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Abstract*

Introduction: The p19 line of embryonal carcinoma cells develop into neurons, astroglia and fibroblasts after 
aggregation and exposure to retinoic acid (RA).  Dehydroepiandrosterone (DHEA) is a neurosteroid, which can increase 
the proliferation of human neural stem cells (NSC) and positively regulate the number of neurons produced. This study 
was initiated to assess the effect of DHEA on neural progenitor cells derived from p19 embryonal carcinoma stem cells. 

Methods: p19 cells were suspended in DMEM containing 5% FBS in bacterial-grade Petri dishes in the presence of 
RA and DHEA at different concentrations for 6 days. Serum concentration was decreased to 3% on days 5 and 6. The 
aggregates were then collected and processed for flow cytometry, immunocytochemistry and RT-PCR analyses. Cells 
were trypsinized for dispersion and were placed in to poly-L-lysine (10 µg/ml) coated tissue culture dishes without RA 
and DHEA for 4 days. Differentiated cells were then evaluated by phase contrast microscopy. 

Results: Flow cytometry analyses of Nestin and Brdu/Nestin showed percent Nestin positive and proliferating 
Nestin positive cells in different groups including DHEA and RA groups. Brdu/Nestin immunochemistry confirmed 
proliferation of Nestin positive cells and also RT-PCR analysis showed the expression of proneural markers and 
estrogen receptor genes. Result showed that RA + DHEA (1µM) significantly increased the number of Nestin positive 
and newly formed Nestin positive cells compared to other groups. 

Conclusion: These results showed that DHEA accompanied by RA significantly increased the number of Nestin 
positive and newly formed Nestin positive cells derived from p19 embryonal carcinoma cells but in comparison to RA 
could not induce neural progenitor cells. 
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 چكيده
بنيكبعنوان p19سلول:مقدمه از،ينيجنيسرطانياديسلول اسيا شت بصورت تودهكبعد رتيو مجاورت با يبروبلاسـتيوفيتي،آستروسـيعصبيهـا به سـلوليكنوئيد

ميتما تكد استياز انواع نورواسترود يكي اندرو استرون،يدرواپيده. ابدييز ايو تمـايش ساز عصبيپيهار سلوليثكه مـيهـا را افـزان سـلوليـز ا.دهـديش اثـرن مطالعـه ي ـدر
اس (DHEA)اندرواسترونيدرواپيدهيتورهاكفا رتيو اسييبه تنها (RA)يكنوئيد رتيو اثر ينومايارسـكياديـبنيهـاز سلوليتماياندرواسترون بر القايدرواپيده+يكنوئيد
شديبررسيعصبش سازيپيها به سلول P19يانيرو .خواهد

تش P19يها سلول:ها روش ت6،به مدت (Embryoid Bodies)يانيرول اجسام شبهكيهمزمان با هايروز تحت رتياسيمار ده)RA(يكنوئيد اندرواسترونيدرواپيو
)DHEA(ايمح. مختلف قرار گرفتيها با غلظت جن5با DMEMياول حاو ها در چهار روزن سلوليط بين گاويدرصد سرم بهه مقدار سرمكيطوره بوده 3در دو روز آخر

ا RT-PCR،يتومتريفلوسايها از آزمونيش ساز عصبيپيها سلوليابيبه منظور ارز. افتياهشكدرصد شديميتوشيمونوسيو ازيانيرواجسام شبهيها سپس سلول.استفاده
و در مح ازيعصبطيهم جدا شده و بعد .شديها بررس سلوليروز مورفولوژ4قرار گرفته

هـاي هـاي پـيش سـاز عصـبي درگـروه هاي پيش ساز عصبي ودرصد تكثير سـلول به ترتيب درصد سلول Brdu/Nestinو  Nestin مطالعات فلوسايتومتري عليه آنتي بادي:ها يافته
و اسيد رتينوئيك مختلف اسيد رتينوئيك و+و دهيدرواپي اندرواسترون به تنهايي هـاي پـيش هـم تكثيـر سـلول Brdu/Nestinايمونوسيتوشـيمي آزمايش دهيدرواپي اندرواسترون بررسي شده

ژن RT-PCR آزمايش علاوه بر اين.ز عصبي را نشان دادسا ها نشـان داد، گـروه تحـت تيمـار اسـيد افتهي. را تاييد كرد) پاسخ دهنده استروژن(  ERوMash1, Nestin , pax-6 هاي بيان
و درصد فزايش معني داري در درصد سلولادهيدرواپي اندرواسترون + (1µM)رتينوئيك  .شد ها مشاهده هاي پيش ساز عصبي نسبت به ساير گروه تكثير سلولهاي پيش ساز عصبي
دهكدادج نشانينتا:گيري نتيجه اسيدرواپيه رتياندرواسترون به همراه تيافزاويش ساز عصبيپيهاش سلوليافزاسببيكنوئيد دريش سـاز عصـبيپيهار سلوليثكش

