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25/5/93:پذیرشتاریخ 21/11/92تاریخ دریافت:

مقدمه:
انیمسرطان درازیناشریمعلت مرگ ونیدوم

) سرطان پروستات USA(کایمتحده آمرالتیمردان ا
)Prostate cancer= PCقابلشیافزاباشد وی) م

دو دهه گذشته دردريماریبنیاوعیاز شيتوجه ا
). سرطان پروستات اغلب به 2،1شود (یمدهیدایآس

که تحت PCمارانیشود. بیمییشناسامیصورت بدخ

ياز آندروژن قرار دارند برايدرمان با محروم ساز
یمدتاما بعد از؛ابندییبهبود میمدت زمان کم

روش درمان نیپروستات نسبت به ایسرطانيسلول ها
تومور دوباره رشد خود را آغاز شوند ویمقاوم م

به حضوريازینریتکثيبراگریکه دیحالکند؛ دریم
يروش محروم سازجهینتدرندارد ووژنهورمون آندر

چکیده:
سلول هاي سرطانی باعث ایجاد خاصیت آنتی آپوپتوزي و مقاومت دارویی در6-اینترلوکینهدف:زمینه و

، پروتئین هاي سیگنالی آن و IL-6پروستات می شود. هدف از این مطالعه بررسی اثر کارواکرول بر بیان ژن 
می باشد.)DU-145(توانایی مهاجرت در رده سلول هاي سرطان پروستات 

با غلظت هاي مختلف کارواکرول به DU-145ر این مطالعه تجربی آزمایشگاهی، سلول هاي دروش بررسی:
سلول ها به کمک روش رنگ سنجی تترازولیوم درصد زیست پذیري شدند. سپس،ساعت تیمار 48مدت 

)MTT 50(هادرصد رشد سلول50غلظت مهارکنندگی ) اندازه گیري و(IC .6میزان محاسبه شد-IL در
و پروتئین هاي سیگنالی آن IL-6بیان ژن تعیین شد.هاي مختلف کارواکرول با استفاده از کیت الایزاغلظت 

)pStat3 ،pErkوpAkt(هاي با استفاده از روشبه ترتیبReal time RT PCRوWestern blot تعیین
بررسی شد. Invasionتستبا استفاده از DU-145سلول هايو تهاجم توانایی مهاجرتشدند.

باعث Mµ150به دست آمد. کارواکرول در غلظت Mµ2/406کارواکرول معادل 05ICمیزان یافته ها:
Mµ150اما در غلظت هاي بالاتر از ؛وافزایش سنتز پروتئین آن گردیدIL-6مربوط به mRNAافزایش بیان

. کارواکرول در غلظت بالاتر از )P>05/0(به صورت وابسته به دوز کاهش یافتIL-6سنتز وmRNAبیان 
Mµ150 باعث کاهش پروتئین هاي مسیرهاي سیگنالی داخل سلولی بصورت وابسته به دوزpStat3 ،pErkو

pAktو زیست پذیري سلول هاي سرطانی توانایی تهاجمکارواکرول، همچنین؛ شدDU-145ه پروستات را ب
.)P>05/0طور معنی داري کاهش داد (

IL-6سلولی و بیان ژن سیگنالی داخلمسیرهايهايکارواکرول از طریق کاهش پروتئیننتیجه گیري:

توانایی مهاجرت سلولی و باعث القاء آپوپتوز در سلول هاي سرطان پروستات باعث کاهش رشد، تکثیر و
)DU-145( تات به عنوان یک ماده درمانی سودمند در درمان سرطان پروسبنابراین، کاواکرول.گرددمی

مورد توجه قرار گیرد.می تواند 

.یگنالیسيهانی، سرطان پروستات، کارواکرول، پروتئ6-نینترلوکیا:يدیکليهااژهو
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گردد. ماریتواند منجر به بهبود بینمگریاز آندروژن د
قابل کنترل و متاستاز ریرشد غيماریبمرحله ازنیادر

.)1-3(باشدیمدیشدمیبدخيفعال سلول ها
ینیپروتئ)Interleukin 6= IL-6(6-نینترلوکیا

148يباشد که حاویمkDa28-21یبا وزن مولکول
28با یگنالیسدیپپتکیبه اًباشد که بعدیمدیاسنویآم
رشد زیو تمامیدر تنظIL-6شود. یشکسته مدیاسنویآم
,Melanomaاز جملهیسرطانياز سلول هاياریبس

Renal cell carcinoma, Kaposis sarcoma, Ovarian

carcinoma, Lymphoma and leukemia وProstate

carcinomaی). مدارك قطع4(باشدیارتباط مدر
شرفتیدر پIL-6دهند، یوجود دارند که نشان م
يهاافتهیکند. یميرا بازیسرطان پروستات نقش مهم

رشد ورفاکتکیبه عنوان IL-6کنند که یاثبات مریاخ
سرطان یسلولنیدو لايبرانیراکرپاونیاتوکر

در کند ویعمل مDU-145وPC3یپروستات انسان
حساس به آندروژن يباعث بقاء سلول هاCastrateطیشرا

IL-6انیبشی). افزا5- 7(شودیمنیپاراکرونیاتوکر

حساس به نومیآدنوکارسيرشد سلول هاشیباعث افزا
وin vivoطیدر شراLNCapمانند تاتآندروژن پروس

in vitroاز يبا محروم سازماریبکهیشود در حالیم
mRNAانیبشیبا افزاIL6؛باشدیآندروژن تحت درمان م

