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Abstract 
Objective: Dehydroepiandroesteron (DHEA) is a neurosteroid with potential effect on neu-
rogenesis, neuronal survival and proliferation of neural progenitor cells. However there is no 
direct evidence for its biological effect during the differentiation of stem cell-derived neurons. 
The p19 line of embryonal carcinoma cells develops into neurons, astroglia and fibroblasts 
after exposure to retinoic acid (RA). This study was initiated to assess the effect of DHEA on 
neural cells derived from p19 embryonal carcinoma stem cells.
Materials and Methods: P19 cells were suspended in dulbecco’s modified eagle’s medium 
(DMED) containing fetal bovine serum (FBS) in bacterial-grade petri dishes in the presence 
of RA, DHEA and RA+DHEA for 6 days. Then cells were trypsinized for dispersion and re-
placed in poly L- lysine (10μg/ml) coated tissue culture dishes without RA and DHEA for 4 
days. The expression of neural markers Map-2, Tau, beta-tubulin III- clone Juj (Tuj1), astro-
cyte marker GFAP and the percent of neurotransmitters tyrosin hydroxylase, glutamate, se-
rotonin and actyl cholin transferase were evaluated by flowcytometry, immunocytochemistry 
and RT-PCR analysis.
Results: Flowcytometry analysis showed that about 63 ± 3% of the cells express neuronal 
marker Tuj1 and about 5 ± 1% of the cells express tyrosine hydroxylase neurotransmitters 
in RA treated groups. However when RA and DHEA were added to the culture medium, Tuj1 
expression increased to about 74 ± 1% and tyrosine hydroxylase expression increased to
23 ± 2%.
Conclusion: Results showed that DHEA accompanied RA increased the number of Tuj1 and 
dopaminergic neurons that were derived from p19 embryonal carcinoma stem cells. 
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چكيده 
برتمايز  رتينوئيك  اسيد  با  همراه  اندرواسترون  دهيدرواپى  اثر  و  تنهايى  به  اندرواسترون  دهيدرواپى  اثر  بررسي  هدف:   *

سلول هاى عصبى از سلول هاى P19 و تعيين ماهيت آنها
* مواد و روش ها: سلول هاى P19 به مدت 6 روز به صورت سوسپانسيون در ظروف كشت پلاستيكى مخصوص كشت 
باكترى همراه با محيط DMEM حاوى سرم كشت شد.در اين مدت زمان سلول ها در معرض اسيد رتينوئيك، دهيدرواپى 
اندرواسترون و اسيد رتينوئيك + دهيدرواپى اندرواسترون قرار گرفت. سلول ها تريپسينه شده و به مدت 4 روز روى بستر 
ماركرآستروسيتى   ،Tuj1, MAP-2, Tau عصبى  ماركرهاى  بيان  درصد  سپس  شد.  كشت  ليزين   -L-پلى از  شده  پوشيده 
با  عصبى  سلول هاى  كولين  واستيل  سروتونين  گلوتامات،  هيدروكسيلاز،  تيروزين  نوروترانسميترهاى  درصد   ،(GFAP)

فلوسايتومترى، ايمونوسيتوشيمى و RT-PCR مورد بررسى قرار گرفت. 
* يافته ها: آناليزهاى فلوسايتومترى نشان داد كه حدود 3 ± 63 درصد سلول ها Tuj1 و حدود 1 ± 5 درصد سلول ها تيروزين 
هيدروكسيلاز را در گروه اسيد رتينوئيك بيان مى كند. اما درگروه تحت تيمار اسيد رتينوئيك + دهيدرواپى اندرواسترون بيان 

Tuj1 به حدود 1 ± 74 درصد و نوروترانسميتر تيروزين هيدروكسيلاز به حدود 2 ± 23 درصد افزايش يافت.
* نتيجه گيري: نتايج نشان مى دهد كه دهيدرواپى اندرواسترون به همراه اسيد رتينوئيك تعداد سلول هاى عصبى Tuj1 و 

عصب هاى دوپامينرزيك مشتق شده از سلول P19 را افزايش مى دهد. 