اسياما در مقاه،شد P19مشتق شده از سلوليش ساز عصبيپيها سلول رتيسه با .شوديش ساز عصبيپيها سلوليتواند سبب القاينميي، به تنهايكنوئيد

دهعصبز،ي، تماP19يانيرويينومايارسكيها سلول:هاي كليدي واژه رتياس،اندرواسترونيدرواپي، يكنوئيد

*مقدمه

سـلول پرتـوان يـك بـه عنـوانيانيرويينومايارسكسلول
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يسلول هـايزيع تمايوقايبررسيبرايمناسبيسلوليها مدل
].5،31[ اسـتياختصاصـيبه انواع سلول هـاير اختصاصيغ

ميانيروييومايارسنكيها سلول نوماهايارسـكتوان از تراتويرا
باكجدا  و هاكرده محكميشت بـه حالـتيشگاهيط آزمايرر در
يانيرويينومايارسكيها سلول ].23[ افته نگه داشتيزير تمايغ
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اپ هـا از سـلوليتواند به انـواعيم ، هـا عصـب هـا،اليـتليماننـد
مهان سلوليا]. 20[ابديزيتماهاو غضروفهاچهيماه توانيرا

ــا برخـ ـ ــيب ــاوهياز ش ــد ه اكمانن ــوده ــت ت ــا حال ــت ب يش
(aggregation) تيو همچن فاين رشديتورهاكمار با مواد القاگر
هايمختلف به انواع .ز داديتمايانيروو خارجيانيروياز سلول

هاك ].6و7[ ا بـايشت سلول طيدرمحـو P19يحالـت تـوده
را حفـظيادي ـحالـت بن هـا از سلولياريبسيشت معمولكيها
هيشـبيهـا بـه سـلول هـا از سـلولكيوچكرده وتنها بخشك

ميتمايانيرواندودرم خارج بـه عنـوان مثـال اگـر ].9[ابنـدييز
)M7-10×5(يدر معـرض غلظـت بـالا P19يسـلوليها توده
رتياس بگيكنوئيد بهيقرار گل عصب رند فيها، و هـا بروبلاستيال
مـيتما ا،گريديابنـد از طرفـييز  ـاگـر در معـرض هـان تـوده ي

سميغيها غلظت قـرار (DMSO)ديسـاكل سولفويـمتيدير
زيبگ ايماهيها از سلولياديرد به تعداد يلتكو اسـيقلبيچه
ميتما زيال تمـا يكـگليو سـلول هـا هـا ابند اما به عصـبييز
رتيدرگذشته محققان اثر اسـ ].7[ابنديينم بـه (RA)يـك نوئيد

دكيــا درتريــييتنهــا ديگــر داروهــا را بــررويب بــا  گــريانــواع
و نشـانكيبررس F9ماننديانيرويينومايارسكيها سلول ردند
اكدادند  يانيـروخارجياندودرميتوانند بافتهايمهان سلوليه
زيتمـايل بـراكـن پروتويچنـد ].4و18[ل دهنـدكراشيمختلف
ديه از اسـكـ وجـود داردياديـبنيها از سلوليعصبيها سلول
و ] 29[  BMP-2،]2و 11[يكوربكد آسـياسـ،]1[ يـك نوئيرت

ه ك ـمشـخص شـده.شـودياستفاده م ـ shh [14]يهانيئپروت
مـيرا افـزايعصبيهاز سلوليدها تمايياسترو  ].15[ دهـديش
ه در مغـز،كـد اسـتينورواسـتروئ يـك اندرواسترونيدرواپيده

و غده ها م (gonads)يجنسيآدرنال .]27و16[شوديساخته
هاتوانديم اندرواسترونيدرواپيده هيناحيعصب راكبويه امپ

و آسـيكورتكيكسـكنسبت به اثـرات نوروتو  يهـابيواسـترون
و اثرات گلوكو محافظتيداتيسكا را (GC) دهايـوئيكتروكوكرده
شيپـيها اندرواسترون در سلوليدرواپيده ].10[ اهش دهدك

مسكبا فعاليساز عصب سيردن رايمرگ سـلول AKTيگنالير
 ].26[دهـد ها را افزايشمي وتكثير اين نوع از سلول [30]داده كاهش
رواپـي اندرواسـترون بيـان مـاركر سـلول كه دهيدمشخص شد اخيراً

و ) NeuN)neuronal specific nuclear protein عصـبي 
Map-2 (Microtubule associated protein 2) در را

امروزه ].8،10[دهديمشيامپ موش بالغ افزاكپويهيها سلول

بيراها از روش يكي ازيعصـبيهـايماريج در درمان اسـتفاده
ش سـازيپيهاش سلوليافزا.استيش ساز عصبيپيها سلول
پياحتمال موفقيعصب بيت در شيرا افـزايعصبيهايماريوند
رايش سـاز عصـبيپيهاه سلولكيلكن پروتويدهد بنابرايم