Androgen-regulated prostate-specific antigenو

در IL-6). 7- 9(شودیرشد سلول ها مشیباعث افزا
تیفعالشیفزاپروستات باعث ایسرطانيسلول ها

ژن پاسخ دهنده به انیبکیتحرن رسپتور وآندروژ
یم)(Prostate-Specific Antigen= PSAآندروژن مانند

و LNCapیسلولنیدر هر دو لاIL-6.)9- 7،11گردد (
DU-145آندروژن رسپتور متصل شونده به هسته تیفعال

دهد و در یمشیاز آندروژن افزاینییرا در غلظت پا
شودیدر هسته ميبردارنسخه شیباعث افزاجهینت
)11-8 ،13 .(IL-6و فعال شدن آندروژن جادیباعث ا

در عمل کرده وگاندیشود که مستقل از لیميرسپتور

فایآندروژن رسپتور را اکینرژیآندروژن اثر سابیغ
به واسطه فعال کردن آندروژن IL-6کند. پس یم

لول از سIL-6). 13،12(کندیمفایرسپتور اثر خود را ا
از یسرطان پروستات در برابر آپوپتوز و مرگ ناشيها

از يکه به علت محروم سازیسلولکلیتوقف س
). از 15،14(کندیمحافظت م،شودیمجادیآندروژن ا

يهامیکد کننده آنزيژن هاانیبIL-6گریديسو
Steroidogenic مانندAKR1C3وHSD3B2 را

ه سنتز آندروژن داخل منجر بجهینتدردهد و یمشیافزا
ازیآندروژن مورد نبیترتنیبه اشود ویپروستات م

IL-6). 16،4(کندیمنیآندروژن رسپتور را تأم

،ERKمهم از جمله یگنالیسریمسنیتواند چندیم
JAK-Stat،Src،MAPK،β-catenin،erbB1-3 و
PI3k-Aktکند عالسرطان پروستات فيرا در سلول ها

شرفتیاثرات خود و باعث پيفایباعث اقیطرنیبه او
دهندینشان می). مطالعات قبل17- 20(سرطان گرددنیا

Anti-IL-6(CNTO 328)لهیبه وسIL-6که در مهار 

پیدر درجه آندروژن رسپتور در دو فنوتیتفاوتچیه
-ILاما مهار ؛شودینمجادیرمون اومستقل از هوابسته و

سلول ریتوز وهم باعث مهار تکثآپوپشیافزاثهم باع6
يکوفاکتورهاانیاز بزینشود ویدر تومور پروستات م

از بیترتنیکند و به ایميریآندروژن رسپتور جلوگ
مستقل از پیرمون به فنوتووابسته به هپیفنوتلیتبد

اطلاعات نی). ا21،6،4(کندیميریرمون جلوگوه
IL-6يهاالگنیکند که سیمشنهادیپ،متقاعد کننده

سرکوب يآل برادهیهدف اکیتوانند به عنوان یم
ن،یبنابرا؛رندیسرطان پروستات مورد توجه قرار گ

آن یگنالیسيهاریو مهار مسIL-6انیکاهش بیبررس
سرطان پروستات موثر باشد.شرفتیتواند در مهار پیم

بیترککی)Carvacrol(کارواکرول
Monoterpene phenolمانند يفراريد که در روغن هاباشیم

Thymus vulgarisیباغشنی(آو( ،Carum copticumزن)انی(
(مرزنجوش) وجود دارد.Origanum vulgareو

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jo
ur

na
l.s

ku
m

s.
ac

.ir
 a

t 1
0:

06
 +

04
30

 o
n 

S
at

ur
da

y 
A

ug
us

t 2
6t

h 
20

17

http://journal.skums.ac.ir/article-1-1893-en.html


1394/ خرداد و تیر 2، شماره 17مجله دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد/ دوره 

107

کارواکرول صدها سال يحاوییو مواد غذاباتیترک
تا به یاثر سمچیشود و هیاست که توسط انسان مصرف م

واکرول به ). کار22آن شناخته نشده است (يامروز برا
ياتصال به باکترییو توانایدانیاکسیآنتتیواسطه خاص

بر يریباعث اعمال اثر ضد تکثیانسانيها و رسپتورها
). علاوه 24،23(شودیمختلف میسرطانيسلول هايرو
يایباعث احواکرولکه کاردهند یمطالعات نشان من،یبر ا

ی هپاتکتوممبتلا به يدر موش هايکبديسلول ها
)Hepatectomy(خود یضد التهابتیشود و با خاصیم

). 26،25(گرددیمTNF-αوIL-6انیباعث کاهش ب
تواند یدهند که کارواکرول مینشان مگریمطالعات د

التهاب دهیدر پدکهراCyclooxygenase-2(COX-2)آنزیم
سرطان کبد ي). در سلول ها27(کندرمها،نقش دارد

)HepG2قیدر غلظت موثر خود از طرکرول)، کاروا
نیاریتکثمنجر به کاهش رشد ولهیفسفورErk1/2کاهش 

P38نازیکنیپروتئشیافزاقیاز طرزینشود ویسلول ها م

ارواکرولکری). تأث26(گرددیمنجر به فعال شدن آپوپتوز م
قرار گرفته است یمورد بررسرسرطان پروستات کمتيبر رو

سلول در رابطه با کارواکرول برقاتیحقتنیدتریو در جد
دارو باعث کاهش نیشده که ادهیسرطان پروستات، ديها
یسلول ها به واسطه فعال کردن آپوپتوز منیايریپذستیز

تواند به یمبیترکنیدهند که ایمها نشانافتهینیشود. ا
بالاقوه در درمان سرطان پروستات ینماده درماکیعنوان 

).28(ردیقرار گقیتحقویسمورد برر
مطالعه نیبا توجه به مطالب ذکر شده، هدف از ا

، IL-6ژن انیمختلف کارواکرول بر بياثر غلظت هایبررس
لهیفسفرErkولهیفسفرStat3،لهیفسفرAktيهانیپروتئ

) DU-145سرطان پروستات (يدر سلول هایگنالیسيرهایمس
باشد.یسلول ها منیبر قدرت تهاجم ايگذارریتأثو

:بررسیروش 
انستیتوپاستور ایران خریداري ازDU-145هايسلول

RPMI 1640ددنش Fetal bovine serum، 25/0، ترپسین %.