* كليدواژگان:  اسيد رتينوئيك، تمايز به سلول هاى عصبى، دهيدرواپى اندرواسترون
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مقدمه
سطح  مى كنند.  ايفا  عصب زايى  كنترل  در  مهمى  نقش  استروئيدها 
استروئيدها در خون و مغز به برخى از وقايع خارجى مانند استرس ها يا فرايندهاى 
زيستى مانند طول سن وابسته است (1، 2). در سلول هاى بنيادى كورتكس 
ماركرگليال  بيان  افزايش  سبب  اندرواسترون  دهيدرواپى  انسان  رويان 
Beta-) عصبى  ماركر  و   (Glial Fibrillar Acidic Protein; GFAP)n

كه  دريافتند  محققان   .(3) مى شود   (Tubulin III- Clone Tuj; Tuj1
رت هاى بالغى كه در دوران نوزادى در معرض دهيدرواپى اندرواسترون 
 Microtubule-Associated) عصبى   پروتئين  بيان  مي گيرند،  قرار 
Protein; MAP-2)  در سلول هاى هيپوكامپ آنها افزايش مى يابد (4).
عصبى ماركر  بيان  اندرواسترون  دهيدرواپى  كه  شده  مشخص 

سلول هاى  در  را   (Neuronal Specific Nuclear Protein; NeuN)
هيپوكامپ موش بالغ تحريك كرده و سبب افزايش عصب زايى مى شود (5). 
يك اثر هم افزايى بين اسيد رتينوئيك و دهيدرواپى اندرواسترون بر سلول هاى 
نوروبلاستوماى انسانى گزارش شده كه مى تواند باعث افزايش بيان ماركر عصبى

اسيد   .(6) شود   (Growth-Associated Protein 43; GAP-43)
رتينوئيك به عنوان مشتقى از ويتامين A، براى حفظ رشد و پيشرفت طبيعى 
در  كه  بوده  عمومى  تمايزدهنده  يك  ماده  اين  است.  ضرورى  سلول ها 
بافت هاى مختلف در دوران رويانى و بلوغ به خصوص در سيستم عصبى 
وجود دارد و باعث پيشرفت تمايز عصبى مى شود. الگوى رشد لوله عصبى 

در محور پشتى - شكمى تحت تأثير ريخت زاهاى خارج سلولى هم چون 
(FGF) Fibroblast Growth Factors, Retinoic Acid, (BMP) 
Bone Morphogenetic Protein, Shh (Sonic Hedgehog)h 

قرار مى گيرد (7، 8). لوله عصبى در حال رشد به عنوان يكى از بخش هاى 
اصلى رويانى، حاوى مقادير زيادى از اسيدرتينوئيك است (9). تحقيقات 
در  اختلالاتى  ايجاد  باعث  رتينوئيك  اسيد  حضور  عدم  كه  داده  نشان 
مورفولوژيكى نخاع و همچنين رفتارهاى سلولى در  سازمان دهنده هاى 
طى رشد نخاع مى گردد. از ويژگى هاى سلول هاى p19 در اين است كه 
اگر درمحيط هاى كشت معمولى به صورت توده اى كشت داده شوند، 
كوچكى  بخش  تنها  و  كرده  حفظ  را  بنيادى  حالت  سلول ها  از  بسيارى 



از سلول ها به سلول هاى شبيه اندودرم خارج رويانى تمايز مى يابند (10) 
و زمانى كه در معرض اسيدرتينوئيك قرار بگيرند به طور چشم گيرى 
به سمت سلول هاى عصبى هدايت مى شوند (11). اما وقتى در معرض

سلول هاى  سمت  به  بگيرند  قرار   Dimethyl Sulfoxide (DMSO)
ماهيچه اى هدايت مى شوند (6). بنابراين اين سلول ها مدل سلولى مناسبى 
اهميت  مى باشد.  ماهيچه اى  و  عصبى  سلول هاى  تكوين  بررسى  براى 
سلول هاى  يافته،  غيرتمايز  حالت  در  كه  است  اين  در   ،p19 سلول هاى 
مناسبى براى دست كارى ژنتيكى هستند و همچنين زمانى كه در معرض 
عصبى  سيستم  شبيه  عصبى  سلول هاى  به  بگيرد  قرار  رتينوئيك  اسيد 
مشتق  عصبى  سلول هاى  مطالعه  با  بنابراين   .(12) مى يابد  تمايز  مركزى 
ناحيه  عصبى  سلول هاى  به  را  نتايج  مى توان   ،p19 سلول هاى  از  شده 
سيستم عصبى مركزى تعميم داد. تا كنون مطالعه اى در مورد اثر اسيد 
رتينوئيك و دهيدرواپى اندرواسترون بر تمايز سلول هاى بنيادى رويانى 
به سلول هاى عصبى صورت نگرفته است. مطالعه قبلى ما نشان داد كه 
دهيدرواپى اندرواسترون به همراه اسيد رتينوئيك مى تواند سبب افزايش 
تكثير پيش سازهاى عصبى مشتق از p19 شود (13). لذا در اين مطالعه 
ابتدا اثر اسيد رتينوئيك و دهيدرواپى اندرواسترون را به صورت مجزا 
بر تمايز سلول هاى بنيادى كارسينومايى رويانى p19 به سلول هاى عصبى 
بالغ مورد بررسى قرار داده سپس در ادامه به اثر هم زمان آنها نيز بر تمايز 

