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ي سلولها در E-cadherinو  β-cateninي پروتئينهار بيان بعصاره استوني دانه انار  اثر
  PC-3سرطاني 

  2روح االله نخعي سيستاني و *1مجيد تفريحي

  گروه زيست شناسي سلولي و مولكوليبابلسر، دانشگاه مازندران، دانشكده علوم پايه،  1
  وتكنولوژيگروه بيكاشان، دانشگاه كاشان، دانشكده شيمي،  2

  29/2/94 :تاريخ پذيرش  20/11/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

عمده در سطح سلولهاي بافتهاي  به طوراست كه  E-cadherinپروتئينهاي  فوق خانواده از اعضاء يكي E-cadherinپروتئين 
-Epithelialپديده ، موجب بروز تضعيف اتصالات بين سلولي علاوه بر كاهش بيان اين پروتئين .شوداپيتليال بيان مي

mesenchymal transition (EMT)  در طب سنتي، از انار .شودمياپيتليال بافتهاي ي سرطاني سلولهامتاستاز و مهاجرت و 
)Punica granatum(  درصد 70 عصاره استونياثر بررسي اين تحقيق  هدف. شوداستفاده مي بيماريهابسياري از براي درمان 
براي اين منظور پس از . است PC-3رده سلولي در  E-cadherinو  β-catenin هايبر ميزان بيان پروتئين انار هاي دانه) در آب(

نتايج . ي تيمار شده صورت گرفتسلولهاپروتئين كل از و  RNAاستخراج ، ي مختلف عصارهغلظتهااثر سميت بررسي 
ي بالاتر از غلظتهادر  به خصوصرا  PC-3ي لهاسلو حياتانار قادر است دانه نشان داد كه عصاره استوني  MTTآزمايشات 

 تخمين زده ميكروگرم در ميلي ليتر 86عصاره استوني دانه انار در حدود  IC50همچنين . مهار كندميكروگرم در ميلي ليتر  100
عصاره  ميلي ليترميكروگرم در  50 و 20  يغلظتهابا  PC-3ي سلولهاوسترن بلاتينگ نيز نشان داد كه تيمار  نتايج آزمايشات. شد

نتايج اين پژوهش . دوشميبرابر  2/2و  5/1به ميزان تقريبي  E-cadherinو  β-cateninپروتئين  مقدارانار موجب افزايش دانه 
هاي دخيل در اتصالات نبا افزايش بيان پروتئيي سرطاني سلولهاپتانسيل بالايي در مهار متاستاز  انار دانه احتمالاًكند پيشنهاد مي

  .دارد E-cadherinو  β-cateninلي از جمله سلو

  E-cadherin، پروتئين  β-catenin، پروتئين PC-3انار، سلولهاي  :كليديه هاي واژ

  M.tafrihi@umz.ac.ir:  پست الكترونيكي  ،01135302450:  تلفن ،نويسنده مسئول* 

 مقدمه

مشخصه بارز بافتهاي adherens Junction اتصالات سلولي 
 ،مهمترين نقش اين اتصالات. باشدو اندوتليال مي اپيتليال

تعيين شكل سلولي و ، برقراي ارتباط فيزيكي بين سلولها
از جمله پروتئينهاي  ).10( استيكپارچگي بافتي حفظ 

 فوق خانواده ، پروتئينهاياتصالاتاين شركت كننده در 
Cadherin ا اكتين ب هاگليكوپروتئين اينكه از آنجايي. هستند

از د، بنابراين در انتقال پيام نلت سلولي برهمكنش داراسك
هاي سلولي فرآيندو تغيير مورفولوژي و ساير  سطح سلول

، عضوي از اين فوق E-cadherinپروتئين . )21( نقش دارند
عمده در بافتهاي اپيتليال بيان  به طوربوده كه خانواده 

شود و از اينرو يكي از ماركرهاي سطحي سلولهاي  مي
 CDH1وسط ژن تپروتئين اين  .شوديتليال محسوب مياپ

 16 شماره روي بازوي بلند كروموزوم كه بر شودساخته مي
 اگزون تشكيل شده است 16و از  )16q22.1(قرار گرفته 

 خارج سلولي )Domain( پروتئين از سه داميناين . )4(
)Extracellular(عرض غشايي ،  )Transmembrane(  و
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دو سلول مقابل كه بين . يل شده استتشكسيتوپلاسمي 
از طريق دامين برقرار شده است،  اتصالاتاين نوع  ،آنها

خود با يكديگر  E-cadherinخارج سلولي پروتئينهاي 
از  E-cadherinاز طرفي پروتئين . كنندمي رارتباط برقرا

هاي خانواده طريق بخش سيتوپلاسمي خود با پروتئين
Catenin ي پروتئينها به خصوصγ-catenin و β-catenin 

با اسكلت سلولي در ارتباط از اين طريق برهمكنش داده و 
علاوه بر شركت در  β-catenin پروتئين. )26( باشدمي

يكي از اجزاء مسير  Adherens Junctionاتصالات سلولي 
اين مسير انتقال پيام، با  .است  Wnt signalingانتقال پيام 

در سطح  Frizzledهاي يرندهبه گ Wntاتصال ليگاندهاي 
در حالت طبيعي ميزان پروتئين  .شودسلول آغاز مي يغشا

β-catenin   در سلول در حد بسيار پاييني است و مقدار آن
 APC )Adenomatousتوسط كمپلكس پروتئيني متشكل از 

polyposis coli( ،Axin ،GSK-3β  وCKIα  شودميكنترل .
، كمپلكس تخريب Wnt با فعال شدن مسير انتقال پيام

  غير فعال شده و مقدار پروتئين β-cateninپروتئين 
 β-catenin با تخريب اتصالات . )3( يابدسلولي افزايش مي

