-5-2

 (2-1)شکل  : یا درم تشکیل شده است پوست از دو لایه  اصلی به نام های روپوست یا اپیدرم و پوست

 

 ((Epidermisاپیدرم  -الف

تشکیل شده  2هاهایی به نام کراتینوسیتمتشکل از سلول 1های سنگفرشی مطبق شاخیاز سلول درم عمدتاًاپی

 3اهدرمال که به میزان کمتری حضور دارند نیز وجود دارند.ملانوسیتهای اپیاز سلول است. همچنین سه نوع

های ی آنتی ژن و سلولکه ارائه کننده 4های لانگرهانسهای پوست اند و سلولی رنگدانهکه تولیدکننده

جود در کف دست درم باعث تمایز اصلی بین پوست ضخیم مواپی 5های مرکلای به نام سلولتلیال لامسهاپی

درم از پنج لایه کراتینوسیت تشکیل شده شود. از درم به بعد، اپیو پا و پوست نازک در سایر نواحی بدن می

های بازوفیل مکعبی یا استوانه ای بر روی غشای پایه، متشکل از سلول 6است. این لایه ها شامل لایه قاعده ای

 Junqueira and)است  10ی شاخیو لایه 9فافی ش، لایه8ی گرانولار، لایه7ی خاردارلایه

Carneiro,2005)   . 

 

  (Dermis)درم  - ب

درم را به بافت زیرجلدی متصل درم، اپی کند.درم حمایت میدرم لایه ای از بافت همبند است که از اپی

در پشت متر میلی 4سازد. ضخامت این لایه از بدن در نواحی مختلف بدن متفاوت است و حداکثر به می

وند. ردرمی درهم فرو میاپی ستیغ هایرسد. سطح درم بسیار نامنظم بوده و زواید بسیاری دارد. این زواید با می

پاپیلاهای درم، به ویژه در پوست، در معرض فشار مداوم، وجود دارند. درم دارای دولایه با مرزهای نامشخص 

ی پاپیلاری نازک بوده و حاوی پاپیلاهای درم است. لایهاشد. می بی رتیکولار ی پاپیلاری و لایهلایه به صورت 

تر است و از بافت همبند متراکم نامنظم تشکیل شده ی زیرین تر و ضخیمی رتیکولار لایهلایه

 .  (Junqueira and Carneiro ,2005)است

 

                                                           
1 - Stratified Squamous Epithelium Keratinized 
2 -Keratinocytes 
3 -Melanocytes 
4 -Langerhans cells 
5 -Merkel cells 

6 -Stratum basale 
7 -Stratum spinosum 

8 -Stratum granulosum 

9 -Stratum lucidum 
10-Stratum corneum 
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  (Hypodermis) هیپودرم -

نیز نامیده  1که بافت زیرجلدیی است با ضخامت متغیر و حاوی مقدار زیادی سلول چربی تبافت همبند سس

و در عین حال امکان لغزش  کار اصلی این لایه، چسباندن پوست به ارگان های زیرین خود می باشدمی شود. 

 2پوست بر روی آنها را نیز فراهم می آورد. این لایه حاوی رگ های خونی بزرگ ، فولیکول مو و اجسام پاسینی

درم و هیپودرم، ساختمان است.شریان های بزرگ هیپودرم بواسطه انشعابات شبکه جلدی موجود در حد فاصل 

 های درمی و هیپودرمی را تغذیه می کنند.

 

 : يکي از ضمائم پوست فولیکول مو  -1-1-6

می باشدکه همگی از مشتقات طبقه قاعده ای اپیدرم  و ناخن ضمائم پوست شامل مو، غدد چربی، غدد عرق

ام م به ندرتلیوم اپیتو رفتگی اپیهایی شاخی و طویل هستند که از ساختمان، موها  .(Fuchs,2016) هستند

 آنمیت اه که فولیکول مو، ارگانی کوچک، بسیار حساس و تخصص یافته است می گیرند.أ فولیکول مو منش

 Müller-Röver et al.2001;Sato)ساختارش است  بازسازیتولید مو و به دلیل توانایی فولیکول مو در 

et al.1999) . 

                                                           
1 -subcutaneous tissue 
2 -Pacinian corpuscle 

 (Gray,1878)شامل اپیدرم و درم بهمراه بافت همبند زیرین موسوم به هیپودرم  :اجزای ساختاری پوست  -2-1شکل 
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لولی های مختلف سها به لایههای کراتینوسیت اولیه تشکیل شده که این سلولفولیکول موی بالغ از سلول 

 3و غلاف خارجی ریشه 2،غلاف داخلی ریشه1ی موشوند. ترتیب این لایه های سلولی شامل ساقهتقسیم می

مده به وجود آ )مزودرمی( مزانشیمال – )اکتودرمی(تلیالاست. فولیکول مو از بر همکنش های متقابل بین اپی

 (Dlugosz,1999) باشدرشد و تکامل فولیکول مو ضروری می لازمهاست که این برهم کنش های مولکولی 

 جمله تنظیم کننده از . شکل گیری ساختار فولیکول مو نیازمند تنظیم و کنترل بر همکنش ها و فاکتورهای

-ها و نوروپپتیدها میهورمونها، های رشد، مسیرهای سیگنالینگ، سیتوکینفاکتورهای رشد، هورمون

  (Junqueira and  Carneiro ,2005).باشد

 

 (Hair Follicle Growth cycle)چرخه رشد فولیکول مو -1-1-6-1

های بدن، فولیکول مو قابلیت احیا و ترمیم مجدد خود را دارد. فولیکول مو در همه جانداران علیرغم سایر ارگان

شود که این فرآیند در طول حیات جاندار، همیشه فعال فرآیند رشد می هایی از رشد و سرکوبمتحمل سیکل

( و مرحله ی 5ی سرکوب رشد )کاتاژن( ، مرحله4ی سریع رشد )آناژنمرحله اند. این سیکل ها عباتند از :

 نیز وجود دارد که این مرحله، در هر سیکل 7ی دیگری به نام اگزوژن(؛ البته مرحله6خاموشی و سکون )تلوژن

 .   (Dlugosz.1999; Millar.2002) ی خورد شدن مو استافتد و مرحلهاتفاق نمی

 

 الف(  فاز آناژن

از  لحاظ هیستولوژیکی، در این مرحله، فولیکول های مو دارای طول بلند و همچنین بسیار محکم اند. سلول 

دختر حاصل از تکثیر، در این  هایباشند. سلولساعته می 18ی تکثیر های زایای ماتریکس، دارای طول دوره

کنند و یکی از شش قسمت از نواحی ساقه مو و غلاف داخلی ریشه را مرحله به نواحی بالاتر مهاجرت می

ی آناژن در در موش شروع مرحله . (Dlugosz,1999; Alonso and Fuchs. 2006)دهند می تشکیل

ادامه  40آغاز و تا روز  25ناژن به طور تقریبی در روز حدود روز دوازدهم از آغاز جنینی است. اولین شروع فاز آ

درصد موها در مرحله آناژن می  85. در هر زمانی بطور متوسط   (Oro and Higgins.2003)کند پیدا می

 باشند.

                                                           
1 -Hair shaft (HS) 
2 -Internal root sheath (IRS) 
3 -Outer root sheath (ORS) 

4 -Anagen 
5 -Catagen 

6 -Telogen 

7. Exogen 
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 ب( فاز کاتاژن

ریکسی ماتی آناژن و تلوژن و دوره کوتاهی است که طی آن تقسیم سلول های کاتاژن، انتقالی پویا بین مرحله

ا در هی خود هستند و تمامی فولیکولمتوقف می شود. در این مرحله، سیکل های سلولی در کمترین آستانه

های آپاپتوزی در نواحی بالب شوند که شامل سلولای میها وارد مرحلهحالت سرکوب رشد قرار دارند. فولیکول

د. با توقف تمایز ساقه مو ، انتهای آن بسته و تلیالی هستنی اپیو غلاف خارجی ریشه و خارجی ترین لایه

اپیلا ی درمال پشود. این در ناحیهی مو شاخی شکل و بدون انعطاف میشود. تمام طول ساقهغیرقابل تکثیر می

  گرددپتوتیک میهای آپو عداد بسیار زیادی از سلولشود و تمامی این ناحیه سرشار از تنیز مشاهده می

Alonso and Fuchs 2006). ) 

 

 فاز تلوژن -ج

شوند که تلوژن نام دارد.در این دوره ها در دوره ای از کمون وارد میی کاتاژن، سلولبلافاصله به دنبال مرحله

وژن، ی  تلی تلوژن بسیار کوتاه است و اولین دورههمه فعالیت های سلولی متوقف می شود. در موش، طول دوره

 .(  2006Alonso and Fuchs(بارداری است 21تا  19روزهای  روز است که از حدود 2تا  1حدود 

 

 آناتومي فولیکول مو-1-1-6-2

یک تار مو شامل سه قست ساقه مو )قسمتی که از پوست خارج شده و قابل رویت است(، ریشه مو)قسمتی که 

کند(می آنجا رشد میفولیکول مو )مسیری لوله مانند در ناحیه درم که ریشه مو در  ، زیر پوست قرار گرفته(

درمی و درمی تشکیل شده است. اجزای درمال شامل پاپیلا و غلاف درمی می فولیکول مو از بافت اپی .  باشد

 تلیال مو را درباشد که از تجمع سلول های مزانشیمی ساخته شده است که مستقیما لایه ی زاینده ی اپی

که  تلیالی به سمت پایین برای تشکیل پیاز موی اپیزایندهابتدای رشد فولیکول مو تشکیل می دهند. لایه ی 

ای هها در تماس مستقیم با سلولرشد می کند. کراتینوسیت ی مو می باشد،ی تمام قسمت های تنهسازنده

ی بالب فولیکول مو قرار دارند. این های تخصص یافته ای هستند که در ناحیهدرمال پاپیلا هستند. این سلول

های بنیادی ماتریکس دستخوش تقسیم های میتوز متوالی شده و در نهایت منجر به تجدید سلولها سلول

لاف ی غکنند و یکی از شش لایههای بنیادی دختر از ماتریکس به نواحی بالاتر مهاجرت میشوند. سلولمی

ساعته  18ی تکثیر هی ماتریکس دارای دورهای تکثیرشوندهشوند. سلولبیرونی ریشه و شفت مو را شامل می

 . (Wong et al.2006)هستند 
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 : (3-1)شکل اجزای ساختاری فولیکول موی بالغ عبارتند از *

 ی مو ساقهتلیالی فولیکول موی بالغ  واقع در اطراف های سلولی اپیلایه 

 متی است و شامل قس  ی فولیکول موترین و انتهایی ترین ناحیهبعنوان عمیق: یا پیاز مو  1ی بالبناحیه

 شود.های ماتریکس مو میباعث تکثیر سریع سلول  مزانشیمی به نام درمال پاپیلا که

 که مجاور تنه قرار دارد و به دلیل اینکه فاقد پیگمان است به راحتی از تنه مو  : غلاف داخلی ریشه مو

 شکیل یافته است :سه لایه سلولی ت قابل تشخیص است. این غلاف که تنه مو را می پوشاند از

 : فلس مانند بوده و از یک ردیف سلول پهن شاخی تشکیل یافته است. 2کوتیکول (1

 : از یک تا سه ردیف سلول شاخی شده تشکیل شده است. 3طبقه هاکسلی (2

 : از یک ردیف سلول کشیده که به غلاف بیرونی چسبیده اند، تشکیل شده است 4ه هنلهطبق (3

(Cotsarelis G,2006) . 

  خارجی ریشه مو : که محدوده ی آن از سلول های ماتریکس که در قاعده ی فولیکول قرار دارد غلاف

می باشد. این غلاف  5تا ورودی مجرای غده ی سباسه امتداد دارد و در برگیرنده عضله راست کننده مو

ه ای، قاعدتر بوده و در قسمت میانی فولیکول ضخیم می شود. در لایه سلولی در ناحیه ی بالب نازک

باشد. ملانوسیت های ملانوسیت ها فاقد ملانین اند اما اپیدرم سطحی حاوی ملانوسیت فعال می

غیرفعال در لایه بازال این بخش، بعد از آسیب فعال می شوند، تکثیر می یابند و به بخش فوقانی و به 

 " 6ی بالجناحیه". ,Schneider et al.1999(Dlugosz;1020(درم حرکت می کنند سمت اپی

ی چربی واقع شده و حاوی ای خارجی است که در زیر غدهقسمت تخصص یافته از غلاف ریشه

 هایی با خاصیت بنیادی است بعبارت دیگر کنام سلول های بنیادی اپیدرمی بشمار می رود.سلول

 :( 3-1)شکل نیز از سه لایه تشکیل شده است که عبارتند از (HS)ساقه ی مو *

یعنی موهای معمولی   8یا نهائی بدنفقط در موهای ضخیم  قرار دارد.:  در مرکز مو  7مدولامغز یا  (1

 و موهای ظریف یا کرکی فاقد مغز می باشند. می باشد

                                                           
1. Bulb area  
2 -Cuticle 

3 -Huxley's layer 
4 -Henle's layer 
5 -Arrector pili muscle 
6 -Bulge area 
7 -Medulla 
8 -Terminal hairs 
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استحکام و حالت  لایه اطراف مغز مو که ضخامت عمده مو را تشکیل داده و :  1قشر یا کورتکس (2

ملانین در سلول های این لایه، تعیین کننده رنگ کرده و بدلیل وجود رنگدانه های مو را مشخص 

 مو نیز می باشد.

 نکه نحوه قرارگیری شا متشکل از یک ردیف سلول پهن و کاملاً شاخی شده می باشد : کوتیکول (3

باشد و نقش آن این لایه نازک و بدون رنگ می مو می گردد. باعث نفوذپذیری و انعطاف پذیری

 .باشدمحافظت از لایه ضخیم و ملانین دار کورتکس می

 

 تکامل آناتومیکي يا تشريحي فولیکول مو -1-1-6-3

 آناتومیکی به شرح ذیل می باشد:ی تکامل گانهتشکیل این ارگان کوچک مستلزم مراحل سه

شود که های مزانشیمالی صادر میاز سوی سلول Wntهای ی آغاز: در این مرحله، سیگنالمرحله (1

 است. 2تلیالی به پلاکودهای اپیی آن، تغییر سلولنتیجه

                                                           
1 -Cortex 
2-placod 

 ی اطراف فولیکول مو استشامل تنه، ریشه و ماهیچه های نگهدارنده:  ساختار فولیکول مو -3-1شکل 

suprabulbar 

Hair Bulb 
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رد. ها وجود داای از سیگنالی آرایش و سازماندهی: در این مرحله نیز بر همکنش های پیچیدهمرحله (2

 ؛های درمال و متعاقب آن بافت درمال را به وجود می آورندسلول تلیالی،های اپیباتکثیر و تمایز سلول

 شود.های زیرین میهایی از جانب خود، باعث رشد و تکثیر بافتاین بافت با ارسال سیگنال

دین شود. بترده میتلیالی گسهای اپیی درم توسط سلولی تمایز بافتی: در این مرحله، لایهمرحله (3

ود. شآورند. این فرآیند باعث شکل گیری فولیکول مو میی درمال پاپیلا را به وجود میگونه که ناحیه

و بر همکنش  Edar-BMPهای در درم، توسط رسپتورهای اکتوپلازی سیگنال استقرار فولیکول مو

در  β-catenin باعث فعالیتبه طور مستقیم   Edarشود. ها مشخص میهای متقابل بین سیگنال

 شود. تثبیت مکانی فولیکول مو می

کول ی فوقانی فولیناحیه دربا تجمع ، « های بنیادی اپیدرمیسلول»در فولیکول موی بالغ نخستین 

 . (Rishikaysh et al.1999)آورندرا به وجود می «ی بالجناحیه » مو

 

 1سلول های بنیادی فولیکول مو -1-1-7

 سلول های بنیادی فولیکول مو زيست شناسي -1-1-7-1

 مجزا هایجایگاه  این .مستقرند  اپیدرم درون خاصی های مکان در پوست بنیادی های سلولجمعیت های 

افتی یابی ب سازمانبه لحاظ که " دد سبابهغ" و" 2فولیکولی بیناپیدرم " ، "اپیدرمی موی فولیکول"عبارتند از : 

عنوان ناحیه بالجِ فولیکول مو ب و نیز کیفیت ریزمحیط یا کنام شان کاملاً متفاوت از یکدیگرند. عملکردی و

صورت ب فولیکول مولول های بنیادی س مخزنی از سلول های بنیادی برای پوست و مو عمل می کند بطوریکه

 ،  (Liu et al.2013) فولیکول مو ی ریشه غلاف خارجیِ ناحیه بالجِزیرمجموعه های متمایز مستقر در 

پس از القای فاز آناژن حفظ  طولانی اًنسبت زمان مدت برای که لیبل خود را اند  3آهستهسلول هائی با چرخه 

 اند. سلول های بنیادیبرای  شاخصیجائیکه که به ندرت وارد مرحله تقسیم میتوز می شوند، آن؛ و از  می کنند

(Cotsarelis,2006)  .های سلول سایر از را آنها که است مهم ویژگی دو از ناشی ها سلول این همیتا 

 مو قابلیت تکثیر طولانی مدت دارند و دو نخست آن که دسترسی آسانی داشته  .کند می متمایز بالغ بنیادی

 بطور معمول با جداسازی از قابلیت تمایز به انواع سلول های اکتودرمی و مزودرمی را دارند.این سلول هانیز 

ا ب الغب بنیادی های سلول اب جمعیت های سلولی مشابه صورت به آزمایشگاهی محیط در مو های فولیکول

سلول های ناحیه بالج موشی ، مثال  نبعنواتوسعه می یایند.  مارکرهای سطح سلول و مورفولوژی به توجه

.  (Cotsarelis,2006)را بیان می کنند  K15 و CD34  ،K19  ،CD200مارکرهای اختصاصی مانند 

یس اپیدرم مورفوژنز در مهمیبسیار   نقش ، طولانی 4عمر طول سلول های بنیادی فولیکول مو با داشتن

(Lenoir et al.1988) ، مو های فولیکول Blanpain et al.2004; Oshima et al.2001) و غدد )

                                                           
1-Hair Follicle Stem Cells (HFSCs) 

2 -InterFollicular Epidermis (IFE) 

3 -slow cycling 
4 -lifespan 
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پوست در برابر هموستازی طبیعی و محافظ بافت و همچنین  کنند میایفا  (Morris et al.2004)سبابه 

اپی  دودمان های سلول های بنیادی ناحیه بالج در ارتباط با سایر بالغ، موش در .نیز می باشند ترمیم آسیب ها

 (Blanpain et al., 2004; Morris et al., 2004;  Oshima et al., 2001)تلیالی پوست هستند 

شدت رمی بهای مو و غدد سبابه متوقف شده و روند بازسازی اپید و در غیاب آنها مورفوژنزیس طبیعی فولیکول

 . (Jonathan et al.2008)تحت تأثیر قرار می گیرد 

 

 پتانسیل تمايزی سلول های بنیادی فولیکول مو -1-1-7-2

ا پتانسیل بچندتوان یا مولتی پوتنت بافتی –بالغ سلول های بنیادی فولیکول مو بعنوان سلول های بنیادی 

 تمامکه  قادر به تولید     Hoffman,2006,(Cotsarelis ;2006( تکثیری و تکوینی گسترده ای هستند

و در  (Inoue et al.2011)  بوده مو و سبوسیت ها ها، کراتینوسیت جمله از پوست یاپیتلیال های سلول

 Amoh et)یت تمایز به دودمان های اکتوردرمی ، مزودرمی و اندودرمی را دارندقابل عین حال

) 2008،2004al. . ،محیط در تمایز یافته را نیز های 1پیش ساز تولید توانایی این سلول های بنیادی 

ر سای و رشد فاکتورهای از استفاده با یتمایز مختلف هایپروتکل  رو از این .کنند می حفظ آزمایشگاهی

 خاصی دودمان ها یا رده های یآمیز موفقیت طور به توانند که می است شده سازی بهینه گرالقا فاکتورهای

 . کنند تولیدرا 

 لفولیکو در تمایزی مختلف های پتانسیل با بنیادی های سلول از زیرمجموعه های متعددی تا کنون وجود 

 .Amoh et al)2005( 3منفی 15کراتین  های سلول و .Li et al)2003( 2مثبت از جمله  نستین مو، های

 .2004Blum et al.-;Sieber2012(Esmaeilzade et al( 4اپیدرمی-عصبی، سلول های بنیادی ستیغ 

 200CD های سلول و   .Amoh et al.2015(Najafzadeh et al;2005( 5مثبت 34CDهای  سلول ،

فولیکول موی  بالج سلول های بنیادیبعنوان مثال  .به اثبات رسیده اند .Ohyama et al)2006( 6مثبت
+34CD  به سهولت به دودمان های عصبی بویژه نورون هائی با مارکرهای عمومی سلولی  تمایز می یابند

)2015(Najafzadeh et al.   و یا سلول های بنیادی+nestin   قدرت تمایز به دودمان   ناحیه بالج رت

 . (Nobakht et al.2009) های گلیالی و نورونی را دارند

 

 

                                                           
1 -Progeny 
2 -nestin-positive 
3 -keratin 15-negative 
4 -Epidermal-Neural Crest Stem Cells (Epi-NCSCs) 
5 -CD34-positive 
6 -CD200-positive 
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 میکروآرناها  و   کنترل تکوين فولیکول مو -1-1-7-3

 طریق از خاص ژنی های برنامه سرکوب و سازی فعال اسطهبومولکولی روند تکوین تا حد زیادی  سطح در

تحت کنترل قرار می گیرد لذا تنظیم برنامه های ژنی در  ترجمه و رونویسی از پس رونویسی، های مکانیسم

است که میکروآرناها  2و پس خوردی 1ارتباط با شبکه ی پیچیده ای متشکل از مکانیسم های پیش خوردی

های هدف آن ها ،  mRNAو  ها  miRNA در مجموع می توان گفتجزای بسیار مهم آن هستند. یکی از ا

که  ( Kim et al.2005; Lewis ,2003)متشکل از شبکه های تنظیمی متنوع قابل ملاحظه ای هستند 

نقش مهم و متفاوتی را در تنظیم و تثبیت سرنوشت سلولی و نیز توقف برنامه های ژنی در دودمان های سلولی 

 . (Andl T,2015)مختلف فولیکول مو ایفا می کنند 

بواسطه تغییرات گسترده ای در  3تکوین فولیکول مو و بازسازی ساختاری آن در دوران پس از تولد ن ،بنابرای

میکروآناتومی و فعالیت سلولی آن مشخص می شود که توسط مسیر های سیگنالینگ متعدد ، فاکتورهای 

که  ژن کردعمل در وراثتی تغییرات العه) اپی ژنتیک عبارتست از مط های اپی ژنیکی رونویسی و تنظیم کننده

 Botchkarev et)دها کنترل می شوآرنااز جمله میکرو (شود نمی DNA توالیدر  تغییرات شامل

al.2003; Schneider et al.2009;Frye et al.2012).  بطور معمول، میکروآرناها نه تنها برای تکوین

 فرد به منحصر بیانویژه ،  های miRNA هستند. ضروری بلکه برای رشد پس از تولد آن نیز وفولیکول م

فراوانی  . (Yi et al.2006) دنده می نشانروند تکوین و چرخه فولیکول مو  در را وابسته به مکان و زمان

 یجنینام  نمو  17 اوایل روز در تواند میدودمان فولیکول مو  و اپیدرمی های سلول درها  miRNA متفاوت

. اعتقاد بر اینست که چنین تفاوت هائی در پروفایل بین  (Yi et al.2006)است  تشخیصقابل  موش

. میکروآرناها در دودمان های مختلف اپیدرمیِ پوست به ایجاد این دودمان های بسیار مشابه کمک می کند

حتی درون فولیکول مو، تفاوت های عمده ای بیان میکروآرناها بین نواحی بالج ، غلاف خارجی ریشه و سلول 

و مشهود است ، در عین مشابهت بسیاری که در پروفایل بیان میکروآرناهای سلول های ناحیه های ماتریکس م

طبق مطالعات انجام شده ، میکروآرناهای  .  (Zhang et al.2012)بالج و اپیدرم قاعده ای مشاهده می شود 

سیکل مو و نوع سلول بیان می شوند بعنوان مثال   –دوران پس از تولد در روشی وابسته به  ویژه در پوستِ

فولیکول های مو در فازهای تلوژن و آناژن ، تفاوت های قابل توجهی را در سطوح بیان میکروآرناهایشان نشان 

می دهند که به نوبه خود بیانگر اهمیت میکروآرناها در تنظیم روند تکثیر و آپوپتوزیس آنهاست 

(Mardaryev et al.2010) . . 

 رنامهب از جمله میکروآرناهای با میزان بیان بسیار بالای پوست است که مستلزم تنظیم miR-24 بعنوان نمونه

یان ب داخلی ریشه غلاف ی یافته های تمایز بوده و بطور عمده ای در کراتینوسیت فولیکول مو  در تمایزی های

 طول در در حال تکثیر های سلول در miR-24 بیان بسیار بالای . (Amelio et al.2013)می شود 

 .می گردد زودرس تمایز و تکثیردر روند  کاهش توأم با HF طبیعی غیر نمو به منجر پوست مورفوژنریس

                                                           
1 -feedforward 
2 -feedback 
3 -postnatal 
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miR-24 تمایزبیان شده و  داخلی ریشهمنحصراً در غلاف  که استمیکروآرنای یافت شده تاکنون  تنها HF 

به فراوانی  miR-214و  miR-31 مختلف، های miRNA میان در .تحت کنترل قرار می دهد آناژن فاز دررا 

بیان می شود  آناژن طول در خارجی ریشهغلاف  و مو ماتریکس در حال تکثیر های کراتینوسیتدر

(Mardaryev et al.2010; Ahmed et al.2014) . یفارماکولوژیک مهار miR-31  ناحیه  پوست در

 Mardaryev et) شود می مو ساقه ی درصاینق ایجاد منجر بهشده و  ژناآن پیشروی فاز باعث موش پشت

al.2010)  .miR-31  ،مسیرهای فعالیت تعدیل طریق از در این بخش حداقل اثرات خود را بر رشد مو 

 16 کراتین مانند ساختاری های پروتئین بیان در تغییرات طریق از و همچنین  FGF و BMP سیگنالینگ

 miR-214بیان بسیار بالای  ، miR-31 مقابل در.  (Mardaryev et al.2010)می دهد   17کراتین  و
د. می شو مو ماتریکس در تکثیر کاهش با فولیکول های موی آناژن همراه کوتاهتر و کوچکتر رشد منجر به

 Shhو  Wntروی رشد مو بواسطه هدف گیری فعالیت مسیرهای سیگنالینگ  miR-214تأثیرات مهاری 

فیدبکی بین سیگنالینگ -. چنین اطلاعاتی نشانگر وجود یک لوپ (Ahmed et al.2014)اعمال می شود 

Wnt بنابراین،میکروآرنا می باشد.  –رونویسی بواسطه -و روند کلی تنظیم ژن در سطح پس از miR-31 و 

miR-214 که دهند می ارائه وممفه این رب را دال محکمی شواهد وبوده  ضروری حفظ فاز آناژن بسیار برای 

 وزآپوپت و تمایز تکثیر، بین تعادل حفظ بمنظور تکثیردر حال  های سلول در ها miRNAبیان بسیار بالای 

 حائز اهمیت اند.

 

 (MicroRNAs or miRNAs) میکروآرناها -1-1-8

 میکروآرناها معرفي -1-1-8-1

 کیکوچ بسیار بخش پروتئین می باشد که فقط-رمزکنندهژن  25000الی  20000ژنوم انسان متشکل از حدود 

 انسانی تومرپکعمده ی ترانس  که اکثریت حالیدر  را تشکیل می دهند پستانداران DNA کل مقدار از

از  کنندهکد- غیر های RNA ی ازمختلف ایارائه می شوند. زیرگروه ه کنندهکد- غیر های RNA بصورت

 در RNA تغییرات و ترجمه رونویسی، کروماتین، آرایش تنظیم بواسطه را ژن بیان جمله میکروآرناها ، روند

 دیگر موارد تنظیم می کنند.  میان

 Lee et)یافته شده اند  Caenorhabditis elegansدر نماتودها یعنی در  1993در سال میکروآرناها 

al.1993) رده ای از  وRNA  بصورتنوکلئوتیدی   22-20های غیر کد کننده ی طبیعی کوچک حدود 

 –تنظیم کننده بیان ژن در سطح پس از  و بعنوان واحد های مستقل رونویسی یا اینترون های سایر ژن ها

ها عمل تنظیم بیان ژن را با اتصال  miRNA .یا مهار ترجمه می باشند mRNA ی رونویسی از طریق تجزیه

بازهای -انجام می دهند. جفت شدن mRNA مولکول" UTR´31یا  3´ناحیه غیرقابل ترجمه ی انتهای "به 

ی هدف آن می تواند منجر به تجزیه یا مهار  mRNAمولکول  UTR´3یک میکروآرنا با ناحیه  نوکلئوتیدی

                                                           
1-3´ Un Translated Region (3´UTR) 
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های رونویسی شده تحت کنترلِ تنظیمات میکروآرنا  mRNAاز  %60روند ترجمه گردد. در ژنوم انسان بیش از 

ی خاص  mRNAیکی از مهم ترین روش های تنظیم ترجمه ی یک . (Friedman et al.2009)هستند 

به نظر می رسد که . ی ویژه باشد mRNAی کوچکی است که مکمل بخشی از آن  RNA، ساخت 

ا علاوه بر تنظیم ترجمه قادر به خاموش کردن برخی ژن ها در سطح رونویسی نیز هستند که اغلب میکروآرناه

به شدت فشرده است و نوکلئوزوم های  DNAماتین )ناحیه ای از ژنوم که این ژن ها واقع در ناحیه هتروکرو

ها بعنوان سرکوب گر فعالیت های ژن در  miRNA .متراکم از انجام رونویسی جلوگیری می کنند( است 

گیاهان و جانوران عمل کرده و نقش مهمی در کنترل تکوین ، تمایز ، تکثیر ، انعطاف پذیری ، ارگانوژنزیس ، 

 Andl et al.2006;Poy et al.2004;Yi) فعالیت سلول های بنیادی ، کنترل رشد و آپوپتوزیس دارند

et al.2006; Wienholds et al.2005; Zhao et al. 2005, Chen et al.2004) .  ،بعلاوه

تنظیم  ومیکروآرناها بمنظور تعدیل سرنوشت سلولی با سایر تنظیم کننده های رونویسی )فاکتورهای رونویسی 

 Herranz and)کننده های اپی ژنتیکی( همکاری کرده و شبکه های تنظیمی ژن را تثبیت می کنند 

Cohen.2010;Pelaez and Carthew.2010) .  کنندهاز ژن های رمز  % 80-30برآورد شده حدود-

منفرد ممکن است با کل مجموعه ژن  miRNAها تنظیم می شوند. یک  miRNAپروتئین احتمالاً توسط 

های متعددی کنترل شود  miRNAکنش دهد در حالی که بیان یک ژن منفرد ممکن است توسط  ها برهم

Friedman R C et al , 2009))  . 

   

  میکروآرناهااستاندارد بیوژنزيس  -1-1-8-2

 قرار دارند. یا درون نواحی اینترونی و 1بطور معمول یا درون یک ژن میزبان ژن های رمز کننده میکروآرناها 

 ژن های،  (.Gangaraju and Lin.2014Ha et al ;2009( هامیکروآرنا 2استاندارد بیوژنزیس در مسیر

رونویسی شده و منجر به تولید نسخه  RNA Polymerase ΙΙ (Pol II) آنزیم توسط رمز کننده میکروآرنا

در ؛ می شود 4با ساختار موضعی سنجاق سری miRNA-pri یا 3ی اولیهمیکروآرنا اولیه طویلی  موسوم به

که ممکن است حاوی یک یا چندین تکرار از توالی میکروآرنا باشند، در محل  چنین رونوشت اولیه میکروآرنا

-وجود توالی های مکمل معکوسی یا پالیندرومی ، ساختارهای سنجاق سری یا ساختارهای موسوم به ساقه 

ی موجود در هسته متشکل از  6توسط مجموعه ریز پردازنده بعداً این رونوشتردد. تشکیل می گ 5حلقه

Drosha (RNA اندونوکلئاز)  8وDGCR7   موسوم به  8دروشاشریک "یاPasha"  نوعی پروتیئن متصل(

نوکلئوتیدی می شود که توسط  70حدوداً  Pre-miRNAیل به پردازش شده و تبد(  RNA –شونده به 

                                                           
1 - Host Gene 
2 -Canonical pathway 
3 -primary miRNAs (pri-miRNA) 
4 -Hair pin 
5 -stem & loop 

6 - microprocessor 

7 - DiGeorge syndrome Critical Region gene 8 (DGCR8) 

8- Partner of Drosha (Pasha) 
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پس از ورود به سیتوپلاسم مجدداً  Pre-miRNA . .به سیتوپلاسم فرستاده می شود Exportin-5 پروتئین 

ی دو رشته  miRNAبا حذف حلقه بازهای جفت نشده به  Dicerدیگری به نام   RNAaseتوسط آنزیم 

 دایسر طرفیاز  ؛پردازش می شود 2و پیرو 1نوکلئوتیدی متشکل از رشته های پیشرو -22ای بالغ طویل حدوداً 

های تک  miRNAآنها را به  رشته های میکروآرنای دو رشته ای با جدا کردن بعنوان هلیکاز نیز عمل کرده و

ننده  کمپلکس خاموش ک" مجموعه ای از پروتئین ها با اتصال بهرشته پیشرو سپس  رشته ای تبدیل می کند.

3  ´ناحیه  خود یعنی جایگاه های هدف را ساخته و به "miRISCموسوم به   miRNA –با  3القاء شونده

UTR مولکول   ´5نوکلئوتیدی واقع در انتهای 8-6بواسطه قطعات  آن همmiRNA  که تحت عنوان جایگاه

و بسته به طول ناحیه مکمل  ، متصل می شود هستند miRNAهای هدف بر روی مولکول  mRNAاتصالی 

 (.4-1یا تجزیه آن می گردد )شکل و  mRNA هدفش باعث مهار ترجمه آن mRNAو  miRNAبین  ما

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 -Leading strand 

10-Lagging strand 
3 -RNA Induced Silencing Complex (RISC) 

 (Bin et al.2013)و مکانیسم سرکوب بیان ژن  ها miRNAشماتیکي از مسیر بیوژنزيس  -4-1شکل 
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 میکروآرناها و سلول های بنیادی -1-1-8-3

 است ددمتع تمایز یافتهدختری  های سلول تولید و آنها برای خودنوزائی توانایی بنیادی، سلول یک مشخصه

(Hsu and Fuchs.2012). ولیسلدرون  های مکانیسم توسط بنیادی های سلول نوزائیِ-تقسیمات روند خود 

لول س سیگنالینگ شامل سلولی بین های ممکانیس که حالی در.  (Lin,2002)  دشو می کنترل سلولی بین و

 ژنتیک، اپی سطوح در کهافتراقی ژن هائی است  بیان مکانیسم های درون سلولی شامل های کنام مجاور و

 قسیمت عنوان که تحت فرد به منحصر تقسیم این طول در .دنشو می کنترل ترجمه از پس و ترجمه رونویسی،

ز ا ، سلول های دختری را به منظور تعیین سرنوشت شانبنیادی های سلول شود، می شناخته نیز 1نامتقارن

 می کنند. 2تنظیمی متعدد ضمن حفظ وضعیت بنیادین آنها برنامه ریزی مجددطریق تعدیل مکانیسم های 

 ردنک خاموشبمنظور  ژن بیان پروفایل در همزمان تغییرات با یدختر های سلول مجدد ریزی برنامه بنابراین،

 سلول ، توأم می شود.-اختصاصی سرنوشت های ژن نیز روشن کردن و نوزائیخود توانائی

نوزائی سلول های بنیادی و -روند خود تنظیم در مهمی نقش ها ،  miRNA دهد می نشان اخیر تحقیقات 

 تمایزی دختریِ در حال سلول ها و بنیادی های سلول در هدف های mRNA ترجمه کردن سرکوب با تمایز

 سلول جنینی، بنیادی های سلول در هایی نقش چنین.  .Gangaraju and Lin)2007( ایفا می کنند

 miRNAسوماتیک متعدد مشاهده شده است. اخیراً  های بافت بنیادی های سلول و 3زایا رده بنیادی های

و رفتار سلول های بنیادی بعنوان عوامل مهم در تنظیم ترجمه پدیدار شده اند و مستلزم کنترل سرنوشت ها 

و حفظ سرنوشت های تثبیت  عنی در طول تمایز، میکروآرناها بهی (Blakaj and Lin.2008) می باشند 

،  ها miRNAدر واقع می توان گفت  .(Ivey and Srivastava.2010)کمک می کنند سلولی خاص 

ول های بنیادی سلیا تکوین تکثیر یا تمایز  بسیار مهم حفظ و تغییر وضعیت سلولی در طول تنظیم کننده های

بوسیله جفت شدن  رونویسی-ازدر سطح پس صد ها ژن هدف حفاظت شده  4کاهشی منفی یا تنظیم واسطهب

 ی هدف می باشند mRNAمولکول های  UTR´3با ناحیه  ´5ها در سر  miRNAجایگاه های اتصال 

(Blakaj and Lin.2008) . miRNA  رانس کریپتومی وظایف بسیار مهمی در محدوده وسیعِ تغییرات تها

از  اعم -بنیادی سوماتیک و پیش ساز در سلول های غیرات سرنوشت سلولی رخ می دهد. دارند که در طول ت

د میکروآرناها عملکر -پوست می شوندتکوین و   سلول هائی که درگیر میوژنزیس ، هماتوپویزیس ، تکوین عصبی

تنظیم دقیق پیشبرد و تثبیت انتخاب های سرنوشت سلولی در قالب لوپ های فیدبکی مثبت و منفی می باشد. 