اين سلول ها به مشتقات عصبى خواهيم پرداخت.

مواد و روش ها
 p19 رده  جنينى  كارسينومايى  سلول هاى  از  مطالعه  اين  در 
درمحيط سلول ها  اين  شد.  استفاده  پاستور)  موسسه  (تهران، 

حاوى 15   Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
درصد Fetal Bovine Serum (FBS) و پنى سيلين- استرپتومايسين) 

(100 واحد بر ميلي ليتر) كشت داده شده اند.   

تمايز به سلول هاى عصبى
نحوه تمايز سلول هاى بنيادى p19 به سلول هاى عصبى بر اساس 
تشكيل اجسام شبه رويانى انجام شد. بدين ترتيب كه سلول ها با غلظت 
105× 1/5 سلول بر ميلى ليتر به مدت 6 روز به صورت سوسپانسيون در 

ظروف كشت پلاستيكى مخصوص كشت باكترى كشت شد. محيط 
و  بوده   FBS درصد   5 با   DMEM حاوى   1-4 روزهاى  در  سلول ها 
مدت  اين  در  يافت.  كاهش  درصد   3 به  روزهاى 5-6  در  آن  مقدار 
مدت  در  سلول ها  گروه  اين  (در  كنترل  گروه هاى  در  سلول ها  زمان 
قرار  اندرواسترون  دهيدرواپى  و  اسيدرتينوئيك  معرض  در  روز   6
اسيدرتينوئيك  ميكرومولار)،   1) اندرواسترون  دهيدرواپى  نگرفت)، 
دهيدرواپى   + ميكرومولار)   4) اسيدرتينوئيك  و  ميكرومولار)   4)
اندرواسترون (1 ميكرومولار) با هم تيمار شد. سپس سلول هاى اجسام 
شبه رويانى از هم جدا شده و روى بستر پوشيده شده از پلى L- ليزين 
(10 ميكرومولار بر ميلي ليتر) حاوى محيط كشت عصبى قرارگرفته و 

بعد از 4 روز تست هاى سلول هاى عصبى بررسى شد. 

فلوسايتومترى
سلول هاى  اختصاصى  ژن  آنتى  براى  فلوسايتومترى  مراحل 
 106 حدود  شده  انتخاب  سلول هاى  تعداد  بود:  زير  شرح  به  عصبى 
محلول با  شست وشو  و  درجه   4 دما  آزمايش  مراحل  تمام  در  و 

Phosphate Buffered Saline (PBS)e حاوى FBS يك درصد 

اضافه  از  بعد  كه  نحو  بدين  شد.  انجام  درصد   0/058  EDTA و 
 5 مدت  به   rpm  2000 دور  با  سلول ها  شست وشو،  محلول  كردن 
ابتدا  در  شد.  حذف  رويى  محلول  نهايت  در  و  شده  سانتريفيوژ  دقيقه 
سلول هاى مورد نظر با پارافرمالدئيد 4 درصد به مدت 30 دقيقه انكوبه 
يك   X-100 تريتون  با  و  شده  داده  شست وشو  سلول ها  شد.سپس 
سلول ها  شست وشو،  از  بعد  شد.  نفوذپذير  دقيقه   15 مدت  به  درصد 
با سرم 10 درصد به مدت 15 دقيقه انكوبه شد. به سلول ها آنتى بادى 
Tuj1(Sigma T5293) ،MAP-2 (Sigma M1406) اوليه 
گليال رشته اى  اسيدى  پروتئين   Tau (RD MAB 361)