جدا شده و   E-cadherinاز  β-catenin سلولي، پروتئين
وارد هسته سلول  TCF/LEF1همراه فاكتورهاي رونويسي 

راه ه را ب شود و رونويسي از ژنهاي هدف اين مسيرمي
  .)9( اندازد مي

 CDH1در بسياري از سرطانهاي بافتهاي اپيتليال، بيان ژن 
بنابراين اتصالات بين . )9( شودكاهش يافته و يا متوقف مي

لولهاي سلولها ضعيف شده و پديده مهاجرت و متاستاز س
  بيان پروتئينكاهش و يا عدم  .شودآغاز ميسرطاني 

E-cadherin ني، همچنين موجب بروز در سلولهاي سرطا
 )EMT )Epithelial-mesenchymal transition پديده
مورفولوژي  در اين پديده، سلولهاي اپيتليال .)30( شود مي
داده و مورفولوژي  اي خود را از دستي و ورقهقطب

. گيرندسلولهاي مزانشيمي با قابليت مهاجرت را به خود مي
سلولهاي سرطانهاي  بنابراين يكي از راههاي مهار متاستاز

و  E-cadherin پروتئين بيان ژن سازنده يالقا ،اپيتليال
   ).31( است Adherens junction تقويت اتصالات سلولي

تاكنون مطالعات زيادي جهت مهار متاستاز سلولهاي 
سرطانهاي اپيتليال صورت گرفته است ولي دارويي كه 

سايي و قابليت مهار متاستاز را داشته باشد تاكنون شنا
ها به دليل ها، سبزيجات و ادويهميوه. معرفي نشده است

مراحل مختلف تشكيل و ( توانايي در مهار سرطان 
مورد توجه محققين قرار در سالهاي اخير ) گسترش سرطان

غني از مواد ريز  به خصوصها و سبزيجات ميوه. اندگرفته
 مغذي از جمله فيبر، انواع ويتامينها و مواد  معدني و

-مي آلكالوئيدها كيباتي نظير پلي فنلها، ترپنها وهمچنين تر

، 1( كنندمهار ميقادر هستند سلولهاي سرطاني را باشند كه 
  ).32و  29، 25، 2

 همچنينمطالعات انجام شده بر روي جمعيتهاي مختلف و 
دهند كه بين مصرف مطالعات آزمايشگاهي نشان مي

و خطر بروز ) اتها و سبزيجشامل ميوه(غذاهاي گياهي 
مطالعات . )27( برخي سرطانها رابطه عكس وجود دارد

درصد  70تا  10دهند كه اپيدميولوژيك نيز نشان مي
سرطانهاي انساني با الگوي غذايي ) درصد 35ميانگين (

رو امروزه گياهان و تركيبات  از اين. افراد در ارتباط است
وجه گياهي در زمينه پيشگيري و درمان سرطان مورد ت

در سالهاي اخير، چندين . )27(اند محققين قرار گرفته
داروي ضد سرطان با منشاء گياهي روانه بازار شده و در 
كنار ساير روشهاي درمان سرطان در كلينيك مورد استفاده 

درصد داروهاي ضد  60امروزه بيش از . گيرندميقرار 
گيرند، منشاء طبيعي سرطان كه مورد استفاده قرار مي

، Taxolتوان به ها مياين دارواز جمله  .دارند) ياهيگ(
Vinblastine ،Vincristine ،Topotecan ،Irinotecan  و

Etoposide سسه ؤاشاره كرد كه توسط مFDA  تأييدآمريكا 
علاوه بر اين، ). 19(گيرند شده و مورد استفاده قرار مي
ديگري هستند كه اثرات ضد  گياهان و يا تركيبات گياهي

طاني آنها مورد توجه محققين قرار گرفته و حتي سر
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عمل برخي از آنها نيز تا حدودي شناسايي شده  مكانيسم
   ).22و  17، 13، 6( است

گياهي است كه در مناطق نيمه  )Punica granatum(انار 
اين خواستگاه اوليه شود گفته مي. گرمسيري رويش دارد

شمال آفريقا،  گياه، ايران است و به تدريج به چين، هند،
در . )7( اروپا و كشور امريكا گسترش پيدا كرده است

پزشكي سنتي هند، از انار به عنوان يك داروخانه ياد 
هاي درخت شود تنه و ريشهكه گفته مي يبه طور. شود مي

هاي دانههمچنين  ).24( داردرا انار قابليت دفع كرم روده 
يك سردكننده  انبه عنوانار براي درمان اسهال و عصاره آن 

امروزه . گيردو نيز تقويت كننده خون مورد استفاده قرار مي
هاي آرايشي و از انار و مشتقات آن علاوه بر استفاده

، بيماريهاي AIDSبهداشتي، براي درمان بيماريهايي مانند 
   ).14( شودقلبي، فشار خون و همچنين سرطان استفاده مي

سرطاني انار ثرات ضد تاكنون مطالعات زيادي در مورد ا
مهاري  تأثيرمحدودي در زمينه  صورت گرفته و گزارشهاي

 عصاره انار بر تهاجم سلولهاي سرطاني ارائه شده است
بخش  استونيدر اين مطالعه به بررسي اثر عصاره . )24(

اين  تأثيرو همچنين  CDH1 بر رونويسي ژنخوراكي 
در  β-catenin و E-cadherinهاي عصاره بر ميزان پروتئين

  . ه شده استپرداخت PC-3سلولهاي 

  مواد و روشها

-PC-3 )ATCC No. CRLرده سلولي  :لولكشت س

. از بانك سلولي انيستيتو پاستور ايران خريداري شد) 1435
 درصد 10حاوي  RPMI-1640سلولها در محيط كشت 

 /استرپتومايسين  ك، آنتي بيوتي)Invitrogen(سرم گاوي 
  .كشت داده شدند )حجمي/صد حجميدر 1( پني سيلين 