رد تمایز و عملک منجر به پاسخ های مولکولی مناسب سلولی است که در مجموع این مکانیسم های تنظیمی

 .(Shenoy and Blelloch.2014)را امکان پذیر می سازند  را امکان پذیر می سازند  صحیح سلولی

 

                                                           
1 -asymmetric division 

2 -reprogramming 

3 -germline stem cells 
4 -downregulation 
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 بیان مسئله -1-2

سلول های بنیادی فولیکول مو قابلیت القای تولید جمعیت فراوان دودمان های نورونی و گلیالی ، متعاقب 

نوروژنریس بعنوان فرآیند .  (El Seady,2008)انکوباسیون با فاکتورهای رشد اگزوژن یا خارجی را دارند 

 در ها miRNA تعریف می شود.تولید نورون های بالغ و عملکردی از سلول های بنیادی  و پیش ساز عصبی 

 Stefani and Slack.2008;Lao and)کرده شرکت نوروژنز، جمله از بیولوژیکی، فرآیندهای تمام تقریبا

Lau and Hudson.2010; Li and Jin.2010;Shi et al.2010)  و درگیر مراحل متعدد آن می شوند

(Shi et al. 2010)  سلول های بنیادی عصبی قابلیت حفظ وضعیت تمایز نیافتگی و نیز تمایزیافتن به .

 .  (Gage,2000)دودمان نورونی و گلیالی را دارند

تنوع چشمگیر نورون های یافت شده در سیستم عصبی از مجموعه ی محدودی از پیش سازهای عصبی ، 

ی متمایز سلولی می باشند. مدارک اخیر گویای ناشی از برنامه های مختلف بیان ژن جهت کسب سرنوشت ها

ها تا حدود زیادی مستلزم  ایجاد مشخصات سلول عصبی در طول القای عصبی، تمایز  miRNAآنست که 

. بطور ویژه ای، تصمیمات  (Stappert et al.2015)نورونی و تخصصی سازی زیرمجموعه ها می باشد 

سرکوبگر فاکتورهای رونویسی می باشد که ممکن است -قابلزیرگروه نورونی اغلب وابسته به جفت های مت

 .   (Nam et al.2011)ها مورد تنظیم قرار گیرند  miRNAتوسط 

 مکانی زیعتو نیز و تمایز و تکثیر ،هماهنگی از عوامل تکوینی بسیار شبکه عصبی سرنوشت به هنگام القای

-های فراوان miRNAی از خاص مجموعه توسط عوامل این فراوانی .ندنک می تنظیم سازهای نورونی را پیش

 miR-124  ،miR-125b  ،miR137  ،miR-9دقیق واقع می شود.بطوری که نقش  -تنظیم مغزی تحت

و  miR-134در پیشبرد روند تمایز عصبی به اثبات رسیده است اما میکروآرناهای دیگری نیز مانند  let-7 و

miR-184  مستلزم حفظ و تکثیر پیش سازهای عصبی می باشند. بعلاوه ممکن است میکروآرناها تغییر

سرنوشت را از نورونی به گلیالی را تنظیم کرده و تولید آستروسیت ها و الیگودندروسیت ها را به پیش برند 

(He et al.2012 ; Zheng et al.2011).  

 نورونی غیر های سلول در نورونی های ژنکننده  خاموش یِپروتئینکمپلکس  REST-SCP1 ،بعنوان مثال 

را در  miR-124و  miR-9نورونی یعنی -می باشدکه از طریق چرخه های فیدبکی میکروآرناهای اختصاصی

-پیش سازها سرکوب می کند. در طول تمایز، خروج از سیکل سلولی با فعال سازی برنامه رونویسیِ اختصاصی

در طول این فرآیند، میکروآرناها برای تخصصی سازی عملکردی و مورفولوژیکیِ نورون  همراه می شود.نورونی 

های در حال تمایز ضروری اند. چنین نقشی تا حدودی بواسطه هدف گیری فاکتورهای اپی ژنتیکی و سرکوب 

روند تکثیر   let-7bو یا میکروآرنای ؛  (Shenoy and Blelloch.2014)گرهای رونویسی حاصل می شود 

( 1E2NR2)یا  TLX1و تمایز سلول های بنیادی عصبی را با هدف گیری تنظیم کننده سلول بنیادی یعنی 

 Zhao et)مورد تنظیم قرار می دهد ( CCND1)یا CyclinD1 و تنظیم کننده سیکل سلولی یعنی 

al.2010)  . 

                                                           
1- Tailless  
2 - Nuclear Receptor subfamily 2 group E member 1 
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ها تا حدود زیادی مستلزم ایجاد مشخصات نورونی  miRNAشواهد جدید حاکی از آنست که از طرف دیگر 

تنظیم مهاجرت عصبی ، رشد خارجی ، زیرمجموعه ها  اختصاصی بودندر طول القای عصبی ، تمایز نورونی و 

است . میرناها نقش مهمی در بیولوژی سلول  (Siegel et al.2011 )نوریت ها و انعطاف پذیری سیناپسی 

بافت ، می توانند بواسطه  –برخی ازمیرناهای اختصاصی  . (Lang et al.2012)های بنیادی ایفا می کنند

 Ponomarev et)کنترل سطح سرکوب گرهای عمومی بیان ژن منجر به پایداری سلول های خاصی شوند 

al.2013)  . 

میکروآرنای  let-7b و miR-124  ،miR-9طبق مطالعات مختلف مشخص شده که سه میکروآرنای 

اهای البته در میان میکروآرن .می باشندس و تمایز عصبی مؤثر در روند نوروژنزی بوده واختصاصی بافت عصبی 

در پیشبُرد تمایز نورونی تا حدود زیادی مورد مطالعه قرار  miR-9و  miR-124مغز عملکردهای -فراوان

چرا که هر دو میکروآرنا با  ؛(Coolen et al.2013;Akerblom and Jakobsson 2014)گرفته است 

 مانطوره شبکه های تنظیمی ژن و تغییرات ژنتیکی جهت القای بیان برنامه تمایز نورونی برهم کنش می دهند.

 تغییر به قادر Hela سرطانی های سلول در  miR-124 از بیش بیان ، شده داده نشان 2005 سال در قبلا که

 . (Lim et al.2005)نورونی می باشد  های سلولبا  مشابه شکل به بیان خودشان پروفایل

 سلول های بنیادی بالجا کنون از طیف گسترده ای از القاگرها در مطالعات مختلف جهت القای تمایز عصبی ت

( ، فاکتور نورتروفیک مشتق از مغز  .1020Nobakht et al) NT1-3یا  3نوروتروفین مانند  فولیکول مو

)BDNF2(  سلول های گلیال رده فاکتور نورتروفیک مشتق از وGDNF)3(  )2008(El Seady et al.  

 ، 1-Neuregulin )2004.  Blum-(Sieber 1640 و محیط کشت-RPMI4  سرم یا از %10 حاوی  

FBS5 )2009(Amoh,  مورد استفاده قرار گرفته است. محیط های کشت مکمل احتمالاً قابلیت تحت تأثیر

عاری از قرار دادن روند تمایز سلولی را دارند چرا که گروهی از مطالعات ثابت کرده اند پروتکل محیط های 

ای حیط ههای بنیادی فولیکول مو در م منجر به تسهیل روندهای نوروژنزیس و آستروژنزیس در سلول سرم 

in vitro 6تمام ترانس می شود ؛ همچنین تیمار با رتینوئیک اسید RA)AT(  نیز تعداد نورون ها را نسبت

از پروتکل جدید القای نورونی که شامل با استفاده ما برای اولین بار دهد؛ لذا  به شرایط کنترل افزایش می

می باشد  سرم %10حاوی محیط  و 12F-DMEM7 ، BDNF ،EGF8  ،RAAT ، bFGF9محیط کشت 

 یهارنامی تمایز داده و بیان عصبی یعنی نورونی یا گلیالی سلول های بنیادی فولیکول مو را به سلول های

با استفاده  را قبل و بعد از تمایز نورونی let-7bو  miR-124  ،miR-9 عصبیِ انتخاب شده و موردنظر یعنی

  . دادیممورد بررسی قرار     Real-time PCRاز روش

                                                           
1-Neurotrophin-3  
2-Brain-Derived Neurotrophic Factor  
3-Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor  

4 -Roswell Park Memorial Institute 

5 -Fetal Bovine Serum (FBS) 
6 -All Trans Retinoic Acid 

7 -Dulbecco's Modified Eagle's medium 

8 -Epidermal Growth Factor  
9 -basic Fibroblast Growth Factor  
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از بین  miRNAمهم ترین ئی را که بیان بالاتری را داشته بعنوان   miRNAسپس بر مبنای نتایج حاصل 

miRNA آن را  با استفاده از تکنیکانتخاب کرده و عملکرد  های مورد مطالعه بعد از تمایز نورونی 

Transfection of miRNA  در سلول های است ، "  1عملکرد کسب و فقدان"که جزو آزمایشات مولکولی

ی عصبی  miRNAجهت حصول اطمینان از درستی انتخاب این میکروآرنا بعنوان  فولیکول مو تمایز یافته

 .دادیم قرار بررسی مورد  ها  HFSCمؤثر در تمایز نورونی سلول های بنیادیِ مورد مطالعه یعنی  

 

 ضرورت انجام تحقیق -1-3

قبیل پارکینسون، هانتینگتون، آلزایمر، ام اس و آسیب نخاعی به دلیل از از  2بیماری های تحلیل برنده عصب

 3بین رفتن سلول های گلیالی و نورونی در مغز و نخاع می باشند، به عنوان مثال در مالتیپل اسکلروزیس

الیگودندروسیت ها و میلین آکسون ها توسط مکانیسم های التهابی تخریب می شوند. دمیلینه شدن موجب از 

به دلیل توانایی  4ین رفتن عملکرد صحیح سلول های عصبی می شود. بهبود اختلالات سیستم عصبی مرکزی ب

پستانداران در جایگزینی سلول های از دست رفته، جایگزینی میلین آسیب دیده و برقراری  CNS محدود

با وجود ترمیم (. Bonab et al. 2007) ندی صورت می گیرد و ناکافی استاتصالات مجدد عصبی به کُ

رخ می دهد و استفاده از داروهای تعدیل کننده ایمنی یک نیاز آشکاری برای درمان های  CNS هایی که در

آسیب دیده و بازیابی  CNS پیشرفته حس می شود. بنابراین ضرورت دارد که از سلول های اگزوژن برای ترمیم

و تمایز به چندین دودمان می باشند. بنابرین  د نوزاییخو عملکرد استفاده شود. سلول های بنیادی دارای توانایی

ول های انواع سل .سلول درمانی ابزاری برای غلبه بر عدم موفقیت میلین سازی مجدد در ترمیم عصبی می باشد

سلول (، Glaser et al. 2007در ترمیم بافت شامل سلول های بنیادی جنینی ) لول درمانیمنتخب برای س

 (.Lu et al. 2003) باشند می یا سلول های بنیادی عصبی (Mani et al. 2008) میهای بنیادی مزانشی

و نیز مارکرهای سلول های بنیادی عصبی توسط سلول های بنیادی فولیکول مو  5بیان ژن های ستیغ عصبی

های  انواعی از سلول.  (Sieber-Blum et al.2006)حاکی از پتانسیل تمایز عصبی این سلول ها می باشد 

  34CDبرخی از مارکرهای سلول بنیادی مانند  nestin+موشی موسوم به سلول های بنیادی فولیکول موی 

تمایز  (Li L.,2010)را بیان کرده و می توانند به انواع سلول های غیر فولیکولار اعم از سلول های عصبی 

سته به د زیادی وابحتکثیر آنها تا  و تمایز سلول های بنیادی فولیکول مو پتانسیل تنوع به توجه با. یابند

ها به سلول های شوآن و  HFSCمستلزم تمایز   Neuroregulin-1مثلاً  .می باشد اگزوژن رشد فاکتورهای

  . 2004Blum.-(Sieber(می باشد  6توبولین مثبت III موسوم به بتا سلول های عصبی

                                                           
1-gain and loss of function experiments 

2 -Neurodegenerative 
3- Multiple Sclerosis (MS) 

4- Central Nervous system 
5 -Neural Crest 
6-β-III tubulin+ 
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سلول های بنیادی به سلول های شبه نورونی تبدیل  ه دنبال القای تمایز نورونی با پروتوکل القای نورونی ،ب

سلول های بنیادی ، این سلول ها از سیکل سلولی خارج شده و مارکر های  یافتن می شوند. پس از تمایز

 اپیدرمی  مشتق از فولیکول های موی –مختلف عصبی را بیان می کنند . مثلاً سلول های بنیادی تاج عصبی 

نورون ؛ لذا (Sieber-Blum M,2008)را بیان می کنند  Oct4و  Nanog بینی موش، مارکرهای عصبی

نه  عصبی 1حاصل از سلول های بنیادی فولیکول مو ارائه دهنده ی یک منبع بالقوه سلولی برای فراکاشت یها

تحلیل برنده عصب و بیماری های سیستم عصبی نیز مورد درمان اختلالات تنها در علم درماتولوژی بلکه در 

  (Amoh et al. 2005a, 2008; Sieber-Blum et al. 2006).می باشند توجه قرار گرفته است.

ها بعنوان تنظیم کننده های بسیار مهم روند تکثیر ، تمایز و انتخاب  miRNAمطالعات حاکی از نقش 

سه میکروآرنای موردنظر از طرف دیگر  . (Stappert et al.2015)سرنوشت سلول های عصبی می باشند 

 miRNA عنوان تحت هستندکه میکروآرناهائی جزو let-7b و miR-124  ،miR-9در این تحقیق یعنی 

 اتاثب به عصبی تمایز و نمو طول در نحوی به عملکردشانتأثیر و  و شوند می شناخته  2مغزی - فراوان های

 .است رسیده

miR-124 سیستم عصبی  -، از جمله میرناهای اختصاصی (Lagos-Quintana et al., 2002)  و فراوان

درصد کل میرناها شامل می شود . این میرنا در پستانداران توسط سه  48الی  25ترین میرنای مغزی است که 

ز رم(  miR-124-3 و miR-124-1  ،miR-124-2) ژن مستقلِ مستقر بر روی سه کروموزوم مختلف 

که در نورون ها )و نه آستروسیت ها ( بیان شده و  (Lagos-Quintana et al., 2002)گردانی می شود  

 ,.Krichevsky et al., 2003; Miska et al)سطح آن در طول نمو سیستم عصبی افزایش می یابد  

2004; Smirnova et al., 2005) .  چنین به نظر می رسدmiR-124  در پستانداران ، تضمین کننده

، ممکن است صدها و حتی هزاران ژن مختلف را  miR-124نورونی به نورونی باشد. -تغییر بیان ژن های غیر

 Conaco et al.2006 ; Hendrickson et al.2009 ; Lim et al.2005; Makeyev)تنظیم نماید 

et al . 2008)   و احتمالاٌ بواسطه سرکوب طیفی ازmRNA  پروتئین های دخیل در تکثیر  کنندههای رمز

 .  (Fang et al.2012)سلولی، در تمایز نورونی شرکت می کنند

بعنوان زیر واحد سرکوب گر عمومی ژن  1SCP3نمونه های مهم ژن های هدف شامل ژن های رمز گردان 

مسیر   1Jagged، لیگاند  9oxS5، فاکتورهای رونویسی  REST4سیستم عصبی موسوم به  -های اختصاصی

 1PTBP6 ی mRNAمربوط به کمپلکس تغییر کروماتین و  a53BAF، زیر واحد  Notchسیگنالینگ 

 , Cheng et al.2009 , Rajasethupathy et al.2009 , Visvanathan et al . 2007)هستند  

Yoo et al.2009) . 

                                                           
1-transplantation 

2 -enriched-brain miRNAs 
2- small C-terminal domain phosphatase 1 

3-Repressor-Element-1 Silencing Transcription factor  
5- Sry-type high-mobility-group box 9 
6- Polypyrimidine tract-binding protein 1  
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 REST  بعنوان سرکوب گر رونویسی ژن های عصبی در بافت غیرعصبی از جملهmiR-124  است(Conaco 

et al.2006) .  سطوح پایینREST  با بیان بالای توأمmiR-124  منجر به تمایز نهایی سلول های نورونی ،

 . (Visvanathan et al.2007)می شود 

 miR-124   با هدف گیری و سرکوبmRNA  های غیر نورونی از جملهSCP1   فسفاتاز کوچک اختصاصی(

-که مستلزم عملکرد مسیر ضد RNA polymerase IIفسفوسرین های دومِین انتهای کربوکسیلی آنزیم 

منجر به پیشبُرد تمایز  (Visvanathan et al.2007)( در سلول های غیر نورونی است   REST عصبی

  . (Yeo et al.2005)نورونی می شود 

miR-9  سیستم عصبی ا ست که در مراحل نوروژنزیس مغز بیان شده  –هم یکی دیگر از میرناهای اختصاصی

 Qu et)رسپتور هسته ایِ منحصر بفرد    TLX .و نقش بسیار مهمی در نمو مغز مهره داران ایفا می کند 

al.2009)  و تنظیم کننده  ی سلول های بنیادی(Zhao et al.2009)   در مغز قدامی مهره داران است که

 .است  miR-9بیان شده و یکی از ژن های هدف مهم 

و تنظیم منفی روند تکثیر سلول های بنیادی  TLX ی mRNA، با سرکوب بیان   miR-9طبق تحقیقات، 

 TLX، حتی در سطح پس از رونویسی هم با سرکوب بیان  miR-9 عصبی ، تمایز عصبی را تسریع می کند.

-miR ی pri-miRNAبیان ژن یا  ، هم TLX. .، باعث پیشبرد بیشتر  بیان میرناها در طی تمایز می شود

9 (Zhao et al.2009)  را سرکوب می کند. هم چنین لازم به ذکر است که این میرنا در سطح رونویسی

 Deo M et al.2006 , Conaco)مورد سرکوب واقع می شود  RESTعصبی -هم توسط کمپلکس ضد

مربوط به (  RCOR2)یا  Co RESTبطوریکه در طول تمایز عصبی با هدف گیری کوفاکتور   (2006 .

 منجر به بیان خود و سایر ژن های نورونی می شود . RESTکمپلکس 

و تخستین میرنای شناخته  C.elegansیکی از نخستین دو میرنای کشف شده در  lethal-7  (let-7)ژن 

که در میان گونه های جانوری با ایزوفرم های حاویِ توالی   (Reinhart et al.2000)شده ی انسانی است 

 . Pasquinelli et al.2000 ;Lagos-Quintana et al)های کمی متفاوت، بشدت حفاظت شده اند 

بعنوان تنظیم کننده های مکانیسم های سلولی مختلف از قبیل تکثیر و  Let-7اعضای خانواده ی  . (2002

 و RAS  ،HMGA2  ،CyclinDیز هستند که بواسطه مهار تنظیم کننده های سیکل سلولی مثل تما

CDC25 روند تکثیر را تضعیف می کنند(Dong Q et al.2010, Kumar MS et al.2008 , 

Johnson CD et al.2007) . 
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b7-etl هم عضوی از خانواده miRNA  7های-etL  الایی را در ببوده و در مغز پستانداران بیان شده و بیان

در سلول های بنیادی  let-7bبعنوان یکی از اهداف بسیار مهم  TLX  .  طول تمایز عصبی نشان می دهد

ها را با سرکوب رونویسی ژن های هدفِ پائین  NSCنوزائی  -عصبی است که وضعیت تمایز نیافتگی و خود

 Pten)تنظیم کننده سیکل سلولی( و  p21موسوم به   cyclin–دستی خود یعنی مهار کننده کیناز وابسته به 

 . (Zhao et al.2010)) ژن سرگوب گر تومور( بواسطه اجتماع با هیستون داستیلازها ، حفظ می نماید

 let-7b  ، بیان TLX  وCyclin D1  3را با اتصال به ناحیه´ UTR  درmRNA  هایشان سرکوب کرده

با   let-7bو بعنوان تنظیم کننده مهم تکثیر و تمایز سلول های بنیادی عصبی عمل می کنند . بطوریکه ، 

، تمایز نورونی  سلول های بنیادی عصبی منجر به مهار تکثیر  Cyclin D1  و TLX هدف گیری و سرکوب

 .  (Zhao et al.2010)و نهایتاً  پیشرفت نوروژنزیس می شود 

منفی و مثبتی متشکل از فاکتورهای رونویسی  یِدر طول تمایز، بیان میرناها می تواند توسط لوپ های فیدبک

تئین داده ها بیانگر اینست که پرو  .(Shenoy and Blelloch,2014)و اپی ژنیکی تحت کنترل قرار گیرد

،  miR-124 و miR-9نورونی یعنی  –کننده ی میرناهای اختصاصی  سرکوب REST-SCP1کمپلکس 

فیدبک داده و به این ترتیب  RESTبا کمپلکس  SCP1هم بواسطه مهار  miR-124در پیش سازها است. 

 . (Visvanathan et al.2007)فعالیت آن را در طول تمایز نورونی سرکوب می کند 

 NSCرا در   TLX ،miR-9است که طی آن   miR-9 و TLX نمونه دیگری از  لوپ فیدبکی منفی شامل  

؛  (Zhao et al.2009)ترجمه آن را مهار می کند  ، TLXهم طی فیدبک با  miR-9ها سرکوب کرده ، 

و تمایز یافتگی تشکیل می دهند که نهایتاً  لذا لوپی را  بمنظور تنظیم تعادل بین  وضعیت های بنیادی

 miR-9 و miR-124 بیان . (Zhao et al.2010)سرنوشت سلول های بنیادی عصبی را کنترل می کند 

کنترل و سرکوب  TLXفاکتور و  RESTکمپلکس سرکوب گر نوروژنیکی  SCP1کوفاکتورهایبه ترتیب با 

بیان خود را با هدف گیری تنظیم کننده های منفی خود تقویت  ،می شوند .در طول تمایز نوورنی، این دو میرنا

 را مورد هدف قرار می دهد . let-7 ،Tlxبا تشکیل لوپ های خود تنظیمی بواسطه  miR-9می کنند ؛ مثلاً 

miR-124   با هدف گیری کمپلکسREST  ،miR-9 و let-7b  هم مشترکاً  با هدف گیریTLX  بعنوان

 بیان ژن های نورونی ی سرکوب گر ژن های نورونی باعث پیشبُرد سرکوب زُدایی و هدایت فعال سازی برنامه

  (5-1)شکل  (Zhao et al.2009 ,2010)در طول تمایز می شوند  )عصبی(
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بررسی کارآمدی پروتکل جدید القای نورونی و متعاقب آن بررسی نوع و درصد انواع سلول های عصبی حاصل 

بوده   عهمطالدر این یکی از مهم ترین ضروریات  القای تمایز عصبی در سلول های بنیادی فولیکول موبدنیال 

سلول های بنیادی  عصبیِ روند تمایزِ در let-7b و miR-124،miR-9 تا کنون عملکرد است. از طرف دیگر، 

به اثبات رسیده  in vitroو  in vivoدر محیط های آنها   تمایز عصبیو قابلیت  که بارها پتانسیل  فولیکول مو

در این  تمایز نورونی  پس از القایها  miRNAبررسی نشده است لذا برای اولین بار پروفایل بیان این  است،

 . اده شدمورد مطالعه و بررسی قرار دسلول ها 

 

 

let-7b miR-9 miR-124 

TLX 

Neuronal genes 

SCP1 

REST Complex 

Neuronal genes 

NSC Neuron 

 let-7b (Shenoy and Blelloch,2014) و miR-124  ،miR-9لوپ فیدبکي بین  -5-1شکل 
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 فرضیه های پژوهش -1-4

 معرض رد گیری قرار از پس فولیکول موناحیه بالج  بنیادی های سلول اگر که شد این بر فرض پژوهش این در

یج به سلول های ربه تد و محیط حاوی سرم ATRAو  BDNFوbFGF ,EGF  وژنزاگ فاکتورهای رشد

تبدیل خواهند شد. در مرحله بعد فرض کردیم در صورت دست یابی به سلول بی اعم از نورونی یا گلیالی صع

 در نورونی ایزمت القای متعاقب را بیان میزان بالاترین که میکروآرنائی با آنها نمودن  ترانسفکت و عصبی های

سلول ها خواهد داشت ، به بررسی اثر و عملکرد میکروآرنای موردنظر با استفاده از تکنیک کسب و فقدان  این

عملکرد جهت حصول اطمینان از این که میکروآرنای عصبی انتخاب شده در تمایز عصبی سلول های بنیادی 

ه ب بالج فولیکول مو. در این مطالعه برای بررسی این فرضیات  از سلول های بنیادی  خواهیم پرداختتحقیق 

سلول واع ان در دسترس و بدون مشکلات اخلاقی برای تمایز به  اپی تلیالیعنوان منبعی از سلول های بنیادی 

 .استفاده شد و اهداف زیر در این تحقیق دنبال شد عصبی های 

 

 اهداف تحقیق -1-5 

 اصلي فاهدا -1-5-1

 عصبی متعاقب استفاده از پروتکل القای تمایز  های سلول به فولیکول مو بنیادی های سلول تمایز

 موردنظر نورونی

  بررسی پروفایل بیان سه میکروآرنای مهم عصبی یعنیmiR-124  ،miR-9 و let-7b  دخیل در

 ناحیه بالج فولیکول موجدا شده از  تمایز نورونی سلول های بنیادی 

 

 اهداف فرعي -1-5-2

 بالج فولیکول مو بنیادی های سلول کشت و جداسازی  

 ندمان دودمان عصبی سمت به تمایز با اپی تلیالی جداسازی شده های سلول بودن بنیادی اثبات 

 سیت هانورون، آستروسیت و یا الیگودندرو

 شد رهای فاکتور به کمک مکمل  عصبی های سلول به بالج فولیکول مو بنیادی های سلول تمایز

bFGF  ،EGF  وBDNF  بهمراه القاگرATRA  

 2 های پروتئین بررسی بیانMap1 ، Neu N2  3یاRbfox3   وGFAP4 تمایز  القای از قبل و بعد

 نورونی مورد استفاده تمایز بمنظور بررسی کارآمدی پروتکل القای ایمونوسیتوشیمیبا   نورونی

                                                           
1-Microtubule Associated Protein 2 (MAP2) 
2- Neuronal Nuclei 
3- RNA Binding protein Fox-1 Homolog 3 
4- Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) 
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 هدف : های ژن بررسی بیان Map2  ،Rbfox3  ،Sox9  ،Ptbp1  ،CCND1  ،NR2E1 ، 
RCOR2  وDLK1  توسطReal -time-PCR قبل و بعد از القای نورونی 

  ترانسفکت Mimic  وInhibitor  از بین سه میکروآرنای مورد مطالعه(  هدف )منتخبمیکروآرنای

 های تحت کشت  HFSCبه 

  گروه بندی سلول ها پس از ترانسفکشن میکروآرنا 

 پیاده سازی پروتوکل القای تمایز نورونی طبق گروه بندی انجام شده 

 توسط  هدف ژن هایمجدد   بررسی بیانReal -time-PCR پس از ترانسفکشن میکروآرنای هدف  

miR-124-3p به سلول های تحت کشت 

 شنسفکناتر متعاقب ایمونوسیتوشیمی توسط و گلیالی مارکرهای نورونی های پروتئین بیان بررسی 

  در سلول های تمامی گروه ها

 

 اهداف کاربردی -1-5-3

 اینکهو تأیید  ها HFSC تمایز نورونیالقای  برایپروتوکل مورد استفاده  مطلوب کارآمدی اثبات در صورت

miRNA  وده باین سلول ها  نورونیمیکروآرنای عصبی مؤثر در تمایز یک  مانموردنظرترانسفکت شده ی

 inها در محیط های  HFSCبهینه سازی روند نوروژنزیس از نورون های حاصل از  بواسطهمی توان ؛  است

vitro .بعنوان منبع بالقوه سلولی برای فراکاشت های عصبی در روند درمان اختلالات نورودژنراتیو بهره  برد 

 

 های تحقیقتعريف متغیرها ، اصطلاحات و پیش فرض  -1-6

 اویح که است بالج ناحیه و بالب ناحیه مو، بدنه شامل که باشد می پوست ضمایم از: مو  فولیکول 

 .باشد می بنیادی های سلول

  رار ق عضله راست کننده موناحیه بالج : قسمتی از غلاف ریشه ای خارجی مو هست که بلافاصله زیر

 باشد.های بنیادی فولیکول مو می  گرفته و حاوی سلول

 microRNA : ها RNA   نوکلئوتیدی که تنظیم کننده های ویژه ی بیان ژن  22~20های کوچک

ی هدف یا سرکوب ترجمه آن بوده و در عین حال  mRNAدر سطح پس از رونویسی بواسطه تجزیه 

تعدیل کننده های بسیار مهم روند نمو و تکوین می باشند که درگیر بسیاری از فرآیندهای مهم 

 .ژیکی از جمله نوروژنزیس می شوندبیولو
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 انجام شدهمروری بر تحقیقات :  فصل دوم
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 سلول های بنیادی فولیکول مو -2-1

ای مو هدد سبابه و ناحیه بالج فولیکول غعده ای اپیدرم ، های بنیادی اپی تلیالی یا پوست در قشر قاسلول 

مستقر در ناحیه بالج فولیکول های مو  (Morris et al.2008)لیبل  –؛ سلول های نگهدارنده  قرار دارند

 ;Rishikaysh et al.2014 ;1990تحت عنوان سلول های بنیادی فولیکول مو شناخته می شوند )

Dlugosz.1999، Cotsarelis )  در محیط های  قابلیت تکثیری بیشترین دارایکهin vitro   همانند

 کشت سازی و جدا های HFSC نخستین. (Kobayashi et al.1993 )هستندسلول های بنیادی جنینی 

چندین و  .Kobayashi et al)1993( بودند رت )موش صحرائی( 1سبیل موی های فولیکول مربوط به شده

انسان پایه گذاری شد  و ، رتموش موی فولیکول بنیادی سلولهایسال پس از آن نیز نخستین کشت 
(Kobayashi et al.1993 ; Yu et al.2010) .  

با خلوص نامعلوم جداسازی می شدند . چندین سال پیش  سابقاً به روش تشریح دستی سلول های ناحیه بالج 

Ohyama  برای جداسازی دقیق سلول های  " 2تشریح میکروسکوپی با دوربین لیزری"  و همکاران از تکنیک

بعنوان  34CDبالج استفاده نمود . هم اکنون متدهای جداسازی متفاوتی برای این سلول ها با بهره گیری از 

یا  3فلورسنس –جداسازی سلولی فعال شده با  " مارکر سطح سلول های بنیادی فولیکول مو از تکنیک های

FACS"     )0320et al.(Trempus  یا  4میدان مغناطیسی-سلولی فعال شده با یجداساز" وMACS 

  ( .Najafzadeh et al. 2013استفاده می شود )"

مولکول های تغذیه کننده ای هستند که نقش قابل توجهی را در حفظ و  b-FGFو  EGFطبق مطالعات 

. این سلول های بنیادی قابلیت  (Huang et al.2013)ها در پروسه کشت ایفا می کنند  HFSCتکثیر 

 Ghoroghi et)را دارند  6، انسولین و هیدروکورتیزون 5،کلراتوکسین EGFرشد در محیط مکمل با 

al.2013) .بعنوان انواعی از سلول های بالغ بافتی با دسترسی آسان، تومورزا  ی بنیادی فولیکول موها سلول

 ;Blanpain et al.2014) مزودرمی را دارند ودودمان های اکتودرمی  به تمایز پتانسیل نبوده و در عین حال

)b2008،2005Amoh et al.   سلول های عصبی  مشتقات اکتودرمی اعم از  انواعبطوریکه می توانند به

.Amoh 2008(El Seady et al ;  9و سلول های شوآن 8، الیگودندروسیت ها 7یا نورون ها ، آستروسیت ها

et al.2008،2005b)  و هم چنین دودمان مزودرمی از قبیل کندروسیت ها(Sieber-Blum,2004)  ،

 Yu)، آدیپوسیت ها و استئوسیت ها  (Amoh et al.2004; Hoffman,2006) اندوتلیال و میوسیت ها

et al.2010) متمایز می شوند. . 