تيروزين  نوروترانسميترهاى   ،(GFAP) (Chemicon MAB3402)
(گلوتاميك  گلوتامات   ،(TH) (Sigma T1299) هيدروكسيلاز 
(5-هيدروكسى  سروتونين   ،(Sigma G5038) دكربوكسيلاز)  اسيد 
ترانس فراز  كولين  استيل  و   (Sigma S5545)  (5HT تريپتامين 
از بعد  و  شده  اضافه   200/1 غلظت  با   (Chemicon MAB5270)
ثانويه آنتى بادى هاى  شست وشو،  و  نگهدارى  دقيقه   60

و   Goat Anti-Mouse IgG FITC (Chemicon AP308F)
غلظت 100/1 اضافه   (Sigma,F1262) Anti Rabbit IgG  FITC
شست وشو  سلول ها  سپس  شد.  نگهدارى  دقيقه   30 مدت  به  و  كرده 
داده شده و بعد از تثبيت با پارافرمالدئيد يك درصد، توسط دستگاه 
 Win MDI Bectin Dekenson و نرم افزار 2/8  فلوسايتومترى مدل 

8/2 خوانده شد.

رنگ آميزى ايمونو فلورسانس
سلول هاى  اختصاصى  آنتى ژن هاى  براى  سيتوشيمى  ايمونو  مراحل 
الدئيد پارافورما  محلول  با  سلول ها  مى باشد:  زير  شرح  به  عصبى 

در  سانتى گراد  درجه  چهار  دماى  در  10دقيقه  مدت  به  درصد   4
درصد  دودهم   Triton x -100 محلول  با  و   (Fixed) تثبيت  يخچال 
شده  نفوذپذير  اتاق  دماى  در  دقيقه  پنج  مدت  به   PBS در  شده  تهيه 
و  شده  رقيق   β-TubulinIII ،Tau ،GFAP اوليه آنتى بادى  با  سپس  و 
به مدت60 دقيقه در دماى 37 درجه سانتى گراد يا يك شبانه روز در4 
ثانويه آنتى بادى هاى  شست وشو  از  بعد  شد.  انكوبه  سانتى گراد  درجه 

Goat anti-mouse IgG FITC و Anti Rabbit IgG FITC با غلظت 
200/1 عليه آنتى بادى هاى اوليه اضافه شده و به مدت يك ساعت در 

دماى 37 درجه سانتى گراد نگهدارى شد. 

 RT-PCR
عصبى  ژن هاى  بيان  لحاظ  از  تمايز  روز 10  در  سلول  حدود 106   
 RNA منظور،  اين  براى  شد.  بررسى   HB9, β-TubulinIII, TH
سلول هاى مد نظر با استفاده از محلول RNX-plus solution و مطابق 
محلول  از  استفاده  با  ادامه  در  شد.  جداسازى  شركت  اين  پروتوكل  با 
Dnase I به همراه Mgcl2 و Reaction buffer ،DNA احتمالى همراه 
با RNA استخراج شده، حذف گرديد. سپس فعاليت Dnase I با افزودن

25 ميلى گرم EDTA متوقف شد. ساخت cDNA در واكنش رونويسى 
معكوس (RT) با استفاده از كيت Revert acid H minus انجام شد. در 
ادامه واكنش PCR با استفاده از پرايمرهاى اختصاصى ژن هاى عصبى 
انجام شد. شرايط PCR به صورت: واسرشتگى اوليه: 5 دقيقه (93 درجه 
سانتى گراد) درجه   93) ثانيه   45 سيكل:  هر  واسرشتگى  سانتى گراد) 

Annealing: با توجه به Tm پرايمرهاى هر ژن كه در جدول يك ذكر 
.Extention هر سيكل: 45 ثانيه Extention .شده است
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آزمون آمارى
 Parallel Experimental Design صورت  به  حاضر  مطالعه 
كارسينومايى  سلول هاى  مختلف  گروه هاى  آن  در  كه  شد  طراحى 
از  مطالعه  اين  در  شد.  بررسى  دو  به  دو  صورت  به   P19 جنينى 
تست از  و  گروه ها  همه  بين   P-value بررسى  براى   ANOVA تست 

شد.  استفاده  گروه  دو  ميانگين هاى  اختلاف  بررسى  براى   Tukey
به   p<0/05 و  بوده  بار  سه  گروه ها  براى  آزمايش  تكرارهاى  حداقل 

عنوان معنى دارى در نظر گرفته شد.

