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 دانشگاه علوم پزشکی 
 و خدمات بهداشتی درمانی کرمان
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 رشته علوم اعصاب  Ph.D) پایان نامه مقطع دکترای تخصصی )

 

 

 عنوان: 

پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی بر اختلالات شناختی ناشی از ضایعه  بررسی اثر  

 ایی قشری مغز در موش صحر 
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 اساتید راهنما: 

 دکتر محمد رضا آفرینش    نیدکتر وحید شیبا

 

 اساتید مشاور: 

 دکتر احسان عرب زاده   دکتر علیرضا فارسی نژاد   دکتر سعید اسماعیلی ماهانی
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 ان نامه( یاظهارنامه)مربوط به انتشار رساله/ پا 

دکترای تخصصی رشته علوم اعصاب دانشکده پزشکی دانشگاه علوم   ی نجانب منصوره سبزعلی زاده دانشجویا

بررسی اثر پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی بر اختلالات شناختی    پزشکی کرمان نویسنده رساله/ پایان نامه

قای دکتر  شیبانی و جناب آ  ب آقای دکتر وحیدناشی از ضایعه قشری مغز در موش صحرایی تحت راهنمایی جنا

 محمد رضا آفرینش متعهد میشوم: 

 نجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است.  یان نامه توسط ا ین رساله/پا ی قات در ای تحق

 گر به مرجع مورد استفاده استناد کرده ام. یمحققان د یج پژوهشها یدر استفاده از نتا

در    یازی ا امت یچ نوع مدرك  ی افت هیدر  ی برا   ی گر یا فرد دیاکنون توسط خود  ان نامه تیمطالب مندرج در رساله/پا

ن اثر متعلق به دانشگاه علوم پزشکی کرمان است. مقالات  یا  یه حقوق معنو ی کلده است.  ی چ جا ارائه نگردی ه

« به چاپ    Kerman University of Medical Sciences ا » یمستخرج با نام »دانشگاه علوم پزشکی کرمان« و  

 د.  ی خواهد رس

رگذار بوده اند را در مقالات  ی ان نامه تاثی رساله/پا  یج اصلیکه در به دست آمدن نتا  یتمام افراد  یحقوق معنو

ز  ی ئول و نسنده مسی آنها نام استاد)ان( راهنما به عنوان نو  ی ت کنم و در تمامیان نامه رعایمستخرج از رساله/پا

 م. ید نما ی آنان را ق ی دانشگاه یکی الکترون  ی نام استاد)ان( مشاور و نشان

ا از  یداشته  یافراد دسترس  یکه به حوزه اطلاعات شخص  یان نامه، در مواردین رساله/پایه مراحل انجام ا ی در کل

 م.  نموده ا ت  ی را رعا ی ، ضوابط و اصول اخلاق پژوهشیآنها استفاده کرده ام، اصل رازدار

 دانشجو    یامضا                                                   خ           یتار                               

 ج و حق نشر یت نتا یمالک

انه  یرا  ین اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه هایا  یه حقوق معنو یکل •

تجهیا و  افزارها  نرم  ساخته  ی،  مزات  پزشکی کرمان  دانشگاه علوم  به  متعلق    ی شده( 

 مربوط ذکر شود.  یدات علمیدر تول ید به نحو مقتض ین مطلب بایباشد. ا

 ست.یان نامه بدون ذکر مرجع مجاز نیج موجود در رساله/پایاستفاده از اطلاعات و نتا •
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 فهرست مندرجات 

                        عنوان 

 فهرست جداول 

 فهرست اشکال 

 فهرست نمودارها 

 چکیده 

 مقدمه و اهداف :فصل اول

 مقدمه 1-1

 هدف کلی پایان نامه  1-2

 اهداف اختصاصی یا ویژه پایان نامه 1-3

 بررسی متون:فصل دوم

 قشر بارل  2-1

 مورفولوژی و الکتروفیزیولوژی نورون های بارل  2-1-1

 عات در قشر بارل پردازش اطلا 2-1-2

 نقش و عملکرد قشر بارل در جوندگان و اهمیت رفتاری آن  2-1-3

 معرفی برخی از شاخص های سلولی و مولکولی در قشر مغز   2-2

2-2-1 Glial fibrillary acidic protein (GFAP)  

2-2-2  BDNF)Brain derived neurotrophic factor ( 

2-2-3 Nestin 

2-2-4 Neuroligin 1 

2-2-5 Neuronal nuclei protein (NeuN)  
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2-2-6Oligodendrocyte transcription factor (Olig)  