                                                           
1 -vibrissa 

2 - Laser Capture MicroDissection 
3 - Fluorescense- Activated Cell Sorting (FACS) 

4 - Magnetic- Activated Cell Sorting ( MACS) 

5 -cholera toxin 
6 -hydrocortisone 

7-Astrocyte 

8-Oligodenrocytes 
9- Schwann cells 
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 های سلولی مشابهی با سلول های بنیادیدر شرایط آزمایشگاهی بصورت جمعیت سلول های بنیادی ناحیه بالج 

مارکری است برای  nestin، بعنوان مثال رکرهای سطح سلول گسترش می یابند.بالغ با توجه مورفولوژی و ما

و  ؛ (Li et al.2005)سلول های پیش ساز عصبی که در سلول های ناحیه بالج فولیکول مو بیان می شوند

 فولیکول-موسوم به سلول های بنیادی پرتوان وابسته به  nestinسلول های بنیادی فولیکول موی بیان کننده 

    Najafzadeh et) عصبی های سلول،  ها کراتینوسیت به توانند می .HAP)1( )5200(Li et alمو 

al.2013; Amoh et al.2009)، شوآن های سلول ها، ملانوسیت (Sieber-Blum and Grim 

ها  HFSCیابند. در مجموع می توان گفت  تمایز (Amoh et al.2004) اندوتلیال های سلول و (2004,

 .(Najafzadeh et al.2015)حفظ می کنند  in vitroقابلیت ایجاد سلول های تمایزیافته را در محیط های 

                                                                                           

 پتانسیل تمايزعصبي سلول های بنیادی فولیکول مو-2-2

به  همکارانشان و  Amoh و  Sieber-blum توسط بار نخستین ها HFSC مستقیم عصبی تمایز پتانسیل

 از پس ی بنیادیها از این سلول جمعیتیآن ها نشان دادند  .شد گزارش 2005و  2004ترتیب در سالهای 

 لسلو به خاعین طناب های آسیب و محیطی مختلف اعصاب روی بر پیوند یا neuregulin-1 با تیمار پیش

در بسیاری  از آن پس.  (Sieber-Blum et al.2004;Amoh et al.2005) شوند می تبدیل شوآن های

 3-از القاگرهائی برای تمایز عصبی سلول های بنیادی فولیکول مو از جمله فاکتور نوروتروفین از مطالعات

(Ghoroghi et al.2013)  ، فاکتور نوروتروفیک مشتق از سلول های گلیال ، فاکتور نوروتروفیک مشتق از

، محیط های کشت عاری از سرم ، رتینوئیک اسید تمام ترانس و سایر  (El Seady et al.2008)مغز 

 استفاده شد. (Najafzadeh et al.2015) شیمیائی القاگرهای عصبی

HFSC ونانکوباسی متعاقب نورونی و گلیال سلولی های دودمان از سرشاری جمعیت تولید القای به قادر ها 

 پتانسیل ،این سلول های بنیادی تنوع به توجه با. (El Seady et al.2008)هستند اگزوژن رشد فاکتورهای با

مستلزم   Neuroregulin-1مثلاً  اگزوژن است . رشد فاکتورهای بهوابسته  شدت بهها  HFSCو تکثیر  تمایز

. اخیراً ، پس از جداسازی است III tubulin– β+ عصبی های سلول و شوآن های سلول به ها HFSC تمایز

HFSC  پلی های داربسترت و کشت آنها بر روی های L – یا اسید لاکتیک PLLA میکرومحیط تأمین برای 

 Ghoroghi et) نمودند استفاده ها سلول در عصبی تمایز القای برای  NT-3  از عصبی تمایز برای مناسب

al.2013) . که اچر دارند را سلولی تمایز روند دادن قرار تأثیر تحت قابلیت احتمالاً مکمل کشت های محیط 

 و نوروژنزیس روندهای تسهیل به منجرعاری از سرم   های محیط پروتکل اند کرده ثابت مطالعات از گروهی

 Najafzadeh et) شود می in vitro های محیط در مو فولیکول بنیادی های  سلول در آستروژنزیس

al.2014) با تیمارمطالعه دیگری نشان داده که   ؛ RA  با غلظت(1μM )منجر  سرم بدون های محیط و 

                                                           
1-Hair-follicle-Associated Pluripotent stem cells  
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 Najafzadeh et) شود می MAP2 عصبیاختصاصی  مارکر بیان توأم بانورونی -شبه موفولوژی به

al.2015) دهد یم افزایش کنترل شرایط به نسبت را ها نورون تعداد نیز رتینوئیک اسید با تیمار بعلاوه 

(Najafzadeh et al.2014)  . ننده ، القاک  رتینوئیک اسید با تیماردر همین راستا مطالعه دیگری نشان داد

 in vivo های محیط در مو فولیکول بالج ناحیه در  nestin+ و  34CD+ بنیادی های سلول عصبیِ تمایزی 

، منجر به تمایز سلول های بنیادی  رتینوئیک اسیدالبته ؛ (Najafzadeh et al.2014) می باشد in vitro و

 .  (Reali et al.2006)جنینی  و سایر انواع سلول های بنیادی به نورون ها و گلیال ها نیز می شود 

به دنبال القای تمایز نورونی با پروتوکل القای نورونی ، سلول های بنیادی به سلول های شبه نورونی تبدیل 

بنیادی ، این سلول ها از سیکل سلولی خارج شده و مارکر های مختلف می شوند. پس از تمایز سلول های 

Epi)- 1اپیدرمی-ها موسوم به سلول های بنیادی ستیغ عصبی HFSCمثلاً  . عصبی را بیان می کنند

NCSCs)  مشتق از فولیکول موی بینی موش نیز مارکر های سلول های بنیادی عصبی از قبیلNanog  و

Oct4  را بیان می کنند(Sieber-Blum and Hu.2008)  .ویسی ستیغ عصبی از قبیل اکتورهای رونف

nestin  ،Slug  ،Snail  ،Twist  ،Sox9  ،Sox10  ،Wnt-1  وBMP4  نقش های بسیار مهمی را در

  . (Sieber-Blum et al.2004)حفظ وضعیت تمایزنیافتگیِ سلول های ناحیه ی بالج ایفا می کنند 

 از 2عصبی بنیادی های سلول های مارکر نیز و عصبی ستیغ های ژن ، موشی بالج ناحیه  بنیادی های سلول

 عصبی تمایز پتانسیل وجود از حاکی که کنند می بیان ار nestinو  CD34 ، K19 ،  CD200، K15 قبیل

 از برخی  nestin+بعنوان نمونه سلول های بنیادی فولیکول موی  ( .Cotsarelis,2006 ) آنهاست در

 ولسل از اعم فولیکولار غیر های سلول انواع به توانند می و کرده بیان را  CD34 مانند بنیادی سلول مارکرهای

قابلیت تشکیل کلنی های بیضی شکل یا گرد کوچکی   in vitroبطوریکه در محیط  یابند تمایز عصبی های

طبق مشاهدات سلول های بنیادی فولیکول مو  . (Li et al.2003)دندریتی هستند  –با ساختارهای شبه 

  in vivo یا in vitro شرایط بدلیل دارا بودن پتانسیل تشکیل ساختار آناتومیکی سیستم عصبی در هر دو

et  hNajafzade ;2006Blum et al.-(Sieber (SCI) 3نخاعیطناب  آسیبمحل  به پیوند از پس

)2013al. 4بیماری آلزایمر و (AD))2012al. Esmaeilzade et(  ابلیت تمایز مدل های حیوانی نیز قدر

ها را  Epi-NCSCها موسوم به  HFSCمحققان زیرمجموعه ای از ، اخیراً در یکی از مطالعات .خود را کنند

های کولینرژیک  کشت دادند ؛ مشاهده شد که نورون ADنورون های کولینرژیک در مدل موش  جهت تمایز به

 Najafzadeh et) بهبود بخشیدند ADهای بنیادی کاهش حافظه و یادگیری را مدل حاصل از این سلول

)2015al. . تمایز گسترده ی  سلول های شوآن  از   ،دیگر ای در مطالعهHFSC  های+nestin  پس از پیوند

  . (Amoh et al.2008)به طناب نخاعی قطع شده گزارش شد 

                                                           
1 -Epidermal-Neural Crest Stem Cells 

2 -Neural Stem Cells (NSCs) 

3 -Spinal Cord Injuri (SCI) 
4 -Alzheimer Disease (AD) 
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ناحیه بالج  به طناب نخاعی له شده،  برخی از سلول های   –های مشتق از  Epi-NCSCپیوند همچنین طی 

در همین راستا هشت .  (Yu et al.2006)پیوند شده  بصورت  نورون های حرکتی عملکردی تمایز یافتند 

ها به  اعصاب سیاتیک قطع شده ی موش ، بسیاری از سلول های دوکی در  HFSCهفته  پس از پیوند 

بته به گروه کنترل  رشد کرده و  بطور گسترده ای به سلول های شوآن تمایز اعصاب سیاتیک آسیب دیده نس

سلول های بنیادی ای در . در مطالعه دیگری، تمایز نورونی گسترده  (Amoh et al.2005،2009)یافتند 

به عصب سیاتیک دیستال قطع شده  RA –پس از پیوند سلول های  پیش تیمار شده با  nestinبیان کننده 

به بافت زیرجلدی و عصب سیاتیک  قطع شده   پس از پیوند ها HFSC .   (Liu et al.2010)گزارش شد 

 تمایز یافتند. (Amoh et al.2005)و  سلول های شوآن  (Amoh et al.2004)به ترتیب به عروق خونی 

 

 ها miRNA سلول های بنیادی فولیکول مو  و  -2-3
را به پیش می  پوست بنیادی های سلول تمایز صرفاً پوستهای  miRNA مشخص شده کهطبق مطالعات  

در نظر گرفته  بافت پوششی سنگفرشی های miRNA عنوان به توانند می miR-205و  miR-203 .برند

 . (Andl et al.2006; Yi et al.2006)شوند 

miR-203 منجر  وبه پیش برده  پوست بنیادی های سلول تکثیری ظرفیت کردن محدود بارا  پوست تمایز

دارای بیان افتراقی است بدین صورت  این میکروآرنا. (Yi et al.2006)می شود  سلولیاز سیکل  خروجبه 

که در سلول های پیش ساز و بنیادی تکثیری بیان نمی شود اما بیان بالائی در سلول های تمایز یافته دارد. 

بعنوان تنظیم کننده ی بسیار مهم حفظ سلول های  p63هدف گیری  miR-203مکانیسم احتمالی عملکرد 

 .  (Gangaraju and Lin.2009) بنیادی می باشد

در پیش سازهای اپی تلیالی و سلول های بنیادی در طول تکوینی پوست  miR-205 که دادند نشان مطالعات

به پیش  HFگسترش سلول های بنیادی را در طول اوایل تکوین  miR-205 به مقدار فراوانی یافت می شود.

برده و تخریب آن بطور منفی تکثیر سلول های بنیادی و زاده های مستقیم آنها را تحت تأثیر قرار می دهد در 

. مطالعات   (Yi et al.2006)حالی که تأثیری بر سلول های ماتریکس مو با قدرت تکثیر بالا نشان نمی دهد

لول های بنیادی فولیکول مو می باشد که سکننده ی  فعالبعنوان  miR-205انجام شده نشان دادند که 

نیز ترجیحاً در سلول های  miR-125b.  (Wang et al.2013)دارد  HFاهمیت حیاتی برای مورفوژنریس 

عمل می کند و  HFپیش ساز اپیدرم و فولیکول مو بیان شده و بعنوان سرکوب گر تمایز سلول های بنیادی 

همسو با عملکردهای آن در تنظیم  miR-125bلبته چنین نقشی از ؛ ا لذا لازمه آغاز فاز آناژن می باشد 

فعالیت انواع مختلف سلول های بنیادیِ خارج از پوست اعم از سلول های بنیادی جنینی ، سلول های بنیادی 

 . (Zhang et al.2001) خونساز  و سلول های بنیادی/پیش ساز عصبی می باشد
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در سلول های انسان و موش حاکی از آنست که این میکروآرنا ، هموستازیس  miR-125bغربالگری اهداف 

و تنظیم سطوح بیان تنظیم  p53دقیق فعالیت شبکه  -و تنظیم سلول های بنیادی را از طریق بازدارندگی

ها عمل  miRNAبعنوان تنظیم کننده ی مثبت بیان  p53کننده های تکثیر و آپوپتوزیس کنترل می کند . 

 بطور کلی،.  (Le et al.2011)همینطور می تواند بطور مستقیم ژن های میکروآرناها را فعال نماید  کرده و

miR-125b سلول های بنیادی  ت نه تنها طریق حفظ وضعیت بنیادیممکن اسHF  عمل کند بلکه در حفظ

، فاکتور  Tcf3  دودمان نیز دخیل باشد.-دودمانشان با هدف گیری ژن های اختصاصی-فنوتیپ اختصاصی

در سلول های بنیادی فولیکولی  و پیش سازهایشان واقع در غلاف خارجی ریشه بمنظور  عمل کنندهرونویسی 

می  miR-24بعنوان یکی از اهداف که   (DasGupta et al.1999) استحفظ وضعیت تمایز نیافتگی شان 

 Amelio) لیت تکثیری آنها توأم می شودحال تکثیر با حفظ فعادر سلولهای در miR-24باشد ؛ لذا عدم بیان 

et al.2012). 

 

2-4-  miRNA سلول های بنیادی تنظیم کننده های ها 

ی، سلول های بنیادی جنین – سلول های بنیادیسه نوع نوزائی و تمایز -میکروآرناها نقش مهمی در تنظیم خود

های  mRNAاز طریق سرکوب ترجمه  -سلول های بنیادی سوماتیکی بافت بالغ و سلول های بنیادی زایا 

.  (Gangaraju and Lin.2009) ل های دختریِ در حال تمایز دارندمنتخب در سلول های بنیادی و سلو

در  miR-290-295  گروه مطالعات اخیر نشانگر نقش (ES)بطور خلاصه در مورد سلول های بنیادی جنینی 

موش  این سلول ها درمتعاقب القای تمایز  miR-22 و  miR-21 سطوح. در مقابل است آنها القای تمایز

 miR-134شامل  ESسلول های  سایر میکروآرناهای مرتبط با تمایز (Singh et al.2008)افزایش می یابد 

 ،miR-296 و miR-470 ِکد کننده هستند که با هدف گیری مناطق Nanog  ،SOX2 و OCT4 ( یعنی

 Tay et) رد روند تمایز می شوندپیشبُباعث نوزائی سلول های بنیادی( -پروتئین های مهم دخیل در خود

al.2008) .  مطالعه مشابهی در سلول هایES  انسانی نیز نشان داد که سطوحmiRNA  های اختصاصی

  .(Suh et al.2004)سلول های بنیادی جنینی پرتوان متعاقب تمایز سلولی کاهش می یابد 

ها در تنظیم مراحل مختلف تمایز دودمان های متعدد از جمله  miRNAدر سلول های بنیادی بالغ نیز نقش 

 Gangaraju) به اثبات رسیده است و تکوین پوست میوژنزیس و کاردیوژنزیس، نوروژنزیس هماتوپویزیس ،

and Lin.2009).   مثلاً در روند هماتوپویزیسmiR-128  وmiR-181  فقط در سلول های پیش ساز اولیه

؛  (Georgantas et al.2007)بیان شده  و از تمایز همه دودمان های هماتوپویتیک ممانعت بعمل می آورد

miR-221  ، miR-222 و  miR-223 کنترل کننده مسیرهای تمایز نهائی می باشند(Georgantas et 

al.2007) هم می توان به . در روند میوژنزیس miR-1  وmiR-133  پس ازرونویسی همزمان اشاره کرد که

در بافت های ماهیچه ای اسکلتی و قلبی بالغ بطور اختصاصی پردازش شده و میوژنزیس را در سبک های 
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 2EZH1بطور غیر مستقیم با هدف گیری  a26-miRو یا  .Chen et al)4200( مختلف به پیش می برند

  miR-125 و miR-205. در پوست هم (Wong et al.2006)تمایز ماهیچه اسکلتی را به پیش می برد 

ده دچار تنظیم منفی و کاهن تمایز طول در اما شوند، می اپیدرمی بنیادی های سلول نوزائی-پیشبرد خود باعث

 miR-203مقابل  را سرکوب می کند. در PI3K-AKTمهار کننده های مختلف مسیر  miR-205می شوند.

مورد  را p63 مانندبا تنظیم مثبت در طول تمایز ،ژن های کد کننده پروتئین های پیشرفت سیکل سلولی 

 .(Shenoy and Blelloh,2014) شود می سلولی از سیکل خروج باعث طریق این از هدف قرار داده و

 

2-4-1-  miRNAها  و نوروژنزيس 

نوزائی یا -دودمان مبنی بر ادامه روند خود –سلول های بنیادی عصبی اتخاذ کننده تصمیمات اختصاصی 

 miRNA؛ به این صورت که  (Shi et al.2008)متمایز شدن بصورت نورون ها و آستروسیت ها هستند 

رار می ظیم قها سرنوشت سلول های بنیادی عصبی را با هدف گیری فاکتورهای تنظیمی بسیار مهم تحت تن

اعمال کننده ی  ،عصبی تمایز یالقا از بعد ختلفم های miRNA افتراقی بیان ، ی دیگربافت هااما در دهند. 

اختصاصیِ دودمان نورونی  miR-128 و miR-124دودمان می باشد. بعنوان مثال  -اختصاصی تصمیمات

ترجیحاً و بطور اختصاصی به ترتیب در دودمان های  miR-23 و miR-26  ،miR-29 هستند  در حالیکه

احتمالاً تغییر سرنوشت نورونی به میکروآرناها یعنی  (Smirnova et al.2005)آستروسیتی بیان می شوند 

  . (Zheng et al.2011 )گلیالی را تنظیم می کنند 

تکثیر ، خودنوزائی، تعهد عصبی، مهاجرت، بلوغ و  –میکروآرناها مستلزم مراحل متعدد فرآیند نوروژنزیس 

 miRNAبعبارت دیگر می توان گفت  . (Shi et al.2008)می باشند  -یکپارچگی سلول های بنیادی عصبی

هستند که می توانند  in vivoتخصصی سازی زیرگروه های نورونی در محیط های  فرینان مهمآها نقش 

ظاهر می  in vitroمیمات سرنوشت سلول نورونی در محیط های جهت تعدیل تصهای فرعی بعنوان ابزار

 نمو و تمایز بسیار مهم های کننده تنظیم عنوان به ها miRNA تأثیر کلی . (Stappert et al.2015)شوند

پردازنده  کانیسمم کلیدی اجزای حذف طریق از loss-of-function های آزمایش توسط تخستین بار عصبی

 Kanellopoulou et al.2005;Wang et)نشان داده شد Drosha یا Dicer یعنی ،miRNA ی

al.2007;Davis et al.2008) .  

 

 

                                                           
1-histone methyl-transferase Enhancer of Zeste Homologue2 (EZH2) 
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2-4-2-  miRNAهای عصبي 

219-miR 338 و-miR  :ُیفاکتورهای رونویسبا هدف گیری افزایش یافته و  لیگودندروسیتیدر طول تمایز ا 

SOX6  وHES5 مرتبط می شود با تکثیر پیش سازها  و وضعیت بنیادین (Zhao et al.2010). 

17-miR 106 و-miR  :های آزمایش در in vitro نوروسفرهای مشتق از سلول های بنیادی   از استفاده با

 گسترش موجببا سرکوب تغییر به سرنوشت گلیالی  miR-106 و miR-17 بسیار بالای بیان ،ش موجنینی 

 . (Naka-Kaneda et al.2014) شود مینورونی  ساز پیش های سلول

128-miR  2003(: سطح بیان بالائی را در طول تکوین مغز نشان می دهد(Krichevcky et al. این ؛

.بیان  (Bruno et al.2011)بطور عمده در نورون های بالغ و نه در آستروسیت ها بیان می شود میکروآرنا 

 Bhuvanagiri)ش برد و طول دندریتی را افزایش دهد توانست تمایز نورونی را به پی miR-128بسیار بالای 

et al.2010)  . 

137-miR  :  با مهار تکثیر باعث پیشبرد تمایزNSC  های مشتق از ناحیه تحت بطنیSVZ)1(  مغز موش

در این سلول هاست  miR-137تمایزی -که در واقع نشانگر نقش پیش (Silber et al.2008) بالغ می شود

)2011al.(Sun et   . ای هسته، رسپتور  ای مطالعه در TLX 1کمکی -با رساندن سرکوب گرLSD2، به 

 TLX-miR-137-LSD1این میکروآرناها را سرکوب می کند ؛ لوپ تنظیمی  بیان ، miR-137 پروموتور

. در  (Sun et al.2011)ها می باشد  NSCارائه کننده مکانیسمی جهت کنترل دینامیک بین تکثیر و تمایز 

متصل شده و بیان آن را سرکوب می  miR-137 به پروموتور 2Sox4با مشارکت  2MeCP3مطالعه دیگری 

می شود که به نوبه  Ezh2منجر به تغییر وضعیت کروماتین از طریق  miR-137کند  . تنظیم اپی ژنتیکی 

 . (Szulwach et al.2010)هاست  NSCخود کنترل کننده ی تکثیر و تمایز 

184-miR  ِبه پیش برنده ی تکثیر و مهار کننده ی تمایز عصبیNSC  1320(ها می باشند(Liu et al.. 

MBD15  تنظیم کننده ی بیانmiR-184  درNSC بطوریکه بیان بالای  هاستmiR-138  درNSC  های

طبق مطالعه ای ، از کار . (Bogdanovic and Veenstra,2009)به اثبات رسیده است  MBD1- فاقد

 نورونی می گردد تمایز سوی بهها  NSC یتکثیروضعیت  تغییر به منجر MBD 6تناک اوانداختن ژنی یا  

(Liu et al.2013). 

 

                                                           
1-Sub Ventricular Zone 

2-Lysin-Specific histone Demethylase1 (LSD1) 
3-Methyl CpG binding Protein 2 (MeCP2) 

4- SRY-box 2 (Sox2) 

5-Methyl CpG binding protein1 (MBD1) 
6-Knockout 
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b133-miR 132 و-miR  اثر منفی :b133-miR   بر تولید نورون های دوپامینرژیک از سلول های بنیادی

. لذا این میکروآرنا به وفور در مغز میانی انسان یافت  (Kim et al.2007)جنینی موش گزارش شده است 

-miR بسیار بالای بیان.   (Kim et al.2007)شد ولی در نمونه های مغز بیماران پارکینسون کاهش یافت 

133b   در طول تمایز سلول هایES  یا در کشت های اولیه ی مغزمیانی بطور شگفت آوری ، تولید نورون

 b133-miR مهار آن، راستای در را تضعیف نمود. TH)+(های دوپامینرزیک تیروزین هیدروکسیلاز مثبت 

مطالعه ای دیگر نشان  .(Kim et al.2007) شدموشی  ES های سلول یدوپامینرژیک تمایز افزایش به منجر

 Heyer)نمو طبیعی نورون های دوپامینرژیک را به نمایش گذاشتند  ،miR-133bداد موش های ناک اوت 

et al.2012) های سلول.تأثیر منفی مشابهی بر تمایز نورون های دوپامینرژیک از ES  موشی برایmiR-

، و بیان  TH+رفت تمایز نورون های . بطوریکه مهار آن باعث پیش .Yang et al)2012(گزارش شد 132

 بیش از حد آن نیز دارای اثری متضاد بود.

378-miR : 378بیان بسیار بالای  نشان داده شد در مطالعه ای-miR  ِبه میزان قابل توجهی بیان مارکر

افزایش داد بهمین ترتیب  FBSو  forskolinهای تحت تیمار با  NSCرا در  GFAPآستروسیتی یعنی 

 NSCرا در  β-III tubulin (Tuj1)به میزان قابل توجهی بیان مارکرِ نورونیِ  miR-378بیان بسیار بالای 

را ها تمایز  NSC درافزایش داد ؛ بعبارت دیگر بیان بالای این میکروآرنا  FBSو  RAهای تحت تیمار با 

-βبطور قابل ملاحظه ای باعث افزایش بیان  miR-378. در مقابل سرکوب افزایش و تکثیر را کاهش داد 

catenin  وcyclinD1  و کاهش بیانp21  وPTEN  درNSC ها گردید(Huang et al.2015)  اهمیت .

گزارش شد که طی آن  (2004)و همکارانش  Shiتوسط ها نخستین بار  NSCدر تمایز  TLXعملکرد 

-پس از جداسازی از مغز موش بالغ توانستند تکثیر یافته ، خود TLX-مشخص شد سلول های بیان کننده

منجر به کاهش  TLXنوزائی کرده و به نورون ها ، آستروسیت ها و الیگودندروسیت ها تمایز یابند . ناک داون 

و هم چنین باعث افزایش آستروژنزیس در  (Zhang et al.2008) ها شد NSCقابل توجهی در روند تکثیر 

NSC  ها از طریق فعال سازی سیگنالینگBMP نیز گردید(Qin et al.2014)  . 

b125-miR  بالاترین سطح بیان را در بافت مغز بویژه در نورون های بالغ و نه آستروسیت ها :

. این میکروآرنا در  (Sempere et al.2004; Smirnova et al.2005;Wainhold et al.2005)دارد.

و تمایز عصبی سلول های بنیادی جنینی موش  (Smirnova et al.2005)طول نوروزژیس موش 

)6،2005200et al. Krichevsky( 1تحت تنظیم مثبت )واقع می شود. این میکروآرنا احتمالاً  )افزاینده

  . (Stappert et al.2015) باشدمستلزم تنظیم زمانی پیدایش زیرگروه های مختلف نورونی 

                                                           
1- up-regulation 
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ها را بواسطه هدف گیری  NSCروند مهاجرت،تکثیر و تمایز  miR-125b در مطالعه ای مشخص شد که

nestin تنظیم می کند(Tan et al.2012)  . 

b26-miR شده بعلاوه باعث خاموش  دچار تنظیم مثبتدر طول تمایز عصبی  رونویسی-: در سطح پس از

 -( با واسطهREST)بعنوان یکی اجزای کمپلکس  Ctdcp2 سرکوب بیان.   می شود RESTشدن فعالیت 

miR-26b مستقیماً با تمایز نورونی مشارکت می کند (Dill et al.2012). 

21-miR  : 21بیان-miR   ستیغ عصبی  بنیادی های سلولدر طول تمایز(NCSCs)  مشتق از فولیکول مو

 توجهی قابل طور به miR-21 بیانطبق مطالعه ای ،  .(Ni et al.2014) به سلول های شوآن افزایش می یابد

 نشان 1ریمیکرواَ تکنیک از استفاده با ی دیگری مطالعه. یابد می افزایش دیده آسیب محیطی عصبی بافت در

 افزایش را در عصب سیاتیک موش یمیلین سازدر حال شوآنِ  های سلول به تدریج ، miR-21 بیان که داد

و  agomir-21 ترانسفکت با از پس که داد نشاندیگری  مطالعه نتایج .(Gokey et al.2012) داد

antagomir-21 ،  قابلیت تمایزNCSC  افزایش و کاهش یافت  به ترتیب نآشو های سلول بهها(Ni et 

al.2014) .  ،ناک اوت در همین راستاSox2  درNCSC  اثر مهاری ها به میزان قابل توجهیantagomir-

 .(Ni et al.2014)ی در حال تمایز به سلول های شوآن را بلوکه کرد ها NCSCبر روی  21

9-miR  بیان شده و سطح بیان آن در طول نمو مغز جنین رو به افزایش گذاشته  جنینی 10.5در اوایل روز

 Krichevsky et al.2003،2006; Smirnova et)تا اینکه در دوران پس از تولد کاهش می یابد 

al.2005 ; De Pietri Tonelli et al.2008 )  در مطالعه ای وجود ارتباط معکوس بین بیان .miR-9  و

 Zhao et)شد نشان داده  ها NSC در طول تمایز TLX و RESTسرکوب گرهای رونویسی مانند 

al.2009) .  بالایبیان miR-9 کثیرت کاهش باعث چشمگیری طور به NSC ینورون تمایزشد و  ی موشیها 

miR-در سلول های ترانسفکت شده با  GFAP+؛ بطوریکه افزایش سلول های  افزایش داد  را یآستروگلیال و

نیز  in vivoباعث پیشرفت تمایز آستروگلیالی در محیط  miR-9مشاهده شد و نشان داد بیان بسیار بالای  9

طی  .شد ها NSC تکثیر افزایش به منجر  miR-9 2بالعکس ناک داون. .Zhao et al)2009(می شود

های ناحیه  NSCبه miR-9  های ترانسفکشن( )یکی از متد In utero electroporation مطالعه ای،

مطالعه ی دیگری نیز  . (Zhao et al.2009)شد نورونی زودرس تمایز به منجر بطنی در مغز جنین موش

 sirtuin1ها در سلول های بنیادی جنینی موش نیز با هدف گیری  NSCعلاوه بر  این میکروآرنانشان داد 

  . (Saunders et al.2010) تمایز نورونی می شود باعث پیشرفت

 

 

                                                           
1-Microarray 
2 -Knockdown 



40 
 

 a7-let  ،b7-letطبق مطالعات مشخص شده که در میان اعضای این گروه  :  LET-7میکروآرناهای گروه 
 ،let-7c  وlet-7e  می شوددر مغز بیان (Sempere et al.2004; Wulczvn et al.2007) .  طبق یافته

 Roush and) دندار یسنوروژنزپیشرفت  در مهم و در عین حال مشابهی نقش let-7اعضای گروه  ،  ها

Slack.2008) . شاهد بر هم کنش بین نخستین let-7a و Lin-28 (Rybak et al.2008) بعنوان یک 

. تنظیم منفی و کاهنده ی بیان  (Yu et al.2007) شود می بیان ES های سلول در که فاکتور پرتوان است

Lin-28  باعث از بین رفتن سرکوب بیانlet-7a  شده و این اجازه را بهlet-7a  می دهد که تمایز نورونی را

 .  (Kawahara et al.2011)القا کند 

تاحد زیادی  متناسب با سن سلول let-7در میان دیگر اعضای گروه   let-7b مطالعات حاکی از آنست که

ها می  NSCنوزائی -منجر به کاهش خود let-7bدچار تنظیم مثبت و افزاینده می شود. بیان بیش از حد 

گسترش  CyclinD1و  TLXاز  UTR´3با هدف گیری ناحیه  ها NSCدر  ، نوروژنریس را let-7bشود. 

ها روند تکثیر را کاسته و تمایز نورونی  NSCدر  let-7b بسیار بالای. بیان  (Zhao et al.2010)می دهد 

 باعث خروج let-7bنشان داد که  in vivo. آنالیز سیکل سلولی در محیط افزایش می دهدو آستروگلیالی را 

NSC مساعدتر می کند جهت تمایز عصبی آنها از سیکل سلولی شده و زمینه را  ها(Lang and Shi,2012) 

 In uteroها شد؛ بعلاوه  NSCباعث افزایش تکثیر  let-7bآنتی سنس -طی مطالعه ای، ناک داون .

electroporation  آن بهNSC ّبه کاهش پیشرفت سیکل سلولی گردید  های جنینی منجر(Zhao et 

al.2009)  .miR-125b  اغلب باlet-7b  ها سیناپس تشکیل و ها دندریت مورفوژنزیسشته و دا بیانی هم 

   . ((Akerblom et al.2014 کند می کنترل را

124-miR : p3-124-miR .تنظیم کننده ی تمایز نورونی در طناب یکی از زیرگروه های این میکروآرناست

 Conaco et al.2006; Wu et)بالغ می باشد  SVZ کنام نوروژنیکحال تکوین و در  نخاعیِ در

al.2006;Li et al.2007) . miR-124 ،  در نورون ها و نه در آستروسیت ها بیان شده و سطوح آن در طول

 Krichevsky et al.2003; Miska et al.2004)زمان در سیستم عصبی در حال تکوین افزایش می یابد 

; Smirnova et al.2005)   . miR-124 در صورت همراهی باmiR-9  باعث تحریک تمایز نورونی و

 ؛ در (Krichevsky et al.2006)می گردد in vitroدر محیط  ESهای  سرکوب تمایز گلیالی در سلول

تمایز عصبی را افزایش داد  miR-124 ، نیز RAتحت تیمار با  P19رده سلولیِ پرتوانِ کارسینومایِ جنینی 

(Makeyev et al.2007). در نورون های پستانداران، miR-124  عمدتاً در بخش های سلولی حاوی

که  یعنی در محل انجام ترجمه فعال یافت می شود (Kim et al.2004)ریبوزوم پُلی و  mRNAکمپلکس 

 . استدر واقع حاکی از دخالت آن در تنظیم ترجمه ی پروتئین های نورونی 
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نورونی را سرکوب کرده در حالیکه ژن -، ژن های غیر Hela سرطانی در سلول های miR-124بیان اکتوپیک 

 Lim et)این میکروآرنا است  1نورونی-نقش پیش تحریک می کنند که بیانگر های نورونی را تا حد زیادی 

al.2005) بیان اکتوپیک  ؛ بعلاوهmiR-124  در سلول هایSVZ  هم منجر به تمایز زودرس نورونی می

باعث کاهش قابل توجه نسبت کلی سلول های در حال تقسیم و  miR-124در مقابل، بیان بیش از حد شود. 

 . .Cheng et al)2009 (شد  2میتوزی-افزایش نورون های پس

 وانستنت )یا انتقالی( را حفظ کرد ولی 3در حالِ گسترش گذار های سلول تکثیر،  miR-124ناک داون 

 تمایز به تکثیراز  مرحله انتقال در miR-124 نشانگر نقش مهم که بازیابی کند را تکثیری های نوروبلاست

 ترانسفکت شده با  های کشت در ینورون تمایز  کاهش. در مطالعه ی دیگری  (Lang and Shi,2012) دارد

 با آنتی سنس miR-124؛ همسو با آن مهار  (Stappert et al.2013)مشاهده شد miR-124– مهارکننده

، منجر به افزایش سطوح ترانس کریپت های غیرعصبی در نورون  OMe-RNA-´2 یا الیگونوکلئوتیدهای

 Visvanathan)نورونی -اختصاصیو نیز کاهش بیان مارکرهای  (Conaco et al.2006)های قشریِ اولیه 

et al.2007)   مطالعات اخیر حاکی از آنست که . شدmiR-124 مجموعه ای ازmRNA   ِهای غیرعصبی

به صورت منفی )کاهنده ای( تحت تنظیم قرار می  in vivoهدفِ پیش بینی شده را در محیط 

 (.1-2)شکل  (Visvanathan et al.2007)دهد

 

 

 

 

 

 
 

                                                           
1 -pro-neuronal 

2-postmitotic neurons 
3-transit amplifying cells 

پیشبرد روند تمایز در نوروژنزیس است. کمپلکس  miR-124 نقش اصلی miR-124: (A)تنظیم و عملکردهای  -1-2شکل 

REST  می تواند بیانmiR-124  .را سرکوب نمایدmiR-124  مکانیسم شامل هدف گیری  5از طریقSCP1  ،BAF53a  ،SOX9  ،

PTBP1 و Ephrin-B1   .روند تمایز را به پیش می برد(B) miR-124  هم چنین می تواند تمایزNSC ها با هدف گیری یک ژن پیش- 

 (Lang and Shi.2012) مهار نماید. NeuroD1 نورونی یعنی 
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عصبی که مانع از بیان -بعنوان یک فاکتور ضد SCP1ت فعالی سازی غیرفعال اب  miR-124 بسیار بالایبیان 

باعث القای تمایز بیشتر نورونی می ،  (Yeo et al.2005)عصبی می شود -ژن های عصبی در بافت های غیر

در  UTR´3هدف گیری  با miR-124 .( Conaco et al.2009; Visvanathan et al.2007) شود

SCP1 منجر به تمایز آستروسیتی می شود(Visvanathan et al.2007)  القای تمایز نورونی و رشد  و یا

است بطوریکه در موش های ناک اوت  ephrin-B1، وابسته به کاهش سطح  miR-124نوریت ها توسط 

ephrin-B1  بیان بالای ،miR-124  و تمایز نورونی مشاهده شد(Arvanitis et al.2010). 

 Sox9  در سلول  های اِپاندیمال، آستروسیت هایSVZ  انتقالی و نه در  ال گسترشح،  سلول های در

تغییر پیش سازهای نوروژیک به   miR-124های بالغ ،  NSCدر طول تمایز  نوروبلاست بیان می شود .

یک تعیین   Sox9 طبق مطالعات، . (Cheng et al.2009)به پیش می برد  Sox9نوروبلاست را با مهار 

  . (Stolt et al.2003)کننده بسیار مهم در  اُلیگوژنزیس می باشد  

هم منجر به افزایش  Sox9ناک داون را در نوروبلاست افزایش داد .  Sox9، بیان   miR-124ناک داون 

زه بیان  بیش از حد سااز طرف دیگر ،  .  (Cheng et al.2009)نوروژنزیس و کاهش تشکیل گلیال می شود

باعث ابقای سلول  Sox9بیان بسیار بالای ها گردید؛  NSCمانع از  تمایز نورونی   UTR´3– فاقد Sox9های

 Cheng)شده و بطور کامل تولید نورونی را از بین می برد GFAP+بصورت آستروسیت های  SVZهای 

et al.2009)  . ع می توان گفت ودر مجمmiR-124 بیان بواسطه ی سرکوب Sox9  پیشرفت تصمیم باعث

 .  (Lang and Shi,2012)سرنوشت نورونی می شود

است که لایه   .Makeyev et al)2007( 1تنظیم کننده روند  پردازش متناوب،   miR-124طبق شواهد 

 تنظیم منفی و کاهنده رونویسی را ارائه می دهد.-ای دیگر از  پیچیدگی در کنترل بیان ژن در سطح پس از

PTBP1  نورونی -بعنوان سرکوب گر پردازش اختصاصی(Black,2013)  توسط miR-124  باعث تنظیم

-می شود که به نوبه خود به نفع پردازش اختصاصیدر سیستم عصبی( -)همولوگ فراوان PTBP2مثبت 

 .  (Makeyev et al.2007)نورونی و تمایز نورونی است 

 Xue)است  کافی ینورون تبدیل برای آغاز عصبی غیر های سلول در PTBP1 فعالیتصان طبق یافته ها ، نق

et al.2013)  .PTBP1  باmiR-124  وmiR-96  برای اتصال بهmRNA  یSCP1  بعنوان کوفاکتور(

میزان  به  miR-9/9*و  Xue et al.  .124-miR)2013(( رقابت می کند RESTکمپلکس ضد عصبی 

 Ambasudhan et)کنند می مشارکت ها نورون به ها فیبروبلاست مستقیم تبدیلدر  قابل توجهی

al.2011; Yoo et al.2011) . 