(South America) از شرکتGibcoریداري شدند. خ

Carvacrol ،(Dimethyl Sulfoxide= DMSO) و ماتریژل
(ESH Sarcoma Matrigel) از شرکتSigma

شرکتازMaster PCRخریداري گردیدند. 
KitCinna Gene PCR Master،SYBR Green PCR از

، Gene NetworkGeNet Bio Globalشرکت 
=Polyvinylidene difluoride)غشاء PVDF)و

BM Blue POD Substrate Precipitatingاز شرکت
Roche وMTT از شرکت(BIO-IDEA) شدند. خریداري
BIOZOL، کیتAviBionشرکت از6- اینترلوکینکیت 

Total RNA Extraction Reagent از شرکت(Bio Flux)

AccuPower (Rocketاز شرکتسنتتازcDNAو کیت 

RT premix)TMScript.تهیه گردید
،Anti p-AKT1 (phosphp S473)آنتی بادي هاي

Anti p-ERK1+ERK2 (phospho T202+Y204)،
Anti p-stat3 (phospho Y705)،Anti-beta Actin antibody

از شرکت Goat Anti-Rabbit IgG H&L(HRP)و 
Abcamشدند.خریداري

لاین در این مطالعه تجربی آزمایشگاهی،
از DU-145سلول هاي سرطان پروستات انسانی

پاستور خریداري گردید. این سلول ها درانستیتو 
10%شده با غنیRPMI-1640محیط کشت محتوي

Fetal bovine serum= FBS)( ،L-glutamine،
mg/ml1/0استرپتومایسینوu/ml210پنسیلین

)Gibco, Canada (و تحت شرایط کشت استاندارد
) 2oC%5و 95%رطوبت ،درجه سانتی گراد37دماي (

).3(داده شدندکشت 
به منظور به دست آوردن زیست پذیري سلول ها 

)Cell viability( در برابر اثرات سمی کارواکرول
در هر چاهک سلول هايانجام شد.MTTآزمون

RPMIدر محیط5×310با تراکم DU-145سرطانی

تهیهخانه اي 96در یک پلیت FBSحاوي ده درصد 
. بعد شدبه مدت یک شب در انکوباتور قرار دادهوشد

حاوي غلظت هاي مختلف محیط با محیط کشتاز آن 
800تا0(در محدوده DMSOول محلول در کارواکر

ساعت در 48به مدت ) تعویض گردید ومیکرومولار
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در DMSOانکوباتور قرار گرفت. حداکثر غلظت 
بود. 1/0%جلوگیري از آسیب سلولیبراي محیط کشت 

حاوي دارو محیط کشتبعد از گذشت زمان مورد نظر 
PBSباچاهک هاپلیت حذف گردید واز چاهک هاي 

فاقد RPMIمیکرولیتر از 100. سپس ندشستشو داده شد
از Lμ10اضافه شد وبه دنبال آن چاهک رنگ به هر 

از پلیت چاهکبه هر mM12با غلظت MTTمحلول 
ساعت در انکوباتور قرار 4پلیت به مدت اضافه گردید و
DMSOاز Lμ50در ادامه حذف ومحیطگرفت. سپس 

باFormazanا بلورهاي اضافه گردید تچاهک به هر 
DMSOسپس با استفاده از ؛به صورت محلول درآید
در طول )Stat Fax-2100, Spain(پلیت ریدردستگاه 

نانومتر جذب نوري اندازه گیري شد. این 570موج 
بار به صورت 3کارواکرولآزمون براي هر غلظت از 

Triplicate انجام گرفت. درصد زیست پذیري سلول
درمان در مقایسه با سلول هاي درمان نشده هاي تحت 

50غلظت مهارکنندگی و اندازه گیريطبق فرمول زیر
:)29،30(شدمحاسبهIC)50(هادرصد رشد سلول

"جذب نوري گروه درمان شده/جذب نوري گروه کنترل×100"

سلول در هر2×510به تعدادDU-145سلول هاي 
پلیت به10FBSحاوي %RPMIبا ml2در حجم چاهک

پلیت به مدت یک شب در وگردیدخانه اي منتقل 6
سپس سلول ها تحت تأثیر غلظت هاي؛شدانکوباتور قرار داده

از کارواکرول به مدت میکرومولار 480و430،230،150
ساعت در انکوباتور قرار گرفتند. بعد از گذشت زمان 48

با روي سلول ها جمع آوري شد ومحیط کشتمذکور 
عمل شرکت سازنده کیت الطبق دستور IL-6تفاده ازکیت اس

).4(اندازه گیري شدELISAبه روش IL-6ئینپروتمیزان 
DU-145سلول هاي IL-6جهت بررسی بیان ژن