يدرواپيـدهازيرينـون تـاثكتـا.د خواهد بوديمفش دهد،يافزا
رو اندرواسترون هايبر جنياديبنيسلول گـزارشينـيبا منشا
ا. نشده است رتياثـر اسـينجـا بـه بررسـيلذا ما در و يـك نوئيد

رتيو اثــر اســيياندرواســترون بــه تنهـايدرواپي ـده + يــكنوئيد
ياديـبنيهاز سلوليش تماياندرواسترون بر روند افزايدرواپيده
يش سـاز عصـبيپـيهـا بـه سـلول P19يانيـرويينومايارسك

.پرداختميخواه

و روش ها مواد

ا  P19ردهيانيـرويينومايارسكيهان مطالعه از سلوليدر
طيدرمح ـهـان سـلوليـا. استفاده شـد) موسسه پاستور تهران،(

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) DMEM 
ن FBSدرصد15حاوي پ  استرپتومايسـين- سيلينيو

)(100U/ml شت داده شده اندك.
يعصـبيبه سلول هـا P19ياديبنيهاز سلولينحوه تما
بديانيرول اجسام شبهيبر اساس تشك هكـبيـن ترتيانجام شد

م5.1×105با غلظتها سلول به6به مدت تر،يليليسلول بر روز
شد كشت مخصوصون در ظروف كشتيصورت سوسپانس . داده

درصـد5بـا DMEMيحـاو1-4يدر روزهـاهاط سلوليمح
و مقدار آن در روزهاين گاويسرم جن درصـد3بـه5-6يبوده
ا. افتيكاهش  مختلـفيهاه در گروهان مدت زمان سلوليدر

رتيسابا   اندرواسـترونيدرواپيـدهو (Fluka 30770)يكنوئيد
(Sigma S964778) رتياسوييبه تنها يدرواپيـده+يكنوئيد

ت اندرواسترون :ب شامليبه ترتها گروهاند مار شدهيبا هم
تكـيگروهـ: نتـرلكگـروه) الف دياسـيمـار هـايه تحـت

دهيكنوئيرت .اندرواسترون قرار نگرفتيدرواپيو
ــ)ب ــيگروه ــا ده ك ــا ب ــه تنه دريدرواپي ــترون اندرواس
شديت (0.1,1,10µM) متفاوتيها غلظت .مار
اسكيگروه)ج رتيه با شديتµM4در غلظتيكنوئيد .مار
رتيه بـا اسـكيگروه)د  متفـاوتيوغلظـت هـا يـك نوئيد

(0.1, 1, 10µM) DHEA ت شديبا هم .مار
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تريانيرواجسام شبهيها سپس سلول تركي ـبـا -نيپسـيب
EDTA رو و -Lيده شـده از پلـيبستر پوشـياز هم جدا شده

 Neurobasal)يعصبشتكطيمحيحاو 10µg/ml)(نيزيل

medium) يبررسها سلوليروز مورفولوژ4و بعد از قرارگرفته
.شده است

و تكثير ايـن به منظور ارزيابي سلول هاي نستين مثبت
 وهمچنين ميزان بيانهاي مختلف در گروهها نوع از سلول

Oct-3/4 RD MAB1759)(پ 6روز(يش ساز عصبيدر مرحله
غ)زيتما ازيزير تمايوحالت اسـتفادهيتومتريفلوسـاشيآزماافته
يهـا سـلوليژن اختصاصيآنتيبرايتومتريمراحل فلوسا.شد
زينستيش ساز عصبيپ يهـا تعـداد سـلول:ر بـوديـن به شـرح

و4در تمام مراحل دماو106انتخاب شده حدود شستشـو درجـه
جنيحاو PBSبا محلول  ويـين گاويسرم  EDTAك درصـد

شد 0.058 ردنكـن نحـو كـه بعـد از اضـافهيبـد. درصد انجام
قـهيدق5بـه مـدت 2000rpmبا دورها سلول، محلول شستشو

و در نهايسانتر رويفوژ شده شدييت محلول  ابتـدا سـلول. حذف
به4ديو با پارافرمالدئشده گر جدايمورد نظر از همديها درصد

 داده شـده شستشوها سپس سلول.شديقه نگهداريدق30مدت 
Xتونيو با تر شديقه نفوذپذيدق15ك درصد به مدتي 100- ر
15درصـد بـه مـدت10يبا سرم بـزها از شستشو سلولو بعد
ــاديآنتــهــا بــه ســلول. قــه انكوبــه شــديدق نيه نســتيــاوليب

(Chemicon MAB353)و بعـد از 1/20با غلظت اـفه شـده 60اض
ــه ــي بــــاـدي ثانويـــ ــو، آنتـــ ــداري وشستشـــ ــه نگهـــ  دقيقـــ
(Goat anti-mouse IgG FITC) (Chemicon, AP308F) 

هـا سـپس سـلول.شديقه نگهداريدق30رده وبه مدتكاضافه
و بعد از تثب ك درصـديـديـت بـا پارافرمالدئ ي ـشستشو داده شده