يافته ها
به   (Feeder layer) تغذيه كننده  لايه  به  نياز  بدون   P19 سلول هاى 
مى كنند  رشد   FBS درصد   15 حاوى   DMEM محيط  در  سادگى 
عصبى  سلول هاى  به   P19 بنيادى  سلول هاى  تمايز  نحوه   .(1A (شكل 
بر اساس تشكيل اجسام شبه رويانى انجام شد. اين سلول ها در ظروف 
دهند  شكل  را  رويانى  شبه  اجسام  توده هاى  هستند  قادر  غيرچسبنده 

 .(1B, C شكل)

جدول 1: محصولات PCR روى آگارز7 .1 درصد جدا و با اتيديوم برومايد قابل رويت شد.
Genes Primer sequences (5´-3´) Size (bp) Annealing 

Tempreture
HB9 F:5`-GGCGCTTTCCTACTC ATACC- 3`

R:5`-TCCTCTTCCGTCTTC TCCTCAC -3
456 64

TH F:5`-TCCTGCACTCCCTGTCAGAG– 3`     
R:5`-CCAAGAGCAGCCCATCAAAGG-3`

423 59/4

Tubulin3 F:5`- GTTCCCACG TCTCCA CTTCTTC -3`  
R:5`-CCAGGTCATTCATGTTGC TCTC-3`

479 65

β-tubulin F:5`-GGAACATAGCCGTAAACTGC-3`     
R:5`-TCACTGTGCCTGAACTTACC-3`

335 67

شكل1: مورفولوژى سلول هاى P19 در حالت هاى مختلف را نشان مى دهد. در شكل A سلول هاى P19 را در حالت غيرتمايز يافته مى توان مشاهده كرد. 
شكل B توده هاى اجسام شبه رويانى در روز سوم را نشان مى دهد. شكل C اجسام شبه رويانى در روزششم را نشان مى دهد. شكل D بعد از 4 روز پليت 
شدن سلول هاى پيش ساز عصبى در گروه تحت تيمار با اسيد رتينوئيك، مورفولوژى سلول هاى عصبى را مى توان مشاهده كرد. مقياس: 50 ميكرومتر
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توده هاى  شدن  پليت  روز   4 از  بعد  آمده  عمل  به  بررسي هاي  از 
سلول هاى  مورفولوژى،  اسيدرتينوئيك  با  تيمار  تحت   p19 سلولى 
مى توان  شاخص ها  اين  مهم ترين  از  كه  شده  مشخص  كاملا  عصبى 
كرد  اشاره  ودندريت ها  اكسون ها  شبه  استطاله هايى  وجود  به 

 .(1Dشكل)
تيمار  بر  شدن  پليت  روز   4 از  بعد  آمده  عمل  به  بررسى هاى  از 
توده هاى سلول p19 با دهيدرواپى اندرواسترون و اسيدرتينوئيك نشان 
داده شد. حدود 3 ± 63 درصد سلول ها در گروه اسيدرتينوئيك و حدود

دهيدرواپى   + اسيدرتينوئيك  گروه  در  سلول ها  درصد   74  ±  1
در  ميزان  اين  اما   (p<0/05) است  كرده  بيان  را   Tuj1 اندرواسترون 
گروه هاى كنترل و دهيدرواپى اندرواسترون به حدود 3 ± 35 درصد 

كاهش يافت (p<0/001) (شكل2). 
در  آستروسيتى)  سلول هاى  (ماركر   GFAP بيان  ميزان  هم چنين 
دهيدرواپى اندرواسترون   + اسيدرتينوئيك  و  اسيدرتينوئيك  گروه  دو 

دهيدرواپى  و  كنترل  گروه هاى  در  اما  درصد   62  ±  4 حدود  به 
اندرواسترون به حدود 1 ± 5 درصد كاهش يافت (p<0/001)  (شكل 
3). بنابراين با توجه به پايين بودن ميزان عصب زايى درگروه هاى كنترل 
در  فقط  بررسى ها  بعدى  آزمايشات  در  اندرواسترون،  دهيدرواپى  و 
گروه هاى اسيدرتينوئيك و اسيدرتينوئيك + دهيدرواپى اندرواسترون 