چاهک هرسلول در2×510خانه اي با تراکم 6در پلیت 
سپس سلول ها بعد از گذشت یک شب ؛ندریخته شد

میکرومولار 480و 430،230،150تحت تأثیر غلظت هاي 
ساعت قرار گرفتند. بعد 48داروي کارواکرول به مدت از

ساعت سلول ها به کمک ترپسین جدا شده 48از گذشت 
TotalRNAاستخراجشستشو داده شدند.PBSیک بار با و

براي هر غلظت از دارو به طور DU-145سلول هاي
لظت انجام گرفت. غBIOZOLبا استفاده از جداگانه 

RNAبا استفاده ازSpectrophotometer Nano Drop

)Thermo Scientific Nanodrop200( . موج در طول
230نانومتر به 260نیز در ونانومتر280نانومتر به 260

هاییRNAاز cDNAنانومتر اندازه گیري شد. براي سنتز 
نوريکه نسبت جذباستخراج شده اي استفاده شد

ب نوري نسبت جذو2تا 8/1ها بین ر آننانومت280/260
قبل از انجام .بود9/1تا 7/1ها بین نانومتر آن230/260

ها با استفاده از آنزیم RNA، کل RT Reactionواکنش
DNase عاري ازDNAگردیدند. به منظور انجام واکنش

Reverse-transcription RT-PCR در جهت تولید
cDNA ،5میکرولیتر ازRNA را با استفاده از آنزیم

Rocket Script Reverse Transcription و بر اساس
18Oligoبا استفاده از پرایمر وکار کیتدستور  (dT) به
cDNA تبدیل گردید. آماده سازيcDNA براي هر

SYBRبا استفاده ازReal-time PCRنمونه واکنش 

Green PCR وMaster PCR در میکرولیتر 25در حجم
انجام Triplicateمیکرولیتر به فرم 2/0میکروتیوپ هاي 

چرخه 35هر کدام به تعدادPCRگرفت. جهت انجام 
به مدت (Denaturation)که داراي مراحل واسرشتگی 

مرحله اتصال درجه سانتی گراد و95ثانیه در دماي 15
درجه 60ثانیه در دماي 20به مدت (Annealing)پرایمر 

به مدت (Extension)همچنین مرحله بسط اد وسانتی گر
درجه سانتی گراد حرارت داده شد 72ثانیه در دماي 25

به عنوان یک سیستم کنترول داخلی GAPDHو ژن 
(Housekeeping Gene) و ژنIL-6 به عنوان ژن اصلی

(Interest gene) در نظر گرفته شدند. براي انجام واکنش از
)Rotor-Gene)RG3000 Corbett Researchدستگاه

بازده واکنش با پرایمر اختصاصی ژن استفاده گردید.
GAPDHو1،1/0،01/0،001/0در غلظت هاي

هاي به دست آمده با CTه دست آمد. آنالیز ب0001/0
با در نظر وCT∆∆-2 (Fold changeاستفاده از روش (

هاي ) و داده 15(انجام شد93%بازده اي برابر باگرفتن
.شدبررسی Prism5به دست آمده با استفاده از نرم افزار 
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مورد استفادهIL-6و GAPDHهايتوالی پرایمر
به ترتیب به شرح زیر بود:

5' ACACCCACTCCTCCACCTTTG 3'Forward:
Reverse: 5' TCCACCACCCTGTTGCTGTAG 3'

5' GGTACATCCTCGACGGCATCT 3'Forward:
Reverse: 5' GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC 3'

مسیرهايپروتئینWestern blotمراحل 
سلول هاي درمان شده با غلظت هاي :IL6سیگنالی
سرد RIPAرا با استفاده از بافر کارواکرولمختلف 

)8=pH ،Tris-HClmM50،Sodium chloridemM150 ،
Triton 100X%1 ،Sodium deoxycholate%5/0 ،EDTA

mM1 ،SDS%1/0وSodium azide%01/0 که همراه با (
mM1(سفاتازمی باشد فاز وئمهارکننده هاي پروت

Sodium orthovanadate،NaFmM50،
glyerophosphate–βMμ80وPMSFmM1 لیز کرده (

سرد به RIPAدر طی این فرایند بعد از اضافه کردن بافر 
درجه 4دقیقه در 30سلول ها، آن ها را به مدت 

سپس نمونه ها در سانتریوفیوژ در ؛نتیگراد قرار دادهسا
10درجه سانتیگراد به مدت 4و در RPM12000دور 

بعد از پایان سانتریوفیوژ، شدند.دقیقه سانتریوفیوژ 
محلول روي رسوب به داخل یک میکروتیوپ جدید و

گذاشته شده بود) انتقال داده شد یخ رويسرد (که قبلاً
غلظت Nano Dropدستگاهو با استفاده از

شد. سپس، خواندهlμ/μgهاي محلول بر حسب ئین پروت
X6با لودینگ بافر g/μlμ24نی با غلظت تئیمحلول پرو

درجه سانتیگراد قرار داده شد. 100دقیقه در 5به مدت 
لکولی وها بر اساس وزن مئین به منظور جدا شدن پروت

SDS-Polyacrylamideت گرفت. ژل الکتروفورز صور
غشاءها از روي ژل بر روي ئین سپس، پروت

Polyvinylidene difluoride)PVDF ( انتقال داده
شدند. به منظور حذف باندهاي غیر اختصاصی، غشاء 

PVDF درجه سانتیگراد در شیر 4به مدت یک شب در
Tris-Bufferedدر5/2%خشک بدون چربی  Saline