 آسیب مغزی تروماتیک و انواع ان   2-3

 اولیه آسیب 2-3-1

 ثانویه  آسیب 2-3-2

 سلول های بنیادی 2-4

 سلول های بنیادی مزانشیمی   2-4-1

 سلول های بنیادی پالپ دندان  2-4-2

 سلول درمانی در آسیب های مغزی  2-5

 ضایعات در قشر بارل و سلول درمانی  2-6

 فصل سوم: مواد و روش های تحقیق 

 مواد و تجهیزات  3-1

 نوع مطالعه  3-2

 حجم نمونه 3-3

 DPSCپالپ دندان  آزمایش های مربوط به کشت، جداسازی و شناسایی سلول های تمایزیافته   3-4

 جداسازی و شناسایی 3-4-1

 وسایتومتری فل   3-4-2

 DPSCs  تمایز عصبی 3-4-3

 آزمایش رفتاری    3-5

 حیوانات  3-5-1

 گروه ها در ارزیابی تمایز لمسی  3-5-2

 روش ایجاد ضایعه 3-6
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 ارزیابی  تمایز لمسی در موش صحرایی در تمایز سمباده های مختلف 3-6-1

 آزمایش رفتاری بخش دوم    3-6-2

 پروتکل درمانی در مطالعه سلول درمانی   گروه ها و 3-6-3

 ارزیابی  تمایز لمسی در موش صحرایی بدنبال سلول درمانی  3-6-4

  ( Single unit recorgingالکترو فیزیولوژی )    3-7

 مایش در مطالعه الکتروفیزیولوژی گروه های آز 3-7-1

 Extracellular Singleمطالعه الکتروفیزیولوژیک به روش ثبت خارج سلولی تک واحدی )  3-7-2

Unit Recording متعاقب سلول درمانی در قشر بارل سالم در سمت مقابل بارل ضایعه دیده ) 

 آزمایشهای ملکولی  3-8

 گروه های آزمایش در مطالعه ایمونوهیستوشیمی  3-8-1

 درصد  4تهیه پارافرمالدهید   3-8-2

 روش تهیه اسید کلریدریک  نرمال  3-8-3

 /. درصد 3( Tritonدرصد و تریتون )  10روش تهیه سرم بز   3-8-4

  مرحله شسته شدند 3در  PBSروش انجام کار نمونه با  3-8-5

 گروه های آزمایش در مطالعه وسترن بلات   3-9

 SDS-PAGEها روی ژل الکتروفورز پروتئین  3-9-1

  PVDFانتقال از ژل به کاغذ  3-9-2

 بلاکینگ  3-9-3

 مرحله شستشو  3-9-4

 بادی اولیه اضافه کردن آنتی    3-9-5
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 بادی ثانویه اضافه کردن آنتی  3-9-6

 های نورانی روی فیلم رادیولوژی افزودن سوبسترا و ثبت باند    3-9-7

 ظهور فیلم  3-9-8

 ها ژن از روی کاغذ و کنترل لودینگ نمونههای متصل به آنتی زدودن آنتی بادی  3-9-9

 هیستولوژی  3-10

 تجزیه و تحلیل آماری  3-11

 یافته ها :فصل چهارم

 یافته ها  4-1

 نتایج آزمایش اول رفتاری: ارزیابی تمایز لمسی در موش صحرایی نرمال و ضایعه دیده  4-2

آزمایش دوم رفتاری: ارزیابی یادگیری تمایز لمسی در موش های صحرایی بدنبال ایجاد ضایعه و سلول     4-3

 درمانی 

 الکتروفیزیولوژی    4-4

مقابل قشر بارل ضایعه دیده متعاقب  ثبت الکتروفیزلوژیک به روش تک واحدی از قشر سالم    4-4-1

 سلول درمانی 

 فعالیت خود به خودی 4-4-1-1

 Cبزرگی پاسخ ها  4-4-2

 نورون ها در پاسخ به جابجایی کنترل شده ویسکر اصلی OFF و   ONبزرگی پاسخ   4-4-3

 نورون ها در پاسخ به جابجایی کنترل شده ویسکر های مجاور  OFF و   ONبزرگی پاسخ   4-4-5

4-4-6  CT Ratio  

 هیستوشیمی ایمونو   4-5

 وسترن بلات   4-6
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 هیستولوژی  4-7