انجام شد. 
از بررسى هاى به عمل آمده بر ميزان بيان ماركر Tau و Map-2 در 
دو گروه اسيد رتينوئيك و اسيد رتينوئيك + دهيدرواپى اندرواسترون 
مي توان به ترتيب 12 ± 53 و 8 ± 49 درصد سلول ها ماركر Tau، و
كرد بيان  را   Map-2 ماركر  سلول ها  درصد   59  ±  1 و   65  ±  5

(شكل 4). 
ژن هاى بيان  با  را  عصبى  سلول هاى  بلوغ   RT-PCR آناليز 

و  اسيدرتينوئيك  گروه  دو  در   mRNA سطح  در   HB9 و   Tuj1, TH
اسيدرتينوئيك + دهيدرواپى اندرواسترون تاييد كرد (شكل5). 

شكل2: سمت چپ: نتايج فلوسايتومترى حاصل از آناليز آمارى Tuj1 بعد از 4 روز پليت شدن را نشان مى دهد. a اختلاف معنى دار با گروه كنترل و 
دهيدرواپى اندرواسترون b .(p<0/001)  اختلاف معنى دار با گروه اسيدرتينوئيك (p<0/05). سمت راست تصوير ايمونوسيتوشيمى Tuj1 بعد از 4 روز 

پليت شدن را نشان مى دهد. 

شكل 3: سمت راست: نتايج فلوسايتومترى حاصل از آناليز آمارى GFAP بعد از 4 روز پليت شدن را نشان مى دهد. a اختلاف معنى دار با گروه هاى 
كنترل و دهيدرواپى اندرواسترون. سمت چپ: تصوير ايمونوسيتوشيمى GFAP بعد از 4روز پليت شدن را نشان مى دهد. 
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اختلاف   a مى دهد.  نشان  را  نوروترانسميترها  آمارى  آناليز  از  حاصل  فلوسايتومترى  نتايج  راست  سمت  شكل5: 
معنى داربا گروه اسيدرتينوئيك (p<0/001). سمت چپ آناليز RT-PCR براى ژن هاى بالغ عصبى را نشان مى دهد.
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 MAP-2 بعد از 4 روز پليت شدن را نشان مى دهد. پايين تصوير ايمونوسيتوشيمى Tau و MAP-2 شكل4: بالا، نتايج فلوسايتومترى حاصل ازآناليز آمارى
(A) و Tau (B) بعد از 4 روز پليت شدن را نشان مى دهد. مقياس: 100 ميكرومتر.

 P19 بررسى نوروترانسميترها بعد از 4 روز پليت شدن توده هاى سلولى
با اسيد رتينوئيك و دهيدرواپى اندرواسترون نشان داد حدود 35 درصد 
سلول ها استيل كولين، 50 درصد سلول ها گلوتامات و30 درصد سلول ها 
سروتونين را بيان كرد ه است. اما ميزان بيان نوروترانسميتر TH در گروه 
اسيد رتينوئيك حدود 5 درصد و در گروه اسيدرتينوئيك + دهيدرواپى 

اندرواسترون به حدود 20 درصد افزايش يافت (p<0/001) (شكل 4).

بحث
بر اندرواسترون  دهيدرواپى  تاثير  از  آمده  دست  به  مطالعات 

Neural Stem Cells نشان مى دهد، دهيدرواپى اندرواسترون افزايش 
 Tau-1, ماركرهاى mRNA رشد اكسونى، اتصالات سيناپسى افزايش