)TBST( همراه باTween-20%1/0باایو
bovine Albumin serum)BSA(%5/2 درTBST%1/0

غشاء با آنتی بادي اختصاصی خود که بلوکه گردید. متعاقباً
،15:10000با غلظت Anti p-AKT1شامل 

Anti p-ERK1/2 15:10000با غلظت،Anti p-stat3 و
ساعت در دماي اتاق بر 2به مدت 1:10000با غلظت 

اکتین نیز با βد. آنتی بادي روي شیکر قرار داده ش
کنترل داخلی استفاده شد. متعاقباً به عنوان 1:10000غلظت

10000:2ساعت در دماي اتاق و با غلظت1نمونه ها به مدت 
(HRP)با آنتی بادي ثانویه  Goat Anti-Rabbit IgG H&L

با اضافه Immunoreactiveن هايئیپس پروتسشیکر شدند. 
BM(کردن سوبسترا Blue POD Substrateایجاد ) و
Precipitationبه صورت باند اختصاصی آشکار شدند

)32،31،8.(
بررسی اثر کارواکرول بر قدرت آزمون 

جهت بررسی قدرت DU145تهاجم سلول هاي 
پروستات انجام شد که یتهاجمی سلول هاي سرطان

غشایی از خانه اي و24و پلیت Transwellدر آن از 
استفاده شد.mg/ml1ل با غلظت جنس ماتریژ

Chamberت ظتوسط ماتریژلی با غلmg pre size1
DU145هاي به طور خلاصه، سلول. پوشیده شد

150تیمار نشده همراه با سلول هایی که با غلظت هاي 
ساعت 48از کارواکرول به مدت میکرومولار 430و

درمان شده بودند را توسط ترپسین جدا و در یک 
. مدیا شدندحل FBS%1/0حاوي شتمحیط ک

chemoattractantدرصد را به عنوان FBS10حاوي 

سپس سلول ها با وپایینی به کار بردهchamberدر 
محیط میکرولیتر با 50سلول در حجم 5×410تراکم 
بالایی chamberبر روي 1/0FBSحاوي %کشت

ساعت در12انتقال داده شدند. سپس آن ها به مدت 
درجه سانتی گراد انکوبه شدند. در پایان 37

انکوباسیون سلول هایی که توانایی مهاجرت یا به 
،عبارتی تهاجم به سطح پایینی غشاء را داشته اند

فیکس گردیدند و با محلول 5%توسط گلوتارآلدئید 
رنگ آمیزي شدند. بعد ازپایان رنگ 5/0%تولوئیدن بلو 
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یی غشاء که آمیزي، سلول هاي موجود در سطح بالا
توانایی مهاجرت به سطح پایینی غشاء را نداشته اند با 

کتانی حذف گردیدند. سلول سوابدقت توسط 
هایی که در قسمت پایینی غشاء بودند به صورت 

Triplicate تصادفی توسط میدان4تا3در
داده هاي ).33،34میکرسکوپ نوري شمارش شدند (

با وPrism5وSPSSهايبا استفاده از نرم افزار
بررسی Kruskal-Wallis testپارامتریک ناآزمون

، در بین گروه ها معنی دار P>05/0شدند. مقادیر با 
.در نظر گرفته شدند

یافته ها:
کارواکرول بر روي سلول هاي اثربررسی 

نشان میکرو مولار 800تا 0در رنج DU-145سرطانی 
از 80از کارواکرول، Mμ150%در غلظت داد،

توانایی زیست پذیریی خود را حفظ DU-145سلول هاي
کرده بودند. این میزان بقاء با افزایش غلظت کارواکرول 

درصد بقاء Mμ230غلظت تقلیل یافته به طوري که در
50IC). برآورد غلظت1ه بود (نمودار شمار58%سلول ها 

Mμ2/406معادل 95با فاصله اطمینان %کارواکرول
.میکرومولار) محاسبه شد443و 367(محدوده 

DU-145آپوپتوز سلول هاي سرطانیاثر کارواکرول بر زیست پذیري و:1نمودار شماره 

سپس میکرومولار کارواکرول قرار گرفتند و800تا 0ساعت تحت تأثیر غلظت هاي 48به مدت Du-145سلول هاي 
مورد بررسی قرار گرفت. میانگین و انحراف معیار هر آزمون MTTآپوپتوز این سلول ها توسط آزمون ي ورزیست پذی

.سه تکرار می باشدمربوط به سه آزمایش مستقل و

IL-6از کارواکرول بیان ژن Mμ150در غلظت 

نسبت درصد 4/9690یک افزایش قابل توجه اي به میزان 
اما در غلظت هاي بعدي ؛)P<05/0(به نمونه کنترل دارد

به گونه اي که در ،کاهشی را نشان دادبیان ژن روند 
بیان ژن به ترتیب به میکرومولار 430و 230هايغلظت

نسبت به نمونه کنترل رسید. درصد2/972و1549میزان 
به طوري ؛بیان ژن کاهش یافت50ICدر غلظت بالاتر از

نمونه درصد 7/136بیان ژن به Mμ480غلظتدر که 
در محدوده بیان ژن نمونه تیمار کنترل رسید که این میزان 

.)2(نمودار شمارهنشده است
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IL-6اثر کارواکرول بر بیان ژن پروتئین :2نمودار شماره 

RNATotal سلول هاي سرطانیDU-145 ساعت با غلظت هاي مختلف کارواکرول، استخراج 48پس از تیمار به مدت
با سه کمی گردیدند. میانگین هر آزمون مربوط به سه آزمایش مستقل وتعیین Real time RT PCRشده و با استفاده از 