 

                                                           
1-Alternative Splicing 
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نوزائی و تمایز سلول های بنیادی / پیش ساز -نقش تنظیمی بسیار مهمی در خود Notchمسیر سیگنالینگ 

 Bolos et al.2007; Chiba,2006; Tanigaki et)جنین و مغز بالغ ایفا می کند  در عصبی 

al.2001;Yoon and Giaano,2005 )  بعبارت دیگر طبق گزارشات این مسیر نقش بسیار مهمی در ؛

با  Notchفعال سازی مسیر سیگنالینگ  .(Hitishi et al.2001 ; Yoon et al.2005) نموعصبی دارد 

روند تمایز  Notchها مشارکت می کند در حالیکه غیرفعال سازی مسیر سیگنالینگ  NSCحفظ جمعیت 

 . (Roos et al.2003 ; Kageyama et al.2008)ها را به پیش می برد  NSCنورونی 

در سیستم عصبی مرکزی بیان می  Notchدر طول تمایز عصبی ، لیگاندها و رسپتورهای مسیر سیگنالینگ 

ول های فظ و تمایز سلشود و این بدان معنی است که این مسیر بطور نزدیکی در ارتباط با تنظیم تکثیر ، ح

 . (Louvi et al.2006) پیش عصبی می باشد

گزارش شده مغز میانی  رژیکدوپامین نورونهای اعم از در حال نمو مرکزی عصبی سیستم در 1DLK1بیان 

. در مطالعه ای (Bauer et al.2008; Christophersen et al.2007;da Rocha et al.2007)است 

سلول های بنیادی جنینی انسان و موش را با  -، تمایز نورونیِ پیش سازهایِ مشتق از DLK1نشان داده شد 

؛ به پیش می برد BMP/Smadو مسیرهای  Hes1فاکتور رونویسی -باواسطه Notchتعدیل سیگنالینگ 

 ایه سلول از نورونی سرنوشت تبدیل روند تسریع و نوروژنیکباعث افزایش توانائی  DLK1 بعبارت دیگر

-miRترانسفکشن  مطالعه ای نشان داد که .  (Surmacz et al.2011)شده می گردد متعهد نورواکتوردرمی

تکثیر  miR-124 یعنی (Jiao et al.2017). ها می شود NSCدر  Notchی اندوژن باعث مهار مسیر  124

 DLK1هدف گیری لیگاندهای این مسیر مانند از طریق  Notchها را با غیرفعال سازی مسیر  NSCو تمایز 

 .به پیش می برد DLL4یا 

                                                           
1-delta like non-canonical Notch ligand 1  
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 مواد و روش ها:  فصل سوم
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 نوع مطالعه -3-1
 باشد.بنیادی می - آزمایشگاهی و از نوع کاربردی -نوع مطالعه تجربی

 

 مکان و زمان انجام مطالعه -3-2
و  ولیسلولی مولک ،های بنیادی در آزمایشگاه های سلول ، طرح پیشنهادیپس از تصویب نهایی این تحقیق 

 به انجام رسید. 96-94از سال علوم پزشکی اردبیل دانشگاه  دانشکده پزشکی ی مرکزیتحقیقات

 

 جمعیت و حیوانات آزمايشگاهي مورد مطالعه -3-3
)موش و رت......( و غیر جوندگان )سگ و خوک ....( تقسیم حیوانات آزمایشگاهی اغلب به دو دسته جوندگان 

می شوند. دراکثر آزمایشگاههای دنیا از مورد اول بیشتر استفاده میشود زیرا این حیوانات دارای جثه کوچکی 

بوده و شرایط نگهداری آنها نیز راحت تر بوده، از طرف دیگر زاد و ولد این حیوانات سریع بوده و تعداد فرزندان 

 در هر زایمان بیشتر است.

، inbredتقسیم می شوند. جمعیت outbred و  inbredاز طرف دیگر حیوانات آزمایشگاهی به دو گروه 

جمعیت تولید مثلی درون گونه ای است که بین فرزندان یک پدر و مادر جفت گیری صورت می گیرد و 

ه و در اکثر ژنها خالص می شوند، درحالی درنتیجه فرزندان ایجاد شده بیشتر به سمت هوموزیگوسی پیش رفت

، تولید مثل بین افراد خواهر و برادری صورت نمی گیرد و افراد بیشتر هتروزیگوس outbredکه در جمعیت 

می باشند. مورد اخیر درتحقیقات ژنتیکی کاربرد بیشتری دارند، چون خزانه ژنی آنها طبیعی بوده و خصوصیات 

 یر نکرده است.فنوتیپی و ژنوتیپی آنها تغی

خود دارند.  outbredطول عمر کوتاهتر و جثه کوچکتری نسبت به نمونه های مشابه  Inbredنمونه های 

در طول زندگی دارای بحران تولید مثلی بالایی بوده و در نتیجه کاهش جفت  inbredهمچنین نمونه های 

گیری و زاد ولد، تعداد افرادکمتری تولید شده که در نتیجه کنترل این حیوانات را در آزمایشگاه راحتتر می 

س نوع به صورت انتخابی و براسا outbredیا  inbredکند. در بیشتر آزمایشگاهها استفاده از نمونه های 

در  inbredتحقیق مورد نظر صورت می گیرد. ولی تحقیقات نشان داده که موارد استفاده از حیوانات 

 (.Phinney, 1999مشابه بیشتر است ) outbredآزمایشگاهها از نمونه های 

که بودند  Mus musculucبا نام علمی  (Mouse) جمعیت مورد مطالعه در این تحقیق، موش های سوری

 (.1-3باشد )شکل هفته می 8تا  6انتخابی بین  . سن حیواناتشده بودند یتو پاستور ایران تهیهسیان از
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 دلايل انتخاب اين حیوانات -3-4
 از نظر ساختار بافتی و فیزیولوژی بدنی شباهت به انسان . 1

 (سر می باشد 12-10تعداد نوزادان در هر زایش )بالا و ولد  زادقدرت . 2

 روز( 21-19.دوره بارداری نسبتاً کوتاه )3

 با حیوان ی کار. کوچک بودن و راحت4

 

 شرايط نگهداری از حیوانات -3-5

-200با سن تقریبی دو ماه و وزن تقریبی  BALB/Cی نژاد نر و ماده سوری هایدر این مطالعه از موش

گرم استفاده شد . در مدت آزمایش این حیوانات در خانه حیوانات دانشگاه علوم پزشکی اردبیل با شرایط  300

درجه  37ی حرارت اتاق نیز در حدود ساعت تاریکی نگهداری شدند. درجه 12ساعت روشنایی و  12نوری 

و پوشیده شده از خورده چوب که دسترسی  های پلاستیکی استاندارددر قفست شد. حیواناگراد حفظ میسانتی

آزاد به آب و موادغذایی داشتند، نگهداری شدند. شرایط نگهداری و کار با حیوانات بر اساس توصیه های قوانین 

 حمایت از حیوانات آزمایشگاهی بوده است.

 

  (Mus musculus) تصويری از موش سوری -1-3شکل 
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 آماده کردن حیوانات به منظور نمونه گیری -3-6
ی لب بالای موش توسط بتادین و پس از بیجانی کامل، ناحیه بیهوشاتر  دپیلاسیون هر موش، توسط بمنظور

تی و با استفاده از پنس و تیغ، نمونه پوس تراشیده شدهاین ناحیه، توسط تیغ بطور کامل  سپسضدعفونی شد. 

میلی لیتری که حاوی  15فالکون  باشد، جداشدند. این نمونه ها به لولههای مو میاین ناحیه که حاوی فولیکول

 باشد، انتقال داده شدند.می PBSبافر 

 

 فهرست تجهیزات آزمايشگاهي  مورد استفاده -3-7

  اتوکلاوTomy   ژاپن 

  هود لامینارJal tajhiz  ایران 

  معکوس میکروسکوپOlympus ژاپن 

  انکوباتورmemmert آلمان 

 کنتراست  فاز میکروسکوپOlympus ژاپن 

 ماری  بنmemmert آلمان 

 ون آ Behdad ایران 

 یوژسانتریفBehdad   ایران 

 فیوژ یخچال دارسانتریSigma آلمان 

 فیوژ سانتریmini spin  Eppendorf  آلمان 

 فیوژ سانتریmini spin   

  دستگاه آب دیونیزهMillipore  فرانسه 

  پیپتورBrand آلمان 

  10سمپلر تک کانالهμl Brand آلمان 

  100سمپلر تک کانالهμl Brand آلمان 

 سمپلر تک کانالهμl 1000 Brand آلمان 

  ترمال سایکلرBIO-RAD آمریکا 

 ترمال سایکلر Epprndorf  آلمان 

  درجه سانتیگراد 4یخچال Hanzad 

  درجه  سانتیگراد -20یخچال Beco ترکیه 

  درجه سانتیگراد -80یخچال Lab national  آلمان 

 ورتکس labtron ایران 

 UVdoc  انگلیس 
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 دستگاه الکتروفورز Akhtareian ایران 

 PH مترSartorius آلمان 

 شیکر pol Ideal Pars ایران 

 دستگاه Light cycler  یاReal-time PCR شرکت Roche 

 ترازوفوق حساس Sartorius آلمان 

 ترازوی معمولی(KERN , KB360-3N) 

 اسپکتروفوتومتر نانودراپ Termo Scientific آمریکا 

 (الکتروفورز دستگاه مایکروویو)جهت تهیه ژل 

 دستگاه آب مقطرگیری 

 

 فهرست وسايل و ظروف آزمايشگاهي مورد استفاده -3-8

  فیلتردار کشت سلولی فلاسکSPL کره جنوبی 

  خانه ای  6کشت پلیتSPL کره جنوبی 

  سانتی متری 10پتری دیشLabtron ایران 

  میلی لیتر  15لوله فالکونSPL جنوبی کره 

  میلی لیتری  15لوله فالکونSophra 

  میلی لیتری  50لوله فالکونSPL کره جنوبی 

  میلی لیتری  50لوله فالکونSophra 

 میکرومتر   2/0فیلتر سرسرنگیJet Biofeild  (052-150623) 

 یمیلی لیتر5/1و  5/0،  2/0های  میکروتیوپ 

 کرایوتیوب Freezing tube(sorfa)   

 وسایل جراحی 

  بیستوریتیغ 

  میلی لیتر 10پیپت مدرج 

 کریستالی  سر سمپلرmembrane solution(131009020) 

 میلی لیتری زرد 100 سر سمپلرGlobal Roll(NLD013) 

 میلی لیتری آبی 1000 سر سمپلرMembrane 

 Light cycler 8-tube strips (Roche:06612601001) 

  میلی لیتری 250و  100استوانه مدرج 

  میلی لیتری100مایرارلن 

 لیتری قابل اتوکلاو 1ی محلول ظرف تهیه 
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 تانک الکتروفورز 

 سی سی 5سی سی و  2 انسولین، سرنگ سرنگ 

 نتیوپ و فالکومیکرو رک 

 

 فهرست مواد و کیت های مورد استفاده -3-9

 Agarose D1 Low EEO (Pronadisa:8012) 

 Amphotericin B (Cipla:V0O069) 

 BETADIN (Gibco : 67618-150) 

 Bovin Serum Albumin or BSA (biowest:P6154-10GR) 

 Chloroform (MERK: 102444) 

 DispaseII (Gibco:17105-041) 

 DMEM low Glocose (Gibco:1714540) 

 DNA safestaine (cinna gen:EP5082) 

 EDTA(Sigma:E6758) 

 Ethanol 100 (هامون طب مرکزی) 

 Ethanol 96(pars alcohol: 5/42/83/031) 

 Fetal Bovine Serum or FBS (Gibco: 10270106) 

 Isopropanol (w292907) 

 DNA Laddder (sinagene) 

 DNA Loading dye (sinagene) 

 Paraformaldehyde 4% 

 Penicilin/streptomysin (Gibco:15140-122) 

 RPMI (Gibco:1127859)  

 Sodium acetate 

 Sodium citrate 

 Tri Reagent or TRIzol (Invitrogen,Carlsbad,CA) 

 Triton /X100(sigma 9002-93-1) 

 Trypsin (sigma 85450C) 

 Tween20(sigma 9002-93-1) 

 NaHCO3 

 Nacl 

 Kcl 
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 Na2HPO4
2-.H2O 

 KH2PO4 

 Cuso4 or Copper(II) sulfate 

 Retinoic Acid (sigma 302-79-4) 

 BDNF (R&D SYSTEM : 248-BD) 

 SG qPCRMaster Mix 2X(EURX :E0401-01) 

 Hydrocortisone (sigma: 50-23-7) 

 Insulin Regular (Human) (sigma : 11061-68-0) 

 Non-Essential Amino Acids (NEAA) 

 Cholera toxin (sigma:9012-63-9) 

 EGF (sigma: 62253-63-8) 

 bFGF (sigma: 106096-93-9) 

 TBE buffer 5X (Invitrogen :15581044) 

 Donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A21206) 

 Rabbit anti-GFAP poly clonal antobody (sigma : G4546) 

 Rabbit anti-MAP2 poly clonal antibody (sigma : M3696) 

 Rabbit anti-NeuN poly clonal antibody (Abcam : ab104225) 

 Vivantis 2-Steps RT-PCR Kit (Lot No: 2014-01) 

 BON-miR miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit (Catalog # 

BON209001) 

 miR-124-3p Inhibitor (Qiagen : MIN0000134) 

 miR-124-3p Mimic  (Qiagen: MSY0000134) 

 HiPerFect Transfection Reagent (Qiagen) 

 

 محیط های کشت و محلول های مورد استفاده روش تهیه -3-10

 DMEM روش تهیه محیط کشت -3-10-1

 گرم  DMEM                                       99/9پودر

 3NaHCO                                           7/2  گرم 

 لیترمیلی 1000رساندن حجم نهایی به            آب دیونیزه                                 

pH                                                      2/7  
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را توسط ترازوی دیجیتالی وزن نموده و سپس در بالن ژوژه یک لیتری  DMEMاز پودر گرم  99/9 ابتدا

گرم بی کربنات سدیم را  7/2که دقیق ترین حجم را جهت ساختن محلول های شیمیایی دارد ریخته و سپس

س سپ .خوب مخلوط می کنیم  رسانده وبه آن اضافه می کنیم و کل حجم را توسط بالن ژوژه به یک لیتر 

کمتر از حد نرمال باشد )کمتر  2/0-3/0محلول را اندازه می گیریم که معمولا باید بین  pHمتر،  pHتوسط 

محلول اضافه می شود. حال اگر محلول قلیایی بود به آن  pHبه  2/0-3/0( چون بعد از فیلتر کردن 2/7از 

یک نرمال اضافه می کنیم و اگر محیط اسیدی بود مقداری بی کربنات اضافه می کنیم   HClمقداری اسید 

 22/0محلول به حد مورد نظر برسد و بعد این محلول را در شرایط کاملا استریل )در زیر هود ( با فیلتر pHتا  

 با لینس پنی –خل یک ظرف استریل فیلتر می کنیم و سپس به آن محلول استرپتو مایسین میکرون در دا

 در حال. کنیم می نگهداری سانتیگراد درجه 4 یخچال در را محلول این و کنیم می اضافه درصد یک نسبت

به محیط در شرایط کاملا استریل اضافه می  ml  FBS 5محیط کشت  ml 50هر  ازای به استفاده هنگام

 آماده می باشد. فولیکول موکنیم و این محیط جهت کشت سلول های بنیادی 

 

 RPMI-1640 روش تهیه محیط کشت -3-10-2

 گرم RPMI                                               43/10پودر 

NaHCO3                                                   2 گرم 

 لیترمیلی 1000آب دیونیزه                                         رساندن حجم نهایی به 

pH                                                             2/7 

لیتر، استریل شدند و در میلی 50های میکرومتر در فالکون22/0محلول تهیه شده، توسط فیلترهای سرسرنگی 

 .باشدماه می 6گراد نگهداری شدند. مدت نگهداری محیط کشت حداکثر ی سانتیدرجه 4یخچال 

 

  (FBS)سرم جنیني گاوی روش آماده سازی  -3-10-3

پس از تشکیل به طور  که لخته خون فاکتور انعقادی تشکیل می شود بطوری 25سرم در اثر عملکرد بیش از 

دقیقه مایعی از خود خارج می کند که سرم نام  60تا  20ظرف  طبیعی شروع به انقباض می کند و معمولاً

 فاکتورهای چسبندگی و فعالیتو سرم محتوی فاکتورهای رشدیست که تکثیر سلولی را پیش می برد  دارد.

همچنین سرم به عنوان منبعی از مواد معدنی ، آنتی تریپسین که اتصال سلول را پیش می برد، می باشد. 

هایی که اغلب در کشت بافت  لیپیدها و هورمونها می باشد که ممکن است به پروتئینها متصل شوند. سرم

استفاده می شود سرم گاو، جنین گاو، سرم اسب بالغ و سرم انسانی هستند، سرم جنین گاو اغلب به طور وسیع 

خریداری و بوسیله انکوباسیون  GIBCO, USAگاو به صورت آماده از شرکت سرم جنین  استفاده می شود.
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گرمایش باعث  .گردید نگهداری -C °20دمای در استفاده زمان تا و شد فعال غیر دقیقه 30 برای C ° 56در 

) گروهی از مواد که در خون مهره داران وجود دارند و نقش اساسی در انهدام باکتریها  1برداشتن کمپلمان ها

و سلولهای دیگر را از طریق پادتن به عهده دارند که حرارت باعث از بین رفتن سریع تاثیرات این مواد می 

پپتیدی  رشد پلیرهای شود( از سرم می شود و فعالیت سیتوتوکسیک ایمونوگلوبین ها را بدون تخریب فاکتو

 .کاهش می دهد

  X)1( PBS2روش تهیه بافر  -3-10-4

NaCl                                 8 گرم 

KCl                                   2/0 گرم 

Na2HPO4                         44/1 گرم 

KH2PO4                           24/0 گرم 

 لیترمیلی 1000رساندن حجم نهایی به         آب دیونیزه                  

pH                                    2/7-4/7 

صورت پذیرفت، سپس در دستگاه اتوکلاو استریل  4/7متر در  pHاین محلول توسط دستگاه  pHاندازه گیری 

ه شد.رسانید C °37 به آن دمای استفاده بار ازهر قبل ودرجه نگهداری  4و برای مصارف بعدی در یخچال 

 Trypsinاین بافر به عنوان شستشو دهنده قبل از تریپسینه کردن سلول ها وهمچنین به عنوان رقیق کننده

– EDTA  .به کار رفت 

 

 Trypsin/EDTA (1X) روش تهیه محلول -3-10-5

 گرم 25/0                  پودر تریپسین                

EDTA                                         04/0گرم 

PBS                                           100 میلی لیتر 

 5/1های میکرومتر استریل شد و پس از تقسیم در میکروتیوپ 22/0محلول فوق توسط فیلتر سرسرنگی 

این محلول برای  .باشدماه می 6نگهداری در فریزر نگهداری شدند. حداکثر مدت  -30لیتری، در فریزر میلی

گیرد. کندن سلول ها از کف ظروف کشت هنگام پاساژ آنها مورد استفاده قرار می

                                                           
1- Complements 
2- Phosphate Buffered Saline 
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 mg/ml5 با غلظت B محلول آمفوتريپسین روش تهیه -3-10-6

 گرممیلی B                                      5/0پودر آمفوتریپسین

PBS                                                      100 لیترمیلی 

 یخچال لیتر ریخته و درمیلی 15های د. در فالکونمیکرومتر، فیلتر ش 2/0محلول نهایی توسط فیلتر سرسرنگی 

 نگهداری شدند. یکساله گراد برای مصرف درجه سانتی 4

 

 mg/ml1غلظت  باII  محلول ديسپاز  روش تهیه -3-10-7

 گرممیلی10پودردیسپاز                                                

PBS                                                      10 لیترمیلی 

لیتر توزیع و در میلی 5/1های میکرومتر استریل شد. در میکروتیوپ 22/0محلول فوق توسط فیلتر سرسرنگی 

هضم آنزیمی و شل شدن قطعات اکسپلنت حاوی برای آنزیم این  . گراد نگهداری شدند.ی سانتیدرجه -30

 گیرد. مورد استفاده قرار می پروسه کشت سلولهنگام  فولیکول های موی موش به

کلاژن از پوست و تاندون پای گوسفند  روش تهیه -3-10-8

 عدد1      پای گوسفند                                                  

 لیترمیلی 300مولار                                5/0محلول سدیم استات 

 لیترمیلی 10        مولار                    075/0محلول سدیم سیترات 

 لیتر میلی 100                      آب دیونیزه                                   

رار داده ای قدیش شیشهپوست پای گوسفند و فاسیای زیرین آن توسط تیغ بیستوری جدا شدند و در پتری

دقیقه قرار داده شد.  10-5شدند. پس از آن، روی سطح پوست، کرم دپیلاتور به منظور زدودن موها به مدت 

با آب شسته شد. پوست و تاندون ها به قطعات کوچک تقسیم شدند. پس از زدودن کامل موها، سطح پوست 

لیتر استریل منتقل شدند. میلی 50ها به درون فالکون گرم از آن 5این قطعات پس از تقسیم، توزین شدند. 

دقیقه میکس توسط دستگاه  1مولار به محتوای فالکون اضافه شد. 5/0لیتر از محلول سدیم استات میلی 30

مولار به آن  5/0خته شد و مجددا محلول سدیم استات ورت گرفت. پس از آن، محیط رویی دور ریورتکس ص

ی انجام شده، به منظور حذف سدیم اضافه شد)این مراحل، هفت بار تکرار شد(. پس از اتمام هفت مرحله

مولار به 075/0رات لیتر از بافر سدیم سیتمیلی 2مانده، با آب دیونیزه شستشو داده شد. سپس، استات باقی



54 
 

 075/0ازای هر گرم از نمونه افزوده شد. انجام ورتکس به مدت یک دقیقه و افزودن مجدد بافر سدیم سیترات 

شود و شود، با این اصول که در هر مرحله، محلول رویی دور ریخته نمیتکرار می مرتبه 6مولار)این مرحله نیز 

 50له ورتکس، مایع شفاف و شناور رویی به فالکون استریل مرح 6شود(. پس از اتمام این فقط اضافه می

، قرار داده  rpm 1200فیوژ با دور دقیقه در سانتری 10حاصل به مدت  شود. مایعلیتر مجزا منتقل میمیلی

 30شد تا سدیم سیترات به همراه اندازه ذرات بزرگتر حذف گردند. محلول رویی فیلتر شد و بار دیگر به مدت 

های فیوژ شد. در نهایت مایع حاصل به فالکونسانتری rpm 12000گراد با دور درجه سانتی 4دمای  دقیقه در

گراد نگهداری شدند. از ی سانتیدرجه 4لیتر استریل انتقال داده شدند و برای مصارف بعد در دمای میلی 10

شت ها و کمنظور چسبیدن اکسپلنت، به سلولی کشت و پلیت های هافلاسک کف 1پوشاندنها برای این کلاژن

  شود.نمونه استفاده می

 

مولاری  5/0محلول سديم استات   روش تهیه -3-10-9

 گرم 2NaO3H2C ( gr/mol 0343.82MW: )                6/13  پودر 

 لیترمیلی 200               ی استریل                                    آب دیونیزه

درجه انتقال داده شد و در  4، به یخچال  4/7تا  7بین  pHمحلول فوق، پس از حل شدن کامل و تنظیم 

 روند استخراج کلاژن  مورد استفاده قرار گرفت.

 

مولاری  075/0محلول سديم سیترات   روش تهیه -3-10-10

 گرم  7O5H6C3Na ( gr/mol 06.258MW: )                7/14  پودر

 لیترمیلی 200               ی استریل                                    دیونیزهآب 

یک مولاری حاصل  محلول میلی لیتر آب دیونیزه 50گرم از پودر سدیم سیترات در  7/14با حل کردن ابتدا 

یتر از محلول میلی ل 15مولاری ، مقدار  075/0میلی لیتر از محلول  200سپس برای بدست آوردن  می شود.

محلول فوق،  میلی لیتر می رسانیم. 200سدیم سیترات یک مولاری را برداشته و توسط آب دیونیزه به حجم 

درجه انتقال داده شد و در روند استخراج کلاژن  مورد استفاده  4، به یخچال  4/7تا  7بین  pHپس تنظیم 

 قرار گرفت.

 

                                                           
1-Coating 
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مولار 10-2رتینوئیک اسید با غلظت  روش تهیه -3-10-11

 میلی گرم  RA                                     3  پودر

 میکرولیتر 1000 میلی لیتر معادل 1                                  %96اتانول 

برای ود. فیلتراسیون انجام ش انجام بدون نیز تهیه این محلول باید در شرایط بدون نور و بصورت فویل پیچ و

میکرولیتر از آن را  100 و شفاف شدناز ورتکس استفاده شد. بعد از انحلال کامل  RAپودر بهتر حل شدن 

 رتینوئیک اسیدمیلی لیتر محلول   10اضافه می کنیم تا مقدار  DMEMمیکرولیتر از محیط کشت  900/9در 

 در یخچال میلی لیتری 5/0میکروتیوب  20میکرومولاری بدست آید. محلول حاصل پس از توزیع در بین  1

شد. این استوک ها در روند تهیه محیط کشت تمایزی یا القای نورونی برای گراد نگهداری ی سانتیدرجه -30

 سلول های بنیادی مورد استفاده قرار گرفت.

 

 استوک های هیدروکورتیزون روش تهیه -3-10-12

 میلی گرم  1                                هیدروکورتیزون پودر

 میکرولیتر 1000 میلی لیتر معادل 1                                            %96اتانول 

 میلی لیتر 10برای رساندن حجم نهائی به                           ی استریل     آب دیونیزه

لیتر میلی 5/0های در میکروتیوپمیکرومتری  22/0توسط فیلتر سرسرنگی پس از استریل شدن محلول فوق 

در روند تهیه محیط کشت مغذی یا از این استوک ها  گراد نگهداری شدند.ی سانتیدرجه -30توزیع و در 

 پیش القا برای سلول های بنیادی  تحت کشت استفاده شد.

 

  % 1/0 (BSA) 1آلبومین سرم گاوی روش تهیه -3-10-13

 میلی گرم  BSA                                25 پودر 

 میلی لیتر  PBS                                   5/2 بافر

رنگی محلول فوق توسط فیلتر سرستهیه این محلول باید در شرایط بدون نور و بصورت فویل پیچ انجام شود.

در آماده از این محلول شد. گراد نگهداری ی سانتیدرجه -30 در یخچال میکرومتری استریل شد و 22/0

 .گردیدستفاده ا تهیه محلول بلاکینگ در روند ایمونوسیتوشیمی و BDNFسازی استوک های 

                                                           
1- Bovine Serum Albumin 
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   BDNF فاکتور نوروتروفیک مشتق از مغز تهیه -3-10-14

محلول استریل آب  ml1نوترکیب لیوفیلیزه است که با افزودن   µg5 BDNFحاوی  این فاکتور ویالهر 

تهیه می شود، سپس در حجم های مساوی  µg/ml5به آن یک محلول  % BSA 1/0 مقطر دیونیزه حاوی 

رقیق سازی این  .شدگراد نگهداری ی سانتیدرجه -30 در یخچالو  توزیع شده ml  2/0ها بمیکروتیو در

استفاده  از ورتکس  انحلال کاملبرای  .انجام شودفاکتور رشد باید در شرایط بدون نور و بصورت فویل پیچ 

 این استوک ها در روند تهیه محیط کشت تمایزی یا القای نورونی برای سلول های بنیادی استفاده شد.از  .شد

 

 bFGFفاکتور رشد فیبروبلاستي  تهیه -3-10-15

محلول استریل آب   ml1نوترکیب لیوفیلیزه است که با افزودن   µg100 bFGFهر ویال این فاکتور حاوی 

، سپس در حجم های مساوی شده تهیه  µg/ml100به آن یک محلول   % BSA 1/0 مقطر دیونیزه حاوی 

این استوک ها از  .شدگراد نگهداری ی سانتیدرجه -30 در یخچالو  توزیع شده ml  2/0ها بمیکروتیو در

 در روند تهیه محیط کشت تمایزی یا القای نورونی برای سلول های بنیادی استفاده شد.

 

 EGFفاکتور رشد اپي تلیالي  تهیه -3-10-16

محلول استریل آب   ml1نوترکیب لیوفیلیزه است که با افزودن  µg100 EGFهر ویال این فاکتور حاوی 

تهیه می شود، سپس در حجم های مساوی  µg/ml100به آن یک محلول  BSA %1/0مقطر دیونیزه حاوی 

تهیه محیط کشت تمایزی یا در قرار داده و   -C30°تقسیم کرده و در فریزر  ml  2/0های ببه میکروتیو

 القای نورونی برای سلول های بنیادی مورد استفاده قرار می دهیم.

 

   Penicillin/ Streptomycinآنتي بیوتیک  -3-10-17

شده و پس از توزیع  خریداری GIBCO, USAاز شرکت   ml100این محلول به صورت آماده و در ظروف 

 نگهداری گردید. -30در دمای  توسط پیپتور سی سی 15در فالکون های 
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 ها  HFSCبرای کشت  2تمايزیيا پیش  1مغذی های نحوه تهیه محیط کشت -3-10-81
 

43 cc DMED medium 

5 cc FBS 

500μl or0/5  cc Penicillin/ Streptomycin 

10 μl  Insulin Regular (Human) 

500μl  Hydrocortisone 

500μl Non-Essential Amino Acids (NEAA) 

10 μl Cholera toxin 

1 μg or 1000 ng EGF 

 

 

 ها HFSCبرای  3نحوه تهیه محیط کشت تمايزی يا القای نوروني -3-10-91

  

 

 

 

 

 

 

تذکر : پس از آماده سازی محیط القای نورونی دور فالکون حاوی محیط را فویل پیچی می کنیم چون حاوی 

 و بهتر است در معرض نور قرار نگیرند.فاکتورهای رشد پروتئینی بوده 

                                                           
1 -Nutrient medium 
2- pre-treat Medium 
3-Neural induction medium 

9/5 cc Nutrient DMEM medium 

20 μl BDNF 

10 μl bFGF 

500 μl  ATRA 1 μM 

 میلي لیتر 50مغذی يا پیش تمايزی در حجم تهیه محیط -1-3جدول 
 

میلي لیتر  10 محیط کشت القای نوروني در حجم تهیه-2-3جدول 
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 4% (PFA)د محلول پارافرمالدهی  روش تهیه-3-10-20

 40برسد سپس  C°60قرار داده تا به دمای هیتر مغناطیسیرا روی  PBSمیلی لیتر محلول  800ابتدا 

( داخل آن حل گردید. ابتدا محلول کدری به دست Merck, Germanyآلدهید )قرص یک گرمی پارافرم

 PFAمحلول شفاف می شود. پس از حل شدن کامل  NaoHمی آید ولی با اضافه کردن یک عدد قرص 

میلی لیتر رساندیم. در مرحله 1000به حجم  PBSمحلول را سرد کرده و با کاغذ صافی فیلتر کردیم. سپس با 

از این نگهداری کرد. درجه 4 ل را می توان به مدت یک ماه در یخچالرساندیم. محلو 2/7-4/7را به  pHبعد 

 جهت فیکس کردن سلول ها در ایمونوسیتوشیمی استفاده می شود. محلول

 

 سلولي  1بلاکینگ  محلول  روش تهیه -3-10-21
 

20 cc PBS 

200 mg BSA powder 

50 μl Triton X100 

50 μl Tween 20 

 

 محیط محلول بلاکینگ سلولي تهیه-3-3جدول 

 

 آنتي بادی  بلاکینگ  محلول روش تهیه -3-10-22
 

20 cc PBS 

200 mg BSA powder 

50 μl Triton X100 

50 μl Tween 20 

500 μl FBS 

 

 محیط محلول بلاکینگ آنتي بادی تهیه-4-3جدول 

                                                           
1 -Blocking reagent 
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 لیترگرم بر میليمیلي 5با غلظت  DAPIمحلول   روش تهیه -3-10-23

DAPI                                                               1 میلی گرم 

Triton-x100                                                  10 میکرولیتر 

 میلی لیتر PBS                                                       100  بافر 

محلول بدست آمده را که به عنوان استوک تهیه شده داخل ویال های کوچک ریخته و در فویل آلومینیومی 

یعنی ایمونوسیتوشیمی بمنظور رنگ آمیزی هسته درجه سانتیگراد قرار می دهیم تا در موقع نیاز  4پیچیده در 

رسی میزان نکروزیس سلولی ی سلول ها ، انجام شمارش سلولی ، بررسی میزان آپوپتوزیس هسته ای و بر

 استفاده گردد.

 

 EDTA (0/5 M) روش تهیه بافر -3-10-24

Na2EDTA 2H2O               86/1  گرم 

DDH2O                              8 لیترمیلی 

NaOH                              200 میلی گرم 

 8محلول نیز در حدود  pHلیتر رسانده شد. میلی 10دیونیزه، به   مواد فوق خوب حل شده و حجم آن با آب

 تنظیم گردید.

 

 TBE(5X)بافر  روش تهیه -3-10-25

O2H                                                  40 لیترمیلی 

 0/5  EDTA لیترمیلی 1                                مولار 

Boric Acid                                         375/1 گرم 

 گرم Tris base                                        7/2 پودر

این بافر روی  pHلیتر رسانده شد. میلی 50ترکیبات فوق خوب حل شده و حجم آن توسط آب دیونیزه، به 

 تهیه شد.مورد نیاز برای الکتروفورزیس  TBE(0.5X)از رقت سازی این بافر،  تنظیم شد. 7.4
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 روش انجام تکنیک ها  -3-11

 موش سوری سبیلی بالج فولیکول موی ناحیه های ناحیهکشت سلول -3-11-1

 موش سوری سبیلی برداشت نمونه از ناحیه -3-11-1-2

شد.برای برداشت نمونه، ی کوبایاشی استفاده ناحیه بالج ازروش تعدیل شده ازجهت جدا کردن فولیکول مو 

ی ای  انتخاب شد. پس از بیهوشی کامل با اتر، ناحیههفته 8گرم میلی 250موش سوری به وزن تقریبی 

دقیقه استریل شد. پس از آن، توسط تیغ و تراش مخصوص،  3سبیل)لب بالا( موش توسط بتادین به مدت 

ب بالای موش، از پنس و تیغ استفاده شد. نمونه موهای این ناحیه به طور کامل زدوده شدند. برای برداشت ل

 .جهت انتقال به آزمایشگاه ریخته شد PBSلیتر میلی 3فالکون استریل حاوی درون پس از برداشت به ها 

 

 های موانتقال نمونه به آزمايشگاه و جداسازی فولیکول-3-11-1-2

شستشو داده شد. پس از آن بمنظور  PBSبه زیر هود انتقال داده شد. سه بار با  در آزمایشگاه بلافاصلهنمونه 

پس از  وPBS . یکبار شستشو با نداستریل شد %70ثانیه با الکل  40به مدت  ضدعفونی بیشتر اکسپلنت ها

محلول  لیتر ازمیلی 2های مو، روی نمونه این برای سست شدن بافت های همبند و جداسازی راحت تر فولیکول

گراد انکوبه شد. پس از ی سانتیدرجه 37دقیقه در انکوباتور، در دمای  30ریخته شد و به مدت  IIدیسپاز

 به RPMIدر مجاورت محیط کشت  PBSتوسط پس از شستشو  ها دقیقه، نمونه 30سپری شدن زمان 

وجود محیط در پتری دیش حاوی نمونه ها برای زنده ماندن سلول ها داده شدند.  استریلی انتقال دیشپتری

 و پاک سازی در زیر میکروسکوپ، پس از برداشتنو جلوگیری از خشک شدن اکسپلنت ها ضروری است . 