 فصل پنجم: بحث و نتیجه گیری 

 بحث  5-1

 محدودیت های مطالعه حاضر  5-2

 پیشنهادات  5-3

 منابع

 پیوست ها 
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 فهرست جداول 

 صفحه                            عنوان

 اطلاعات آنتی بادی ها :  3-1جدول 

 دستگاهها اطلاعات :  3-2جدول 

 مواد اطلاعات :  3-3جدول 
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 اشکال فهرست  

 صفحه                                                     عنوان  

 ن مسیرهای سیناپسی برای پردازش اطلاعات حسی مربوط به ویسکرها در قشر بارل جوندگا : 2-1شکل 

  ( Dو  B ،Cو بعد از تمایز )  (A)قبل   DPSCs مورفولوژی :3-1کل ش

هیستوگرام :  3-2شکل   فلوسایتو   نمودار  روش  با  مزانشیمی  بنیادی  های  سلول  سطحی  مارکرهای  بررسی 

  متری.

  ایمنوسیتوشیمی سلول های پالپ دندان پس از تمایز عصبی. : 3-3شکل 

  ، یک ضایعه مکانیکی در ناحیه قشر بارل راست ایجاد شد.0نمای زمانی انجام مطالعه. در روز : 3-4شکل 

از    :4- 1شکل   فلورسنس  میکروسکوپ  های     (GFAP)تصویر  سلول  پیوند  از  پس  هفته  سه  بارل،  قشر  در 

  بنیادی.

  در قشر بارل، سه هفته پس از پیوند سلول های بنیادی.   (Nestin)تصویر میکروسکوپ فلورسنس از  :4-2شکل

  در قشر بارل، سه هفته پس از پیوند سلول های بنیادی.    (NeuN)صویر میکروسکوپ فلورسنس از : ت4-3شکل  

  در قشر بارل، سه هفته پس از پیوند سلول های بنیادی.    (Olig 2)تصویر میکروسکوپ فلورسنس از :  4-4شکل  

  در قشر بارل.  Neuroligin 1و  BDNF بر بیان  D-DPSC و Un-DPSC یوند :اثر پ4-5شکل

را نشان می     (99)اطلس پاکسینوس قشر بارل با توجه بهBFC صویر شماتیک از برش کرونال  : ت4-6شکل

  دهد. 
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 نمودارها فهرست  

                                                     عنوان  

  . NTDتصویر شماتیک از آزمون     :4-1نمودار 

  هفته متوالی پس از پیوند سلول های بنیادی.   4تست رفتاری   :4-2مودار ن

  تمایل موش های صحرایی  به سمت شی جدید و شی قدیم.   :4-3نمودار 

   میانگین فعالیت خود به خودی نورون ها.: 4-4 نمودار 

 PWویسکر  OFFو  ONپاسخ  مقدار  :4-5نمودار 

  .AWویسکر   OFFو     ONپاسخ  مقدار : 4-6نمودار 

   . CTRمقدار : 4-7نمودار 
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 فهرست پیوست ها 

                                                                                                                                 عنوان                                           

فرم اطلاعات ایمنی اکریل آمید  :1پیوست   

اتانول فرم اطلاعات ایمنی  :2پیوست   

فرمالین فرم اطلاعات ایمنی  :3پیوست   
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 فهرست کوتاه نوشته ها  

Abbreviations 

DPSCs Dental pulp stem cells 

D-DPSCs Differentiated dental pulp stem cells  

Un-DPSCs Un-differentiated dental pulp stem cells  

EEG Electroencephalography 

TBI Traumatic brain injury 

GFAP Glial fibrillary acidic protein  

BDNF Brain derived neurotrophic factor 

NeuN Neuronal nuclei protein  

Olig  2  Oligodendrocyte transcription factor  

ESC Induced pluripotent stem cell 

MSC Mesenchymal stem cells 

NSCs Neural stem cells 

iPSCs Induced pluripotent stem cells 

BMSCs Bone marrow-derived mesenchymal stem/stromal cells 

NFH Neurofilament H 

NTD Novel texture discrimination    

PW Principal whisker 

AW Adjacent whisker 

PBS  Phosphate-Buffered Saline 

DAPI 4′,6-diamidino-2-phenylindole 

https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk01LdPHmxsQb2sgSp0eRZh35SU-_lA:1607626223662&q=Traumatitic+brain+injury&nfpr=1&sa=X&ved=2ahUKEwiMrPivisTtAhWKgVwKHe0NCPEQvgUoAXoECA0QLg
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SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

PVDF  Polyvinylidene difluoride 

TBST Tris-buffered saline with 0.1% Tween 

NGF Nerve growth factor 

3NT-3 Neurotrophin-3  

GDNF Glial cell-derived neurotrophic factor  

PDGF Platelet-derived growth factor 

VEGF Vascular endothelial growth factor 
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 چکیده