) دانه(بخش خوراكي  :اناربخش خوراكي  ازتهيه عصاره 
در  درصد 70ن ومحلول است باانار از پوست جدا شده و 

 70حجم استن( 15به ) دانه انار( 1 بت حجميبه نس آب،
گيري ميوه با كمك دستگاه آب و مخلوط )درآب درصد

 مخلوط حاصله .شد هم زدهدقيقه  30آشپزخانه به مدت 
هم  ساعت روي شيكر قرار داده شد تا كاملاً 24به مدت 
افيهاي مختلف صاز  آمده به دستمخلوط  سپس. بخورد

عبور داده شد تا رسوب و ذرات آن از بخش مايع جدا 
محلول حاصله تغليظ شده و با استفاده از دستگاه . شوند

Freeze-dryer ،از اين عصاره. پودر درآمد به صورت، 
تهيه شد و به همراه بقيه  ميكروگرم در ميلي ليتر 20 غلظت

 درجه سانتي گراد - 20پودر تا زمان استفاده در دماي 
  .نگهداري شد

 96در هر يك از چاهكهاي ظروف  :بررسي سميت سلولي
پس از . كشت داده شدند PC-3سلول  5×103خانه، تعداد 

 100 ،80، 60، 40، 20، 10 ساعت، سلولها با غلظتهاي 48
انار دانه از عصاره استوني ميكروگرم در ميلي ليتر  150و 

ساعت، محيط  48پس از . ساعت تيمار شدند 48به مدت 
 5حاوي  PBSبافر  ميكروليتر 100كشت خارج شد و 

-MTT )3-[4, 5نمك ميكروگرو بر ميلي ليتر 

dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl tetrazolium 

bromide( محلول  ،سه ساعت بعد .افزوده شدMTT 
به در تاريكي  DMSO از محلول µl 100 سپس. خارج شد

دقيقه در دماي  30تا  10و به مدت  اهك افزوده شدهر چ
در نهايت جذب محلول فورمازان با . اتاق قرار داده شد

اندازه گيري  nm590 در طول موج  Eliza readerدستگاه 
جذب (  100[ه رابط شد و حيات سلولها با استفاده از

]  حيات) = ( %) تيمار شده  جذب نمونه/ ي كنترل  نمونه
   .محاسبه شد

پس از تيمار  :RT-PCRآزمايش و  RNAاستخراج 
عصاره به مدت  ميكروگرم در ميلي ليتر 50و 20ها با سلول
از پليتها سلولها  ،EDTA-Trypsinساعت، با استفاده از  48

ه از كيت استخراج با استفاد RNAجدا شده و استخراج 
RNA  شركت سيناژن)RNXPlus( پس از . انجام شد

 2 ،استخراجي با دستگاه نانودراپ RNAغلظت  سنجش
مورد استفاده قرار  cDNAبراي ساخت  RNA ازميكروگرم 

  با استفاده از پرايمرهاي ويژه ژن سازنده .گرفت
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E-cadherin ژن در سلولهاي تيمار شده با اين ، بيان
. مورد مطالعه قرار گرفتانار دانه تلف عصاره غلظتهاي مخ

را  β-actinو  CDH1هاي مربوط به ژن ، پرايمر1جدول 

مشخصات برنامه زماني  3و  2جدولهاي. دهد نشان مي
را نشان  β-actinو  E-cadherinبراي ژنهاي  PCRواكنش 

  .دهندمي
 

  RT-PCRدر آزمايش  β-actinو  E-cadherinمشخصات پرايمرهاي مورد استفاده براي دو ژن  -1جدول 
  نام ژن  پرايمر توالي )جفت باز(طول قطعه 

282  5′-TGGAATCCAAGCAGAATTGC-3′  F 
E-cadherin 

5′-TATGTGGCAATGCGTTCTCTATCCA-3′  R 

357  5′-CACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3′  F 
β-actin 

5′-AGTCCGCCTAGAAGCATTTG- 3′ R 
  

   E-cadherinبراي ژن  PCRواكنش  برنامه دمايي و زماني -2جدول 
 تعداد سيكل  زمان  (C°)دما نوع واكنش

Initial Denaturation 95 ′5  1  
Denaturation 95 "60  

30  Annealing 55  "30  
Extension 72 "60  

Final extension 72 ′10  1  
  

  actinβ-براي ژن  PCRبرنامه دمايي و زماني واكنش  -3جدول
 تعداد سيكل  زمان  (C°)دما نوع واكنش

Initial Denaturation 95 ′5  1  
Denaturation 95 "60  

30  Annealing 55  "30  
Extension 72 "45  

Final extension 72 ′10  1  
  

پس از  :و آزمايش وسترن بلاتينگ استخراج پروتئين
 ميكروگرم در ميلي ليتر 50و  20غلظتهاي تيمار سلولها با 

، خانه 6در پليتهاي  ساعت 48ر به مدت انادانه  عصاره
از پليتها جدا شده و  EDTA-Trypsinسلولها با استفاده از 

. دقيقه سانتريفيوژ شدند 5به مدت  rpm 3000با دور  
آمده از سانتريفيوژ در بافر ليز  به دسترسوب سلولي 

)50mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, EDTA 2mM, 

pH=7.8(  25و به تعداد حداقل بر روي يخ انكوبه شده 
بار، مخلوط سلولي از سرنگ انسولين عبور داده شد تا 

. آزاد شوند ي سلوليسلولها متلاشي شده و پروتئينها
، در دور در دقيقه14000 سرعت باسپس محلول ليز شده 

سانتريفيوژ  دقيقه 30درجه سانتي گراد و به مدت  4دماي 
د منتقل شده محلول رويي حاوي پروتئين به ويال جدي .شد