Tau-2 و پاسخ دهنده هاى دوپامين را به همراه دارد كه از طريق پاسخ 
دهنده هاى N- متيل دى آسپارتات كلسيم داخل سلولى را افزايش مى دهد 
(14، 15).  توده هاى سلول p19 در طى 6 روز تيمار با دوز نرمال اسيد 
رتينوئيك و 4 روز بعد از پليت شدن حدود 60  درصد سلول ها ماركرهاى 
عصبىMAP-2 Tuj-1 و پروتيين فلامنتى حد واسط GFAP و حدود 50 
درصد سلول ها ماركر Tau و در بررسى نوروترانسميترها حدود 50 درصد 
عصب ها حاوى گلوتامات، 35 درصد استيل كولين، 33 درصد سروتونين 
و 2 درصد تيروزين هيدروكسيلاز رابيان مى كنند در صورتي كه گروه 
به   Tuj-1 بيان  اندرواسترون  دهيدرواپى  رتينوئيك +  اسيد  با  شده  تيمار 
افزايش  درصد  حدود20  به  هيدروكسيلاز  تيروزين  و  درصد  حدود 70 
يافته است. اين يافته ها نشان مى دهد، اضافه شدن دهيدرواپى اندرواسترون 
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عصب زايى،  افزايش  بر  علاوه  عصبى  پيش سازهاى  تشكيل  هنگام  در 
ممكن  و  مى دهد  سوق  دوپامينرژيك ها  سمت  به  را  عصبى  سلول هاى 
نقش هاى  عصبى  پيش سازهاى  تشكيل  از  بعد  آن  شدن  اضافه  است 

ديگرى را بر سلول هاى عصبى ايفا كند. 
اسيدرتينوئيك كه فرم فعال ويتامين A است، تاثير زيادى بر مراحل 
تكوينى جانوران دارد. اين تركيب در مراحل اندام زايى، تعين رده سلولى 
و مرگ سلولى نيز اثر دارد (21-16). در دوران جنينى اين ماده توسط 
تاثير  با  و  مى شود  ساخته   Retinaldehyde Dehydrogenase ژن 
بر سلول هاى بنيادى رويانى CNS و ساقه مغز موجب القاى سلول هاى 
پيش ساز عصبى و تمايز آنها به سمت تشكيل عصب و سلول هاى گليال 
دهنده هاى  پاسخ  از  گروهى  يك  به  اسيدرتينوئيك  مى شود (20-22). 
تا  دو   P19 سلول هاى   .(23) مى شود  متصل   (RARs) اسيدرتينوئيك 
از ژن هاى RARa و RARβ را بيان مى كند (24). بنابراين اين سلول ها 
زمانى كه در معرض اسيدرتينوئيك قرار مى گيرد، تنها برخى از ژن هاى 
پاسخ دهنده به اسيدرتينوئيك را بيان مى كند نه همه آنها (25). در اين 
شده  عصبى  سلول هاى  القاى  سبب  اسيدرتينوئيك  شد  ديده  مطالعه 
در  نمى كند.  ايفا  را  نقشى  چنين  تنهايى  به  اندرواسترون  دهيدرواپى  اما 
ميزان  اسيدرتينوئيك  همراه  به  اندرواسترون  دهيدرواپى  كه  صورتى 
مى دهد.در  افزايش  بيشتر  اسيدرتينوئيك  به  نسبت  حتى  را  عصب زايى 
واقع استفاده از اسيدرتينوئيك موجب القاى رونويسى گروهى از ژن ها 
رونويسى  فاكتور   ،Sonic hedgehog ترشحى  گليكوپروتين  مانند 
سلول هاى  در   Kappa Opidi و   pax-6 ،Mash-1 ،HNF-3 ژن 
بنيادى رويانى مى شود و روشن شدن اين آبشار و بيان ژن هاى مختلف 
موجب القاى تمايز عصبى و توقف تمايز مزودرمال و كاهش ميزان بيان 
Brach- و   cardic actin ،globin مانند  مزودرمال  ژن هاى   mRNA

اندرواسترون  دهيدرواپى  است  ممكن   .(27  ،26  ،20) مى شود   yary
همراه  به  اما  نباشد  سيگنالى  مسير  اين  كردن  فعال  به  قادر  تنهايى  به 
اسيدرتينوئيك از مكانيزم هاى ديگرى ميزان عصب زايى را افزايش دهد. 
به عنوان مثال مطالعه قبلى نشان داد، گروه اسيدرتينوئيك + دهيدرواپى 
اندرواسترون ميزان تشكيل سلول هاى پيش ساز عصبى را نسبت به گروه 
افزايش  است  ممكن  بنابراين   .(13) مى دهد  افزايش  اسيدرتينوئيك 
علت  به  اندرواسترون  اسيدرتينوئيك+دهيدرواپى  گروه  در  عصب زايى 
و  DHEAS باشد.  گروه  اين  در  عصبى  پيش ساز  سلول هاى  افزايش 