و نـرم Bectin Dekensonمـدليتومتريفلوساتوسط دستگاه
يهار سلوليتكثيبررسيبرا. خوانده شد Win MDI 2.8 افزار
-2-برومو-5در معرضها سلول5-6ين مثبت در روزهاينست

ــ ــورييداكس ــت (Brdurd)نيدي ــا غلظ  1µM(Roche ب

و سپس مراحل آماده ساز (1296736 يهـا سلوليقرار گرفتند
Brdu/Nestin يه ابتدا مراحل آماده سازكن نحويبد. انجام شد

ذيورييداكس-2-برومو-5يبراها سلول ر شدهكدن طبق روش
پ و بعد از شستشو، سلوليش ساز عصبيدر مرحله ها انجام شده
شديدق15درصد به مدت10يبا سرم بز ها به سلول. قه انكوبه

60و بعـد از اضافه كـرده 1/20ن با غلظتيه نستياوليبادينتآ

 ـثانويباديوشستشو، آنتيقه نگهداريدق  Rphycoerythinهي

(Sigma p9670) 30اضـافه شـده وبـه مـدت 1/50با غلظت
و بعد از تثبها سپس سلول.شديقه نگهداريدق بايشسته شده ت

شديتومتريك درصد توسط دستگاه فلوسايديپارافرمالدئ .خوانده
ا ياختصاصـيهـاژنيآنتـيبـرايميتوشـيمونوسيمراحل
ــلول ــا ســ ــبيهــ ،)B-tubulin )Sigma T5293يعصــ

MAP-2(Sigma M1406) ،Tau )(RD MAB 361 به شرح
شدريز بـه مـدت%4دي ـبا محلول پارافورمـا الدئها سلول: انجام

دريچهـار درجـه سـانتيقه در دمـايدق10 تي ـخچـال تثبيگراد
(Fixed) 100 % 0.2شده وبا محلـول-Triton x شـدههيـته

دق PBSدر و سپسياتاق نفوذپذيقه در دمايبه مدت پنج ر شده
ــ ــا آنت ــاديب ــاوليب رقي ــه ــدهي ــدتوق ش ــه م دريدق 60ب ــه ق

دريايگراديدرجه سانت37يدما گراديدرجـه سـانت4ك شبانه روز
تايهمچن. انكوبه شد تيين به منظور نينسـتير سـلول هـايثكد
ا شداس Brdu/Nestinيميتوشيمونوسيمثبت از آمادهيبرا.تفاده

يآماده سازيميتوشيمونوسيا ابتدا مراحل Brdu/Nestinيساز
ازيورييداكس-2-برومو-5يبراها سلول و بعـد دن انجام شده

قـهيدق15درصـد بـه مـدت10يبا سرم بـزها شستشو، سلول
 1/50ن بـا غلظـتيه نسـتياوليبادينتآها به سلول. انكوبه شد

و بعد از يبـاديوشستشـو، آنتـيقه نگهـداريدق60اضافه شده
عل 1/200بـا غلظـت  Rphycoerythinهيثانو نيه نسـت ي ـبـر

و دريكاضافه شده .شديگراد نگهداريدرجه سانت4شب
ــبي ــاز عص ــيش س ــاي پ ــان ژن ه ــابي بي ــور ارزي ــه منظ  ب

Nestin,Mash-1,pax-6 وER (Estrogen Receptor) در
و همچنين  از6روز حالت غير تمايز يافته  RT-PCRتسـت تمـايز

سلول RNA، سلول106حدود براي اين منظور.استفاده شده است
و RNX-plus solutionهـاي مـد نظـر بـا اسـتفاده از محلـول 

از.مطابق با پروتوكل اين شركت جداسازي شد در ادامه با اسـتفاده
 Reaction buffer DNAوMgCl2 همراههب Dnase I محلول

ب پس فعاليتس. استخراج شده حذف گرديد RNAا احتمالي همراه
Dnase I ميلي گـرم25با افزودنEDTA سـاخت.متوقـف شـد
CDNA در واكنش رونويسي معكوس(RT) با اسـتفاده از كيـت

Revert acid H minus در ادامـه واكـنش.انجام شـد PCR بـا
 هاي پيش سـازهاي عصـبي انجـام شـد استفاده از پرايمرهاي ژن

دقيقـه5: واسرشتگي اوليه)1:به صورت PCRشرايط.)1جدول(
پرايمرهاي Tmبا توجه به : Annealing)3)درجه سانتيگراد93(
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P1و در محـ15طيدر محـ طيدرصـد سـرم
درصـد بسـتر80يالـ70ا دوروزيكييط
يهـا در ظـرفهان سلوليا).A1لكش(.كنند

ش يي هستند توده ها ه بـه مـروركـل دهندكرا
 ـرو اجسام شـبه شـياني لكشـ(ل دهنـدكرا

ديدر معـرض اسـ p19يسـلوليهـا تـوده
پل شـش، بعـد از هـات شـدن، سـلول ي ـروز

مـيعصبيها ه از مهـم ك ـدهنـديرا نشان
ايما هـاتيو دنـدر هـا سونكتوان به وجود
ــور)F,G1ل ــه ط ــيب آمك ــگ ــه رن يزي
ا تايم ميين موضوع را  H,I,Jلكشـ(ندكيد