و با استفاده از روش برادفورد، غلظت پروتئينها مشخص 
روي پروتئين ميكروگرم  25 براي انجام الكتروفورز، .شد
پس از سوار شده و  درصد 8 پلي آكريل آميد ژل

انتقال به كاغذ نيتروسلولز، با آنتي باديهاي و فورز الكترو
 و β-catenin، E-cadherin پروتئينهاي اوليه و ثانويه ويژه
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β-actin با استفاده از كيت  .انكوبه شدندECL ) شركت
، آشكارسازي نهايي پروتئينها بر )زيست فن آوران نجم

   .روي فيلم عكاسي انجام شد

تمام آزمايشات مربوط  :كمي سازي نتايج و آناليز آماري
و وسترن بلاتينگ  RT-PCRبه سنجش حيات سلولها، 

-نهايت، معنا دار بودن داده حداقل سه بار تكرار شد و در

و نرم  tهاي مربوط به اين آزمايشات با استفاده از آزمون 
سطح معناداري نيز . بررسي قرار گرفتمورد  SPSSافزار 

05/0 P< در نظر گرفته شد.  

  نتايج
در ابتدا به منظور بررسي  :آزمايش سنجش حيات سلولها

يات عصاره استوني بخش خوراكي انار بر رشد و ح تأثير
در اين آزمايش، . انجام شد MTT، آزمون PC-3سلولهاي 

 150و  100، 80، 60، 40، 20، 10سلولها با غلظتهاي 

 48پس از . از عصاره تيمار شدندميكروگرم در ميلي ليتر 
ساعت، حيات سلولهاي تيمار شده با عصاره در مقايسه با 

ه لازم ب. محاسبه شد) سلولهاي كنترل(سلولهاي تيمار نشده 
ترين غلظت ذكر است در نمونه كنترل، هم حجم بالا

 .به محيط كشت سلولي اضافه شدعصاره، حلال مربوطه 
شود،  مشاهده مي 1و شكل   4 طور كه در جدول همان

ميكروگرم در ميلي ليتر   60،  و 40، 20، 10غلظتهاي 
-نداشته PC-3عصاره اثر مهاري بارزي بر حيات سلولهاي 

حيات سلولها را به وگرم در ميلي ليتر ميكر 80 غلظت. اند
 100 و غلظتهايدرصد كاهش داده است  30ميزان حدود 

موجب مهار حيات و رشد ميكروگرم در ميلي ليتر  150و 
 درصد 53و  درصد 68به ترتيب به ميزان  PC-3سلولهاي 

اين آزمايش سه بار تكرار شد و در پايان، براي هر . اندشده
سپس ). 4 جدول(آمد  به دستن غلظت، يك عدد ميانگي
شكل (، نمودار نتايج رسم شد Excelبا استفاده از نرم افزار 

غلظتي كه موجب ( IC50محاسبات نشان داد مقدار  ).1
 86حدود ) شوددرصدي جمعيت سلولي مي 50كاهش 

  . باشدميميكروگرم در ميلي ليتر 

دانه  تيمار شده با عصاره استوني  PC-3حيات سلولهاي  -4دول ج
  انار

ميكروگرم در (غلظت عصاره 
  )ميلي ليتر

  (%)ميانگين  حيات سلولي 

 100  )كنترل(0

10 98  
20  93 

40 84  
60 6/80  
80  3/73  
100  68  
150  53  

مشخص كرد كه  MTTآزمايش : RT-PCRآزمايش 
ميكروگرم در ميلي  100عصاره انار در غلظتهاي بالاتر از 

كشنده بوده و موجب كاهش ، PC-3ليتر براي سلولهاي 
براي  IC50در اين مطالعه، مقدار . شودجمعيت سلولي مي

در اين . به دست آمد μg/ml 86عصاره دانه انار حدود 
مطالعه، ميزان پروتئينهاي شركت كننده در اتصالات سلولي 
مورد مطالعه قرار گرفته است بنابراين سلولها بايد به لحاظ 

كمترين ميزان مرگ سلولي  مورفولوژيك طبيعي باشند و
بنابراين با استفاده از . ناشي از تيمار با عصاره رخ دهد

و همچنين مشاهدات ميكروسكوپي   MTTنتايج آزمايش 
و از ) ها نشان داده نشده استداده( در مورد ظاهر سلولها 

برابري در  5/2اختلاف (طرفي فاصله قابل توجه غلظتها 
به  ميكروگرم در ميلي ليتر 50و  20، از دو غلظت )غلظتها

عنوان غلظتهاي مناسب براي تيمار سلولها جهت بررسي 
  و نيز ميزان پروتئينهاي CDH1تأثير آن بر بيان ژن 

 E-cadherin  وβ-catenin بررسي بيان  .سلول، استفاده شد
تيمار شده انجام شد و  PC-3در سلولهاي  CDH1ژن 

با اعداد  باندها اعداد به دست آمده از اندازه گيري شدت
با استفاده از  به عنوان كنترل β-actinهاي ژن مربوط به باند

بررسيهاي . ، استاندارد و نرماليزه شدند Image Jنرم افزار 
 ميكروگرم در ميلي ليتر 50و  20 كمي نشان داد غلظتهاي
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  . )2شكل(شود برابر مي 5/1حدود به ميزان  E-cadherinعصاره موجب افزايش بيان ژن 

  
. اناردانه از عصاره استوني ميكروگرم در ميلي ليتر  150و  100، 80، 60، 40، 20، 10تيمار شده با غلظتهاي   PC-3حيات سلولهاي سنجش -1شكل
ميزان نيز به لي ليتر ميكروگرم در مي 100  هاي بالاتر ازبه ميزان بسيار كمي بر حيات سلولها اثر مهاري داشته و غلظتميكروگرم در ميلي ليتر  10 غلظت