 .ی مو را جدا می کنیمهافولیکولهای فیبروبلاستی اطراف فولیکول ، به آرامی کامل رشته

 

 ج فولیکول موبال ناحیهجداسازی -3-11-1-3

 4ها، این ارگان به ها، در زیر میکروسکوپ، با توجه به جهت و شکل فولیکولپس از جداسازی کامل فولیکول

ی بالج شود ، ناحیهه میدویه که برجسته دیثان 4/1ی مو، ترتیب از سمت ساقهشود. به قسمت تقسیم می

 (.1-3)شکل ی بالب است. انتهایی است، ناحیه 4/1ی فولیکول مو، که همان ترین ناحیهیباشد. انتهائمی
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 RPMIهای جدا که حاوی محیط کشت دیشبیستوری استریل، در پترینواحی بالج پس از برش توسط تیغ 

 2، روی هرناحیه،  PBSبودند، انتقال داده شدند. در زیر هود، پس از کشیدن محیط کشت و شستشو با 

 Bمیکرولیتر محلول آمفوتریپسین100سیلین/ استرپتومایسین و میکرولیتر پنی100همراه با  PBSلیترمیلی

شستشو داده شدند.  PBSدقیقه، ترکیبات فوق به آرامی کشیده شده و مجدداً با  1ز گذشت ریخته شد. پس ا

پس از خورد کردن این نواحی توسط تیغ بیستوری، به طور جداگانه به فلاسک کشت کوت شده با کلاژن، 

 .کشت داده شدند FBS %10حاوی   DMEMانتقال و با محیط کشت 

 

 با کلاژن کوت کردن فلاسک کشت  -3-11-1-4

 پتاژ کردن، تمامیلیتر از کلاژن استخراج شده را به فلاسک کشت ریخته و با پیمیلی 2در زیر هود، مقدار 

دقیقه، در زیر  30. فلاسک کشت برای استریل شدن، به مدت می کنیمآغشته به این ماده  را سطوح فلاسک

 3ی کلاژن، ابتدا مقدار شد. برای رفع اسیدیتهقرار گرفت. این عمل دوبار پیاپی تکرار  UVهود در معرض نور 

ی زمانی نیم ساعت، در انتها میزان روی آن ریخته شد. پس از تکرار سه بار این عمل با بازه PBSلیتر از میلی

ی عدم تغییر رنگ محیط پس ازگذشت ی مشاهدهریخته شد. در نتیجه RPMIلیتر از محیط کشت میلی 3

 ژن از بین رفته و فلاسک کشت برای کشت اکسپلنت آماده شد.ی کلانیم ساعت، اسیدیته

 

 مراحل جداسازی فولیکول موی سبیل موش سوری زير میکروسکوپ -2-3شکل 

(A)  ، بافت ناحیه سبیل موش(B)  فولیکول های موی جدا شده و(C) تقسیمات چهارگانه ی یک فولیکول مو 
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 فولیکول موی موش سوریبالج های ناحیه کشت سلول -3-11-1-5

های کوت شده، به طور جداگانه این نواحی با محیط کشت های بالج به فلاسک پس از انتقال اکسپلنت

DMEM که حاویFBS 10%    ،1% اسیدآمینه های ضروری و غیرضروری استروپتومایسین و  سیلین/ پنی

انتقال  2CO %5و  ، %95ی سانتی گراد، رطوبت درجه 37بودند، کشت داده شدند. سپس به انکوباتور با دمای 

 روز پس از کشت رخ خواهد داد. 5ی  کشت داده شده، داده شدند. مهاجرت سلول از نمونه

 

 يد(ها )تقسیم و انتقال به محیط جدپاساژ سلول -3-11-2

اید به ها بای در کف فلاسک کشت، این سلولی تراکم یک لایهها به مرحلهها و رسیدن سلولبا تکثیر سلول

 ی به منظورسلول پاساژدر واقع  شود.های جدید انتقال پیدا کنند که این فرآیند پاساژ سلولی نامیده میفلاسک 

 اژپاس افزایش جمعیت سلول ها است.از دیگر فواید و جهت رشد سلول ها درحال تکثیر ایجاد فضای بیشتر

در زیر هود و در محیط  برای این کار، تردر پاساژهای بالاتر است. سلولی رسیدن به جمعیت سلولی خالص

ها ، سلول PBSلیتر از میلی 3-2سلول دور ریخته شده و با افزودن  قدیمی استریل،  ابتدا محیط کشت رویی

 و روی سلول ها فلاسکدرون به با سمپلر  1x تریپسینلیتر از میلی 5/1الی  1شدند. مقدار  شو دادهشست

ها در انکوبه شد. پس از گذشت این زمان، سلولدرجه سانتیگراد  37دقیقه در انکوباتور  5اضافه شد و به مدت 

سطح  جه سلول ها ازتریپسین اتصالات بین سلولی را سست کرده و در نتی زیر میکروسکوپ بررسی شدند.

لیتر میلی1ها از کف فلاسک،  برای خنثی سازی تریپسین میزان پس از جدا شدن سلول .فلاسک جدا می شوند

 یلیتر استریلمیلی 15لیتر از محیط کشت به فلاسک اضافه و پس از شستشو به فالکون میلی 2و  FBSاز 

ا ب حذف وسانتریوفیوز شد. پس از اتمام سانتریفوژ، محیط رویی  1800rpmدقیقه با سرعت  10منتقل شد و 

میلی  2کف لوله فالکون جدا شده و  فالکون، پلاک سلولی از یهقسمت انتهایی لول وارد کردن چند ضربه به

ی درجه  37 و در انکوباتور توزیعجدید  در فلاسک هایپتاز  اضافه کرده، پس از پی به آن محیط کشتلیتر 

 نگهداری شدند. 2CO %5گراد و سانتی

 

  ينورونسلول های  به سمت بنیادی فولیکول موتمايز سلول های  -3-12

استفاده  نورونیاز این سلول ها برای تمایز به سلول های  ها، HFSCبدلیل وجود پتانسیل تمایز عصبی در 

 استفاده عصبی های سلول به ها HFSC مایزت برای شده اصلاح اندکی روش یک از ما اینجا، در گردید.

از  1xتوسط تریپسین  دومدر پاساژ  ها سلول اول وهلهدر  یایز سلولتمبمنظور . به این صورت که کردیم

 DMEM ، FBSحاوی پیش تمایزی مغذیِ در محیط  2cmسلول در  2×510فلاسک جدا شدند و با تراکم 

انسولین اسیدهای آمینه های غیر ضروری ،  %1آنتی بیونتیک پنی سیلین/ استرپتومایسین ،  1%،  10%

g/mlμ5  هیدروکورتیزون ،mg/ml 0/5  ، و مولار  1×10-9 کلراتوکسینEGF  ng/ml20  14به مدت 

 .شدند  داده کشت 2COدرصد  5درجه سانتی گراد و  37روز در 
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شستشو  PBSسپس سلول ها با  ابتدا محیط روئی قبلی آنها برداشته شد روز  14پس از اتمام در وهله دوم 

 ، DMEM ، 5% FBS  ،1μM ATRAالقای تمایز نورونی متشکل از محیط داده شدند  و تحت کشت با 

BDNF 10μg/mlوbFGF 10ng/ml  هر سه روز یکبار محیط القای نورونی د. نقرار گرفتروز  10به مدت

می نوسیتوشیوهای تمایزی به روش ایمو پروتئین ز سلول ها برای بیان ژن رو 10گذشت بعد از تعویض می شد. 

 شدند. سازی آماده   Real-Time PCRو 

 

 عصبيبه سمت سلول های  ها HFSC اثبات تمايز -3-13

 1ايمونوسیتوشیمي -3-13-1

ن یا یک پروتئی شخیصت برایآزمایشگاهی  بسیار اختصاصی و حساس رایج تکنیک( ICC) ایمونوسیتوشیمی

متصل می  به آنکه اختصاصی اولیه ای  آنتی بادی های نشان دار  استفاده از با ها سلول در آنتی ژن خاص

ر به مرئی منجبه هنگام اتصال با آنتی بادی ثانویه ی دارای فلوروفور یا فلورکروم همراه آنتی بادی اولیه  .شوند 

 می که است یفلورسنت  شیمیایی ترکیب فلوروفور شود. می  شدن پروتئین زیر یک میکروسکوپ فلورسنت

 مانند یسیگنال ،آنتی بادی نشان داردر واقع . ، نور را بطور مضاعفی منتشر نماید نوری تحریک از پس تواند

ز به میکروسکوپ نوری نیا آنبرای مشاهده  که ایجاد می کند آنزیمی واکنش یک را در اثر رنگ یا فلورسانس

 .ندمی باش شده حذف سلولی خارج ماتریکس با هائی سلول یا شده کشت های سلول آنالیزبرای  ICC .است

 

 

  کشت و آماده سازی سلول ها-3-13-1-1

 ورونی،کنترل و القای نبالج پس از کشت طبق روش توضیح داده شده، باتوجه به گروهبندی  ناحیههای سلول

درصد از خانه ها از  50. پس از پرشدن حداقل دای کشت داده شدنخانه 6کشت  پلیتبه طور مجزا، در دو 

ار قر کشت پیش تمایزی و تمایزی طبق گروه بندی محیط های روز در معرض14ها به مدت سلول، این سلول

 انجام تکنیک منظور، آماده شدند. ها برای سلول مدت،گرفتند. پس از اتمام این 

 

 انجام تکنیک ايمونوسیتوشیمي روش -3-13-1-2

 شده در پلیتهای کشت کشیدن محیط رویی سلول 

 ها با بافر شستشوی این سلولPBS  

                                                           
1-Immonocytochemistry (ICC) 
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 به درون هر ول از پلیت  %4 میکرولیتر از محلول پارافرمالدهید 400افزودن  فیکس کردن سلول ها با 

 دقیقه در زیر هود 15الی  10به مدت 

 دقیقه 15تا  10از روی سلول ها پس از گذشت   %4محلول پارافرمالدهید کشیدن 

  سه مرتبه شستشوی سلول ها با بافرPBS ( دقیقه 3تا  1هر بار به مدت) 

  به مدت  قرار دادن در دمای اتاق هر ول و درون به بلاکینگ سلولیمیکرولیتر از محلول  500افزودن

 دقیقه )بهتر است نمونه ها در معرض مستقیم نور نباشند(.  30

 دقیقه ای مرحله قبل 30ام مدت زمان کشیدن محلول بلاکینگ از روی سلول ها پس از اتم 

  با بافر  ی سلول ها مرتبه شستشوسهPBS   دقیقه   3تا  1هربار به مدت 

  ا ببلاکینگ آنتی بادی با محلول اولیه رقیق شده  های بادیآنتیمیکرولیتر از  400تا  300افزودن

به مدت یک  ( و قرار دادن پلیت های فویل پیچ 5-3)جدول  بر روی سلول ها نسبت های مختلف

  درجه سانتی گراد 2-8دمای  ساعت در 24یعنی (overnight) شب

  اولیه از روی سلول ها در فضای بدون نور  بادیمحلول آنتیبرداشتن 

 بافر میکرولیتر  500الی  400 ها توسطسه مرتبه شستشوی متوالی سطح سلولPBS   

  با  یبلاکینگ آنتی بادمحلول رقیق شده با بادی ثانویه میکرولیتر از محلول آنتی 400تا  300افزودن

 (5-3بر روی سلول ها )جدول  200به  1نسبت 

  ساعت در دمای اتاق 2به مدت قرار دادن پلیت کشت فویل پیج بر روی دستگاه شیکر 

  ساعت 2پس از طی شدن کشیدین محلول روئی سلول ها  

  با بافر سه مرتبه شستشوPBS  در اتاق تاریک 

 رنگ آمیزی افتراقی با DAPI (1µg/ml)  دقیقه در اتاق تاریک 5به مدت 

  سه مرتبه شستشو با بافرPBS  در اتاق تاریک 

 ثبت تصاویر سلولی توسط میکروسکوپ فلورسنت Olympus 

 

 

 



65 
 

Dilution Vendor & Catalog Number Antibody 

1:400 Sigma-Aldrich:M3696 rabbit anti-MAP-2polyclonal antibody  

Primary 

 
1:500 Sigma-Aldrich:G4546 rabbit anti-GFAP polyclonal antibody 

1:200 Abcam : ab104225 rabbit polyclonal Anti-NeuN antibody 

 

 

Invitrogen: A21206 

Abcam : ab150080 

donkey anti-rabbit Alexa Fluor 488 

Goat Anti-Rabbit  Alexa Fluor 594 

Secondary 

 

 

 

 

 فلورسنس میکروسکوپ با شده آمیزی رنگ های های لام از تصادفی میدان 10 از  ابتدا نتایج، سازی یکمّ برای

 های سلول تعداد سپس و شده رنگ های هسته تعدادابتدا  Image Jتوسط نرم افزار  سپس. شد عکسبرداری

 ستد به ها هسته میانگین به شده رنگ های سلول تعداد نسبت میانگین نهایت در. شد شمارش شده رنگ

 .گردید بیان درصد صورت به و آمد
 

 

 

 

 

  

 PCRtime -Real1 با استفاده از تکنیک های هدف بررسي بیان ژن -3-13-2

، روش کلون کردن ژن در شرایط آزمایشگاه است . هدف از آن سنتز  PCRواکنش زنجیره ای پلیمرازی یا 

، دارای  PCRشود.  می تکرار وار زنجیره صورت به جدید از روی رشته های الگواست که DNAرشته های 

مشاهده لحظه  Real time PCRتکنیک .است  Real-time PCRانواع متعددی می باشد که یکی از آنها 

 .سید نوکلئیک( در طول زمان می باشد) یا همان  فرآیند تکثیر  ا PCRبی وقفه پیشرفت واکنش  وبه لحظه 

یا پرایمرهای لیبل دار  DNA–متصل شونده به   2این روش بر مبنای فلوئورسنت تولیدی از مولکول گزارشگرِ

 در واقع است که در طول واکنش افزایش می یابد و قابلیت توصیف کمّی دارد . 3فلورسنتی موسوم به پروب ها

متناسب  و پروب یا مولکول گزارشگر نشاندار در طی واکنش حضور داشته و در هر سیکل تکثیر در طی تکثیر

ر توسط نمایانگبوده و شده و نور ساطع شده از آن در هر سیکل قابل اندازه گیری تجزیه  با میزان محصولات،

 شود.شناسایی و ثبت می

 دارای مزایای زیر می باشد: Real time PCRروش 

 تکثیر در هر زمان قابل مشاهده است. -1

        و پرایمر و همچنین تعداد سیکل DNAترین غلظت ای که مناسبسازی واکنش به گونهامکان بهینه -2

 لازم برای تکثیر مشخص می شود.    

                                                           
1-Real-time Polymerase Chain Reaction 

2-Reporter 
3-probes 

سلول های تمايز  آنتي بادی های اولیه وثانويه استفاده شده برای رنگ آمیزی ايمونوسیتوشیمي -5-3 جدول

 يافته

 

1:200 
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 امکان قطع واکنش در زمان دلخواه -3

کمی با استفاده از روش سنجش مطلق و سنجش نسبی میزان دقیق و نسبی الگوی اولیه  PCRانجام  -4

 قابل اندازه گیری است.

 کمتری لازم است.افتد و زمان واکنش بسیار سریع اتفاق می -5

 معمولی بالاتر است. PCRمحدوده تشخیص آن از  -6

 شوند استفاده می Real- Time PCRمواد شیمیایی متفاوتی برای 

 مونهن کردن نرمال منظور به یابد می تکثیر اصلی نمونه همراه که یا مثبت درونی کنترل یک از روش این در

 مختلف شرایط در و ها نمونه همه درو  بوده House keeping ژن یک،  کنترل درونی. شود می استفاده

 . دارد ثابتی بیان

  

 از بافت و سلول RNAاستخراج  -3-13-2-1

باید توجه داشت از آنجایی که  .های مورد نظر انجام گرفتبرای بررسی سطح بیان ژن RNAاستخراج 

RNA  نسبت به فعالیتRNase و مواد باید عاری از ی وسایلکلیهباشد،  بسیار حساس میRNase باشند 

 :  موارد زیر را رعایت کرد RNAبایستی برای حفظ می؛ پس 

د ها بایکار داریم، مثــل سطوح سانتریفوژ و رکوتمامی سطح هود و سطوحی که در حین کار با آنها سر -1

 شستشوداده شوند. %70الکل با 

تهیه  RNAکه اختصاصاً برای کار با  RNase freeی ها و سرسمپلرهاها، لولهاز ظروف، میکروتیوب -2

 اند استفاده شود.شده

های یکبار مصرف و بدون پودر لاتکس استفاده شود و از تماس با دست خودداری شود زیرا از دستکش -3

 است. RNaseدست حاوی آنزیم  پوست

میزان  ،انجام پذیرفت، فقط در سلول 1مراحل کار برای بافت و سلول یکی است، هردو استخراج توسط ترایزول

 1000و بافت  رمیکرولیت700کمتر از این ماده و در بافت به میزان بیشتر از این ماده ریخته شد.)سلول 

 :انجام گرفت و به شرح ذیل برای بررسی سطح بیان ژن های مورد نظر RNAاستخراج میکرولیتر(. 
 

 ستریل در زیر هودبالج با تیغ بیستوری ا ناحیه خوردکردن کامل  (1

 های استریل جداگانههای خورد شده به میکروتیوپانتقال کامل بافت (2

ورتکس نمونه ها به و  لیتر از ترایزول روی نمونه هامیلی 1اضافه کردن در نمونه های بافتی : -الف (3

 دقیقه به منظور حل شدن قطعات بافتی در ترایزول 3مدت 

و ورتکس چند ثانیه درجه  80-در نمونه سلولی : خروج نمونه های سلولی حاوی ترایزول از فریزر  -ب

 مونه ها بمنظور انحلال کامل در ترایزولای پس از ذوب شدن ن

                                                           
4- TRI Reagent or Trizol 
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 میکرولیتر کلروفرم به ازای هر یک میلی لیتر از بافت هموژن شده 200اضافه کردن  (4

 g 12000با دور  C˚4 دقیقه در دمای 15سانتریفیوژ به مدت  (5

 Mid، لایه حد واسط )RNA( حاوی upper phaseدر این مرحله سه لایه مشاهده شد: لایة رویی ) (6

phase)  حاویDNA .و لایه زیرین که پروتئین ها در آن هستند 

 جدید ببه میکروتیو RNAانتقال فاز بالایی حاوی  (7

 ((Merck, Germanyسرد  اضافه کردن نسبت یک به یک ایزوپروپرانول (8

 درجه سانتی گراد -20دقیقه در دمای  30قرار دادن میکروتیوپ ها به مدت   (9

قابل  RNAدر این مرحله رسوب g12000با دور  C4˚دقیقه در دمای  30سانتریفیوژ به مدت   (10

 مشاهده است.

 پس از اتمام سانتریفیوژتخلیه محلول رویی  (11

میکرولیتر  500مقدار  RNAدرصد) برای این منظور به رسوب  75با اتانول  RNAشستشو رسوب   (12

 درصد اضافه شده و به آرامی مخلوط گردید.( 75اتانول

 g 7500و دور C4˚دقیقه دردمای  5سانتریفیوژ به مدت   (13

)خشک کردن لبه میکروتیوب حاوی رسوب  RNAبرداشت مایع رویی و خشک کردن نسبی رسوب   (14

 دقیقه با در باز ( 10الی  5مجاورت هوا در زیر هود بمدت دربه آرامی با دستمال کاغذی یا قرار دادن 

به منظور غیر فعال کردن  به محتویات درون میکروتیوب DEPC Waterمیکرولیتر  35اضافه کردن   (15
DNase 

دقیقه به منظور حل  15-10ی سانتی گراد و زمان درجه 58ی ها در بنماری با دماقرار دادن نمونه  (16

     RNAشدن 

 

 استخراج شده RNAاندازه گیری مقدار  -3-13-2-2

را  RNAاندازه گیری شد.  drop Nanoتوسط دستگاه  )OD)1 تعیین دانسیته نوریبا روش  RNAغلظت 

دارد و پروتئین nm260ارزیابی گردید. اسید نوکلئیک حداکثر جذب را در  280و  260در طول موج های 

برای تعیین دانسیته نوری توسط   کنند.را به خوبی جذب می nm280طول موج  RNAهای آلوده کننده 

( RNA)به عنوان حلال   DEPC Treated Waterباپس از کالیبریزاسیون دستگاه  Nano dropدستگاه 

 260استخراج شده از هر گروه به دستگاه منتقل شده و نسبت جذب آن در طول موج RNAمیکرولیتر از  1

های به دست آمده در این مطالعه  RNAمحاسبه گردید . غلظت  (OD260/280)نانومتر  280نانومتر به 

برای  نگه داری شد. -C˚80ده در دمای به دست آم RNA نانوگرم بر میکرولیتر بود. 800-200عددی بین 

میلی  40میلی گرم پودر آگارز و  480)درصد  2/1ژلاز آن را روی  µg1استخراج شده  RNAبررسی کیفیت 

 مشاهده گردید. S28و  S, 5S18مورد بررسی قرار دادیم و باندهای (TBE 0.5Xلیتر بافر 

                                                           
1-Optical Density 
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 استخراج شده RNAاز   cDNAسنتز -3-13-2-3

 cDNA 1مکمل یا  DNAداریم برای همین DNAنیاز به  time PCR-Realبرای انجام واکنش 

 باید ساخته شود. ی استخراج شده از سلول ها   RNAاز

تبدیل  cDNA استخراج شده به RNA ابتدا باید طی یک واکنش رونویسی معکوس PCRجهت انجام 

ایجاد می  cDNAرشته  RNAاز روی  )RT2) آنزیم نسخه برداری معکوس طی این واکنش به کمک .گردد

 VIVANTISشود که می تواند الگویی برای پرایمرهای اختصاصی ژن های مورد نظر باشد. برای سنتز از کیت 

  استفاده شد.که شامل دو مرحله برای سنتز می باشد ، 

  RNAرا بر غلظت 1000باشد، باید عدد  µg 1 RNAکه حاوی  RNAبرای بدست آوردن حجمی از نمونه 

خواهد  λ ،µlنامیم. واحد می λتقسیم کرد. عدد حاصل را  ng/µl)اندازه گیری شده توسط نانودراپ )برحسب 

 بود:

 

 

 

 
 

 : ح زیر استه شرب VIVANTISطبق پروتوکل  cDNAسنتز  راحل اول و دوم مجزئیات 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1- Complementary DNA 

2- Reverse Transcriptase 

3- deoxyNucleoside TriPhosphates 

Volume Component 

3µl Total RNA 

1µl Random Hexamer primer 

1µl dNTP mix3 

5µl Noclease Free water 

 cDNA سنتز مرحله اول -6-3جدول

 

   (
𝑛𝑔

𝜇𝑙
) 𝑅𝑁𝐴 غلظت 

1000 𝑛𝑔
 =  

1 𝜇𝑙

 λ
        λ (µl) = 1000/ RNA تغلظ 
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ی درجه 65دقیقه در دمای  5شدند. آنگاه مخلوط واکنش به مدت  اسپینمواد مزبور به آرامی مخلوط شده و 

به مدت  بلافاصله اتمام انکوباسیون و خروج از دستگاه،پس از  .انکوبه گردیددرون ترمال سایکلر سانتی گراد 

 دقیقه بر روی یخ قرار داده شد. سپس ترکیبات زیر به آن اضافه گردید: 2-3

 

Volume Component 

2µl 10X Buffer M-MulV 

0/5µl M-MulV Revers Transcriptase enzyme    

µl 5/7 Noclease Free water 

 

 

درجه سانتیگراد انکوبه شدند. سپس جهت  25دقیقه در دمای  10مواد فوق به آرامی مخلوط شده و به مدت 

دقیقه  5درجه سانتیگراد قرار گرفته و پس از آن به مدت  42ساعت در معرض دمای  1به مدت  cDNAسنتز 

 cDNAخنثی شود. سپس معکوس درجه سانتیگراد قرار داده شدند تا اثر آنزیم ترانس کریپتاز  85در دمای 

 .شدهای بعدی نگهداری واکنشبرای انجام   -20در دمای پس از خروج از دستگاه ، سنتز شده 

 

 GAPDHبا ژن PCR –  RTنحوه ی انجام واکنش -3-13-2-4

 به صورت زیر انجام شد واکنش  GAPDHبا استفاده از  RT-PCRسنتز شده  cDNAاطمینان از برای

PCR  میلی لیتری به شرح زیر می باشد 2/0در میکروتیوب های : 

 

Volume Component 

779 µl O2ddH 

130 µl 10x Buffer  

65 µl mM)50( 2Mgcl 

26 µl dNTP Mix (10Mm) 

 

 cDNA سنتز مرحله دوم -7-3 جدول

 

 PCRی مستر میکس برای انجام واکنش تهیه -8-3 جدول
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 به شرح زیر است : PCR، ترکیب مواد برای انجام واکنش  MasterMixی تهیه پس از

Volume Component 

20 µl Mastermix2/5 

3 µl cDNA 

1 µl Primer Forward (10pmol) 

1 µl Primer Reverse ( 10pmol) 

0/5 µl Taq DNA Polymerase 

 

 

 پس از آماده سازی مواد آنها را درون دستگاه ترمال سایکلر با تنظیمات زیر قرار می دهیم :
 

 مراحل دما )سانتی گراد ( زمان تعداد سیکل

1 3 min 94 Initial denaturation 

35 30 sec 94 Denaturation 

35 30 sec 60 Annealing 

35 45 sec 72 Extention 

1 7 min 72 Final Extention 

 

 

 طراحي پرايمر -3-13-2-5

و  (F) استخراج شد و پرایمرهای مستقیم Http: // www.ncbi.nlm.nih.govتوالی ژن ها از سایت

 primer express( و version3) Gene runnerبا استفاده از نرم افزارهای  (R) معکوس

(version3.05) .طراحی شدند 

 های یک پرایمر به صورت زیر است:ویژگی

 ید( باشد.تکلئونو 25تا  20ید )در حالت بهینه بین تنوکلئو 40تا  19طول پرایمر باید بین  -1

 درجه سانتی گراد باشد. 60تا  58باید بین  mTیمرها دمای هیبریداسیون پرا -2

 .( است%45-55درصد باشد )که مقدار بهینه  30-80پرایمرها باید بین  CGدرصد  -3

 PCRترکیب مواد برای واکنش  -9-3جدول
 

   GAPDHبرای پرايمر  PCRمراحل دمايي واکنش  -10-3جدول
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        نوکلئوتید پائین  100-150نوکلئوتید باید باشد یعنی پرایمر معکوس  100-150طول قطعه تکثیری  -4

 .دست باید انتخاب شود

  وجود نداشته باشد. Gیا  Cید انتهایی، بیش از دو نوکلئوتید تنوکلئو 5در  -5

 پشت سر هم قرار نگرفته باشد. Gنوکلئوتید  3در توالی پرایمرها بیش از  -6

 پرایمرها فاقد ساختار ثانویه، پرایمر دایمر و سنجاق سر باشد. -7

 درجه سانتی گراد باشد. 5/0پرایمرها حداکثر  mTاختلاف  -8

 بلاست شد. Blast primer، پرایمر طراحی شده در قسمت  NCBIپس از طراحی پرایمر در وب سایت 

باشد، پس از ذوب پرایمرها در دمای اتاق و سانتریفوژ مختصر آنها، وفیلیزه میپپرایمرهای سفارشی به صورت لی

مورد نظر به دست آید سپس تا غلظت  شودمقداری آب دیونیزه )ساخت شرکت سازنده( به پرایمرها اضافه می

شود.فهرست پرایمرها، توالی، نوع پرایمر، دمای ذوب و درجه سانتی گراد نگهداری می -20پرایمرها در فریزر 

 ( آمده است.11-3طول در جدول )
 

Annealing (°C) Size (bp) Primer sequences (5´ - 3´) Genes 

60-55 215bp F: TGAAGCAGGCATCTGAGGG GAPDH 

R: CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG 

55 164bp 

 

F:CTGGACATCAGCCTCACTCA Map2 

R: AATAGGTGCCCTGTGACCTG 

56 313bp F:CAACATCCCCTTCCGGTTC Rbfox3 

R:TGACCTCAATTTTCCGTCCC 

60 330bp 

 

F:AGCAGAGACTACACTCGACCT PtbP1 

R:GCTCCTGCATACGGAGAGG 

60 110bp 

 

F:GCGTACCCTGACACCAATCT CCND1 

R: ATCTCCTTCTGCACGCACTT 

60 147bp 

 

F:ATGCCCCGTAGACAAGACAC NR2E1 

R:CGGAAGTAGAGAGCCACCTG 

58 144bp 

 

F:CCAAGGGCATGTACCTGAGT RCOR2 

R:GGCTGCTATTGGTCTGCTTC 

60 200bp 

 

F: AGCTCACCAGACCCTGAGAA Sox9 

R: TCCCAGCAATCGTTACCTTC 

59 162bp 

 

F:AGCTGGCGGTCAATATCATC DLK1 

R:AGCTCTAAGGAACCCCGGTA 

   های هدفتوالي پرايمرهای ژن -11-3 جدول 
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 بر روی ژل آگارز PCR الکتروفورز محصول  -3-13-2-6

درصد در بافر  2حاصل ، محصولات حاصل از آن بر روی ژل   PCRبرای اطمینان از انجام محصول

TBE(0/5X)  .الکتروفورز گردید 

 

 %2تهیه ژل آگارز مواد لازم جهت  -    

 میلی گرم 800         پودر آگارز                                       

 لیترمیلی TBE 0/5X                                           40بافر 

، ابتدا مقدار لازم آگاروز وزن شد )براساس حجم نهایی( و در مقدار مناسب بافر  درصد2 برای تهیه ی ژل

TBE (0/5X)  جوشانده تا کاملاً حل شده و شفاف گردد. سپس در مکان تاریک،  در مایکروویو ریخته و

خوب هم زده شد پس از خنک شدن، ژل 8 به شکل  به ژل اضافه شد و  DNA Safe stainمیکرولیتر از 1

یل چاهک برای تشک های پلاستیکی ذوب شده درون سینی شیشه ای یا پلاستیکی تمیز که قبلا در آنها شانه

دقیقه در حرارت 20- 15قرار داده شده بود، ریخته شد. سینی روی سطحی صاف قرار داده شد تا پس از حدود

 محیط ببندد. 

 ه ها بدین صورت عمل شد:به منظور بارگیری نمون* 

 TBE 0/5X دقیقه(، ژل را درون تانک الکتروفورز حاوی بافر 20)حدود  آگاروز بعد از سفت شدن ژل -1

 قرار داده و شانه پلاستیکی برداشته شد.

 Loadingمیکرولیتر محلول رنگی  2 : های ژلبه درون چاهک PCRمقداری از محصول برای انتقال  -2

Dye  شوند تا رنگ با نمونه مخلوط شود،را به درون هر تیوب ریخته و سپس نمونه ها میکروسانتریفوژ می 

 ها قرار داده شد.  از هر نمونه برداشته و درون چاهک میکرولیتر 12سپس 

 تا شدت باند  (3µl اختصاص داده شد)حدوداً  DNA Ladder سایز مارکر یا سمت راست به چاهک -3

PCR به علاوه استفاده از  ؛ مقایسه با آن سنجیده شود، درLadder  در مراحل تنظیمPCR برای تشخیص ،

 باند مورد نظر بر اساس طول باند از سایر باندها مورد استفاده قرار گرفت.

به سمت قطب مثبت  DNAدقیقه درتانک برقرار شد تا  40-60ولت به مدت  100جریان الکتریکی -4

 د.الکتروفورز حرکت کن

 Gelرا از کست خارج کرده و داخل دستگاه  DNA Safe Stainژل رنگ شده با :  ژلبرای آشکار سازی  -5

Doc  قرار داده و جایگاه ژل را تنظیم کرده و درب دستگاه بسته شد. مانیتور را روشن کرده و از طریق مانیتور

( -را روشن کرده تا باندها نمایان شوند. با کلید )+( و ) uvمحل قرارگرفتن ژل را تنظیم گردید. سپس اشعه 

 .و عکس ژل گرفته می شودرا فشار داده  saveشد کلید  مرئینور را زیاد و کم کرده. وقتی باندها 
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 Real-time PCRتعریف و مفهوم -3-14

با استفاده  PCRمی باشد و در ریل تایم نیز همانند  PCRبسیار شبیه به روش  Real-time PCRتکنیک 

ی معمولی در سنجش کمّ PCRاز پرایمرهای اختصاصی، یک توالی تکثیر می گردد. اما تفاوت ریل تایم با 

در طی  یک گزارشگرِ فلورسنت استفاده از یکی از ویژگی های تکنیک ریل تایم ، .توالی تکثیر شده می باشد

 های فلورسنتگزارشگرین ا می باشد.PCR  پیشرفتو مشاهده  میزان تکثیر محصولردیابی بمنظور واکنش 

کنند. ساطع می نور ،  ه دو رشته ی آنب، با اتصال  DNAشوند که در صورت تکثیر ای طراحی می به گونه

و با اتصال رنگ های  یافتهقطعات دو رشته ای افزایش ، میزان  DNAتکثیر در روش ریل تایم بابنابراین 

ت در سیکل انتشار نور فلوروسنبه این ترتیب  با یابد. می  افزایشه نیز یافتسنت به آن ها میزان نور انتشار فلور

ساطع شده در هر  با ثبت مقدار فلوروسنتِ و افزایش می یابد PCR های متوالی بر اثر مضاعف شدن محصول

. اگر مشاهده نمود PCR نماییرا در طول مرحله  PCR می توان پیشرفت تکثیر محصولات واکنشسیکل، 

نموداری میان لگاریتم مقدار شروع واکنش و افزایش فلوروسنت گزارشگر ترسیم شود، یک رابطه خطی مشاهده 

حصول بدست آمده نسبت با میزان م افزایش شدت نور ثبت شده در دستگاهلذا می توان گفت خواهد شد 

 .مستقیم دارد

 

 ورسنتفلهای مواد شیمیايي و رنگ -3-14-1

که بر همین اساس روش ریل  مورد استفاده قرار می گیرد Real- Time PCRمواد شیمیایی متفاوتی برای 

 : تایم به دو دسته تقسیم بندی می شود

 

 شناساگرهای فلورسنت اختصاصي روش استفاده از-3-14-1-1

 دو هایپروب از قبیل 1هدف موسوم به پروب ژن هایِ لیگونوکلئوتیدیِاُهای  شناساگر  تعدادیدر این روش از 

، پروب  5فلورها، آمپلی FRET4 هیبریزیداسیون های، پروب( 3)تگ من هیدرولیز های پروب ،2نشاندار سویه

و  10، پروب های درخشان 9های متحرک، پروب 8افکنسایه های ، پروب7عقربی های ، پروب6بیکون مولکولی

 د. شواستفاده می غیره

                                                           
1-Probe 
2- Dual hybridization probes 
3- Hydrolysis (TaqMan) probes 
4- FRET Hybridization Probes 

5-Amplifluor assays 
6- Molecular Beacons 
7- Scorpion® Probs 

8- Eclipse probes 

9- Displacing probes 
10- Light-Up Probes 
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 اختصاصيغیرشناساگرهای فلورسنت روش استفاده از  -3-14-1-2

 2موسوم به رنگ های اینترکاله 1ایی دو رشته DNA –متصل شونده بهفلورسنت در این روش از رنگ های 

 و میزان تکثیر محصولردیابی سنت بمنظور به عنوان گزارشگر فلور 4یا اِواگرین (SG) 3سایبرگرینمانند 

 ی تک رشته ای را ندارند . DNAاین رنگ ها قابلیت اتصال به  می گردد. استفادهPCR  پیشرفتمشاهده 

به شکاف کوچک شود که می استفاده گزارشگربعنوان   SYBR-GreenIدر این پروژه از رنگ اینترکاله 

شود انرژی ای متصل میبه مولکول دو رشته SGهنگامی که شود. می متصل DNAایمارپیچ دو رشته

تکثیر  PCRطی واکنش  DNAلکول ودهد. زمانی که متحریکی خود را به صورت نور فلورسانس تابش می

ابد. یای متصل شده و سیگنال فلورسنت افزایش میدو رشته ی شود رنگ فلورسنت به محصول تکثیر شدهمی

وح سنت زمانی به وضفلوردهند و سنت خیلی کمی را نشان میاند فلورهایی که باند نشدهرنگ ،در داخل محلول

، پایدار و  PCR  تحت شرایط SYBR Green شود، متصلای دو رشته  DNA یابد که رنگ بهافزایش می

در  بنابراین شودها میماند. سطح مطلوبی از درجه حرارت موجب تنظیم القاء و نشر طول موجبا ثبات باقی می

افزایش سیگنال فلورسنت را در مقابل میزان فلورسنت زمینه مورد آنالیز قرار  Real-Time PCRدستگاه 

توان طی زمان از طریق اندازه گیری فلورسانس مورد بررسی قرار گیرد و از این طریق میزان تکثیر را میمی

، آنزیم 2gclM،dNTP برخی شرایط واکنش مثل  Time PCR -Realواکنش یک برای انجام البته داد. 