ت گروه ويدرواپيمار بادهيتحت اندرواسترون
.)E1لكش(ه نشد
اندرواسترونيدرواپيدهيحاصل اثر القايتومتر

يدرواپيـده+كي ـنوئيرتديو اثر اسـ يي تنها
ب هاكهن نشان دادينستانين دياسـيگروه
در اندرواسـترونيدرواپيـده+كي ـنوئيرتدي

ــروه (p<0.05)يداري ــا گ وكيهــا ب ــرل نت
ا.دارداندرواسترون ديه بـا اسـكـين گروهيعلاوه بر
شديت (1µM) اندرواسترونيپ بمار ژني، ان

ديرا بـا گـروه اسـ (p<0.05)يداريش معنـ
مـين نتايا. دهك ـدهـديج نشان يدرواپيـه

يتوانـد سـبب القـاينمـكي ـنوئيرتديف اس
كي ـنوئيرتديشود اما به همراه اسـي ساز عصب

Genes 

F: 5`-TCGAGCAGGAAGTGGTAGG
R: 5`-TTGGGACCAGGGACTGTTA

Nestin 

F: 5`-GAGAGGACCCATTATCCAGATG 
R: 5`-GCTGACTGTTCATGTGTG TTTG 

6-Pax 

F: 5`-GCCAACAAGAAGATG AGCAAGG 
R:5`-TCAGAACCAGTTGGTAAAGTC CAG

Mash-1 

F: 5`-GATCAACTGGGCAAAGAGAG
R: 5`-GAGACTTCAAGGTGCTGGAC 

ESR 

F: 5`-GGAACATAGCCGTAAACTGC
R: 5`-TCACTGTGCCTGAACTTACC

β-tubulin 
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:هـر سـيكل Extention)4. است
درصد جدا7.1روي آگارز PCRت
. شد
 Parallel experimental صــورت

يهـا مختلف سـلوليهان گروه
ا.شدي صورت دو به دو بررس  ـدر ن ي

ن همـهيبـ P-valueيبررسـيبـرا
ميبررسي يهـانيانگياختلاف

ها يافته

19يهـا سلول

DMEM معمولا"
م كنيفلاسك را پر

ر چسبنده قادر هسيغ
ت ويريثكزمان افته
B,C 1.(هكـيزمان
بگيكنويرت رديقرار

ه سلوليمورفولوژ
ايتر هان شاخصين

ــاره ــاش ــ(ردك لكش
هميميتوشيمونوسيا

ن حالت دريااما)1
مشاهده نترلكگروه
تومتيج فلوساينتا
بهكينوئيرتديو اس

م زاياندرواسترون بر
اسكينوئيرت و يتنها

مختلفيها غلظت
ــزا ــياف يش معن

اندرواستريدرواپيده
دروايده+كينوئيرت
شيافـزايحتنينست
.نشان دادكينوئيرت

برخلاف اندرواسترون
ش سايپيها سلول

 پاسخ دهنده استروژنويعصبي سازها
Size
(bp)

Primer sequences (5/-3/)

352CGAGCAGGAAGTGGTAGG-3`
TGGGACCAGGGACTGTTA-3`

466GAGGACCCATTATCCAGATG -3`
TGACTGTTCATGTGTG TTTG -3`

264AACAAGAAGATG AGCAAGG -3`
AACCAGTTGGTAAAGTC CAG-3`

3ATCAACTGGGCAAAGAGAG-3`
AGACTTCAAGGTGCTGGAC -3`

335GAACATAGCCGTAAACTGC-3`
CACTGTGCCTGAACTTACC-3`

مـ مختلـفيهـادر حالـت .دهـديرا نشـان
در روزيانيـرواجسام شـبهيها توده B)افته

پلني، همچنر روزششم تي ـبعد از چهـار روز
دي، اسـ)F(كي ـنوئيرتدياسـ،)E(اندرواسـترون

(G ايتصوو ، Tuj1 (H)يميتوشيمونوسير
50µm

و فارماكولوژي فيزيولوژي

هر ژن كه در جدول ذكر شده اس
محصولات Extention ثانيه 45

يتءو با اتيديوم برومايد قابل رو
ــور ــه ص ــر ب ــه حاض مطالع

Design ه در آنكشديطراح
به صو p19يانيرويينومايارسك

بـر ANOVAمطالعه از تست
يبرا Tukey آزمونازوها گروه

.دو گروه استفاده شد

ش سايپيهاژنيمرهايپرا-1جدول

Annealing 
Tempreture(ºC) 

ize
bp)

53 52

63 66

65 64

63 17

67 35

دP19يهـا سلوليمورفولوژ-1شكل
(A سلولP19 غ افتيزير تمايدر حالت
ها C)سوم دريانيرواجسام شبهيتوده
اندروايدرواپيـدهيهـا در گـروه:شـدن