  ). p<0.01: ** و P<0.05: *. (باشدنتايج ارائه شده، ميانگين حاصل از سه آزمايش مستقل مي. اندهموجب مهار حيات سلولها شدقابل توجهي 

  
همانطور كه در . انار انهاستوني دعصاره ميكروگرم در ميلي ليتر  50و  20تيمار شده با غلظتهاي  PC-3در سلولهاي  CDH1بررسي بيان ژن  -2شكل

. ي شده استدر سطح رونويس CDH1برابري بيان ژن  5/1موجب افزايش حدود  ميكروگرم در ميلي ليتر  50و  20غلظتهاي شود، شكل مشاهده مي
  ).p<0.01: **و  P<0.05: *( باشدمعرف ميانگين نتايج حاصل از سه آزمايش مستقل مينمودار 
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تيمار از اينكه مشخص شد  پس :آزمايش وسترن بلاتينگ
ميكروگرم در ميلي  50و  20با غلظتهاي  PC-3سلولهاي 

 E-cadherinموجب افزايش بيان ژن انار دانه عصاره  ليتر
عصاره بر تغيير  تأثير، )2شكل ( در سطح رونويسي شد

-PCدر سلولهاي  β-cateninو  E-cadherin ميزان پروتئين

آمده از اندازه  دست بهاعداد . مورد بررسي قرار گرفت 3
ي پروتئيني در آزمايش وسترن بلاتينگ گيري شدت باندها

 50و  20مربوط به سلولهاي تيمار شده با غلظتهاي 
با اعداد مربوط به  انار دانه عصاره  ميكروگرم در ميلي ليتر

به عنوان نمونه كنترل، استاندارد  β-actinهاي پروتئين باند
ها ل از اندازه گيري شدت باندنتايج حاص. و نرماليزه شدند

 50و  20هايبا غلظت PC-3كه تيمار سلولهاي نشان داد 
موجب افزايش ميزان  عصاره  ميكروگرم در ميلي ليتر

 شكل (شد برابر  2/2به ميزان تقريبي  E-cadherinپروتئين 

A3 .( همچنين تيمار سلولهايPC-3 50و  20 هايبا غلظت 
-βنيز موجب افزايش پروتئين  ميكروگرم در ميلي ليتر

catenin    شكل (برابر شد  5/1سلولي به ميزان حدود B3 .(  

  
در ) B(  β-cateninو  )E-cadherin )A انار بر مقدار سلولي پروتئيندانه عصاره  ميكروگرم در ميلي ليتر 50و  20غلظتهاي  تأثيربررسي  -3شكل 

  .)p<0.01 :**و  p<0.05: *( باشدنتايج، ميانگين حاصل از سه آزمايش مستقل مي. ينگبا استفاده از روش وسترن بلات PC-3سلولهاي 
  

  بحث و نتيجه گيري

در اين مطالعه اثرات ضد سرطاني گياه انار بر سلولهاي 
 PC-3 ي سلولها. گرفتمورد مطالعه قرار  PC-3سرطاني 

در  به خصوصتحقيقات مربوط به سرطان پروستات در 
سلولهاي  ،داروها و پاسخ آنها به داروها أثيرتزمينه مطالعه 
به دليل  و بودهاين سلولها، دوكي شكل . مناسبي هستند
كنند از را به ميزان كمي بيان مي E-cadherinاينكه پروتئين 

در اين ). 30( باشندبرخوردار ميقدرت تهاجمي بالايي 

مطالعه ابتدا اثرات سيتوتوكسيك عصاره استوني دانه انار بر 
مورد  MMTبا استفاده از آزمون  PC-3حيات سلولهاي 

نشان داد كه عصاره  MTTآزمايشات . مطالعه قرار گرفت
به را  PC-3انار قادر است رشد سلولهاي دانه استوني 
ميكروگرم در ميلي  100در غلظتهاي بالاتر از   خصوص

انار در دانه عصاره استوني  IC50همچنين . مهار كندليتر 
  ). 1شكل (تعيين شد يكروگرم در ميلي ليتر م 86حدود  

هاي مطالعات مختلفي در مورد اثرات ضد سرطاني گونه
 به دستمختلف گياهي انجام شده است و نتايج جالبي 
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و همكاران نشان دادند كه عصاره  Khan. آمده است
 A549استوني دانه انار موجب كاهش رشد سلولهاي 

و همكاران  Malik .)13( شودمي) سلولهاي سرطان ريه(
نشان دادند كه عصاره استوني دانه انار موجب كاهش رشد 

آپوپتوز در اين سلولها  يو القا PC-3و حيات سلولهاي 
 .)15(شود مي

 86 عصاره دانه انار در حدود IC50در اين مطالعه،  
 MTTآزمايشات . آمد به دستميكروگرم در ميلي ليتر 

مهاري عصاره بر رشد  تأثيرتر، در غلظتهاي پاييننشان داد 
مشاهدات  همچنين و حيات سلولها قابل توجه نبود و
با  سلولهاي تيمار شده ميكروسكوپي نشان داد مورفولوژي

ه تصميم گرفتبنابراين . بودتر عصاره، طبيعي غلظتهاي پايين
بين (ميكروگرم در ميلي ليتر  50و  20تا از غلظتهاي  شد

عصاره در ) ر ميلي ليترميكروگرم د 60و  40دو غلظت 
نشان داد نيز مطالعات اوليه  .گرددآزمايشات بعدي استفاده 

در سطح بسيار پاييني  PC-3در سلولهاي  CDH1كه ژن 
 PC-3هاي لرسد سلوبنابراين به نظر مي). 29(شود بيان مي

هاي مختلف تركيبات و دارو تأثيرمدل مناسبي براي مطالعه 
. و تهاجم سلولي باشند E-cadherinبر بيان ژن سازنده 