 مراز و غیره باید تنظیم شود.پلیتک

 

 تنظیم و بهینه سازی غلظت پرايمرها -3-14-2

( و معکوس FWهای رقت متوالی از پرایمرهای مستقیم )بهینه کردن غلظت پرایمرها به صورت واکنش

(RVانجام می )باشد، نانومولار می  300تا  50های متوالی بین شود. دامنه غلظت پرایمرها در واکنش رقت

 DNAالگو انجام شود. یک واکنش بدون حضور  DNAهای متوالی پرایمرها بایستی با مقدار ثابتی از رقت

بالایی  Ct7 سیکل آستانه یا دارای NTCشود واکنش انجام می )NC6(موسوم به کنترل منفی ( NTC5الگو )

تر از نقطه اضافی در دماهای پائینهای ذوب بررسی شود. وجود پیک است. در پایان این مرحله بایستی منحنی

علاوه بر این پرایمرها باید  (.1-3ذوب بیانگر ایجاد پرایمر دایمر  به علت غلظت بالای پرایمر است )نمودار

من خالص شود و در ضخلوص بالایی داشته باشند و آلودگی نداشته باشد این باعث حساسیت بیشتر واکنش می

 شود.می Ctد در مقدار بودن پرایمر منجر به تفاوت زیا

 

                                                           
1- fluorescent dsDNA-intercalating dyes 

2- Intercalating Dyes or fluorescent DNA-intercalating dyes 
3- SYBR® Green 
4- Eva Green 

5- Non Template Control 
6-Negative Control 

7- Cycle of threshold (Ct) 
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 ریل واکنش در متوالی های رقت زاستفاده ا E میزان یا و پرایمرها 1کارایی میزان محاسبه یکی از روش های

 می باشد . خط شیب محاسبه و استاندارد منحنی ترسیم و تایم

 

 2منحني استاندارد -3-14-3

ها مشخص نمونه Ctسری رقت از نمونه ها تهیه می شود از روی نمودار تکثیر استاندارد یکبرای رسم منحنی 

شود. این رسم می xتعداد کپی در محور  logو  Yدر محور  Ctشود. سپس منحنی استاندارد بر اساس می

تاندارد تعداد نمونه مجهول و قرار دادن آن در معادله منحنی اس Ctمنحنی خطی است با شیب منفی با داشتن 

 شود.کپی مشخص می

Y= mx + b 

 

Y  ، سیکل آستانه =m  ، شیب خط =x  ، لگاریتم مقدار نمونه الگو =b  عرض از مبدأ بازدهی واکنش با =

 :شودفرمول زیر محاسبه می

کارائی واکنش زنجیره پلیمراز     = [𝟏𝟎
(−

𝟏

شیب
)
] − 𝟏     

 

 ( نشانگر حساسیت آزمایش است.bعرض از مبدأ )

                                                           
1- Efficiency 
2- standard curve 

 دايمر-ايجاد پرايمر-1-3 نمودار
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 1منحني تکثیر -3-14-4

 میزان منحنی گرا. شودهای رنگی ممتد ترسیم میهای تکثیر به صورت منحنیقبل از هر نوع آنالیزی منحنی

 این که دریافت توان می گردد، ترسیم PCR های سیکل حسب بر PCR time Real در محصول تکثیر

 (2-3)نمودار  : از ندعبارت که باشد می فاز چهار شامل  منحنی

 

است که زیر سطح تشخیص دستگاه تکثیری های : خط پایه شامل تمامی واکنش 2فاز خط پايه  -3-14-4-1

time PCR -Real  ها در این سیکل رخ اما تکثیر تصاعدی نمونهقرار دارد اگرچه هیچ سیگنالی وجود ندارد

 گردد تفلورسن نور افزایش سبب که نیست قدری به محصولات تکثیر میزان فاز این در دیگر بعبارت دهد.می

 می نشر واکنش محیط در آزاد فلورسنت های رنگ و پرایمرها ، cDNA از فاز این در مشاهده فلورسنت نور و

 .باشد می خطی صورت به شده ساطع نور میزان فاز این در بنابراین یابد

 

که فاز نمایی شامل اولین سیگنال قابل تشخیص است  : 3اولیه نمايي )تصاعدی(فاز خط  -3-14-4-2

 می برابر دو چرخه هر در ای رشته دو محصول میزان فاز این در.  رخ می دهد آنها در تکثیر تصاعدی نمونه

طول مدت این فاز به غلظت نمونه الگو و .یابد می افزایش نمایی صورت به محصولات میزان بنابراین شود

شده بستگی دارد. در شرایطی که در این فاز از هر مولکول، دو مولکول در شرایط ایدهحساسیت آزمایش انجام 

 آل ساخته شود، راندمان صد در صد است.

و ... راندمان تکثیر  dNTPدهنده ها مثل پرایمر،: در این فاز به علت مصرف واکنش 4خطي فاز -3-14-4-3

 رسد.یابد و در آخر به صفر میکاهش می

 

 مین تکثیر محصولی دیگر و روند می بین از واکنش ترکیبات فاز، این رد: 5پلاتومسطح يا  فاز -3-14-4-4

 شده اشباع مرحله این در تایم ریل اصطلاح به شود. نمی مشاهده فلورسنت میزان در افزایشی بنابراین شود

 . است

 

 

 

 

 
 

                                                           
1- amplification plot 
2-Baseline region or Linear ground phase 

3- early Exponential phase 
4- Log- liner phase 
5- plateau phase 
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 1منحني ذوب -3-14-5

شود. رسم می PCRترسیم منحنی ذوب است که پس از اتمام فرآیند  Real-Time PCRاز جمله مزایای 

بستگی دارد.  CGبه ساختمان ، طول ، غلظت شناساگر، میزان نمک محیط و درصد  DNAدمای ذوب 

دهد و در این مدت نور ساطع شده های زمانی مشخص به مقدار معینی تغییر میها را در فاصلهدستگاه نمونه

فلورسانس بر حسب دما  ل منحنی تغییراتگیری می شود، همزمان با این عمها توسط دستگاه اندازهاز نمونه

واسرشته شده و میزان فلورسانس کاهش  DNA، 94 ℃در دمای گردد.که همان منحنی ذوب است ترسیم می

پیوندهای هیدروژنی  %50باشد. در نقطه ذوب می DNAیابد، نقطه میانی این کاهش مطابق با دمای ذوب می

یابد. پیکشوند و میزان فلورسانس به طور ناگهانی تغییر میدو رشته ای از هم جدا می DNAدر مولکول 

 PCRاختصاصی در انتهای فرآیند های تشکیل شده در دمای پائین ارتباط مستقیمی با مقدار محصولات غیر 

 تمام در ژن یک های منحنی بنابراین باشد می خود خاص ذوب منحنی دارای ژن هر کهجائی  آن از دارند.

 (. 3-3)نمودار  باشند قله تک ها منحنی تمام باید همچنین و باشند منطبق هم با باید ها نمونه

                                                           
1-Melting curve 

سیکل  15همان گونه که مشاهده می گردد تا  :ريل تايم بر حسب سیکلنمودار تکثیر محصولات در  -2-3 نمودار

، واکنش وارد یک فاز افزایشی می گردد که به آن 16اول در میزان محصولات تکثیر شده تغییر محسوسی دیده نمی شود اما از سیکل 

گوی اولیه بستگی دارد. لا DNAمی گردد به میزان  Exponentialمی گویند. سیکلی که در آن واکنش وارد فاز  Exponentialفاز 

 می گردد. Exponential تری وارد فاز در سیکل پایین Real timeیعنی هر چه میزان الگوی اولیه برای تکثیر بیشتر باشد واکنش 
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  1آستانه خط -3-14-6

 آستانه حد یکشده و از  Exponential فاز وارد،  محصولات آن در که سیکلی توافقی صورت به

(threshold  )این هب ریل تایم تکنیک . در شود می گرفته نظر در مرجع سیکل عنوان به ،است رفته فراتر 

 ها دستگاه همه برای مفهوم آناطلاق می شود که ( 4-3)نمودار  Ctیا  آستانه سیکل اصطلاحاً  مرجع سیکل

 هاست.تعیین دقیق محل خط آستانه ، مرحله اساسی در آنالیز داده بوده و یکسان

Ct فاز به زودتر نمونه که است معنی این به کمتر Exponential میو  است بیشتری الگوی دارای و رسیده 

 «بیشتر بیان منزله به کمتر Ct » معمولاً  لذا بوده است ؛ بیشتر نمونه آن در نظر مورد ژن بیان که گفت توان

 روزب همواره وجود احتمال .دارد بستگی بسیاری شرایط به فرض این بودن درست که شود توجه باید اما. است

 جهت پارامتر یک عنوان به Ct به نتوان که شود می سبب سمپلینگ خطای مانند آزمایشگاهی خطاهای  انواع

 ورتبص مثبت یا درونی کنترلیک  از در ریل تایم ما مشکل این حل برای لذا. نمود اعتماد نمونه دو مقایسه

 که کنیم استفاده 0RPLP3  و یا GAPDH  2 ، actin-β مانند  House  keeping یا مرجع های ژن

 ندا ضروری ها سلول حیات برای اینکه دلیل به و است رسیده اثبات به ها نمونه تمام در ها آن یکسان بیان

 ها ژن این بین بیان که ازآنجایی(. دارند کمتری Ct) هستند ها ژن سایر به نسبت بیشتری بیان دارای معمولاً

 مشاهده اختلافی مختلف های نمونه در ها ژن این Ct بین که صورتی در باشد یکسان باید ها نمونه تمام در

                                                           
1- threshold line 

2- GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydrogenase 

3- Ribosomal Protein Lateral stalk subunit P0 

همه قله های یک ژن روی یک  می بایست : نمونه هايي از منحني ذوب قابل قبول و غیر قابل قبول -3-3 نمودار

 .دما باشند ولی نیازی نیست ارتفاع قله ها یکسان باشد
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 می ها ژن اینCt   به توجه با و نبوده یکسان ها نمونه همه برای آزمایش شرایط که است معنی این به گردد،

 .  نمود اصلاح را بررسی مورد ژن به مربوط Ct توان
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

يا  QRT-PCR (Quantitive Real Time-PCR) تکنیک انجامعملي مراحل  -3-14-7

SYBR green qRT-PCR 

باید عملکرد و اختصاصی بودن پرایمرها چک شود. در این حالت  Real-timePCRقبل از انجام واکنش 

 یعنی کنترل منفی (NTCالگو) DNA( به همراه یک واکنش بدون Duplicateواکنش به صورت دوتایی )

شود. برای ژن های هــدف انجام می Real-Time PCRدر این مرحله واکنــش  .می شودبرای هر ژن انجام 

( و معکوس FW، پرایمرهای مستقیم ) Master mixها باید رقیق شود. سپس قبل از انجام واکنش همه نمونه

(RVهر ژن پس از خروج از فریزر تکان داده شود و بر اساس مقادیر محاسبه شده رقیق شوند یعنی ) رها  پرایم

 رسانده شود که پرایمر آماده برای استفاده شود. pM/ml 10به   pM/ml 100از غلظت

 ،مقادیر مورد استفاده؛ تمامی  (12-3)جدول  شودبه روش زیر آماده می total mixدر مرحله بعد کل مخلوط  

 باشد.یک واکنش می انجام برای

 

 
 

 

 تايم ريل در (Ct)آستانه  و سیکل (Threshold)خط آستانه  -4-3 نمودار

ΔRn) میزان انتشار فلورسنت محصول در هر نقطه زمانی :(  
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 ( :13-3)جدول  تنظیمات ذیل را انجام می دهیمگذاشته و لایت سایکلر نمونه ها را در دستگاه 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 سه دمای اصلی وجود دارد: Real Time PCRدر دستگاه 

 (Denaturationدمای واسرشت شدن) -1

 (Primer Annealingدمای اتصال پرایمر) -2

 (Temperature & Set Upدمای بسط پرایمر) -3

متغیر بوده و بستگی به کیت مورد استفاده، قابلیت دستگاه،   Real-Time PCRبرنامه دما و زمان واکنش

 .عه تکثیری و ویژگی پرایمرها داردطول قط

 

Component Volume 

SG qPCR Master Mix (2X)  or Maxima SYBER Green 10 µl 

Forword primer 1 µl 

Reverse  primer 1 µl 

cDNA 3 µl 

Nuclease Free Water 5 µl 

Total Volume 20 µl 

Cycle Time (sec) ocTemperature Steps 

1 600  95 Perincubation 

 

40 

60  

60 

 60  

95 

60 

72 

 

3Step   

 Amplification 

 

40 

10  

60  

1  

95 

65 

97 

 

Melting 

40 30  37 Cooling 

 برای ژن های هدف Real-timePCRمراحل انجام واکنش  -12-3 جدول

 

 Real-time PCRپروتوکل دمايي سه مرحله ای کیت  -13-3 جدول

 



81 
 

 تعیین دمای باز سرشتي پرايمرها-3-14-8

می باشد که در آن دما با قطعه مکمل خودش در  DNAدمای بازسرشتگی دمای ویژه هر قطعه از پرایمر 

تک رشته پیوند هیدروژنی تشکیل می دهد. به منظور تعیین دمای بازسرشتگی پرایمر های  DNAمولکول 

 اشاره شده بدین صورت عمل گردید:

 

 

 

در گرادیانت دمایی که از دمای مینیمم تا  PCRسپس برای به دست آوردن دمای بازسرشتگی، لوله های 

مرحله آخر با توجه به باند های مشاهده شده حاصل بارگیری روی ژن و رنگ در  ماکزیمم است قرار می گیرد.

آمیزی، بهترین باند مشاهده شده که بیانگر بهترین دمای باز سرشتگی برای پرایمر مورد نظر است، انتخاب 

 شد.

 

 ها آنالیز اولیه داده -3-14-9

پذیر است و با تنظیم با بررسی منحنی تکثیر امکان رسد، کهها میپس از انجام آزمایش نوبت به آنالیز اولیه داده

ها را روی محور افزارها تعداد سیکل شود. بیشتر نرم( فراهم میCtخط آستانه و تعیین میزان سیکل آستانه )

x و لگاریتم میزان فلورسانسΔRn   را روی محورy دهند.نشان می 

 

 هاآنالیز کمي داده -3-14-9-1

 پذیر است: دو صورت امکانها به آنالیز داده

 روش سنجش مطلق  -1

 روش سنجش نسبی  -2

 در این تحقیق از روش سنجش نسبی استفاده شد.

د ها تعیین نمی شوشوند در این روش تعداد دقیق ژندر این روش چند ژن به صورت تناسبی با هم مقایسه می

 : شامل چندین روش است شود ومقایسه می (House Keepingبلکه با ژن مرجع )اندوژن یا 

 ارزیابی نسبی با استفاده از دو منحنی استاندارد -1

 ΔΔCTروش  -2

 روش پافل -3

 روش بین وسنت -4

 پردازیم.ین به توضیح این روش میاستفاده شد و برای هم ΔΔCTدر این تحقیق از روش 

 

(A+T)2(G+C) +4: mT 
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 ΔΔCT ایروش مقايسه -3-14-9-2

نیاز به منحنی استاندارد در زمان مشاهده سطوح بیان نسبت به ها را بدون پذیری نمونهاین روش ظرفیت

های رفرنس و هدف تعیین دهد.برای موثر بودن این روش باید دامنه دینامیکی ژنکنترل مرجع افزایش می

شود.در انتها به ها انجام میبرای دو ژن هدف و مرجع در نمونه Real-Time PCRشود. سپس واکنش 

 : شودانجام می ΔΔCtای ها با روش مقایسهمی دادهترتیب زیر آنالیز ک

 شود.های مرجع و هدف در هر نمونه محاسبه میژن Ctمیانگین  پس از پایان واکنش،

 شود:محاسبه می ΔCtت هدف و مرجع در نمونه کنترل به صورهایژن ی تفاوت بین سیکل آستانهدر گام اول 

 

 
 شود:محاسبه می ΔCtتفاوت بین سیکل آستانه ژن هدف و مرجع در نمونه مورد مطالعه به صورت در گام دوم 

 

 

 

 ΔΔCt به صورت و نمونه مورد آزمایش کنترلمرجع در نمونه  هدف و ژن تفاوت سیکل آستانه ژن در گام سوم

 : شودمحاسبه می
 

 

 

میزان  بیانر واکنش ریل تایم هنگامی که میزان بیان یک ژن را در چند گروه مقایسه می نماییم بهترین راه د

لذا پس  .می باشدهمان چند برابر  fold change  بصورت تغییرات آن ژن در یک نمونه نسبت به نمونه دیگر

نسبت بیان ژن هدف به ژن مرجع در یعنی در ریل تایم  fold change برای محاسبه،  CtΔΔ از محاسبه

 استفاده می شود :از فرمول زیر ، ل نظر نسبت به نمونه کنترل نرماد نمونه مور

                              

       

 

 

 

 ΔΔCt = ΔCt )نمونه نرمال(  - ΔCt)نمونه مورد آزمایش(

 

 ΔCt( کنترلنمونه ) =Ct )ژن هدف(  -Ct )ژن مرجع( 
 

 ΔCt)نمونه مورد آزمایش(  Ct = )ژن هدف( - Ct)ژن مرجع(

CtΔΔ- 2=(Ratio)          

ΔCt   وCtΔΔ بیان بیشتر = کمتر 

fold change بیشتر بیان=  بیشتر 
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 .شد خواهد 1 برابر کنترل گروه برای fold change همیشه:  نکته

( three separate biological replication) بیولوژیک مجزای تکرار بار سه با حداقل ها آزمایشهمه ی 

انجام شد . اختلافات  (SPSS Inc., USA)  23 ویراست SPSS افزار نرم با ها داده آنالیز. پذیرفتند انجام

متعاقب  ANOVA One-way آنالیز واریانس یک طرفه روشو  student’s t-testمعنی دار با استفاده از 

 نامیده می شود( HSD)آزمون اختلاف حقیقی که به طور مخفف  Tukey post hocآزمون مقایسه ای  

 یا P-value .گردیدند گزارش( Mean±SE)میانگین  ±انحراف معیار  صورت به نتایجتمامی  و تعیین شد

. برای رسم  .شد گرفته نظر در دار معنی های داده عنوان به درصد 05/0 از کمتر میزان به احتمالی ارزش

 استفاده گردید.  Sigma Plot12و  Excelنمودار ها نیز از نرم افزار 

 

  های هدف miRNAبررسی پروفایل بیان -3-15

از نمونه های سلولی گروه های کنترل و القای نورونی توسط )بعنوان الگو(  تامی  RNAپس از استخراج 

طبق پروتکل  ، cDNA واکنش سنتز ده شد.جیی اسپکتروفتومتر نانودراپ سنترایزول ، غلظت آن بوسیله 

  BON-miR miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis Kit سنتز موسوم بهکیت ارائه شده در 

(Cat# BON209001)  . انجام شد 

 

  1واکنش پُلي آدنیلاسیون -3-15-1

دشوار ساخته است لذا  QRT-PCRها ، شناسائی و تکثیر آنها با متدهای معمول  miRNAطول کوتاه  

)یعنی اضافه شدن واکنش پُلی آدنیلاسیون طی ها  miRNA می بایستابتدا  برای غلبه بر مشکل مذکور

تا قابلیت انجام رونویسی معکوس  وند( طویل تر شRNAمولکول  ´3به انتهای یا پُلی آدنین  poly Aردیف 

مواد مورد نیاز برای این واکنش به شرح زیر با یکدیگر مخلوط  از اینرو ؛داشته باشند  cDNAرا در روند سنتز 

 شدند:

 

 

 

 

 

 

                                                           
1- Poly Adenylation 



84 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 37Ċتمامی مواد فوق بواسطه پی پتاژ آرام با یکدیگر مخلوط شده و در نهایت اسپین شدند. مواد فوق در دمای 

بهتر است برای دستیابی  غیرفعال شدند. 65Ċدقیقه در دمای  20دقیقه انکوبه شدند و سپس  بمدت  30 بمدت

ی استخراج شده را می  RNAی تازه استخراج شده کار کرد در غیر اینصورت،  RNAبه نتایج بهتر بر روی 

 نگهداری نمود.  80Ċ-توان تا زمان واکنش پلی آدنیلاسیون در یخچال 

 

  cDNAواکنش سنتز  -3-15-2

بلافاصله پس از واکنش پلی آدنیلاسیون با استفاده از ترکیبات زیر برای هر نمونه  cDNAواکنش سنتز 

RNA : ی پلی آدنیله شده ، انجام شد 

  BON-RT adaptor (10μM) میکرولیتر از پرایمر 1نیله با ی پلی آد RNAمیکرولیتر از  10مقدار -1

 میکرولیتر رسانده شد. 13به  RNase-DNase freeدر هر میکروتیوب ریخته و حجم هر میکروتیوب با آب 

 .نتیگراد در ترموسایکلر قرار دادیمدرجه سا 75دقیقه در دمای  5به مدت  را بسته و درب میکروتیوب ها -2

 :(15-3زوده شد )جدول سپس میکروتیوب ها سریعاً بر روی یخ گذاشته شده و مواد زیر به آن اف -3

 

 

 

 

 

Component Volume 

Total RNA 5 µg 

rATP (10mM) 1 µl 

10×poly A polymerase buffer 2 µl 

poly A polymerase 2/0  µl 

RNase Free Water 20 رساندن به حجمμl 

Component Volume 

RT enzyme 0.7 µl 

dNTP mix (100mM) 2 µl 

5× RT buffer 4 µl 

RNase- Free Water 0.3 µl 

   مقادير و مواد لازم برای تهیه مخلوط کلي واکنش سنتز -15-3 جدول

 

   مقادیر و مواد لازم برای تهیه مخلوط کلی واکنش سنتز -13-3 جدول

 

  پُلی آدنیلاسیون واکنشمقادیر و مواد مورد استفاده برای  -14-3 جدول

 
 مقادير و مواد مورد استفاده برای واکنش پلي آدنیلاسیون-14-3 جدول
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 : (16-3)جدول  گذاشته شدترکیبات مذکور طبق برنامه دمائی زیر در دستگاه ترموسایکلر 
 

Cycles Duration ocTemperature 

1 5 min 55 

1 10 min 25 

1 60 min 42 

1 10 min 70 

 

 

  ها  miRNA بیان برای بررسي Real-time PCRواکنش  -3-15-3

cDNA  واکنش  تحتهای سنتز شده در مرحله قبل ، با استفاده از ترکیبات و طبق برنامه ذیلQRT-PCR 

کلیه مراحل آماده سازی تا قرار دادن درون دستگاه تا حد امکان دور از نور انجام گرفت.مراحل  قرار گرفتند.

 ( :17-3انجام واکنش به شرح زیر است )جدول 

 

Volume Component 

1 µl cDNA 

0/5 µl miRNA-specific Forward primer 

0/5 µl Universal Reverse primer 

6/5 µl 2×miRNA QPCR master mix 

 13μl O2grade H-free,PCR-Nucleaseرساندن تا حجم 

 

 

Primer sequences  miRNA 

UAA GGC ACG CGG UGA AUG CC miR-124-3p-F 

AUA AAG CUA GAU AAC CGA AAG U miR-9-3p-F 

UGA GGU AGU AGG UUG UGU GGU U let-7b-5p-F 

GAG CAG GGT CCG AGG T Universal Reverse 

 

 

    cDNAپروتوکل دمائي ترمال سايکلر جهت سنتز  -16-3 جدول

 

   QPCR مقادير و مواد مورد استفاده برای واکنش -17-3 جدول

 

   های موردنظر miRNAتوالي پرايمر  -18-3 جدول
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 : (19-3)جدول  زیر در دستگاه قرار داده شدندترکیبات مذکور پس از مخلوط شدن با یکدیگر ، طبق برنامه 

 

Cycles Duration ocTemperature 

1 2 min=120sec 95 

40 5 sec 95 

40 30 sec 60 

 

 

 

 وجود داشت : ها  miRNAانداز گیری کمّی کیت در  که نکات مهمی

   BON-miR kitپرايمرهای - 

به   BON-miR RTبوسیله پرایمر  cDNAبه دنباله ای که در حین سنتز   universalر معکوس پرایم

miRNA  ها اضافه شده است ، متصل می گردد. اختصاصیت واکنشQPCR  توسط پرایمرForward 

 تعیین می شود.

 يا مثبتداخلي کنترل  -

در نمونه های  cDNAدر انجام یک واکنش استفاده از کنترل داخلی بمنظور یکسان سازی تغییرات در مقدار 

 بعنوان کنترل داخلی استفاده می شود. SNORDمختلف ضروری است . در کیت حاضر از پرایمرهای 

 

  Transfection تکنیک-3-16

ن درون سلولی یک روش اساسی است لذا سطح بیادر مطالعات عملکرد و تنظیم ژن یا پروتئین ، دستکاری 

ی مولکولی ژانتقال اسیدهای نوکلئیک یا انتقال ژن به درون سلول های یوکاریوتی از تکنیک های اصلی بیولو

برای اهداف پژوهشی   in vitroبوده و در عین حال یک فرآیند بسیار مهم و ضروری قابل اجرا در محیط های 

در واقع ترانسفکشن سلول ها با اسیدهای  ی ، واکسیناسیون و توسعه داروئی می باشد.متعدد از جمله ژن درمان

رد در راستای تعیین عملک Gain-and-Loss of Functionنوکلئیک رویکردی برای انجام آزمایش های

 .یک ژن می باشد

 

   ها miRNAبرای  QPCRچرخه دمائي واکنش -19-3 جدول
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  Transfectionروش های انجام تکنیک  -3-16-1
برای انتقال اسیدهای نوکلئیک به درون سلول ها موسوم به سال گذشته روش های متعددی  40در طی 

ترانسفکشن از طریق غشاها به کار می رود زیرا غشاهای سلولی بطور خود بخودی ، نوکلئیک اسیدهای اگزوژن 

را جذب نمی کنند زیرا ماهیت قطبی دو لایه ی فسفولیپیدی غشاها بعنوان سدیّ طبیعی عمل می کند که از 

 روش های کول های قطبی و محلول در آب از جمله اسیدهای نوکلئیک ممانعت بعمل می آورد.ورود اکثر مول

 :دو دسته اند  ترانسفکشن شامل

 

 انتقال ويروسي روش های -3-16-1-1

 دسته ی مختلف اند که عبارتند از :دو شامل 

  1ویروس های نوترکیب-

  2ویروسی -ذرات شبه -

 

 ويروسي-انتقال غیر روش های -3-16-1-2

 شامل سه دسته ی مختلف اند که عبارتند از :

 5لایه ای-نانولوله های کربن تک و 4، بمباران ذره 3: شامل ریزتزریق متدهای مکانیکی -

  7لیزری-پرتوی–با واسطه  DNAانتقال  و 6: شامل تکنیک الکتروپوریشن متدهای فیزیکی -

 PAMAM8شامل فرمولاسیون لیپید ، پلیمرها و دندریمرهای  : ائییمتدهای شیم -

  Transfectionیکی از متد های شیمیائی انجام تکنیک  :فرمولاسیون های لیپیدی -
ژن مورد نظر به درون سلول می با محلولی انکوبه می شوند که باعث ورود قطعه اگزو در این روش ها سلول ها 

اصی سیستم های انتقال اختصلیپیدهای کاتیونی ، لیپیدهای آنیونی و  فرمولاسیون های لیپیدی شامل .شود

 می باشد. موسوم به لیپوزوم ها 9لیپید-براساس

 

                                                           
1 -Recombinant Viruses 
2 -Virus-Like Particles 
3 -Microinjection 
4 -Particle Bombardment 
5 -Single-Walled Carbon Nanotubes 
6 -Electroporation Techniques 

7 -Laser-Beam-Mediated DNA Delivery 
8 -PAMAM Dendrimers 
9 -Specialized Lipid-Based Delivery Platforms 
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  لیپیدهای کاتیونی-

 و  ها siRNA  مانند های کوتاه دورشته ای DNA ی پلازمید و همچنین DNAبمنظور انتقال سازه های 

ای از رده های سلولی و سلول های اولیه در محیط های به درون طیف گسترده  ی سنتتیکها miRNA یا 

in vitro ونولوژیک و قابلیت تولید مقادیر زیادی از این ایم-مورد استفاده قرار می گیرند. به دلیل ماهیت غیر

بسیار ایده آل هستند ؛ هرچند راندمان  in vivoلیپیدها ، چنین سیستم هائی برای انتقال ژن در محیط های 

 خطرات کمتری از لحاظ اثرات جانبی ناخواستهر اغلب موارد کمتر از روش های انتقال ویروسی است اما انتقال د

 دارد.ی اکتوپیک  DNAاعم از اینتگراسیون ژنومیِ 

 Lipofectamine (Invitrogen,Carlsbad,CA)فرمولاسیون اختصاصی لیپیدهای کاتیونی مانند 

برای  Attractence (Qiagen,Hilden,Germany) تراسفکشنو معرف بعنوان معرف مؤثر ترانسفکشن 

و  Lipofectamine RNAiMax (Invitrogen,Carlsbad,CA)ی پلازمید یا  DNAترانسفکشن 

 miRNAو  siRNAراسفکشن برای ت HiPerFect (Qiagen,Hilden,Germany)معرف ترانسفکشن 

 Hahn)بل استفاده اند قا in vitroم آزمایش های بطور تجاری در دسترس است. این معرف ها تقریباً برای تما

and Schanlan , 2010) . 

 

 ها  miRNAترانسفکشن  -3-16-2
 عملکرد در اختصاصی های miRNA بیولوژیکی تأثیرات بررسی برای ای گسترده بطور نیز میرناها ترانسفکشن

 استفاده می شود :گیرند که در آنها از دونوع میکروآرنا  می قرار استفاده مورد سلول

miRNA Mimic (1  : miRNA  کننده ی تقلید که هستند شیمیاییهای سنتتیک miRNA های 

ورت میکروآرناهای اگزوژن بصاین میکروآرناها،  .هستند سلول بهترانسفکشن  از پس واقع در سلول طبیعی

sense  اندوژن )درون زا( بالغ کپی کردن عملکردی میکروآرنای  و ژن شدن خاموش که با رویکردهستند

میکروآرنا  -استادارد شبه -ی دو رشته ای  RNAاند و شامل قطعات  شده در طول ترانسفکشن طراحی

 یک عنوان فراهم می آورد و در واقع به را miRNA عملکردی  ارزیابی میمیک، امکان از استفاده هستند.

 می باشند.  gain of functionدر مطالعات  اگزوژن سودمند ابزار

miRNA Inhibitor (2  :miRNA ترانسفکشن از پس که ای هستند رشته کهای تفییر یافته ی ت، 

میکروآرناهای بالغ اگروژن بصورت کنند. این  می مهار را miRNA عملکرد اختصاصی طور به

که مکمل جایگاه هدف  اندای طراحی شده  رشته تک-استاندارد anti-senseاُلیگونوکلئوتیدهای 

سلولی  طبیعی اتصال های به جایگاه هدف miRNA از اتصال موثری طور میکروآرنای اندوژن هستند و به

  loss of functionدر مطالعات  اگزوژن سودمند ابزار یک عنوان جلوگیری می کنند و لذا در واقع به

 می باشند. 
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 های نقش و اهداف شناسایی برای که است یروش miRNA یک Inhibitorیا  Mimicترانفسفکشن 

miRNA کاهش بیان ژن پس از ترانسفکشن یک  .شود می استفاده خاص هایmiRNA  ی میمیک یا

ی موردنظر  miRNAهای اینهیبیتور نشانگر شرکت و مداخله  miRNAافزایش بیان پس از ترانسفکشن یک 

ها در مسیرهای مختلف نیز می تواند با بررسی فنوتیپ های  miRNAن ژن هستند. البته ، نقش آدر تنظیم 

 مورد ارزیابی قرار گیرد. miRNAاختصاصی متعاقب ترانسفکشن میمیک یا اینهیبیتور 

 

 مورد نظر ی miRNAترانسفکشن  روش عملي-3-16-3

در پلیت های کشت  1برای ترانسفکشن سلول های چسبنده  IAGENQ ارائه شده توسط طبق پروتوکل

میکروآرنای موردنظر  بمنظور ترانسفکشنِ سلول های  Inhibitorو  Mimin، رقیق سازی  خانه ای-24

 : شد  انجام (در شرایط بدون نور و تاریکی)به شرح ذیل  خانه ای  -12کشت شده  در پلیت 

 

 برای ترانسفکشن miRNA Mimicروش رقیق سازی  -1 -3-16-3 

میلی لیتری  5/1میکروتیوب استریل فاقد سرم به درون  DMEMمیکرولیتر از محیط پایه  1200ابتدا مقدار  

؛  را به درون همان میکروتیوب اضافه می کنیم miRNA Mimicاز  میکرولیتر  1/8ریخته و سپس مقدار  

 6میکرولیتر است که با احتساب ترانسفکشن سلول های  3/0 طبق پروتوکل مقدار مجاز برای هر خانهالبته 

  μl 1/8 = 6 × 0/3برابر می کنیم یعنی :  6خانه ، آن را 

 

 برای ترانسفکشن miRNA Inhibitorروش رقیق سازی  -2 -3-16-3

میلی لیتری استریلی  5/1میکروتیوب  فاقد سرم به درون  DMEMمیکرولیتر از محیط پایه  1200ابتدا مقدار 

؛  را به درون همان میکروتیوب اضافه می کنیم miRNA Inhibitorاز  میکرولیتر18ریخته و سپس مقدار 

خانه  6میکرولیتر است که با احتساب ترانسفکشن سلول های  3 طبق پروتوکل مقدار مجاز برای هر خانهالبته 

  μl 18 = 6 × 3برابر می کنیم یعنی :  6، آن را 

 

 

 

                                                           
1 -Adherent Cells 
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 : تذکر

 تمامی مراحل رقیق سازی میمیک و اینهیبیتور می بایست در شرایط بدون نور و تاریکی انجام گیرد. -1

    بطور سریع   (FBS)در حضور سرم in vitroلیپیدهای کاتیونیِ ترانسفکت کننده در محیط های  -2

ن و ابهی ترانسفکشن با لیپوفکتامیمشبطور طبق مطالعات انجام شده ، که  نجائیآغیرفعال می شوند. از 

می بایست  Inhibiotorو  Mimicغیرفعال می شود لذا بهنگام رقیق سازی هاپیرفکت نیز توسط سرم 

 .رددبدون سرم استفاده گ  DMEMاز محیط پایه 

 

 ها  HFSCن برای پروتوکل اجرايي ترانسفکش -3 -3-16-3

های تحت کشت طبق پروتکل ارائه شده شرکت  HFSC های موردنظر به درون miRNAترانسفکشن مراحل 

QIAGEN : به ترتیب عبارتند از 

 رقیق شده Inhibitorو  Mimicبه درون میکروتیوب های حاوی  HiPerFectاز  μl 24افزودن مقدار -1

ضربه زدن با دست به بدنه میکروتیوب ها و سپس سر و ته کردن میکروتیوب ها به آرامی جهت اسپین  -2

 مواد درون میکروتیوب ها ملایم

 دقیقه 10انکوباسیون میکروتیوب ها در دمای اتاق در زیر هود به مدت -3

 خانه ای در طول انکوباسیون به شرح زیر:-12آماده سازی سلول های کشت شده در پلیت -4

 کشیدن محیط روئی سلول های کشت شده موجود در ول های پلیت  -4-1

  700λ (λ=μl)و  500λ  ،600λبه ترتیب با مقادیر  PBSبا بافر  سه مرتبه شستشوی سلول ها-4-2

 Inhibitorو  Mimicاز محتویات میکروتیوب های  200μlاضافه شدن بسیار آرام و قطره قطره ای مقدار -5

 خانه ای پس از اتمام زمان انکوباسیون-12ول از پلیت  6هر یک به درون 

 ساعت 6انکوباتور به مدت انکوباسیون پلیت بصورت فویل پیچ درون -6

 کشیدن محلول روئی هر یک از ول های ترانسفکت شده  پلیت پس از اتمام زمان شش ساعتی انکوباسیون-7

 ساعت 72افرودن محیط های کشت به درون ول ها طبق گروه بندی انجام شده و تیمار آنها به مدت -8

 



91 
 

 ها HFSCگروه بندی انجام شده پس از ترانسفکشن میکروآرنا به درون  -4 -3-16-3

، سلول های مطالعات  مرحله ای دیگر از انجام بمنظور ساعته ی ترانسفکشن ، 6گذشت مدت زمان  پس از 

قرار  بق گروه بندی خود تحت تیمارروز( ط 3ساعت ) 72موردنظر به شرح ذیل گروه بندی شدند و بمدت 

 گرفتند .