بیماری های سیستم عصبی مرکزی از جمله    د نقایص عملکردین بنیادی می توان  های  سلول  مقدمه و اهداف:

بهبود  های  آسیب   را  از  د.  ن بخشب مغزی  خود  اطراف  محیط  لمسی  اطلاعات  آوردن  بدست  برای  جوندگان 

  یی صحرا انه موش  ی آه  ی کری پ  ی در قشر حس  ی ه اطلاعات لمسی پردازش اول استفاده می کنند.یشان  ویسکرها

به قشر    مشتق از پالپ دندان   پیوند سلول های بنیادی  بررسی کردیم کهر اینجا، ما  د متمرکز است. 1)قشر بارل( 

 حسی کمک کند.   نقص های می تواند در بهبود  چگونه آسیب دیده  بارل 

  ه ضایع.  ( استفاده شد گرم   200-230موش صحرایی نر نژاد ویستار )   150  در این مطالعه تجربی، از   روش ها:

در آزمون رفتاری اول برای بررسی    . شدسمت راست موش های صحرایی نر ایجاد    بارل مکانیکی در ناحیه قشر  

در گروههای    P140)و  P40)  ، P100بین سمباده ها    زبری  از سه اختلاف   ییتوانایی های لمسی موش های صحرا 

یکی از سه    ایجاد ضایعه، حیوانات  سه روز پس از   . در آزمون رفتاری دوماستفاده شد   وه های کنترل ضایعه و گر 

های بنیادی  سلول  ,)2DPSC)-nU را دریافت کردند: سلول های بنیادی پالپ دندان بدون تمایز   زیر  نوع پیوند

بدون هیچ  کنترل که   گروه موش های صحرایی و 4( کشت  محیطحلال ) یا  )3DPSC)-D پالپ دندان تمایز یافته

  جدید سمباده    یزااز تزریق سلول های بنیادی، توانایی تماز یک هفته    بعد   در بخش سلول درمانی  . بودندجراحی  

ت  ی فعال  ی بررسبرای    یخارج سلول   ی ک ثبت تک واحدی از تکن   هفته متوالی مورد بررسی قرار گرفت.   4به مدت  

ده  ی عه دیضا  ی سالم کورتکس سمت مقابل بارل ها  یدر بارل ها   ( CTRو    ON  ،OFF)پاسخ    یعصب   ی سلول ها

پ  یی صحرا موش   سلول  ی متعاقب  دندان    یادی بن های  وند  شدپالپ  بیان  ،  استفاده  میزان   rain Bهمچنین 

NeuN), euronal nuclei protein (N, BDNF)derived neurotrophic factor ( 

 

1 ) Barrel cortex 

2 ) Un-differentiated dental pulp stem cells  

3 ) Differentiated dental pulp stem cells 

4 ) Cell medium 
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Neuroligin1, Oligodendrocyte transcription factor (Olig 2), Glial fibrillary acidic protein 

(GFAP)   وNestin  .با استفاده از تکنیک های ایمنو هیستو شیمی و وسترن بلات مورد ارزیابی قرار گرفت 

در گروه   یی صحرا یموش هانشان داد   Novel texture discrimination  (NTD)شاخص های آزمون  :یافته ها

  حلال گروه  ند.  جدید و قدیمی نبود  سمباده های قادر به تفکیک بین    کنترل   های  ضایعه  در مقایسه با گروه   های 

  لمس کردن سمباده جدید هفته آزمون رفتاری، کاهش قابل توجهی در زمان    4در طی  کنترل  در مقایسه با گروه  

به طور    حلال در مقایسه با گروه    2- 4طی هفته های    حیوانات تمایز لمسی    عملکردبدنبال سلول درمانی   .داشت 

   . یافتقابل توجهی بهبود 

  ONو میزان پاسخ های  فعالیت خود به خودی    ی درمعنی دارالکتروفیزیولوژی نشان داد که کاهش    نتایج بررسی 

ی نسبت به گروه  هبودب   ، سلول درمانیدر گروه های  و   وجود داشت گروه کنترل  حلال نسبت به  در گروه   OFFو  

تحریک ویسکرهای    ،PW)) به تحریک ویسکر اصلی  D2سلول های بارل   ONپاسخ   مقدار . مشاهده شد حلال 

پاسخو    D1, C1, C2, C3, D3, E3, E2, E1  AW) )،  CTRکناری های    OFF  های   همچنین  گروه  سلول  در 