.تکرار می باشد. نتایج بر حسب نسبت به گروه کنترل بیان گردیده است

در نمونه IL-6پروتئینسنتزدر شرایطی که 
از μM150غلظت دردر نظر گرفته شد، 100%کنترل 

ريبه طور معنی داIL-6پروتئینکارواکرول سنتز
)05/0<P (نسبت به نمونه کنترل درصد9/1009به میزان

ین ئسنتز پروتافزایش یافت. با افزایش غلظت کارواکرول

230هايروند نزولی را پیدا کرد، به طوري که در غلظت
9/482و3/963به ترتیب به میزان میکرومولار430و

با روند نزولی μM480در غلظت IL-6. سنتزدرصد رسید
نسبت به درصد9/90به میزان ل توجه اي ادامه یافته وقاب

).3(نمودار شمارهنمونه کنترل کاهش نشان داد

DU-145یسرطانيسلول هادر IL-6و ترشح پروتئین سنتز اثر کارواکرول بر :3نمودار شماره 

شدند و سپس محلول روي ساعت انکوبه 48با غلظت هاي مختلف کارواکرول به مدت DU-145سلول هاي سرطانی 
سه تکرار می میانگین هر آزمون مربوط به سه آزمایش مستقل واستفاده شد.به روش الیزاIL-6سلول ها جهت تعیین 

باشد. نتایج بر حسب درصد نسبت به گروه کنترل بیان گردیده است.

430و230،150کارواکرول در غلظت هاي 
وAkt،ERK1\2بر مسیرهاي سیگنالیمیکرومولار 

STAT3اما در غلظت ؛ثیر کاهشی نسبی داشتأیک ت

μM480طور ه بهر سه پروتئین هاي مسیر سیگنالی فوق را
Aktکاهش داد. البته این اثر کاهشی براي قابل توجهی 

.)1(تصویر شمارهتاحدي کمتر بوددیگرنسبت به دو مسیر
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IL-6ن هاي مسیر سیگنالی اثر مهاري کارواکرول بر پروتئی:1تصویر شماره 

ساعت انکوبه شدند و پس از استخراج پروتئین ها، 48با غلظت هاي مختلف کارواکرول به مدت DU-145لول هاي سرطانی س
مورد Western blotبا تکنیک β-actinهمراه با کنترل داخلی pErkو pStat3 ،pAktشامل IL-6پروتئین هاي مسیر سیگنالی سلولی 

راSDS-Polyacrylamideر گرفتند. شکل سمت چپ پروتئین هاي جدا شده و رنگ آمیزي شده با کوماسی بلو بر روي ژل بررسی قرا
با استفاده از آنتی بادي اختصاصی را نشان می دهد.Western blotنشان می دهد. شکل سمت راست پروتئین هاي مسیر سیگنالی در 

ت در بررسی اثر کارواکرول بر قدرت مهاجر
، توانایی مهاجرت سلول هاي DU-145سلول هاي 

همراه میکرومولار 430و150درمان شده با غلظت هاي 
Invasion assayبا سلول هاي تیمار نشده در آزمون 

(نمودار ایج نشان دادتنمورد ارزیابی قرار گرفتند. 
کارواکرول به طور معنی داري در غلظت ، )4شماره 

Mμ150هاي توانایی مهاجرت سلولDU-145 را
66/185%نسبت به نمونه هاي تیمار نشده به میزان 

توانایی تهاجم وMμ430اما در غلظت ؛افزایش داده
به طور معنی داري به DU-145مهاجرت سلول هاي 

به  سلول هاي تیمار نشده کاهش نسبت55%میزان 
.)P>05/0(یافت

DU-145انایی مهاجرت سلول هاي سرطانیاثر مهاري کارواکرول بر تو:4نمودار شماره 

ساعت با غلظت هاي مختلف کارواکرول 48پس از درمان به مدت DU-145تهاجم سلول هاي سرطانی توانایی مهاجرت و
سه تکرار می باشد. نتایج بر مورد ارزیابی قرار گرفتند. میانگین هر آزمون مربوط به سه آزمایش مستقل وInvasionدر آزمون 

درصد نسبت به گروه کنترل بیان گردیده است.حسب 
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بحث:
در بررسی اثر کارواکرول بر زیست پذیري 

با فاصله اطمینان50ICبرآورد مقدارDU-145سلول هاي 
میکرو مولار بود. در مطالعات قبلی که 2/406برابر%95

انجام شده Mouse embryo 3T3-L1بر روي سلول هاي 
گزارش میکرو مولار 273عادل کارواکرول م50ICاست،

). در مطالعه دیگري بر روي سلول هاي 7(استشده
(Human non-small cell lung cancer= rNSCLC)

میکرو مولار براي1000تا 500معادل 50ICمحدوده
که نشان می دهد )35(استگزارش شدهکارواکرول 

سرطانی داري یک کارواکرول در سلول هاي مختلف 
اما علت تفاوت در رنج این ؛باشدمی 50ICبراي رنج اثر

می تواند ناشی احتمالاًمورد بررسی مانهمحدوده با نمو
نیز نحوه به دست آوردن از تفاوت در نوع سلول ها و

.زیست پذیري سلول ها باشد
در IL-6ان ژن بیما نشان می دهند که نتایج 

به از کارواکرول به طور معنی داريMμ150غلظت 
یافته نسبت به نمونه کنترل افزایش درصد 4/9690میزان 