 

1. ontrol (non-transfection) + DMEM 

2. Neural Differentiation ( non-transfection) 

3. Mimic + DMEM  

4. Mimic + Neural Differentiation 

5. Inhibitor + DMEM 

 

پس از جمع آوری ، سلول ها  مذکور طبق گروه بندی  ساعت از تیمار سلول ها 72پس از گذشت مدت زمان 

ه بپروتئین های هدف موردنظر  فیکساسیون توسط پارافرمالدئید جهت بررسی بیان ژن ها و وتوسط ترایزول 

 .  آماده شدندو ایمونوسیتوشیمی  Real-time PCR ترتیب توسط 

-Realتوسط  گروه موردنظر پس از ترانسفکشن 5سلول های هر نیز در  miR-124-3pبعلاوه پروفایل بیان 

time PCR   سلول های بنیادی فولیکولبمنظور اطمینان از نقش این میکروآرنا در روند القای تمایز نورونی 

 گرفت . مورد ارزیابی و بررسی قرار ،  موی موش
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 نتایج: فصل چهارم
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 بافت و سلولي کشت از حاصل نتايج -4-1

 موش 1سیبل موی فولیکول از موش، موی فولیکول بالج ی ناحیه بنیادی های سلول به دسترسی منظور به

 T25 های فلاسک در آناژن مویِ فولیکول هایِناحیه بالجِ  کاشت از روز 5 گذشت از پس. شد  استفاده سوری

بنیادی  های سلول که این ناحیه در موجود های سلول،  FBS و کشت محیط حضور در کلاژن با شده پوشیده

 رشد داابت ؛نمودند بافت از مهاجرت به شروع شکل دوکی و چسبنده های سلول صورت به دارند نام فولیکول مو

 12-14 از بعد و شد شروع گنبدی سلولیِ اتِتجمع اطراف از ها سلول مهاجرت تدریج به ولی بود ندکُ سلولی

 (.1-4 شکل) رسیدند  %100 2یتلاق  به و  داده نیکلتشکیل  ها سلولکشت و تکثیر ،   روز

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1- vibrissae 
2- Confluence 

 مراحل جداسازی فولیکول موی موش سوری زیر میکروسکوپ -2-3شکل 

(A) بافت ناحیه سبیل موش  ،(B)  ، فولیکول های موی جدا شده(C) تقسیمات چهارگانه یک فولیکول مو 

در لج فولیکول موی سبیل موش کشت اولیه سلول های بنیادی ناحیه با از فتومیکروگراف -1-4شکل 

 رشد افزایش( B) ، سلول کشت فلاسک کف به چسبیدن و بالج ناحیه از خروج حال در کشت از پس روز 5-4 ها سلول 100x : (A)بزرگنمائي

 از مهاجرت با ها سلول( D) شود می بالج ناحیه اطراف در هائی کلنی تشکیل به منجر بنیادی های سلول تکثیر( C) بالج ناحیه بنیادی های سلول

 D  : Scale Bar = 100و  A  ،B تصاویر برای. )رسند می کشت از پس روز 14 در درصدی 100 تلاقی به تکثیر خود، روند ادامه و ها کلنی

μm  و برای تصویرC  : Scale Bar =50 μm) 

D 

B A 

C 

D 

100µm 

B 

100µm 

100µm 
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 به نورون ها ها  HFSC تمايز نتايج -4-2

مرحله  طی دو( P2)دوم پاساژ  فولیکول موی مشتق از سبیل موش درسلول های بنیادی پژوهش،  یندر ا

بهمراه  EGFحاوی فاکتور رشد محیط مغذی  مورد بررسی قرار گرفتند. در ابتدا سلول ها با استفاده از

تیمار شدند. سپس روز پیش  14بمدت اسیدآمینه های غیرضروری ، انسولین ، هیدروکورتیزون و کلراتوکسین  

 بهمراه   FBSو  DMEMمحیط القای نورونی متشکل از با تحت کشت سلول ها بمنظور تمایز عصبی ، 

 این با تیمار از پس ؛روز دیگر تیمار شدند  10به مدت  ATRAو  BDNFو  b-FGFرشد  هایفاکتور

نورونی را نشان دادند -ه و مور فولوژی شبهشدوائد طویل مشابه سلول های نورونی ز دارای ها سلول فاکتورها،

 نانکوباسیو متعاقب نورونی و گلیال های دودمان از سرشاری جمعیت تولید به قادر ، ها  HFSC . (2-4)شکل 

 های مولکول b-FGF و EGF همچنین( El Seady et al.2008b) هستند وژناگز رشد فاکتورهای با

 Yang et) کنند می ایفا ها HFSC تکثیر و حفظ در را مهمی بسیار نقش که هستند ای کننده تغذیه

;al.1993  Mignone et al.2007. ) 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در گروه کنترل تحت کشت با محیط  (a) : فتومیکروگراف از سلول های بنیادی فولیکول موی سبیل موش -2-4شکل 

گروه آزمایشیِ هدف در حضور  (b)مغذی : بیشتر سلول ها ، وضعیت بنیادی و تمایز نیافتگی خود را حفظ کرده بودند و تغییری نشان ندادند ؛ 

 (Scale Bar = 100μm  و 100xمائی بزرگن) محیط القای نورونی: سلول های بیشتری با مورفولوژی نورونی پس از القای نورونی مشاهده شدند.

 

 

a 

 

b 
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 عصبي )نوروني و گلیالي(به سمت دودمان ها  HFSC اثبات تمايز -4-3

 ايمونوسیتوشیميبررسي بیان مارکرهای عصبي پس از القای تمايز نوروني با  -4-3-1

 عصبی های سلول مارکر ، محیط القای تمایز نورونی با تیمار روز10 از بعد ها HFSC که داد نشان نتایج

MAP2 و NeuN  گلیالی  های سلول مارکرنیز  وGFAP (3-4 شکل) کردند بیان را . 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 MAP2) نوروني های سلول مارکر برای ايمونوسیتوشیمي های بررسي به مربوط نتايج -3-4شکل 

اُم 10ها در روز  HFSCنورونی در -متعاقب بروز مورفولوژی شبه .(GFAP) سلول های گلیالي مارکر و(  NeuN و

 کنترل نمونه های نتایج و (b,d,f)یافت  بطور قابل ملاحظه ای افزایش GFAPو  Map2 ، NeuNپس از القای تمایز نورونی بیان  

 (Scale Bar = 100μm  و 100xبزرگنمائی ) .  (a,c,e)های تحت کشت بدون محیط القای تمایزی  HFSCیعنی 

 

 

 

 

Control 

Control 

Control 

GFAP  

MAP2  

NeuN  

a b 

c d 

e f 



96 
 

بیان بالاتری  نورونی یالقا گروه در GFAPمارکر  ،محیط تمایزی با تیمار روز 10 از بعد که داد نشان ما نتایج

 (d,f) 4-3 شکل در که همانطور ،یتوجه جالببطور البته  .داشته است کنترل گروه های سلول با مقایسه در

 های سلول درنیز NeuN و MAP2 قابل توجه بیان ونوسیتوشیمی ، حاکی از ایم آنالیز است، شده داده نشان

 ، ورونین تمایزروز القای  سپری شدن ده از بعد نوسیتوشیمیوایم نتایج سازی یکمّبمنظوربود .  یافته تمایز

ترتیب سلول ها بر اساس درصد بیان مارکرهای   .کردیم شمارش ImageJتوسط نرم افزار  را عصبی های سلول

نمودار جدول و ) بودندکنترل های گروه  در مقایسه با NeuN+ً  و نهایتا  PGFA ، +2APM+بصورت  عصبی

4-1). 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

% Control group  % Marker Expression in Differentiated HFSCs Marker 

 

3.03±0.57% 

 

32.8±2.3 GFAP 

  45.9±2.9% MAP2 

69.3±1.8% NeuN 

 يافته تمايز های سلول در عصبي مارکرهای کننده بیان های سلول درصد -1-4 نمودار

 اده)ددر مقایسه یا سلول های گروه کنترل  :  تمايز نوروني از ده روز القای بعد فولیکول موی موش

 (*>p 0.05 اند شده بیان mean±stedv صورت به ها

  

 

 

 

 تمايز نوروني از ده روز القای بعد فولیکول موی موش يافته تمايز های سلول در عصبي مارکرهای بیان درصد -1-4جدول
 گزارش شده است. percentage±STDاعداد داخل جدول به صورت 
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 Real-time PCR روش به نوروني تمايز القای از پس هدف ژن های بیان بررسي -4-3-2

های بنیادی  سلول تمایز نورونیِ هدف در روند های ژن بیان برای زیر صورت به مجزا گروه دو در ها سلول

 سنتز  و RNAبعد از استخراج  Real time PCR روش به سوری ،مشتق از ناحیه بالج فولیکول موی موش 

cDNA گرفتند قرار ارزیابیبررسی و  وردمتعاقب آن م : 

(i) گروه کنترل (Control group)  شامل :HFSC  های تحت کشت باDMEM  +FBS 10% 

 رد کنترل گروه عنوان به و نگرفتند قرار تمایزی ماده هیچ تاثیر تحت ها سلول گروه این در. 

 .گرفت قرار استفاده مورد ها داده آنالیز برای مختلف مراحل

(ii) گروه آزمایشی القای تمایز نورونی (Experimental group)  :شامل HFSC تیمار شده های 

 DMEM  +5% FBS + 1µM ATRetinoic Acid+µg/mlمحیط تمایزی حاوی  با

BDNF10+10ng/ml bFGF  +ng/ml EGF20  

)نوعی  Sox9 ،)هر دو بعنوان مارکرهای نورونی( Rbfox3 و Map2 هدف یعنی ژن هایدر این گروه ها بیان 

و در عین حال بعنوان یکی از اِفکتورهای  miR-124فاکتور رونویسی بعنوان یکی از اهداف میکروآرنای عصبی 

)یکی دیگر  Ptbp1،  هاست( NSCمستلزم حفظ وضعیت پُر توانی  Notchپائین دستی مسیر سیگنالینگ 

با سرکوب تمایز عصبی در سلول های غیرنورونی بعنوان کنترل کننده ی بیان ژن های  miR-124از اهداف 

با نقش تنظیم کنندگی  let-7bمیکروآرنای دیگر عصبی یعنی )بعنوان یکی از اهداف  CCND1 ،نورونی است(

 NR2E1، چرخه سلولی ، حفظ وضعیت بنیادی در سلول های بنیادی و در عین حال سرکوب تمایز نورونی( 

که مستلزم حفظ وضعیت تمایزنیافتگی سلول های بنیادی  let-7b و miR-9)هدف مشترک دو میکروآرنای 

بعنوان  REST)یکی از کوفاکتورهای کمپلکس ضدعصبی  RCOR2، و مهارکننده نوروژنزیس می باشد( 

)بعنوان  DLK1 وکه باعث مهار بیان ژن های نورونی در سلول های بنیادی می شد(  miR-9یکی از اهداف 

عد ب( در روند نوروژنزیس و تمایز عصبی با نقش تنظیم کنندگی Notchمسیر سیگنالینگ یکی از لیگاندهای 

در حضور ژن کنترل داخلی یا ژن مرجع  Real time PCRبه روش  1نورونیتمایز القای روز  10 از

GAPDH  ندمورد بررسی قرار گرفت. 

 تمایزی بیان ژن های هدف رابطه با در ΔΔCTبه روش مقایسه ای  Real-time PCR آنالیز داده های

 نورونی نشان داد کهگروه آزمایشی تیمار شده با محیط تمایز های  HFSC در مارکرهای نورونیبصورت 

Fold change  برایmRNA  ژنMap2 و Rbfox3  وDLK1  3.27و  5/5 ، 4/7 افزایشبه ترتیب 

 > P) داشته است در مقایسه با سلول های تحت کشت در گروه کنترلهای تمایز یافته  HFSCدر  برابری

0.05 . )  

                                                           
1-Neurogenic transdifferentiation  
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 Sox9، Ptbp1 ، CCND1 غیرنورونیژن های   mRNA ن معناداری برایست که افزایش بیاا این در حالی

، NR2E1 و RCOR2 در HFSC  (1-4های تیمار شده با محیط تمایز نورونی دیده نشد )جدول
 

CTΔΔ-2or  Fold Changes Name of Gene 
*7.46426 Map2 

*5.5027 Rbfox3 

*3.27 DLK1 

0.09025 Sox9 

0.04887 CCND1 

0.69255 NR2E1 

0.24316 Ptbp1 

0.06121 RCOR2 

 
 

 

 در Sox9  ،Ptbp1  ،CCND1  ،NR2E1  ،RCOR2 غیرعصبی های ژندر مجموع می توان گفت 

HFSC  ژن های تمایز نورونی کاهش بیانِ غیرمعناداری نشان دادند ولی در مقابل های تمایزیافته(Map2 ، 

Rbfox3  وDLK1) ( .2-4)نمودار افزایش بیان قابل توجه و معناداری نسبت به گروه کنترل داشتند  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Realسطح بیان ژن ها توسط  ها بعد از القای تمايز نوروني: HFSCسطح بیان ژن های هدف در  -2-4 نمودار

time PCR  سنجیده شد. بیان بسیار بالا و معنی دارMap2 ، Rbfox3  وDLK1  و در عین حال بیان بسیار اندک و غیرمعنادار مابقی

 اختلاف معنی دار از گروه کنترل در نظر گرفته شد. p<0.05* ژن های هدف بعد از القای تمایز نورونی مشاهده شد .

 

 

 

 های تیمار شده با محیط تمايزی نسبت به گروه کنترل HFSCدر  هدفهای ژن foldchange -2-4 جدول
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های  HFSCنوروني در  تمايز القای از پس های هدف miRNA پروفايل بیان بررسي -4-3-3

 Real-time PCR روش به تمايزيافته

و سنتز  RNAپس از استخراج  ،HFSCs در نورونی تمایز به مربوط های miRNA تغییرات تعیین برای

cDNA  از نمونه HFSC های تمایز یافته ، سطحmRNA مربوط به ی miR-124-3p ، miR-9-3p  و 
let-7b-5p توسط واکنش  راReal-time PCR  گیری اندازهبا استفاده از پرایمرهای میکروآرناهای مربوطه 

 Fold Changeآنالیز کمّی داده های حاصل به کمک و  های هدف miRNAنمایش پروفایل بیان  .کردیم

بطور قابل  let-7b-5p و miR-124-3p سطوح بیان دو میکروآرنای  نشان داد،  (3-4)جدولهای مربوطه 

افزایش یافته بود در حالی بطور معناداری های تمایز یافته  HFSCملاحظه ای پس از القای تمایز نورونی در 

 نشان نداده بود . در سلول های تمایز یافته افزایش معناداری  miR-9-3pبیان که 

 miRNA   )مؤثر در روند نوروژنزیس سلول های های با تنظیم مثبت )افزاینده( و تتظیم منفی )کاهنده

 نشان داده شده است.   3-4 نموداردر بنیادی مورد مطالعه ، 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

let-7b miR-9 miR-124 miRNAs 

110.3032±3.9% 1.5964±0.6% 19.698±1.56% Differentiated HFSCs 

سنجش  ها بدنبال القای تمايز نوروني: HFSCهای هدف در  miRNAسطح بیان  -3-4 نمودار

 تمایز از پس let-7b-5pو  miR-124-3p بالایحاکی از بیان بسیار  Real-time PCRها توسط  miRNAسطح بیان 

  کنترل گروه از دار معنی * بعنوان اختلاف p<0.05 . عصبی بود

 

 

 

 های تمايز يافته نسبت به گروه کنترل HFSCدر  هدفهای  miRNAمربوط به  foldchange -3-4 جدول
 گزارش شده است. Fold change±STD اعداد داخل جدول به صورت
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سه میکروآرنای مورد مطالعه برای  محصولات ریل تایم (Amplification plot)تصاویر منحنی های تکثیر 

 آورده شده است :  4-4نیز در نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

توجه به مطالعات متعدد انجام شده در و نیز با   miR-124و  let-7bسطوح بیانِ ژن های هدف  مقایسه با

بر آن شدیم تا در  ،سلول های بنیادی و رده های سلولی مختلف تمایز نورونی در miR-124 رابطه با نقش

 متمرکز شویم .  miR-124-3p روی برخود ادامه روند مطالعات 

 

 
 let-7b control -  llet-7b Neuronal Differentiation 

 miR-9 control    miR-9 Neuronal Differentiationئه

 HFSCدر  Real-time PCRهای هدف طي واکنش  miRNA بیان به تکثیر مربوط های منحني -4-4 نمودار

 (بت شده است.ث ABI LightCycler این نمودارها توسط دستگاهتوجه : ) دو گروه کنترل و تمايز نورونيها ی 

 

 

 

 

miR-124 control miR-124 Neuronal Differentiation 
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 ها HFSCدر  miR-124-3pنتايج ترانسفکشن  -4-4

ی کشت ها سلولابتدا ترانسفکشن ها ،  HFSC نورونی تمایزروند  بر miR-124نقش  بیشتر بررسی برای

ستفاده با ا طبق پروتوکل ارائه شده ی کیاژن برای ترانسفکشن سلول های چسبنده خانه ای  -12 شده در پلیت

بدنبال آن سلول های شد و  انجام miScript miRNA Inhibitorو  miScript miRNA Mimic از

 گروه بندی شدند . مورد مطالعه 

 

 ها پس از تراسفکشن HFSCدر  miR-124-3pپروفايل بیان  -4-4-1

پس از انجام تمامی  هایِ گروه های موردنظر ، HFSCدر  miR-124بررسی سطح رونویسی و بیان  بمنظور

 با استفاده از پرایمر cDNAی تام از نمونه ها ، واکنش پلی آدنیلاسیون و سنتز  RNAمراحل استخراج 

Forward اختصاصی miR-124 واکنش Real-time PCR . آنالیز  صورت گرفتFold change  نسبی

دو گروه به ترتیب در  miR-124 برابریِ 47085.66و  10712.44 بیانحاکی از افزایش  داده های ریل تایم

Mimic و Mimic/Neural Differentiation  این سطح بیان  برابری 7.819 همچنین کاهش  و

miRNA   در گروهInhibitor  ن( ترانسفکش گروه کنترل )بدون مقایسه باامُ پس از ترانسفکشن در  3در روز

  ( .5-4)نمودار  می باشدبرابری  19.698 بیان یشاافزبا  Neural Differentiation یعنی

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 : Inhibitor و Mimicبعد از القای نوروني ، ترانسفکشن  miR-124-3p تغییرات بیان -5-4 نمودار

 Mimic/Neural و Mimicدو گروه را  miR-124بیان بسیار بالای  Real-time PCRتوسط  این میکروآرناسنجش سطح بیان 

Differentiation   در گروه  راو هم چنین کاهش بیان قابل ملاحظه ایInhibitor  اُم پس از ترانسفکشن نسبت به گروه  3در روز

 Mimic  ،Neuralهای نسبی مربوط به سطح بیان گروه های  Fold Change. نمودار میله ای نشان دهنده ی  کنترل نشان داد

Differentiation  وInhibitor  با اختلاف معنی دارp<0.05 نسبت به گروه کنترل *  
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  در این مرحله می باشد :منحنی تکثیر محصولات ریل تایم نشان دهنده ی نیز  6-4نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ترانسفکشنها پس از  HFSCدر  ژن های هدفبیان  بررسي -4-4-2

 ها  HFSCدر  miR-124: اهداف مستقیم  Sox9و  Ptbp1 ژن های-4-4-2-1

 pre-mRNAبا اتصال به توالی های غنی از پیریمیدین در  PTBP1 ی  RNA–پروتئین متصل شونده به 

 Black,2003;Sharma et)نورونی را مهار می کند –ا ، روند پیرایش متناوب اگزون های اختصاصی ه

al.2005)  کاهش می یابد. ؛ لذا در طول تمایز نورونی بیان این ژن  

Sox9 الینگ مسیر سیگن پائین دستی مهم یکی از افکتورهایدر عین حال و  هم بعنوان یک فاکتور رونویسی

Notch  و در واقع  دداراین مسیر - ی  بوده و نقشی مهم در کنترل روند تمایز عصبی با واسطهSox9  بعنوان

تعهد دودمان عصبی کنترل کننده ی ،  Notch سیگنالینگ تعدیل کننده ی اختصاصی و بسیار مهم مسیر

 . (Martine et al.2013)  است

-miR توسط توانند می Sox9 و Ptbp1  کهما در این تحقیق بر این بود  فرضلذا با توجه به مطالب فوق ، 

دارای جایگاه  miR-124نین پیش بینی شده بود که . چ گیرند قرار هدف موردبمنظور تنظیم بیان آن  124

miR-124 expression 

 

Mimic/Neural Differentiation Mimic 

Inhibitor Neural Differentiation 

 Real-time PCRطي واکنش  miR-124 بیان به تکثیر مربوط های منحني -6-4 نمودار

 ها ی گروه های مورد نظر پس از ترانسفکشن HFSCدر 
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 miRmiScript- با ها HFSC ترانسفکشنباشد .  9Sox و 1tbpPهر دو ژن  UTR´3هدفی در ناحیه 

Mimic 124  و Neural DifferentiationMimic/ 1 بیان سطوح در داری معنی کاهش نجر بهمtbpP 

 1tbpP ی ژن های mRNA سطوح  Inhibitor  124-miScript miR با  ترانسفکشناما   شد 9Sox و

  (.8-4داد )نمودار  برابری 60.4و  (7-4)نمودار167.73   افزایشرا به ترتیب   Sox9 و

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

سنجش :  miR-124-3pبعد از ترانسفکشن  Sox9و  Ptbp1 تغییرات بیان-7-4 نمودار

دو را  Sox9 (B) و Ptbp1 (A)بیان بسیار پائین  Real-time PCRتوسط   Sox9و  Ptbp1بیان سطح 

در گروه  راو هم چنین اقزایش بیان قابل ملاحظه ای   Mimic/Neural Differentiation و Mimicگروه 

Inhibitor نمودار میله ای نشان دهنده  پس از ترانسفکشن نسبت به گروه کنترل نشان داد .Fold Change 

با  Inhibitorو  Mimic  ،Mimic/Neural Differentiationهای نسبی مربوط به سطح بیان گروه های 

  * نسبت به گروه کنترل p<0.05اختلاف معنی دار 
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 می باشد :  Sox9و  Ptbp1برای دو ژن نشان دهنده ی منحنی های تکثیر محصولات ریل تایم  8-4 نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mimic Mimic/Neural Differentiation Inhibitor 

 
Mimic Mimic/Neural Differentiation Inhibitor    

طی :  miR-124-3pبعد از ترانسفکشن  Sox9و  Ptbp1 به تکثیر مربوط های منحني -8-4 نمودار

در منحنی های تکثیر هر  : Inhibitorو  Mimic  ،Mimic/Inductionها ی سه گروه  HFSCدر  Real-time PCRواکنش 

و پس از آن به ترتیب مربوط به گروه  Inhibitorمربوط به گروه  Ctدو ژنِ هدف بیشترین میزان بیان و بعبارت دیگر کمترین مقدار 

 می باشد.  Mimic/Neural Differentiation و Mimicهای 

 .است شده ثبت Roche LightCycler دستگاه توسط نمودارها این:  توجه* 

 

 

Ptbp1 

Sox9 
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 پس از ترانسفکشن ها  HFSC در تمايز نورونينقش آن و  DLK1ژن -4-4-2-2

 دخو نوبه به، مسیر این تعدیل کننده ی اصلی  بعنوان،  Hes1 یالقا با Notch سیگنالینگ سازی مسیر فعال

 حالیکه در . (Ishibashi et al.1994;Nakamura et al.2000) یس می گرددنوروژنزروند  مهار باعث

 Roos et) می شود ها NSC تمایز نورونی روند باعث پیشبُرد سیگنالینگ مسیر این سازی غیرفعال

)2003al..  1 انجام شده،مطالعات طبقLKD  سیگنالینگ  1که از جمله لیگاندهای غیرمتعارفNotch  می

عمل می کند  in vitro های محیط در Hes1-با واسطه Notchلینگ سیگنای  مهارکننده عنوان بهباشد 

(Baladron et al.2005; Falix et al.2012) .  

متعاقب ترانسفکشن با میکروآرنای  DLK1 ما در این تحقیق بر این بود که لذا با توجه به مطالب فوق ، فرض

ر د .گرددتمایز نورونی  میزان افزایش ، منجر بهمی تواند بعنوان یکی از از ژن های عصبی  miR-124 عصبی

کاهش  باعث  Inhibitor  124-miScript miR ها با  HFSC  ترانسفکشننتایج ما نشان داد همین راستا 

 miRmiScript-124  با سلول هاهمین  ترانسفکشناما  شد ی این ژن mRNAح سطمعناداری در 

Mimic  و Neural DifferentiationMimic/  و 116.162 دارِ معنیافزایش  نجر بهمبه ترتیب 

  . شد DLK1 بیان سطوح دربرابری   280.139
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 Real-time PCRتوسط   DLK1سنجش سطح بیان :  بعد از ترانسفکشن DLK1 تغییرات بیان-9-4 نمودار

 و Mimicدر دو گروه  رااقزایش بیان قابل ملاحظه ای و در عین حال  Inhibitorدر گروه  DLK1بیان بسیار پائین 

Mimic/Neural Differentiation  نمودار میله ای نشان دهنده  پس از ترانسفکشن نسبت به گروه کنترل نشان داد .Fold 

Change  های نسبی مربوط به سطح بیان گروه هایMimic  ،Mimic/Neural Differentiation  وInhibitor  با اختلاف

  * نسبت به گروه کنترل p<0.05معنی دار 
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 ( :10-4)نمودار  بصورت زیر می باشد DLK1منحنی تکثیر محصولات ریل تایم برای ژن عصبی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ها  HFSCبعنوان مارکرهای نوروني در تمايز :  Rbfox3و  Map2های ژن -4-4-2-3

MAP2 طور هب و ها نورون در عمدتاًنورونی است که -بعنوان یکی از پروتئین های اسکلت سلولی اختصاصی 

می  را تحت تأثیر قرار ها دندریت طولبیان شده و با تثبیت میکروتوبول ها ،  دندریتی نورون ها زوائد در عمده

در MAP2 مطالعات حاکی از آنست که  . (Cassimeris and Spittle.2001;Harada et al.2002) دهد

 تقسیم کردن متوقف برای همچنین و ها نوریت انشعاب و گسترشاعم از ها  نورون بلوغ  مهمِ فرآیندهای

بعنوان مارکر  MAP2از اینرو  . (Johnson and Jope.1992)از اهمیت بالائی برخوردار است  سلولی

 . (Izant and McIntosh,1980)فنوتیپ نورونی مورد استفاده قرار می گیرد 

نورون های سیستم عصبی اغلب در هسته و سیتوپلاسم دورهسته ای ، ( Rbfox3)و یا  NeuNپروتئین 

در میتوتیک  - ستبعنوان مارکر نورون های پُو   (Korzhevsky ,2013)مرکزی پستانداران یافت شده 

هیچگاه  پروتئین این . (Verdiev et al.2009)مورد استفاده قرار می گیرد تمایز نورونی  مربوط به مطالعات

یک مارکر اختصاصی نورونی می  NeuNکه اینست  خود دال بر که است، نشده یافت گلیال های سلول در

 باشد.

 

-Realطی واکنش  : miR-124-3pبعد از ترانسفکشن  DLK1 به تکثیر مربوط منحني -10-4 نمودار

time PCR  درHFSC  ها ی سه گروهMimic  ،Mimic/Neural Differentiation  وInhibitor :  در منحنی تکثیر  هر

   Mimic/Neural Differentiation مربوط به ترتیب مربوط به گروه های Ctدو ژنِ هدف بیشترین میزان بیان با کمترین مقدار 

 . می باشد Inhibitorو کمترین نیز مربوط به گروه   Mimicو  

 

 

 Mimic/Induction Mimic Inhibitor 
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و افزایش  miR-124متعاقب ترانسفکشن با  Rbfox3 و Map2ژن های  کهمفروض بود در این تحقیق لذا 

سطح بیان مارکرهای اختصاصی نورونی بعنوان  می بایست ها HFSC تمایز عصبیپروسه تعداد نورون ها در 

   Inhibitor  124-miScript miRبا ها HFSC ترانسفکشن. نتایج ما نشان داد بالاتری داشته باشند 
 miRmiScript- با ترانسفکشن اما  ؛ شد هر دو مارکر نورونی بیان سطوح در داری معنی کاهش به منجر

Mimic 124  و/Neural DifferentiationMimic  613.109و   398.932 باعث افزایشبه ترتیب 

 گردید Rbfox3 برابری در سطح بیان ژن 148.05و   77.17و افزایش  Map2ژن  mRNA سطح برابری در

  (.8-4)نمودار 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مارکرهای سنجش سطح بیان  :miR-124-3pبعد از ترانسفکشن  Rbfox3 و Map2 تغییرات بیان-11-4 نمودار

در دو  رااقزایش بیان قابل ملاحظه ای و در عین حال  Inhibitorدر گروه  این مارکرها رابیان بسیار پائین  Real-time PCRتوسط  نورونی

. نمودار میله ای نشان دهنده  پس از ترانسفکشن نسبت به گروه کنترل نشان داد  Mimic/Neural Differentiation و Mimicگروه 

Fold Change  های نسبی مربوط به سطح بیان گروه هایMimic  ،Mimic/ Neural Differentiation  وInhibitor  با اختلاف معنی

  * نسبت به گروه کنترل p<0.05دار 
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 نشان داده شده است: 12-4در نمودار  Rbfox3 و Map2منحنی های تکثیر ریل تایم دو مارکر نورونی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NeuN 

Rbfox3 

Map2 

 Mimic Mimic/Neural Differentiation   Inhibitor 

 Mimic Mimic/Neural Differentiation Inhibitor 

:  miR-124-3pبعد از ترانسفکشن  Rbfox3و  Map2به مارکرهای نورني  تکثیر مربوط منحني های -12-4 نمودار
در منحنی های تکثیر   : Inhibitorو  Mimic  ،Mimic/Neural Differentiationها ی سه گروه  HFSCدر  Real-time PCRواکنش  طی

و     Mimic/Neural Differentiation مربوط به ترتیب مربوط به گروه های Ctهر دو ژن هدف نورونی بیشترین میزان بیان با کمترین مقدار 

Mimic   و کمترین نیز مربوط به گروهInhibitor  می باشد. 
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 :ها  HFSC در تمايز نوروني CoRESTو  CCND1 ،NR2E1 های ژن-4-4-2-4

) Zhao et بوده سیکل سلولیپیشرفت  مثبت ی کننده تنظیم ، 1CyclinD کد کننده ی 1CCND ژن

)2010al.  درونویسی متعد ورهایاکتف فعالیت تنظیم می تواند بواسطه در عین حال طبق مطالعات اخیر و 

 .)2002t,Coquere(نیز عمل کند  رونویسی  –بعنوان تعدیل کننده ی  (3HDAC) تیلازاسدِ هیستون و

TLX (NR2E1) ایِ هسته بعنوان یک رسپتور orphan  گروهی از رسپتورهای هسته ای که لیگاند اندوژن(

های  NSCو مهار تمایز  تکثیریحفظ وضعیت در  یبسیار مهمی  کننده تنظیمآن ها هنوز نامشخص است( 

 بواسطه اجتماع با هیستون دِاستیلازها و،  TLX.  (Abrahams et al.2005) می باشد بالغ و جنینی

  ptenو سیکلین (  –)مهار کننده ی کیناز وابسته به  p21 خود ژن های هدفِ پائین دستیِ رونویسیِ سرکوب
 ودنوزائی سلول های بنیادی عصبی می ش -خودمایز نیافتگی و ت تثبیت وضعیت )ژن سرکوب گر تومور( باعث

(Sun et al.2008)  .  از آنجائیکهPTEN یم کننده منفی ظتنcyclinD1  لذا  ؛می باشدTLX  تاحدودی

 .(Weng et al.2001) می شود cyclinD1منجر به القای بیان  ، ptenبا سرکوب 

باعث سرکوب بیان  cyclinD1و  Tlxی  mRNAدر  UTR´3با اتصال به ناحیه ی  let-7bمیکروآرنای 

این دو ژن شده و بعنوان تنظیم کننده بالادستیِ بسیار مهم تکثیر و تمایز سلول های بنیادی ایفای نقش می 

هدف ،  TLXتشکیل لوپ فیدبکی تنظیمی با   نیز با let-7b  ،miR-9علاوه بر .   (Zhao et al.2010)کند

ها می شود؛ در واقع می توان گفت  NSCتنظیم تکثیر و تمایز باعث سرکوب بیان آن نهایتاً و   قرار دادن

TLX  یک ژن هدف مهم و در عین حال مشترک برایlet-7b وmiR-9  .البته  در طول نوروژنزیس می باشد 

 طریق ازنیز  (  RCOR2)یا  CoRESTو یکی از کوفاکتورهای بسیار مهم آن موسوم به   REST کمپلکس

قرار رونویسی تحت تنظیم -در سطح پس از خود UTR´3 در miR-9 برای یعملکرد اتصالجایگاه  یک

 . (Lewis et al.2003)و یکی از اهداف این میکروآرنا بشمار می روند  (Packer et al.2008)گرفته 

ی عصبی و القای تمایز نورونی  miRNAمتعاقب ترانسفکشن  کهبا توجه به مطالب فوق فرض ما بر این بود 

و  NR2E1و  CCND1تکثیر مستلزم ژن های می بایست به موازات افزایش تعداد نورون ها ها  HFSCدر 

 رو به مورد مطالعه در سلول های بنیادی ژن های نورونی سرکوب گر رونویسیبعنوان  RCOR2ینطور هم

و   Mimic 124-miRmiScript با ها HFSC ترانسفکشن. نتایج ما نشان داد کاهش گذارند
Neural DifferentiationMimic/ اما ؛ شد هر سه ژن بیان سطوح در داری معنی کاهش به منجر 

برابری  17.75 و  962.07،  82.71 افزایشباعث به ترتیب  Inhibitor 124-miScript miR ترانسفکشن با

 (.13-4)نمودار  گردید RCOR2و  CCND1 ، NR2E1ژن  mRNA سطح در
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 :و القای تمايز نوروني بعد از ترانسفکشن RCOR2و  CCND1 ، NR2E1 تغییرات بیان-13-4 نمودار
 Mimic/Neural و Mimicدر در دو گروه  آنها رابیان نسبتاً پائین  Real-time PCRتوسط  این ژن هاسنجش سطح بیان 

Differentiation  گروه  در رااقزایش بیان قابل ملاحظه ای و در عین حالInhibitor نمودار میله  نسبت به گروه کنترل نشان داد .