G(اندرواسترونيدرواپيده+كينوئيرت

(I)Tau-1،(J)MAP-2  .اسيمق:m



و همكاران  عزيزي

 اندرواسترونيدرواپيدهيحاصل اثر القايتومتر

يدرواپي ـده+كي ـنوئيرتديو اسـ ييه تنهـا
ت ،ن مثبـت نشـان دادينستيهار سلوليثكن
اندرواسـترونيدرواپي ـده+كي ـنوئيرتدي اسـ
هـار گـروهيرا بـا سـا (p<0.001)يدارين
ب ،كي ـنوئيرتدينتـرل، اسـكين گروه هـاير

نيبنابرا. مشاهده نشديدارياندرواسترون تفاوت معن
دين مثبـت در گـروه اسـينستيش سلول ها

يهـار سلوليثكت (1µM)اندرواسترونيدرواپ
).5لكش(بوده است

دياسـيكـه در معـرض غلظـت بـالا P19ي
زيمتمـايتيو آستروسـيعصبيهاد به سلول

طـيهاي ديمـار بـا اسـيتيانجـام شـده در
هايپ هكـيياندرواسترون نشان داد در گروه

يشـيچ افزايهاند مار شدهيت يياندرواسترون به تنها
.شـودينتـرل مشـاهده نمـك نسبت به گـروه

دهكد نميدرواپيه تواند سـببياندرواسترون
تيها اما در گروه شودي ساز عصب ماريتحت

بيداريش معنيافزا ن نسـبتيان ژن نستيدر
م مكشودي مشاهده اسيه نشان رتيدهد يكنوئيد

RT- Pهاي پـيش سـاز عصـبي بيان ژن Pax-6  

هـاي را در طي تمايز سـلول پاسخ دهنده استروژنو
دياسـ،اندرواسترونيدرواپيـده،كي ـنوئيرتدياس، كنترل
را p19 هـاي تمـايز نيافتـه سـلولو اندرواسـتروني

ي عصب
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ميرا افزاي عصب ).2لكش( دهديش
را بـه مقـدار oct-4ژن افتـهيزي
بيزيتمايها سلول ايافته  ـان ن ژن ي

نشـانيتومتري خود با تست فلوسا
ژن98 حـدود P19 افتهي  درصـد

در6به مـدت p19يها سلول روز
ژنيـب، ازكرا بـه oct-4ان متـر
ژنيب RT- PCRز شيپيها ان
دياسـيهـا را درگروهNestinو
يدرواپيده+كينوئيرتدياس،اندرواسترون

ا ژنيدهد اما يهـا ها در سـلولن
).3لكش(

تومتيج فلوساينتا
بـهكينوئيرتدياسو

م اندرواسترون زانيبر
ت با اس مار شدهيگروه

(1µM) ش معنيافزا
م دينشان دهد اما

اندرواستريدرواپيده
دلا يكي شيل افزاياز
درويده+كينوئيرت
بوديش ساز عصبيپ

 بحث

يسلوليها توده
گكينوئيرت رنديقرار
يبررس ].4[شونديم
دهينوئيرت و دروايك

اندرواسيدرواپيبا ده
ب نيان ژن نستيدر ن
مينت دهديجه نشان

شيپيها القا سلول
رتيبا اس افزيكنوئيد

نترل مشاهكبه گروه

تيهـان در سـلولينسـت ژن ويتحـت مـار
ت يدرواپي ـده+كي ـنوئيرتديمار با اسـي تحت
كي ـنوئيرتديرا با گـروه اسـ  (p<0.05)ي

(p<وكيهــا بــا گــروه يدرواپيــده نتــرل
(p<0.05كينوئيرتدياس با گروه.

4Oct- زير تمـايـغيها نشان داد كه سلول
به مدت p19يها شت سلولكاماهان كردي
ژنيـب ازكرا بـه Oct-4ان درصـد10متـر

PCR آناليز-4شكل

Mash-1وNestin

هاي كنت گروهعصبي در
يدرواپيده+كينوئيرت

.دهدنشان مي

سازشيپيها بر سلول DHEA اثر

ش ساز عصيپيهات سلوليجمع
غ P19سلول ر تمـاي ـدر حالت

ميبياديز كنند اما در سلويان
م خيما در آزما.شوديمهار شات
زير تمايغيهام كه سلوليداد

oct-4 ب سكاما،ان كرديرا شت
ا اهش سـرمكـويحالت توده

مكدرصد 10 زيآنال. دهدياهش
Pax-6 ,Mash-1يساز عصب

اندرواستريدرواپيده،كينوئيرت
مكو اندرواسترون دينترل نشان

p19 نيتما بيز نميافته شوديان

ژيـبيتومتريج فلوسـاينتـا-2شكل ان
نشان داد گروه تحت نترلكن گروهيهمچن

يداريش معنيافزا (1µM)اندرواسترون
(0.05>يدارياخــتلاف معنــa.دارد

(05يدارياختلاف معن .bاندرواسترون

ان ژنيبيتومتريج فلوساينتا-3شكل
ژن98افته حدودي ب Oct-4درصد يرا
اهش سرم،كويا روز در حالت توده6
.اهش دادك
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هي بعد از پل هايمورفولوژچيت شدن يسلول
تيامادرگروه هـا. نداده اند ديمـار بـا اسـيتحـت
مـكـيعصـبيسلول هاي ياملا مشـخص