ميكروگرم  50و  20غلظتهاي نشان داد  آزمايشاتنتايج اين 
 انار موجب افزايش بيان ژندانه عصاره  در ميلي ليتر

به ميزان  mRNAدر سطح )E-cadherin )CDH1 سازنده
در مطالعه ديگري كه  .)2شكل ( شودميبرابر  5/1تقريبي 

گرفته مشخص  صورت DU145هاي سلولي بر روي رده
شده است كه عصاره انار موجب افزايش بيان برخي ژنهاي 

 ICAM-1 )Intracellular adhesion  سلولي از جمله ژنهاي

molecule 1( ،PDCD4 )Programmed cell death 4( ،
MARCKS )Myristoylated alanine-rich protein kinase 

C substrate ( وCDH1 شودمي )مشخص شده است  .)15
به همين . اين ژنها همگي در اتصالات سلولي نقش دارند

تا اثر عصاره  ه شدنيز تصميم گرفت در اين تحقيقدليل 
كننده  اصلي شركت پروتئيندو استوني دانه انار را بر بيان 

سي رورد برم ،Adherens junctionدر اتصالات سلولي 
   .گيردقرار 

شركت يكي از پروتئينهاي اصلي  E-cadherinپروتئين 
بين  adherens junctionكننده در اتصالات سلولي 

گزارشهاي زيادي . )20و  18، 12( سلولهاي اپيتليال است
وجود دارد مبني بر اينكه در بسياري از سرطانهاي پيشرفته 

يابد، ژن و تهاجمي، يكي از ژنهايي كه بيان آن كاهش مي
ار بنابراين انتظ. )18( است E-cadherinسازنده پروتئين 

رود كاهش بيان آن در سلولهاي سرطاني موجب سست مي
 شدن اتصالات سلولي و جدا شدن سلولها از يكديگر شود

اند كه تيمار و همكاران نشان داده Kandouz. )32و  5(
، Teucrium poliumبا عصاره متانولي  PC-3ي سلولها

باعث تغيير مورفولوژي اين سلولها از حالت دوكي 
اين تغيير شكل . )12( شودحالت اپيتليال ميبه ) مزانشيمي(

 فرآيندعكس ( METسلولها يكي از ويژگيهاي پديده 
EMT (است )د كه دادنهمچنين اين محققين نشان . )31
موجب  T. poliumسلولها با عصاره متانولي گياه اين تيمار 

. )12( شوددر غشاء مي E-Cadherinافزايش ميزان پروتئين 
لاتينگ مشخص كرد تيمار سلولهاي آزمايشات وسترن ب

PC-3   ميكروگرم در ميلي ليتر  50و  20با غلظتهاي
سلولي به ميزان  E-cadherinپروتئين مقدار موجب افزايش 

 شودميبرابر در مقايسه با سلولهاي كنترل  2/2تقريبي 
گونه پيشنهاد كرد كه  توان اينبنابراين مي). A3شكل (

پتانسيل  PC-3ار تهاجم سلولهاي در مه احتمالاًعصاره انار 
يه نيازمند مطالعات اين نظر تأييدخوبي دارد كه البته 

آزمايشات وسترن بلاتينگ نشان داد  همچنين. بيشتري است
ميكروگرم در  50و  20با غلظتهاي  PC-3تيمار سلولهاي 

انار موجب افزايش حدود دانه عصاره استوني ميلي ليتر 
 PC-3در سلولهاي  β-catenin برابري ميزان پروتئين 5/1

يكي از اجزاي  β-cateninپروتئين ). B 3شكل(شود  مي
و نيز يكي از پروتئينهاي همراه  Wntاصلي مسير انتقال پيام 

E-cadherin  در محل اتصالات سلوليadherens junction 
متصل   E-cadherinسيتوپلاسمي پروتئين  كه به بخش بوده
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-Eهمي در اتصال پروتئين نقش مرو شود و از اينمي

cadherin مشخص شده . )16و 11( به اسكلت سلولي دارد
در تكوين بسياري از  Wntاست كه مسير انتقال پيام 

علاوه بر اين مشخص شده . )16( موجودات نقش دارد
در شكل  ،است كه فعاليت نامتعادل اين مسير انتقال پيام

مطالعات . )26و  23( گيري بسياري از سرطانها نقش دارد
نشان داده است در برخي سرطانهاي انساني، ژن  مختلف

-βپروتئين  جهش يافته و مقدار β-catenin سازنده پروتئين

catenin مشخص شده . )28و  9، 8( يابدافزايش مي يسلول
  از β-cateninپروتئين در اين سرطانها، است 

E-cadherin  جدا شده و به همراه فاكتورهاي رونويسي
TCF و LEF-1 بيان تغيير  شود و موجببه هسته منتقل مي

جدا شدن . شودميو سرطاني شدن سلول برخي ژنها 
موجب  E-cadherinاز پروتئين  β-catenin پروتئين

  . )26و 23 ،11(شود تضعيف اتصالات سلولي مي

و كاهش   p27و  p21با افزايش بيان ژنهاي عصاره انار 
موجب  cdk4و  cyclin D ،cyclin E ،cdk2بيان ژنهاي 

 در سلولهاي مختلف G1/Sتوقف چرخه سلولي در مرحله 
عصاره انار، بيان ژنهاي آپوپتوزي را افزايش داده و . شودمي

 .)24و  15، 14( كندژنهاي ضد آپوپتوزي را مهار مي
با عصاره انار نيز  PC-3تيمار سلولهاي سرطاني همچنين 

  . )24( ودشنيز موجب تغيير بيان برخي ژنها مي

در  E-cadherinاند كه بيان پروتئين مطالعات نشان داده

  سلول و قرار گرفتن آن در غشاء از انتقال پروتئين
β-catenin 29 و 21( كندبه هسته سلولي جلوگيري مي( .
مثال آزمايشات ايمونوهيستوشيمي در سلولهاي  به عنوان