به  مى شود  كاتكول آمين  سنتز  افزايش  سبب   Allopregnanolon
و  هيدروكسيلاز  تيروزين  مهاركننده هاى  توسط  اثر  اين  كه  طورى 
ala-nine-(4hydroxyphenyl-) و ,-3 متوقف مى شود. اين استروييدها 
سبب افزايش سطح mRNA و پروتئين تيروزين هيدروكسيلاز مى شود 
(28). آنزيم استروئيدسولفو هيدرولاز يك پروتئين تنظيم كننده كليدى 
به  را  اندرواسترون  دهيدرواپى  و  بوده  جنين زايى  طى  در  نئوكورتكس 
دهيدرواپى اندرواسترون سولفات تبديل مى كند (29). بنابراين ممكن است 
در سلول هاى عصبى مشتق شده از سلول p19، دهيدرواپى اندرواسترون 

هيدروكسيلاز  تيروزين  پروتئين  افزايش  سبب   DHEAS به  تبديل  با 
 (15) استيل كولين  نوروترانسميترهاى  حضور  تنها  ابتدا  در  باشد.  شده 
 P19 سلول  از  شده  متمايز  عصبى  سلول هاى  در   (30) كاتكول امين  و 
شناسايى شده بود. مطالعات اخير حضور گلوتامات را در درصد زيادى از 
عصب ها نشان مى دهد (31، 32). 6 روز بعد از ازشروع تيمار با دوز نرمال 
اسيدرتينوئيك (7-10×5) بيش از 85 درصد سلول ها ماركرهاى عصبى 
مانند پروتئين هاى فلامنتى 160KD، 68KD را بيان مى كند و در روزهاى 
عصبى  سلول هاى  جمعيت  از  غيرعصبى  سلول هاى  تكثير  علت  به  بعد 
كاسته مى شود (33). در روز دهم سلول هاى آستروسيتى بالغ با پروتئين 
فلامنتى حد واسط GFAP قابل شناسايى است (10). در محيط كشت بقا 
طولانى مدت عصب هاى مشتق شده از سلول P19 به حضور سلول هاى 
غيرعصبى يا فاكتورهاى رشد وابسته است (34). عصب هاى مشتق شده 
از سلول P19 زمانى كه به سيستم عصبى مركزى پستانداران (35) منتقل 
 P19 شود، مى توانند عملكرد داشته باشند. در مطالعاتى با پيوند سلول هاى
تيمار شده با اسيدرتينوئيك به ناحيه stratum رت بالغ (عصب هاى اين 
ناحيه با نوروتوكسين تخريب شده بود) نشان داد، عصب هاى سلول هاى 
P19 و سلول هاى غيرعصبى به مدت 13 هفته در اين ناحيه بقا مى يابند 
(36). بررسى ها نشان مى دهد كه دهيدرواپى اندرواسترون در فعال كردن 
به   NMDAR-1 زيرواحدهاى  دارد.  تاثير   NMDA دهنده هاى  پاسخ 
طور تكوينى در لايهV نئوكورتكس در انتهاى باردارى و اولين زندگى 
نوزادى (در رت) بيان مى شود (37). زير واحدهاى مختلف ويژگى هاى 
الكتروفيزيولوژيكى و فسفريلاسيون متفاوتى داشته، بنابراين ممكن است 

در طى تكوين پاسخ دهنده هاى متفاوتى نيز داشته باشد (38-40). 

نتيجه گيرى 
از  مى تواند  اندرواسترون  دهيدرواپى  واكنش هاى  تكوين،  طى  در 
طريق اشكال خاص پاسخ دهنده NMDA تنظيم شود كه رشد اكسونى 
و تماس هاى سلولى را به همراه دارد. با اين فرايندها عصب زايى شروع 
مى شود كه اين حالت ها را مى توان به مغز افراد بالغ تعميم داد. بنابراين 
دهيدرواپى اندرواسترون ممكن است در شكل گرفتن مغز در طى جنين 
نشان  نتايج  مجموع  در  كند.  ايفا  نقش  نوزادى  زندگى  اوايل  و  زايى 
ميزان  اسيدرتينوئيك  همراه  به  اندرواسترون  دهيدرواپى  كه  مى دهد 
را  دوپامينرژيك  نوروترانسميترهاى  بيان  و  عصبى  سلول هاى  به  تمايز 

افزايش داده اما به تنهايى نمى تواند سبب تمايز سلول هاى عصبى شود.
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