با  Inhibitorو  Mimic  ،Mimic/Differentiationهای نسبی مربوط به سطح بیان گروه های  Fold Changeای نشان دهنده 

  * نسبت به گروه کنترل p<0.05اختلاف معنی دار 
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 نشان داده شده است: 14-4در نمودار  برای سه ژن مورد مطالعه در این مرحلهمنحنی های تکثیر ریل تایم 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCND1 

NR2E1 

RCOR2 

 Inhibitor Mimic/ Neural Differentiation   Mimic 

بعد از  RCOR2و  CyclinD1  ،NR2E1به ژن های  تکثیر مربوط منحني های -14-4 نمودار

و  Mimic  ،Mimic/Neural Differentiationها ی سه گروه  HFSCدر  Real-time PCRطی واکنش  : ترانسفکشن

Inhibitor :  در منحنی های تکثیر  هر سه ژن موردنظر بیشترین میزان بیان با کمترین مقدارCt  مربوط به ترتیب مربوط به گروه

Inhibitor   و کمترین میزان بیان نیز مربوط به دو گروهMimic   وMimic/ Neural Differentiation    می باشد. 
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 با ايمونوسیتوشیمي پس از ترانسفکشن HFSCsدر  مارکرهای عصبيبررسي بیان  -4-4-3

در این مرحله  ،سلول های بنیادی فولیکول مو نورونی تمایز در miR-124 نقش بمنظور حصول اطمینان از 

روه های در گ .دادیم قرار بررسی مورد عصبی تمایز وندر بر را این میکروآرنااندک  یا تنظیم بیان بالاتاثیرات 

Neural Differentiation، Mimic 124-miR وMimic/ Neural Differentiation  تغییرات

؛ لازم به  )4-4(e,g,h,i,k,l)شکل  کاملاً مشهود بودند NeuNو 2MAP مارکرهای نورونیسطوح پروتئینی 

 .( 4b,f,j-4)شکل  منجر به افزایش تمایز دودمان عصبی نگردید Inhibitorذکر است که تیمار سلول ها با 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 NeuN و MAP2بیان  روی تمايز نوروني و گلیالي : miR-124تأثیرات محیط تمايز نوروني، بیان بالا يا مهار  -4-4 شکل

افزایش  Mimic/Neural Differentiation و Neural Differentiation  ،miScript miR-124 Mimic به میزان قابل توجهی در گروه های

miScript miR-  پس از ترانسفکشن با i)-(NeuN l+ و e)-GFAP  d)-(a ،+2MAP h)+ . فتومیکروگراف هائی از سلول های (e,g,h,i,k,l) یافت

124 Inhibitor وmiScript miR-124 Mimic    ( 100بزرگنمائیx و  Scale Bar = 100μm) 
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 عصبی های سلول شمارش ، طبق گروه بندیها  HFSC های موردنظرسپری شدن سه روز از تیمار از بعد

 )2Map )58.43±11.26+نسبت سلول های   Mimic  124-miRحاکی از این بود ImageJ با حاصل
  GFAP+را افزایش داد ؛ اما در مقابل باعث کاهش سلول های  )NeuN  )48.34±11.15+و 

  ( . a,b,c 15-4شد )نمودار  )6.82±5.8(

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 از پس ها HFSC از( NeuN+ و 2Map+) نورونی های سلول ولیدت میزاندر مجموع می توان گفت 

 .می باشدالقای تمایز نورونی به تنهائی  گروه از بالاتر،  miR-124 با ترانسفکشن
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miScript miR-124  روی تمايز نوروني و گلیالي : miR-124 تاثیرات مربوط به بیان بالا يا مهار -15-4نمودار 

Mimic  وMimic/Neural Differentiation  باعث افزایش تمایز نورونی پس از گذشت سه روز از تیمار سلول ها شد. قابل توجه است

با  means ± SEM. داده ها بصورت باعث افزایش تمایز دودمان عصبی نگردید Inhibitor 124-miScript miRکه تیمار سلول ها با 

 نسبت به گروه کنترل * p<0.01 اختلاف معنی دار
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 چکیده ی تصويری نتايج حاصل در فازهای مختلف تحقیق : -4-5

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 : in vitro نورونيِ سلول های بنیادی فولیکول موی موش در محیط تمايز برای نمودار شماتیکي -5-4 شکل
 ،BDNF، ATRA حاوی نورونی تمایز محیط کشت های روز پس از کشت اولیه و انجام پاساژ سلولی ، در 14سلول های بنیادی فولیکول مو 

bFGF و EGF با  کشتسلول های بنیادی تحت  بعلاوه ،. یافتند رشد روز 10 مدت بهMimic  و Inhibitor  124مربوط به-miR  ترانسفکت 

 ایمونوسیتوشیمی آمیزی رنگ و متعاقباً گرفت قرار تحلیل و تجزیه مورد RT-PCR از استفاده هدف با ی ژن های mRNA سطح بیان سپس. شدند

 .شد انجام GFAP و MAP2 ،NeuN عصبی بیان پروتئین های مارکرهای ارزیابی بمنظور
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 بحث و نتیجه گیری:  فصل پنجم
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 بحث-5-1

 تکثیری پتانسیل دارای و بوده جنینی بنیادی های سلول مشابه (HFSCs) سلول های بنیادی فولیکول مو

 Najafzadeh et al.2015; Dastal et al.2016;Najafzadeh) بوده in vitro در محیط های بالا

et al.2013)  و در عین حال دارای قابلیت تمایز به دودمان های متعدد عصبی نیز هستند(Amoh et 

al.2005; Najafzadeh et al.2015c)  . 

 وباسیونانک متعاقب نورونی و دودمان های گلیال از زیادی جمعیت تولید قادر به سلول های بنیادی فولیکول مو

 از ای گسترده طیف  . تاکنون(El Seady et al.2008)اگزوژن یا خارجی می باشند  فاکتورهای رشد با

-اعم از نوروتروفین وهای بنیادی فولیکول م سلولدر  عصبی تمایز القای جهت مختلف مطالعات در القاگرها

3  (Ghoroghi et al., 2013) مغز از مشتق نورتروفیک اکتور، ف (BDNF) مشتق نورتروفیک فاکتور و 

 سرم 10 % حاوی RPMI1640کشت  محیط و 1 –Neuregulin ،   (GDNF) گلیال های سلول رده از

 Najafzadeh et al.2015;Sagha et al.2016;Sieber-Blum et)اند  گرفته قرار استفاده مورد

al.2006;El-Seady et al.2008b) .  

 زا گروهی که چرا دارند را سلولی تمایز روند دادن قرار تأثیر قابلیت تحت احتمالاً مکمل کشت های محیط

 سآستروژنزی و نوروژنزیس روندهای تسهیل به منجر سرم از های عاری محیط پروتکل اند کرده ثابت مطالعات

 یزن رتینوئیک اسید تمام ترانس با تیمار شود. همچنین می محیط های در مو فولیکول بنیادی های سلول در

 b-FGF و EGF دهد؛ مطالعات حاکی از آن ست می افزایش کنترل شرایط به را نسبت ها نورون تعداد

 می ایفا ها سلولهای بنیادی فولیکول مو تکثیر و حفظ در را مهمی بسیار نقش که هستند فاکتورهای رشدی

غ بال استخوان . بعلاوه ثابت شده که پیش تیمار سلول های بنیادی مغز(Najafzadeh et al.2015)کنند 

را افزایش داده و باعث تمایز نورونی این سلول ها می شود همچنین قابلیت  تمایز عصبی bFGFو  EGFبا 

 Delcroix )سیستم عصبی می افزاید  بیماری ها و یا آسیب های استفاده از چنین سلول های بالغ را در درمان

GJ-R et al.2010).  

تمام  رتینوئیک اسید متشکل از HFSCsبرای  تحقیق از پروتکل اندکی تغییر یافته تمایز نورونی این ما در لذا

 مانند میاییشی تیمارهای و فاکتور رشد مشتق از مغز، فاکتور رشد فیبروبلاستی، فاکتور رشد اپیدرمال، ترانس

ولیکول ف ناحیه بالج های بنیادی سلول نورونی تمایز بمنظور القای هیدروکورتیزون و انسولین کلراتوکسین،

 داد نشان Real-time PCR آنالیز ،محیط تمایز نورونی با HFSCs تیمار از پس. استفاده کردیم ی موشمو

 . کنند می مقدار زیادی بیان را به DLK1و  MAP2 ،Rbfox3، ژن های نورونی  سلول های تیمار شده که
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کرده اند  ظهور سلولی دودمان کننده های تعیین از رده ی جدیدی عنوان به ها miRNA اخیر، سال های در

 زیسنوروژن پیشرفت موجب دارند. میکروآرناهائی که نوروژنزیس طی در عصبی تمایز و نمو در مهمی نقش که

 .واقع شده اند اپی ژنتیکی و رونویسی مثبت فیدبکیدرون لوپ های  اغلب شوند، می

 miRNA نظیم تحت ت را  فولیکول مو اپیدرمی و  های بنیادی سلولتکثیر و تمایز  است ممکن مختلف های

 پوست بنیادی های سلول تمایز صرفاً پوست های میکروآرنا. (Gangaraju VK et al.2009 )د نقرار ده

 .  (Andl et al.2006) برند می پیش به را

 و وم فولیکول ناحیه بالج های بنیادی سلول در بیان بالائی معمول طور که به miR-125bی مانند میکروآرنائ

 نوانبع در واقع و این سلول ها می گردد حالت بنیادی باعث افزایش تکثیر و د،دار اپیدرم قاعده ای های سلول

 تمایز طول در miR-203 سطح مقابل، در (.Zhang et al.2001) کند می عمل HFSCs تمایز گر سرکوب

 Shenoy and Blelloch,2014a; Schneider et) یابد می افزایش پوست بنیادی های سلول

al.2012)  به تپوس بنیادی های سلول تکثیری ظرفیت کردن محدود با را پوست تمایز؛ زیرا این میکروآرنا 

 عمل رونویسی فاکتور ، Tcf3و یا   (Yi et al.2008) شود می سلولی سیکل از خروج به منجر و برده پیش

 ودخ نیافتگی تمایز وضعیت حفظ بمنظور ریشه خارجی غلاف در واقع سازهایشان پیش و HFSCs در کننده

 DasGupta et al.1999;Merrill et al.2001) .) باشد می  miR-24 اهداف از یکی بعنوان

های  سلول در عصبی سرنوشت اکتساب صحیح و مناسبکننده ی های اساسیِ کنترل  مکانیزم حال، این با 

-miR هک را ارائه کردیم دال بر این شواهدی اینجا ، نخستین بار نیست. ما مشخص هنوز ، بنیادی فولیکول مو

 یآزمایشگاه محیط در های بنیادی فولیکول مو سلول نوروژنزیسِروند  مهم کننده های تنظیم یکی از 124

که بطوری بیان می شود، های بنیادی فولیکول مو  سلول در افتراقی صورت به miR-124 که دریافتیم است. ما

  .سطح بیان آن در سلول های با بیان بالای مارکرهای نورونی افزایش می یابد

 پیش ه ایپای رونویسیِ هایِفاکتور از قبیل ینورون تمایز عمده ی های کننده تنظیم با بیان بنیادی های سلول

نورونی  -اختصاصی های ژن آبشار القای بیانِ به منجر،  helix–loop–helix (bHLH)  عصبی  موسوم به

 ، سایر سرنوشت های رونویسی های فاکتور این ،گردند. بعلاوه  می عصبی هویت ایجاددر نتیجه پیشبُرد  و

 Neurogenin مانند bHLH های ژنبیان  مهار سلولی را بمنظور افزایش تمایز نورونی ، مهار می کنند. 

 بنیادی های سلول در یسگلیوژنزباعث القای  است ممکن،  Notch های مسیر سیگنالینگ کننده فعال توسط

 . (Morrison et al.2001) شود 

 در نورونی سرنوشت گیری تصمیم تنظیمِ در، ها  miRNA ون افتراقی ژن ها( )یعنی بیا روند اپی ژنتیک 

 Pons-Espinal et) هستند دخیل)ناحیه تحت بطنی( بالغ  SVZ و یجنین عصبی بنیادی های سلول

al.2017.) miRNA عصبی، تعهد خودنوزائی، ، تکثیر – نوروژنزیس فرآیند متعدد مراحل مستلزم ها 
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و در عین حال ( Shi et al.2008،2010) باشند می -عصبی بنیادی های سلول یکپارچگی و بلوغ مهاجرت،

 توانند می که هستند in vivo  های محیط در نورونی زیرمجموعه های اختصاصی بودن مهم آفرینان نقش، 

 ظاهر  in  vitro های محیط در نورونی سلول سرنوشت تصمیمات تغییر جهت فرعی ابزارهای بعنوان

 یگلیال به نورونی سرنوشت تغییر ی کننده تنظیم احتمالاً،  میکروآرناها ( .Stappert et al.2015)شوند

میکروآرناهایِ  ،  miR-128 و miR-124 مثلاً .(  He et al.2015b; Zheng et al.2012) هستند

 دودمان در اختصاصی بطور miR-23 و  miR-26 ، miR-29 که حالی در  هستند عصبی دودمان اختصاصیِ

  (.Smirnova et al.2005) شوند می بیان آستروسیتی های

 در miR-124فقدان  دارد. دخالت نورونی سرنوشتاکتساب  در miR-124 که حاکی از آنست ما مشاهدات

 Pons-Espinal et )این سلول ها می گردد  نورونی منجر به کاهش تمایز، های بنیادی فولیکول مو  سلول

al.2017) .مهارکننده  با شده ترانسفکت های کشت در نورونی تمایز  کاهش در همین راستا ؛ –miR-124 

((Stappert et al.2013  مهار در صورت نورونی -اختصاصی مارکرهای بیان کاهشو نیز  miR-124 با 

گزارش شده است. OMe-RNA (Visvanathan et al.2007  )-´2 لیگونوکلئوتیدهایاُ یا سنس آنتی

 تضعیف موجب عصبی، بنیادی های سلول در Dicer -به وابسته های miRNA طبق مطالعات ، حذف

ها داشته باشد.  miRNAوابستگی کمتری به  گلیوژنزیس، است ممکن در صورتی که شود، می یسنوروژنز

بواسطه سرکوب گلیوژنزیس منجر به حفظ و  ، miR-370و  miR-124  ،miR-134میکروآرناهائی از قبیل 

 بیان ها، یافته این با همسو.  (Pons-Espinal et al.2017) می شوند بالغ هیپوکامپِ یِنورون تمایزتقویت 

 زمینه و شده آستروسیتی تمایز از مانع ،سلول های بنیادی عصبی در  miR-128 و miR-124 بالای بسیار

 (.Krichevsky et al.2006) آورد می فراهم نورونی تمایز برای را

 بواسطه Ptbp1 و Sox9 ژن های (down-regulatino)تنظیم اندک  که اشاره بر این دارد ما های داده

miR-124 اساس، این بر. می باشد نورونی تمایز مستلزم Mondanizadeh بیان افزایش همکاران و miR-

ی  mRNA دادن قرار هدف بارا  چربی از - مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول در یسنوروژنز طی در 124

Sp1  گزارش کردند(Mondanizadeh et al.2015).  همچنینmiR-124، جمله از سلولی ژن بیان 

 Cheng et) را هدف گیری می کند  SVZ بنیادیهای  سلولکُنام  در  Sox9 رونویسی فاکتور سرکوب

al.2009 )میزان  وPTBP1 به پروتئین متصل شونده- RNA می کاهد را (Makeyev et al.2007)  . ما

پیشرفت  باعث miR-124 توسط Ptbp1 و Sox9 تنظیم اندک ژن های که دادیم ارائه شواهدی اینجا درنیز 

 است ممکن miR-124 که داد نشان اخیر اتمطالع ی ازیک اساس، همین بر. شود می عصبی دودمان تمایز

 . (Krichevsky et al.2006) شود گلیال سلولهای تمایز از مانع
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)جمعیتی از سلول های تمایز نیافته در  1گذرا-سلول های تکثیری انتقال در miR-124 هدف،  9Soxژن  

تکثیر  miR-124. می باشد نوروبلاست مرحله بهگذار بین سلول های بنیادی و سلول های تمایز نیافته( 

 SVZدودمان سلول های بنیادی سلول های گلیالی در  منجر به سرکوب و را میانجی گری کرده  نوروبلاست

 هدف عنوان به ، Sox9یعنی  Notchمی شود . طبق مطالعات قبلی ، اِفکتور پائین دستی مسیر سیگنالینگ 

ما دریافتیم که سطح بیان اهداف  بنابراین،.  (Cheng et al.2009)می شود  شناخته miR-124 فیزیولوژیک

 ،miR-124 کشنترانسف از پسدر سلول های بنیادی فولیکول مو  Sox9از جمله  Notchپائین دستی مسیر 

موجب غیرفعال  miR-124 بیان بالای که دال بر این باشد است ممکن ها داده اینرو به کاهش گذاشت. 

-miR-145  ،miRها اعم از  miRNAسایر البته ،  می شود. Sox9 گیری هدف با Notch مسیر سازی

را به میزان اندکی مورد تنظیم  UTR-3′ 9Soxنیز بطور سازگاری ، بیان ژن گزارشگر  miR-101و  495

 .  ) ,.2012Zhang et al., ; 2011Yang et al., ; 2014Lee et al(قرار می دهند

، تنظیم کننده ی منفی بسیاری از ژن های  RESTموسوم به  RE-1فاکتور رونویسی خاموش کننده ی 

 Kim) بوده REST، آنتاگونیست مسیر  miR-124نورونی در سلول های بنیادی است ؛  و در عین حال 

et al.2015 ; Visvanathan et al.2007) نورونی با  هدف گیری -و باعث تغییر پیرایش اختصاصیPtbp1  

 که می شود Ptbp2 منجر به تنظیم زیاد و مثبت miR-124 توسط Ptbp1 منفی و اندک تنظیم. می گردد

  (.Makeyev et al.2007) مطلوبِ روند نوروژنزیس می باشد خود نوبه به

به میزان  در حال تکثیر  های سلول در  Ptbp1 و Sox9 که دندا نشان قبلی کارهای ،بطور جالب توجهی

 دایفا می کنن ینورون -اختصاصی پیرایش سرکوب در را  مهمیبسیار  نقش و شدهواقع  تنظیمزیادی مورد 

(Makeyev et al.2007 ؛ Wang et al.2016) . اخیر، مشاهدات با همسو Makeyev نشان همکاران و 

(. Makeyev et al.2007) شود می عصبی تمایزالقای  موجب Ptbp1 گیری هدف با miR-124 که ددندا

 توجهی قابل طور به miR-124 که دنرده باشک گیری نتیجه ، اینگونه قبلیمطالعات که  رسد می نظر به بعید

 .  (Cao et al.2007) دهد نمی تغییر نخاعی تکوین طناب  طول در را ینورون سرنوشت، 

 های سلول در Ezh2 بیان اصلی کننده تنظیم است ممکن miR-124 که دادند نشان همکاران و نئو

 و Markovtsov دیگری، ی مطالعه در(. Neo et al.2014) نورونی باشد تمایز تحت جنینیِ کارسینومای

 در را Src N1پیرایش اگزون موسوم به جعبه   توانند می PTBP2 و PTBP1 که ددندا نشان  همکاران

  (.Markovtsov et al.2000) سرکوب نمایند  in vitroمحیط 

 بنیادی های سلول عصبی تمایز و تکثیر پیشرفت باعث  miR-124 که دهد می نشان اخیر یکی از مطالعات

؛ در شود می Wnt / β-catenin سیگنالینگ مسیر سازی فعال و DACT1 گیری هدف طریق از عصبی

                                                           
1 - Transient- amplifying cells (TACs) 
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 miR-124 بیان بالای این، بر علاوه. ند. کرد تأیید miR-124 مستقیم هدف عنوان به را DACT1 آنهاواقع 

 Jiao) شود مینورونی -منجر به القای تمایز اختصاصی GFAP بیان کاهش و tubulin β-III بیان افزایش با

et al.2018.) ، البته در مقابل مطالعه ما Zhau  و همکاران نشان دادند کهmiR-124  هدف باممکن است 

 ، تمایز آستروسیتی را مورد1کآمیوتروفی جانبی اسکلروز ژنیک ترانس های موش در 9Sox و 2Sox دادن قرار

 ).  (Zhou et al.2018 قرار دهد تنظیم

 CCND1  ،RCOR2داده های ما همچنین حاکی از این بود که تنظیم منفی و  اندک ژن های غیر عصبی 

 ساس،ا این برها می باشد.  بنیادی فولیکول موهای  سلولمستلزم تمایز نورونی   miR-124توسط  NR2E1و 

 بنیادیِ های سلول نوروژنزیسِ طی در  miR-124 بیان سطح که داده اند گزارش همکارانش و موندانی زاده

 Mondanizadeh et )افزایش می یابد  Sp1ی  mRNA  دادن قرار هدف با چربی مزانشیمیِ مشتق از

al.2015) .سیگنالینگ مسیر Notch بنیادی های سلول تمایز و نوزائیخود  در مهمی بسیار تنظیمی نقش 

 بسیار نقش مسیر این دیگر بعبارت. (Liu et al.2010 ) کند می ایفا بالغ مغز و جنین در عصبی ساز پیش/ 

بنیادی عصبی سلول های  جمعیت حفظ به Notch سیگنالینگ مسیر سازی فعال. دارد در نمو عصبی مهمی

سلول  نورونی تمایز باعث پیشبُرد روند Notch سیگنالینگ مسیر سازی غیرفعال حالی که در کند می کمک

 . (Hitoshi et al.2002 ) می شود های بنیادی نورونی

 می بیان مرکزی عصبی سیستم در Notch سیگنالینگ مسیر رسپتورهای و لیگاندها عصبی، تمایز طول در

 گزارش میانی مغز دوپامینرژیک نورونهای از اعم نمو حال در مرکزیِ عصبی سیستم در DLK1 شود. بیان

 سلول از مشتق سازهایِ پیش نورونیِ در تمایز  DLK1 شد داده ای نشان مطالعه بعنوان نمونه در  شده است

 Hes1 رونویسی با واسطه فاکتور Notch سیگنالینگ با تعدیل یا تغییر را موش و انسان جنینی بنیادی های

 تسریع و نوروژنیک توانائی افزایش باعث DLK1 دیگر برد؛ بعبارت می پیش به BMP/Smad مسیرهای و

 که داد نشان ای مطالعه گردد. می شده متعهد های نورواکتوردرمی سلول از نورونی سرنوشت تبدیل روند

 یعنی ؛ شود می سلول های بنیادی نورونی در Notch مسیر مهار باعث اگزوژن ی miR-124 ترانسفکشن

miR-124 مسیر سازی غیرفعال با را عصبیهای بنیادی  سلول تمایز و تکثیر Notch گیری هدف طریق از 

همسو با این مطالعات، . (Neo et al.2014 )می برد  پیش به DLL4 یا  DLK1 مانند مسیر این لیگاندهای

-miR، متعاقب القای تمایز نورونی و ترانسفکشن با میمیک DLK1نتایج ما نیز حاکی از افزایش بیان ژن 

   بود. های بنیادی فولیکول مو  سلولدر  124

 

                                                           
1 - amyotrophic lateral sclerosis transgenic mice 
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 NR2E1 سلولی،  سیکل پیشرفت مثبت ی کننده بعنوان تنظیم CyclinD 1 ی کننده کد CCND 1 ژن

اشد. در ب های بنیادب نورونی می سلول تمایز مهار و تکثیری وضعیت حفظ مهم بسیار ی کننده تنظیم بعنوان

 TLX ی mRNA در UTR´3 ی ناحیه به اتصال  با let-7b میکروآرنای داده شد که نشان ای یک مطالعه

 تمایز و تکثیر مهم بسیار بالادستیِ کننده تنظیم بعنوان و شده ژن دو این بیان سرکوب باعث  cyclinD1 و

 فیدبکی لوپ تشکیل با نیز miR-9میرنای  let-7b بر علاوه کند البته می نقش ایفای بنیادی های سلول

 نیسلول های بنیادی نورو تمایز و تکثیر تنظیم باعث نهایتاً آن بیان سرکوب و گیری هدف ، TLX با تنظیمی

 به موسوم آن مهم بسیار کوفاکتورهای از یکی و REST کمپلکس نوروژنزیس طول در البته شود؛ می

CoREST یا RCOR2  برای عملکردی اتصال جایگاه یک طریق از نیز miR-9 از رونویسی پس سطح در 

،  RCOR2 های ژن داد نشان نیز ما نتایج همسو با مطالعات مشابه انجام شده،. گیرد می قرار تنظیم تحت

CCND1 و NR2E1   بعنوان ژن های هدفmiR-124 سلولهای بنیادی فولیکول مو  نورونی تمایز در روند

   .(Zhao et al.2010 )می گردد ژنزیس بوده و بواسطه سرکوب آنها منجر به پیشرفت نورو ها

MAP2  طور  به و ها نورون در عمدتاً که است اختصاصی نورونی سلولی اسکلت های پروتئین از یکی بعنوان

 قرار تأثیر تحت را ها دندریت طول،  ها میکروتوبول تثبیت با و شده بیان ها نورون دندریتی زوائد در عمده

 انشعاب و گسترش از اعم ها نورون بلوغ مهمِ در فرآیندهای MAP2  که آن است از حاکی می دهند. مطالعات

  MAP2  رواین  از .است برخوردار بالائی اهمیت از تقسیم سلولی کردن متوقف برای همچنین و ها نوریت

 .  (Soltani et al.2005 )گیرد می قرار استفاده مورد نورونی مارکر فنوتیپ بعنوان

 پستانداران عصبی مرکزی سیستم های نورون اغلب سیتوپلاسم و هسته در  Rbfox3 یا و  NeuN پروتئین

 پروتئین گیرد. این می قرار استفاده مورد نورونی تمایز به مربوط مطالعات نورونی در مارکر بعنوان و شده یافت

 اختصاصی مارکریکی از   NeuN که این ست بر دال خود که است، نشده گلیال یافت های سلول در گاه هیچ

 Map2 های ژن همانطور که انتظار می رفت تحقیق این در لذا. (Mullen et al.1992 )باشد  می نورونی

های بنیادی  سلول عصبی تمایز بعد از miR-124 با ترانسفکشن متعاقب تمایز نورونی و سپس Rbfox3 و

 .را ارائه کردند بیان بالاتری سطح نورونی اختصاصی مارکرهای د کننده ی بعنوان ژن های کُفولیکول مو 

) ,.Cheng et al، تنظیم کننده های مهم روند نوروژنزیس بالغ هستند  let-7و  miR-124دو میکروآرنای 

 نشان نورونی سرنوشت در را b7-let و miR-124 سینرژیک اثرات وضوح به مای  مطالعه چه گر.  2009(

 دادیم نشان ماسلول های بنیادی فولیکول مو مشاهده کردیم.  در را let-7b و miR-124بالای  بیانولی  نداد،

miR-124 ، توسط شده تحریک فولیکول مویسلول های بنیادی  عصبیِ تمایز BDNF، ATRA و  miR-

124 mimic گیریم می نتیجه ما ،از اینرو. را می افزاید miR-124  سایر اما ،مستلزم تمایز نورونی است 

miRNA از قبیل  ها let-7b  عه،مطال این همسو با .باشند داشته عصبی تمایز در مهمی نقش است ممکننیز 
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 miR-124، let-7b از  یئبالا سطوحبطور چشمگیری  ،قرار می گیرند عصبی تمایز معرض در که هایی سلول

 . (Kawahara et al., 2012; Stappert et al., 2015) بیان می کنند را miR-9 و

 و REST کروماتینِ کمپلکس تغییر طریق از را یسوروژنزروند ن miR-9 و miR-124 بطورمعمول

CoREST   2010(.قرار می دهند تنظیمموردHo and Crabtree, ( . یمشابه طور به، Xue همکاران و 

ب منشعبصورت سینرژیکی )هم افزائی( باعث پیشرفت تمایز نورونی و  miR-9 و miR-124 که ندداد نشان

 . (Xue et al., 2016)می شوند Rap2aبا سرکوب بیان   AKT/GSK3β مسیر طریق ازیتی ردند شدن

در نشد .در طول تمایز عصبی به میزان زیادی بیان  miR-9بطور غیرمنتظرانه ای، ما اینجا نشان دادیم که 

 ناحیه هایNSC به In utero electroporation  توسط miR-9 ترانسفکشن ای مطالعه طی حالی که 

 نیز دیگری ی مطالعهو یا ( Zhao et al.2009) شد نورونی زودرس تمایز به منجر موش جنین مغز در بطنی

 sirtuin1 گیری هدف با نیز موش جنینی بنیادی های سلول در ها NSC بر علاوه میکروآرنا این داد نشان

ن مطالعات بعدی مستلزم تعیین این بنابرای(  .Saunders et al.201) شود می نورونی تمایز پیشرفت باعث

ها نیز تمایز نورونی سلول های بنیادی فولیکول مو  miRNAموضوع خواهد بود که آیا ممکن است سایر 

،  Sox9   ،Ptbp1روی اهداف مشخص خود از قبیل  miR-124نقش داشته باشند یا نه . اثرات 

REST/SCP1  ،LAMC1  وITGβ1   ممکن است نشانگر نقش این میکروآرنا در تعیین هویت نورونی

 .   ) ,.2011Farrell et al(. )عصبی( سلول ها باشد

 Follert)در مورفوژنزیس نورونی در مغز در حالِ نمو مشارکت می نماید نیز miR-124 بلکه let-7نه تنها 

et al., 2014; Kawahara et al., 2012; Wulczyn et al., 2007)   .جنینی یسِنوروژنز طول در 

 ,.Makeyev et al)کنند می بیان را miR-124 از بالایی سطح ها نورون ،سیستم عصبی مرکزی  در

در طول نوروژنزیسِ سلول های بنیادی  در یک چرخه خود تنظیمیِ منفی Lin28و  let-7. در واقع ،  (2007

 روندبا کاهش  ها NSC در let-7b  بالای بسیار بیان . (Rybak et al., 2008) جنینی شرکت می کنند 

 In utero  بعلاوه؛ (Zhao et al.2010)می گردد آستروگلیالی و نورونی تمایز منجر به افزایش تکثیر

electroporation به میکروآرنا این NSC گردید سلولی سیکل پیشرفت کاهش به منجر جنینی های  

(Zhao et al.2009.) 

در طول تمایز عصبی به میزان بالائی بیان شده و روند خروج از  let-7و  miR-124میکروآرنائی از قبیل لذا 

 Shenoy and)د نافزایش می ده Sox9و  cyclinD1  ،BAF53A  ،Ptbp1سیکل سلولی را با مهار 

Blelloch, 2014b)  . که  دلالت بر این دارنداین نتایجmiR-124  وlet-7  نوروژنزیس بالغ تنظیم کننده ی

 می باشند. در مغز بالغ و همچنین در طول امبریوژنزیس )جنین زائی( 
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تیغ س بنیادی های سلول مانند متفاوت تمایزی های پتانسیل با بنیادی های سلول از مختلفی انواعوجود 

) Amoh et، نستین مثبت  ) ,.NCSCs)-(Epi )2010Yu et al., ; 2006Hu et al 1اپیدرمی-عصبی

)b2005al.,   34و سلول هایCD  مثبت)c2015Najafzadeh et al., ( مو به اثبات  های فولیکول در

ر های ، وابستگی زیادی به فاکتو سلول های بنیادی فولیکول مواز طرف دیگر، پتانسیل تمایزی  رسیده است .

یا بر روی پیوند به  neuregulin-1 لذا این سلول های بنیادی می توانند متعاقب تیمار با  رشد اگزوژن دارد.

) Amoh etعصب سیاتیک قطع شده و آسیب طناب نخاعی می توانند به سلول های شوآن تبدیل شوند 

)2004Blum et al., ‐Sieber; 2010Blum, -Sieber; 2008Amoh et al., ; a2005al.,   .در 

 ازپس  رانورونی -سلول های شبه و سلول های بنیادی فولیکول مو ، الیگودندروسیت ها  دیگری مطالعهطبق 

 مطالعات این ،در مجموع. ) ,.2013Najafzadeh et al(. کنند می تولید شدهقطع  نخاعیطناب  به پیوند

 و یکزرم عصبی سیستم های سلول بازسازی برای سلول های بنیادی فولیکول مو پتانسیل ی دهنده نشان

 .  ) ,.a2015Najafzadeh et al( است محیطی

 

 نتیجه گیری -5-2

ممکن است  مؤثر در روند نوروژنزیس، بعنوان یکی از میکروآرنای عصبی  miR-124-3p که گرفتیم نتیجه ما

 CCND1غیرعصبی های ژن و غیرمستقیم Ptbp1 و Sox9مستقیم ژن های  گیری هدف با توانسته باشد

 ،RCOR2  و NR2E1  عصبی سلول های بنیادی فولیکول مو در محیط  تمایزپیشرفت  باعث خود نوبه به

in vitro نقش سایر  ارزیابی آینده، در. شود miRNA مانند ها let-7b  وmiR-9 سلول های  تمایز در

 in vitro gain)نورونی و گلیالی( مستلزم مطالعات اختصاصیِ   عصبی های سلول به فولیکول موبنیادی 

and loss of function  .بهینه سازی پروتکل جهت  می تواناز نتایج به دست آمده از این تحقیق خواهد بود

  .استفاده کرد در شرایط آزمایشگاهی HFSCsهای تمایز عصبی 

 

 محدوديت ها -5-3

 موردنیاز رسیدن مواد آزمایشگاهی دیر -

 سلول کشت های طیمح یاحتمال یآلودگ -

 دیگر از جمله فلوسایتومتری مکمل هایی کافی جهت انجام تکنیکعدم وجود بودجه -
 

                                                           
1 - Epidermal-Neural Crest Stem Cells (Epi-NCSCs) 
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 پیشنهادات -5-4

 در محیط های آزمایشگاهی HFSCsبررسی نقش سایر میکروآرناهای عصبی در تمایز عصبی  -

 HFSCsدر تمایز عصبی   let-7b و miR-124  ،miR-9بررسی اثرات هر سه میکروآرنای عصبی  -

 در صورت ترانسفکشن همزمان هر سه میکروآرنا به درون سلول ها

تأیید هویت سلول های عصبی حاصل از القای تمایز بررسی کارآمدی پروتکل تمایزی به کار رفته و نیز  -

حیوانات آزمایشگاهی با مدلینگ آسیب های با پیاده سازی و به کار بردن آنها در  HFSCsنورونی در 

  نخاعی یا بیماری های نورودژنراتیو

برای  fluorescence plate readerارزیابی کارآئی ترانسفکشن میکروآرنا با اندازه گیری دوگانه ی  -

GFP (Green Fluorescent Protein)  وHoechst 33342 fluorescence  بعنوان شاخص

 تراکم سلولی 

میکروآرنا به درون سلول  inhibitorو  mimicبررسی میزان مرگ و میر سلولی متعاقب ترانسفکشن  -

 های بنیادی تحت کشت بدلیل سمیّت مواد ترانسفکت شده توسط فلوسایتومتری
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Effect of miR-124-3p  on neuronal differentiation of stem cells isolated from 

bulge region of hair follicle 

 

Abstract 

 

Introduction:Hair follicle stem cells (HFSCs) are adult stem cells with high proliferative and 

developmental capacity in vitro that can be differentiated into neurons and glial cells. 

microRNAs (miRNAs) are critical regulators of maintaining and changing cellular state during 

stem cell proliferation or differentiation. Distinct miRNAs regulate the proliferation and dif-

ferentiation of  HFSCs. Among the neural miRNAs, the function of miR-124 in the neural 

differentiation has been studied extensively. However, its exact role in the neuronal 

differentiation of HFSCs has not been elucidated. 

Material and Methods:HFSCs were isolated from mouse whisker follicles. miR-9, let-7b, and 

miR-124, Ptbp1, Sox9 , CCND1 (cyclinD1), NR2E1 (Tlx), RCOR2 ( CoREST), DLK1, Map2 

and Rbfox3 (NeuN )  expression levels were detected by Real-Time PCR (RT-PCR). The 

influence of miR-124 transfection was evaluated using immunostaining.  

Results:We demonstrated that miR-124 and let-7b expression levels were significantly 

increased after neural differentiation. DLK1,Map2 , Rbfox3 , CCND1   ، NR2E1 , RCOR2 ,Ptbp1 

and Sox9 were identified as targets of miR-124 in neuronal differentiation of the HFSCs.During 

neural differentiation and miR-124 mimicking, Ptbp1 , Sox9 , CCND1 ، NR2E1 , RCOR2 levels 

were decreased and increased the level of expression of DLK1, Map2 and Rbfox3 genes in 

HFSCs. Moreover, miR-124 overexpression increased MAP2 (58.43±11.26) and NeuN 

(48.34±11.15) proteins expression. 

Conclusion:The results demonstrated that miR-124 may promote differentiation of HFSCs into 

neuronal cells by targeting non-neural genes Sox9 , Ptbp1,CCND1 ، NR2E1 and RCOR2. 

Key words: Hair follicle stem cells, Neural differentiation, miR-124, Sox9, Ptbp1, CCND1 ، 

NR2E1 , RCOR2,DLK1,Map2,Rbfox3 
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