کاهش معنی  در گروه حلال  در مقایسه با گروه کنترل نشان داد.  معنی دار ش ی افزا حلال درمانی نسبت به گروه  

بیان   در  بیان    Nestin   ،NeuN   ،Olig 2   ،BDNF   ،Neuroligin1داری  در  توجهی  قابل  افزایش    GFAPو 

به طور قابل توجهی  حلال  ها در مقایسه با گروه    DPSC  گروه های  بیان نشانگرهای عصبی در  .مشاهده شد 

 کمتر بود. گروه حلال ها در مقایسه با   DPSC  گروه های در GFAPبالاتر بود در حالی که سطح  

موش های صحرایی با آسیب یکطرفه قشر بارل توانایی تمایز لمسی خود را نسبت به گروه کنترل     نتیجه گیری:

  یی صحرا  ی موش ها  لمسیز  یتمای بنیادی مزانشیمی پالپ دندان می تواند  هاسلول  پیوند    از دست می دهند. 

می  احتمالا  را بهبود بخشد. بنابراین، درمان با سلول های بنیادی  ه  ی اول  ی عه در قشر سوماتوسنسوریدچار ضا 

 .مطرح شودمغزی های آسیب  برای کننده ء احیا   روشبه عنوان یک تواند 

 یی ؛ سلول بنیادی پالپ دندان؛ موش صحراحلال قشر بارل؛   :کلیدواژه ها
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 Abstrac 

             Introduction: Stem cells can improve the functional defects of many diseases of the central 

nervous system, including brain damage. Rodents use their whiskers to get tactile information 

from their surroundings. The primary processing of tactile information is concentrated in the 

parietal sensory cortex of the rat. Here, we examined how transplantation of stem cells into the 

lesioned barrel cortex can help in recovery of sensory capacities. 

Method: In this experimental study, 150 male Wistar rats (200-230 g) were used.  We induced 

mechanical lesions in the right barrel cortex area of male rats. To evaluate their tactile abilities, 

sand papers with different roughness (P40, P100, P140) in lesion and control groups were used. 

Three days after lesioning, rats received one of three transplantation types: un-differentiated 

dental pulp stem cells (Un-DPSCs) or differentiated dental pulp stem cells (D-DPSCs), or vehicle 

(Cell medium). A fourth group of rats  was control without any surgery. In stem cells therapy 

groups for 4 consecutive weeks, starting one week after transplantation, we evaluated the rats’ 

preference to explore novel textures as a measure of sensory discrimination ability. Responses of 

left barrel cortical neurons ON response, OFF response and CTR to controlled deflections of right 

whiskers were recorded using extracellular single-unit recordings technique, also measured the 

expression of brain derived neurotrophic factor (BDNF), neuronal nuclei protein (NeuN), 

neuroligin1, oligodendrocyte transcription factor (Olig 2), nestin and glial fibrillary acidic 

protein (GFAP) by immunohistochemistry and western blotting methodes.  

Results: Novel texture discrimination test (NTD) parameters showed that rats in lesion groups 

were not able to differentiate between new and old sand paper compared to homologous control 

groups.  Unilateral mechanical lesion decreased the rats’ preferential exploration of novel textures 

 



 

compared to the control group across the 4-week behavioral tests. Following stem cell therapy, 

the rats’ performance significantly improved at week 2-4 compared to the vehicle group. In 

electrophysiological level, the barrel neural cortical spontaneous activity and the ON and OFF 

response magnitude of intact barrel cortex neurons in the lesion group decreased compared to the 

intact group but in transplanted stem cells group function improved compare to vehicle group. 

The ON response of Barrel D2 cells (PW and D1, C1, C2, C3, D3, E3, E2, E1 AW) and CTR also 

showed a significant increase in OFF responses in cell therapy groups compared to the solvent 

group. Compared to the control group, there was a significant decrease in the expression of 

Nestin, NeuN, Olig 2, BDNF, Neuroligin1 and a significant increase in the expression of GFAP 

in the vehicle group. The expression of the neural markers was significantly higher in DPSCs 

compared with the  vehicle group whereas GFAP level was lower in DPSCs compared to vehicle.  

Discussion: We found that  tactile discrimination ability of rats significantly decreased in the 

lesion group compared to the intact rats and transplantation of dental pulp mesenchymal stem 

cells can improve the rats’ recovery for sensory discrimination in the barrel cortex post lesion. 

Therefore, stem cell therapy can provide a regenerative drug for brain damage . 

Keywords: Barrel cortex; Tactile discrimination; Lesion; Dental pulp stem cells; Rats. 
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