دياندرواسـترون بـرخلاف اسـيدرواپيدهد ده
. شوديش ساز عصبيپي سبب القا سلول ها

نس Brduن باكين نشان داد در گروهيتو ه
تيدرواپيه مار شده بودياندرواسترون همزمان
د Brdu/Nestinيا گـريمثبـت نسـبت بـه
نتيا.مشاهده شده استيداري جه نشـانين

اينستيل ها بيـن مثبت در ازين گـروه شـتر
ا هاين افزاياست،بنابر درينستيش سلول ن مثبـت
رينسـبت بـه سـا اندرواسترونيدرواپيده+ك

مينستي سلول ها يبه طور. باشدين مثبت
ويش ساز عصبيپي سبب القا سلول ها شده

ت هايثكاندرواسترون با ن مثبت سـببينستير سلول
ايعلـ. شده اسـتا پاسـخ يـكهكـنيرغـم
اندرواسـترون گـزارش نشـده امـايدرواپيده
ــكن ــتق ي ــه مس ــيميرابط دهيب ــن يدرواپي

. ردنـدكگـزارش (ER)اسـتروژنخ دهنـده
د ك ـول بـا فعـاليبتا استراد هنـده ردن پاسـخ

تيش ساز عصبيپي ها و تمـايـثكسـبب زير
ــود دهيط آزمايدر شــرا ].3[ش ــگاه يدرواپيــش

ياسـتروژن انسـان با پاسخ دهنـدهيفيت ضع
اندرواسـترونيدرواپيـده ].12[ نـدكير مـ

بكـياستروژن انسان رايـه در مخمـر ان شـده
مـ 100)وليبتااستراد-  نـدكيبرابر فعال تـر
رياندرواسترون با تـاثيدرواپي، دهMCF-7ي
يمـ يـك را تحرير سـلوليثكتياستروژني ها
مهار ICI182,780ستيت با آنتاگونين فعالي

شـهكـيهمان طور نشـان داده شـده4لكدر
 در گـروه mRNAاسـتروژن در سـطح دهنـده
مـ اندرواسـترونيدرواپيـه . شـوديمشـاهده

ياندرواسـترون در سـلول هـايدرواپيـ دارد ده
ردن ك ـبا فعال P19يمشتق شده از سلول ها

تياستروژن سبب افزا شيپـيهار سلوليثكش
ت اسي تحت رتيمار با ده يـك نوئيد يدرواپيـو
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سـيپيهان سبب القا سلول ازش
ديه بـا اسـكـيين گـروه هـاي بـ

ت در مـار شـده انـد،ياندرواسترون با هـم
ژنيب (1µM) اندرواسترونيپ ان

Rرا نشانيداريش معنيافزاهم
اندرواسـترون بـهيدرواپي ـده گرچه
شود امـايش ساز عصبيپيل ها
يش ساز عصبيپيهاش سلولي افزا
.شودكيئ

يش ســاز عصــبيپــيهــا ژن
ــروه ــام گ ــا در تم ــان داده ه نش

و ده اندرواسـترون بـهيدرواپيـل
ا ييـتا mRNAح نيـد شـده امـا
يدارين كاهش معنـين نستي پروتئ
رتي با اس انـدك نشـان داده ي ـنوئيد

و  اندرواسـترونيدرواپي ـدهنتـرل

ها چهار روز بع لولس
را نشان نداديعصب
يك مورفولوژينوئيرت

مكباشد ديه نشان
نمينوئيرت توانديك

همزمانيزيرنگ آم
رتياس و دهينوئيد ك

در تعداد سـلول هـا
يش معنيها افزا گروه
تيم ر سلوليثكدهد
است،بنهار گروهيسا

كينوئيرتدياس گروه
تها گروه ريثكبعلت
اسك رتيه سينوئيد ك
اندرواستريدرواپيده
ايافزا هان سلوليش

ديخاص برا دهنده
ــ ــانيبرخ از محقق

و پاسـخ اندرواسترون
بت17مشخص شده

ه استروژن در سلول
ــلول ــويمــيس ش

اتصالات اندرواسترون
ب شده برقراركينوتر

اسيپاسخ دهنده ها
-E2 )17نسبت به

ها ].19[ يدر سلول
هيرو پاسخ دهنده
اكيند به طورك يه
هما.] 24[ شوديم

ب ان پاسخ دهنياست
ده+كينوئيرتدياس

ن احتمـال داريبنابرا
مشيش ساز عصبيپ

اسيها پاسخ دهنده
در گروهيساز عصب

تينستيها سلول مارين مثبت نشان داد گروه
(p<0.001)يداريش معنـيافزااندرواسترون

يهـا بـا گـروه p<0.001)( دارياخـتلاف معنـ
نمـودار دات بـلات در A)ريتصـو.اندرواسترون