اما در غلظت هاي بعدي بیان ژن روند کاهشی را ؛بود
430و230هاينشان داد به گونه اي که در غلظت

درصد2/972و1549، بیان ژن به ترتیب به میکرو مولار
ولی در این فاز هنوز بیان ؛نسبت به نمونه کنترل رسید

درIL-6لاتر از نمونه کنترل بود. بیان ژنباIL-6ژن 
یعنی50ICغلظت بالاتري از در DU-145سلول هاي 

IL-6ئین سنتز پروتکارواکرول منجر به Mμ480معادل 

. گردیدنسبت به نمونه تیمار نشده درصد 7/136به میزان
این یافته نشان می دهند که اثر کاهشی کارواکرول بر

آن در غلظت هاي بالاتري ئین روتسنتز پوIL-6بیان ژن 
چند با افزایش غلظت کارواکرول هر. می باشد50ICاز 

مشاهده می شود که با IL-6ئین پروتافزایش بیان ژن و
به نظر، با اثر IL-6ئین پروتضد آپوپتوزيرتوجه به اث

ولی کارواکرول ؛استمتضاد آپوپتوزي کارواکرول 
در تنها این اثر را ندارد بلکه اثرات دیگر آن خصوصاً 

القاء استرس اکسیداتیو با افزایش گونه هاي فعال 

=oxygen speciesاکسیژن  ROS)(generation of

reactive 2کاهش بیان ژن،3، فعال سازي کاسپازBcl،
Poly (ADP-ribose) polymeraseتخریب (PARP) ،

یان ژن سایر پروتئین ها و عوامل موثر در افزایش ب
استرس اکسیداتیو که منجر به آپوپتوز می گردند نیز 
می بایستی در نظر گرفته شوند و به عبارت دیگر 

). در این 26(می بایستی برایند کل در نظر گرفته شود
محدود بودن بودجه طرح تحقیقاتی، مطالعه به دلیل

عوامل خصوصاًدیگرها و عواملربسیاري از پارامت
ثیر أدرگیر در استرس اکسیداتیو که می توانند تحت ت

گیرند و باعث القاء آپوپتوز گردند، کارواکرول قرار
در تحقیقات بررسی نشده اند و بنابراین پیشنهاد می گردد

بعدي اثر کارواکرول بر تغییرات عوامل مذکور بررسی تا 
ي کارواکرول اثرات مولکولی که منجر به اثر آپوپتوز

همچنین، کارواکرول اثر ضد ؛ می شود، بهتر شناسایی شوند
کاهش با را التهابی خود در ماکروفاژهاي خوك

IL-1βوTNF-αسایتوکین هاي قبل از التهاب مانند 

این اثر ضد التهابی بر روي که)36(اعمال می کند
همچنین، ؛)37(نیز دیده شده استHelaسلول هاي 
در Aktفرم فسفوریله لی نشان داده اند که مطالعات قب

) و همانطور که در 39،38(ممانعت از آپوپتوز نقش دارد
غلظت دیده می شود کارواکرول در 1شماره تصویر

Mμ150 فرم فسفوریله باعث کاهش قابل توجهAkt

با توجه به مطالب بنابراین، ؛ نسبت به کنترل شده است
DU-145سلول هايدرکارواکرولآپوپتوزيثیرأفوق ت

ت یخاصو Aktفرم فسفوریله کاهش به واسطهاحتمالاً
، القاء استرس اکسیداتیو با افزایش گونه هاي ضد التهابی

می باشد.3فعال اکسیژن و فعال سازي کاسپاز 
IL-6 به واسطه مسیرهاي سیگنالیStat3وAkt

، اثرات خود را بر Stat3به ویژه مسیروMAPKو
). در41،40،4(سرطان پروستات اعمال می کندپیشرفت

ت بالاتر ظغلکرول درااین تحقیق مشخص شد که کارو
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) منجر به کاهش سیگنال هاي القائی 50IC)Mμ480از 
IL6شاملERK1/2،STAT3 وAkt این اثر دگردمی .

نسبت به دو مسیر دیگر Aktمسیر سیگنالی کاهشی براي
ن می دهند که در بافت کمتر بود. مطالعات اخیر نشا

پروستات تفاوت چشمگیري در بیان فرم يتومور
(فرم فعال) نسبت به بافت نرمال وجود دارد Aktفسفوریله 

؛)39،38(مهار این مسیر باعث القاء آپوپتوز می گرددو
منجر به مهار فعالیت Janus Kinaseهمچنین مهار فعالیت 

طانی مهار رشد سلول هاي سروStat3ساختمانی 
). از طرف دیگر، ارتباط سیگنالی 41(پروستات می گردد

باعث بقاء و رشد MAPK/Erkو PI3k/Aktبین 
). علاوه بر 39(سلول هاي سرطان پروستات می شود

HepG2این، کارواکرول در سلول هاي سرطانی کبد 

غلظت موثر خود باعث کاهش فرم فسفوریله در
Erk1/2تکثیر رشد وبدین طریق منجر به کاهشو

همچنین کارواکرول با ؛می گرددHepG2سلول هاي 
P38و افزایش MAPKفعال کردن مسیرتیروزین کیناز 

باعث فعال شدن آپوپتوز در این سلول ها می شود
). با توجه به مطالب فوق می توان نتیجه گرفت که 26(

کارواکرول با کاهش پروتئین هاي مسیرهاي سیگنالی
ERK1/2،STAT3وAkt اثرات القائیIL-6 را کاهش