  معده حاكي از كاهش پروتئينپيشرونده سرطاني 
β-catenin گزارشهاي زيادي . )9( سلول است يدر غشا

هم وجود دارد كه در مراحل پيشرفته سرطانهاي بافتهاي 
سلولي  يدر غشا E-cadherinاپيتليال، ميزان پروتئين 

كاهش يافته و همين امر موجب تضعيف اتصالات سلولي 
نتايج پژوهش حاضر . )20( شودو مهاجرت سلولها مي

با  PC-3اينكه تيمار سلولهاي  به دليلدهد كه نشان مي
  موجب افزايش ميزان پروتئينهايانار عصاره استوني 

E-cadherin  وβ-catenin اين  احتمالاًشود، بنابراين مي
 .پتانسيل بالايي در مهار متاستاز سلولهاي سرطاني داردگياه 

و  جهت تكميل نتايج حاصله در اين مطالعهقطع،  به طور
 نياز است تا، كولي اين اثراتشناخت مكانيسمهاي مول

ونوفلورسانس جهت تعيين موقعيت مآزمايشات اي
پس از تيمار  β-cateninو  E-cadherinپروتئينهاي 

آن بر متاستاز  تأثيرانار و دانه با عصاره  PC-3سلولهاي 
همچنين مطالعه بيان برخي ژنهاي سلولهاي سرطاني و 

-cyclin D1 ،cاز جمله ژنهاي  β-cateninهدف پروتئين 

myc ر سلولهاي تيمار شده با غلظتهاي مختلف د ...، و
  . انجام شود اناردانه عصاره 

  منابع
. دشت بزرگي، سارا. دلفي، لادن. سپهري، حوري. حضوري، الهام .1

بر ) MCP(اثر پكتين تغيير يافته مركبات . 1392. گليايي، بهرام
ن سلولي سرطاو دودمان  HUVECرگزايي سلولهاي  فرآيند

مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي  ،DU145پروستات انساني 
  .437-426: 4، 26). مجله زيست شناسي ايران(

. دلفي، لادن. گليايي، بهرام. سپهري، حوري. دشت بزرگي، سارا .2
بررسي اثر مشتقات پكتيني در القاي . 1392. جان زمين، احسان

رطان پوپتوز در دودمان سلولي سآمرگ برنامه ريزي شده يا 
مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي . DU145پروستات انساني 

 .199-186: 2 ،26). مجله زيست شناسي ايران(

3. Anastas, J. and Moon, R. 2013. WNT Signalling 
pathways as therapeutic targets in cancer. 
Nature Reviews Cancer 13: 11-26. 

4. Batlle, E., Sancho, E., Francí, C., Domínguez, 
D., Monfar, M., Baulida, J. and García De 

Herreros, A. 2000. The transcription factor Snail 
is a repressor of E-cadherin gene expression in 
epithelial tumour cells. Nature Cell Biology 2: 
84-89. 

5. Bertocchi, C., Vaman Rao, M. and Zaidel-Bar, 
R. 2012. Regulation of Adherens Junction 



 1395، 1، شماره 29جلد                                                                       )    مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

57 

Dynamics by Phosphorylation Switches. Journal 
of Signal Transduction 2012: 1-14. 

6. Chu, Q., Ling, MT., Feng, H., Cheung, HW., 
Tsao, SW., Wang, X. and Wong, YC. 2006. A 
novel anticancer effect of garlic derivatives: 
inhibition of cancer cell invasion through 
restoration of E-cadherin expression. 
Carcinogenesis 27(11): 2180-2189. 

7. Ebadi, M. 2007.  Pharmacodynamic Basis of 
herbal medicine. p; 507. New York: Taylor & 
Francis 

8. Fujimori, M., Ikeda, S., Shimizu, Y., Okajima, 
M. and Asahara, T. 2001. Accumulation of β-
Catenin Protein and Mutations in Exon 3 of β-
Catenin Gene in Gastrointestinal Carcinoid 
Tumor. Cancer Research 61: 6656-6659. 

9. Hajra, K. and Fearon, E. 2002. Cadherin and 
Catenin Alterations in Human Cancer. Genes 
Chromosomes Cancer 34(3): 255-268. 

10. Harris, T. and Tepass, U. 2010. Adherens 
junctions: from molecules to morphogenesis. 
Nature Reviews Molecular Cell Biology 11: 
502-514. 

11. Heuberger, J. and Birchmeier, W. 2009. 
Interplay of Cadherin-Mediated Cell Adhesion 
and Canonical Wnt Signaling. Cold Spring 
Harbor Perspectives in Biology 2(2): 1-24. 

12. Kandouz, M., Alachkar, A., Zhang, L., Dekhil, 
H., Chehna, F., Yasmeen, A. and AlMoustafa, 
AE. 2009. Teucrium polium plant extract 
inhibits cell invasion and motility of human 
prostate cancer cells via the restoration of the E-
cadherin/catenin complex. Journal of 
Ethnopharmacology 129 (3): 410-415. 

13. Khan, N., Hadi, N., Afaq, F., Syed, D.S., 
Kweon, MH. and Mukhtar, H. 2007. 
Pomegranate fruit extract inhibits prosurvival 
pathways in human A549 lung carcinoma cells 
and tumor growth in athymic nude mice. 
Carcinogenesis 28 (1): 163-173. 

14. Lansky, E. and Newman, R. 2006. Punica 
granatum (pomegranate) and its potential for 
prevention and treatment of inflammation and 
cancer. Journal of Ethnopharmacology 109(2): 
177-206. 