يميتوشــيمونوسيرايتصو B) اندرواســتروني
ــ ــروه اس ــنوئيرتدير گ ــده+كي يدرواپي

و فارماكولوژي فيزيولوژي

اندرواسترونيدرواپيبرخلاف ده
ن دريهمچنـ. شـوديميعصب
دهيكنوئيرت اندرواستيدرواپيو

درواپيده+كينوئيرتدياس گروه
حتينست RAنسبت به گروهين

مهك.داده است دهد گرينشان
تواند سبب القا سلولينمييتنها

رتيبهمراه اس سبب افزيكنوئيد
نوئيرتدياس نسبت به گروهيحت

ژيــب RT-PCRجينتــا ان
Pax-6،Mash-1 وNestin را
كنترليها گرچه در گروه.است
ايبييتنها ژنيان در سـطحهان
كمها گروه بياز نظر ان پريدر

بيتيها نسبت به گروه مار شده
نكيهـان در گـروهيعلاوه برا.

سيثكتيتومتريج فلوساينتا-5شكل ر
انديدرواپيده+كينوئيرتدياسشده با
مر گروهيرا با سا اخـتa..دهديها نشان

اندروايدرواپيده،كينوئيرتدياس،نترلك
يدرواپيــده+كيــنوئيرتدياســگــروه

Nestin\Brduــد از ت6بع ــار دريروز م
م رااندرواسترون .دهدينشان
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ب.اندرواسترون شده باشد در ان پاسـخ دهنـده ي ـاگرچـه اسـتروژن
ميديگروه ها ه نشـانكيشود اما همان طوريگر هم مشاهده

ــروه ــده در گ ــا داده ش وكيه ــرل ــده نت ــترونيدرواپي اندرواس
نمكيتشيش ساز عصبيپيهالسلو و در گـروهيل دياس ـشوند
دهيش سـاز عصـبيپيها سلولكينوئيرت يدرواپي ـدر معـرض

 رند تا سبب فعـال شـدن پاسـخ دهنـدهيگيقرارنم اندرواسترون
ميدرواپيده. استروژن شود ايها تواند به آندروژنياندرواسترون

ه ك ـاسـتياستروژن هورمـون ].13و14[ل شوديتبدها استروژن
سيدر بافتهاياثرات مختلف  دارديسـتم عصـبيمختلـف ماننـد

ت ].17[ و فعاليوك ـاستروژن بر ت انـواع مختلـف ي ـن، بلـوغ، بقـا
ط ].21[ر دارديتاثيعصبيها سلول هايفرايدر يند القا سلول
P19 اس رتيبا ن اسـت دسـتخوش اپپتـوزكممهاك سلولينوئيد

و غلظت قطعات س DNAشده ابـديشيتوپلاسم افـزايدر داخل
رتيالقا اپپتوز توسـط اسـ P19يدر سلول ها قيـك ازطري ـنوئيد

مـ BCL-2نيفعال شـدن پـروتئ طـيمهـار زيتمـايشـود در
اس P19يها سلول رتيبا يعصـبيز سـلول هـايك وتمـاينوئيد
ميافزا Caspase-3ت پروتئازيفعال نيبنـابرا ].22و25[ ابدييش

مشتق شده از سلوليش ساز عصبيپياحتمال دارد در سلول ها
p19مسكاندرواسترون با فعاليدرواپي، ده سيردن  Aktيگنالير
يهـا بقـا سـلول BCL-XLايـ BCL-2نيردن پروتئكو فعال

اشيرا افـزايش سـاز عصـبيپـ و  ـداده شين امـر سـبب افـزا ي
در مجمـوع بـر اسـاس.شـده باشـديش ساز عصبيپيها سلول

ويتحقيها افتهي هايق حاضر ميقبليافته ه ك ـرسـديبه نظر
تياندرواسترون با افزايدرواپيده ش سـازيپـيهـار سلوليثكش
ازيش ساز عصبيپيهاش سلوليسبب افزايعصب مشتق شـده
رتيسه با اسـيشده اما در مقا P19 سلول يي، بـه تنهـا يـك نوئيد
.شوديش ساز عصبيپيها سلول تواند سبب القاءينم

يسپاسگزار

فقيداشتيبا گرام ديتـر سـعكديد جنـاب آقـا ي ـاد دانشـمند
اكيانيآشتياظمك شـان آغـازيايين پروژه در ابتدا با راهنمـايه

مـينو شد، ازكداننـد تشـيسندگان مقاله بر خـود لازم ر خـود را
،ينعمتـ،يانكيـ،يهاحاتمو خانم پويا،يآباديتق،يان هاشميآقا

.ندياعلام نمايوحمصيشاهسون
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