آپوپتوز و کاهش زیست پذیري ونمنجر به فعال شدداده و
که با مطالعات ذکر شده فوق دگردمی بقاء این سلول ها 

). این مطالب نشان می دهند که مهار 26(دنهمخوانی دار
می تواند به عنوان یک هدف امید IL-6مسیرهاي القایی 

ن پروستات مورد توجه قرار گیرد.بخش، در درمان سرطا
در بررسی تأثیر کارواکرول بر توانایی مهاجرت 

Mμ150، این ترکیب در غلظت DU-145سلول هاي 
توانایی مهاجرتIL-6ئینهمزمان با افزایش میزان سنتز پروت

نسبت به نمونه درمان 66/185این سلول ها را به میزان %
مولار میکرو430غلظتاما در؛می دهدنشده افزایش 

این میزان مهاجرت این سلول ها به شدت کاهش یافته و
نمونه تیمار نشده رسید. در مطالعات قبلی 55کاهش به %

کاهش یامشاهده گردید که در صورت غیر فعال شدن و
(Phosphatase that antagonizes the activation of PI3k= PTEN)

؛)39(افزایش می یابدنتیجه وقوع متاستازدروAktفعالیت 
به وسیله P2Y)(G protein-coupledرسپتورهاي همچنین

باعث P38تیروزین کینازوErk1/2مسیرهاي سیگنالی 
افزایش قدرت تهاجم سلول هاي سرطان پروستات می شوند. 

به وسیله P38ین کیناز ئو پروتErk1/2با افزایش فعالیت 
Agonist P2Yرطان پروستات قدرت تهاجم سلول هاي س

). از طرف دیگر آنتی اکسیدان ها 42(افزایش می یابند
وIL-6یا کاهش بیانوP38 MAPKاز طریق مهار قادرند

در سلول هاي Aktمسیرهاي سیگنالی آن مانند مسیر
DU-145 منجر به کاهش توانایی متاستاز در این سلول ها

این اکرول دربنابراین با توجه به اینکه کارو؛)33،4(گردند
غلظت موثر خود تأثیر بالقوه در کاهش فعالیت تحقیق در

مسیرهاي سیگنالی فوق داشته، می توان نتیجه گرفت که بخشی 
به DU-145مهاجرت سلول هاي از کاهش توانایی تهاجم و

.علت کاهش پروتئین هاي مسیرهاي سیگنالی فوق می باشد

:نتیجه گیري
هند که کارواکرول از نتایج این تحقیق نشان می د

طریق کاهش پروتئین هاي مسیرهاي سیگنالی می تواند
توانایی وکاهش رشد، تکثیروباعث القاء آپوپتوز

؛ گرددDU-145سلول هاي رده مهاجرت سلولی در 
بنابراین، کارواکرول در غلظت هاي موثر خود می تواند 
به عنوان یک ماده درمانی سودمند در درمان سرطان 

تات مورد توجه قرار گیرد.پروس

تشکر و قدردانی:
این تحقیق مربوط به بخشی از پایان نامه خانم 
مهناز کلوشادي دانشجویی کارشناسی ارشد بیوشیمی به 

معاونت تحقیقات و 1203شماره ثبت طرح تحقیقاتی 
همچنین، ؛ استشهرکردپزشکیعلومفناوري دانشگاه

ازراخودتشکروتقدیرمراتبپژوهشگرانبدینوسیله
مرکزبالینی،بیوشیمیتحقیقاتمرکزمحترمپرسنل

سلولی و تحقیقاتمرکزدارویی وگیاهانتحقیقات
اجرايدرکهشهرکردپزشکیعلوممولکولی دانشگاه

.دارندمیابرازنمودند،یاريراماتحقیقاین
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Background and aims: Interleukin-6 (IL-6) causes anti-apoptotic and drug-resistant effects in
prostate cancer cells. Carvacrol, an herbal antioxidant, exists in many different plants. The aim of
this study was to evaluate the effects of Carvacrol on IL-6 gene expression, cellular signaling
proteins, and cell emigration in DU-145 prostate cancer cells.
Methods: In this experimental study, DU-145 cells were treated with various concentrations of
carvacrol for 48 hours. Then, cell viability was assessed by MTT assay and the 50%
inhibitory concentration (IC50) was determined. IL-6 levels at various concentrations of carvacrol
were determined by ELISA kit. IL-6 gene expression and cell signaling proteins (pStat3 ،pErk
and pAkt) were determined using real-time RT-PCR and western blot analysis, respectively. DU-
145 cells migration and invasion were assessed by invasion assay test.
Results: Carvacrol IC50 for DU-145 prostate cancer cells was 406.2 μM. Carvacrol at 150 μM
exhibits IL-6 expression at both mRNA and protein levels, but carvacrol reduces IL-6 expression
at more than 150 μM at both mRNA and protein levels in a dose-dependent manner (P<0.05).
Carvacrol suppresses pStat3, pErk, and pAkt cell signaling proteins at a dose-dependent manner
more than 150 μM. Also, carvacrol significantly declines cell viability and emigrational invasion
ability in DU-145 prostate cancer cells (P<0.05).
Conclusions: Carvacrol reduces cell growth, proliferation, and cell emigration through
diminished cell signaling proteins and IL-6 gene expression, and it causes induction of apoptosis
in DU-145 prostate cancer cells. Therefore, carvacrol can be considered as a useful therapeutic
agent to treat prostate cancer.

Keywords: Interleukin-6, Prostate cancer, Carvacrol, Signaling proteins.
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