15. Malik, A., Afaq, F., Sarfaraz, S., Adhami, V.M., 
Syed, D.N. and Mukhtar, H. 2005. Pomegranate 
fruit juice for chemoprevention and 
chemotherapy of prostate cancer. PNAS 
102(41): 14813-14818. 

16. Miller, J. and Moon, R. 1996. Signal 
transduction through β-Catenin and 
specification of cell fate during embryogenesis. 
Genes & Development 10: 2527-2539. 

17. Milner, J.A. 2006. Preclinical Perspectives on 
Garlic and Cancer. The Journal of Nutrition 
136(3S): 827S-831S. 

18. Nakamura, T., Kato, Y., Fuji, H., Horiuchi, T., 
Chiba, Y. and Tanaka, K. 2003. E-cadherin-
dependent intercellular adhesion enhances 
chemoresistance. Int J Mol Med 12(5): 693-700. 

19. Nobili, S., Lippi, D., Witort, E., Donnini, M., 
Bausi, L., Mini, E. and Capaccioli, S. 2009. 
Natural compounds for cancer treatment and 
prevention. Pharmacological research 59: 365-
378. 

20. Onder, T.T. and Gupta, P.B. 2008. Loss of E-
cadherin promotes metastasis via multiple 
downstream transcriptional pathways. Cancer 
Research 68(10): 3645-3654. 

21. Orsulic, S., Huber, O., Aberle, H., Arnold, S. 
and Kemler, R. 1999. E-cadherin binding 
prevents β-catenin nuclear localization and β-
catenin/LEF-1-mediated transactivation. Journal 
of Cell Science 112(8): 1237-1245. 

22. Park, H.K., Han, D.W. and Park, J.C. 2005. 
Differential biological responses of green tea 
polyphenol in normal cells vs. cancer cells. 
Current Applied physics 5: 449-452. 

23. Polakis, P. 2000. Wnt signaling and cancer. 
Genes & development 14(15): 1837-1851. 

24. Rettig, M., Heber, D., An, J., Seeram, N.P., 
Rao, J.Y., Liu, H., Klatte, T., Belldegrun, A., 
Moro, A., Henning, S.M., Mo, D., Aronson, 
W.J. and Pantuck, A. 2008. Pomegranate extract 
inhibits androgen-independent prostate cancer 
growth through a nuclear factor-κB-dependent 
mechanism. Mol Cancer Ther 7(9): 2662-2671. 

25. Rucinska, A., Roszczyk, M. and Grabryelak, T. 
2008. Cytotoxicity of the isoflavone genistein in 
NIH 3T3 cells. Cell Biology International 32: 
1019-1023. 

26. Seidensticker, M. and Behrens, J. 2000. 
Biochemical interactions in the wnt pathway. 
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - 
Molecular Cell Research 1495(2): 168-182. 

27. Surh, Y.J. 2003. Cancer chemoprevention with 
dietary phytochemicals. Nature Reviews Cancer 
3: 768-780. 



 1395، 1، شماره 29جلد                                                                       )    مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

58 

28. Tafrihy, M., Mohammadzadeh, R., Jahanzad, 
M. and Arab Najafi, S.M. 2006-2007. Mutations 
in the β-catenin Gene in Gastric and Esophageal 
Cancers: an Analysis in Iranian Patients. Journal 
of Science (University of Tehran) 32(4): 161-
167. 

29. Tafrihi, M., Toosi, S., Minaei, T., Gohari, AR., 
Niknam, V. and Najafi, S.M.A. 2014. 
Anticancer Properties of Teucrium persicum in 
PC-3 Prostate Cancer Cells. Asian Pacific 
Journal of Cancer Prevention 15 (1): 785-791. 

30. Tai, S., Sun, Y., Squires, J.M., Zhang, H., Oh, 
W.K., Liang, CZ, and Huang, J. 2011. PC3 Is a 

Cell Line Characteristic of Prostatic Small Cell 
Carcinoma. Prostate 71(15): 1668-1679. 

31. Voulgari, A. and Pintzas, A. 2009. Epithelial–
mesenchymal transition in cancer metastasis: 
Mechanisms, markers and strategies to 
overcome drug resistance in the clinic. 
Biochimica et Biophysica Acta 1796: 75-90. 

32. Vlad-Fiegen, A., Langerak, A., Eberth, S. and 
Muller, O. 2012. The Wnt pathway destabilizes 
adherens junctions and promotes cell migration 
via β-catenin and its target gene cyclin D1. 
FEBS Open Bio 2: 26-31. 

  

  

  

  

Effect of acetone-derived pomegranate extract on the expression 
of E-cadherin and β-catenin proteins in PC-3 cells 

Tafrihi M.1 and Nakhaei Sistani R.A.2 

1 Molecular & Cell Biology Dept., Faculty of Basic Sciences, University of Mazandaran, Babolsar, I.R. of 
Iran 

2 Biotechnology Dept., Faculty of Chemistry, University of Kashan, Kashan, I.R. of Iran 

Abstract 

E-cadherin protein is a member of cadherin superfamily which expressed mainly at the 
surface of epithelial cells. Reduced expression of this protein results in cell adhesion 
weakening, EMT (Epithelial-mesenchymal transition), migration and metastasis of 
epithelial cancer cells. In traditional medicine, pomegranate (Punica granatum) is used 
to treat several diseases including diarrhea, heart diseases and blood pressure disorders. 
In this study, we examined the effect of pomegranate acetone extract on the expression 
of β-catenin and E-cadherin proteins in PC-3 cancer cells. The results of MTT 
experiments showed that acetone-derived extract of pomegranate inhibits viability of 
PC-3 cells, especially in concentrations higher than100 μg/ml. The IC50 value of 
pomegranate extract was estimated to be 86μg/ml. The results of western blotting 
experiments showed that concentrations of 20 and 50 μg/ml of pomegranate extract led 
to 1.5- and 2.2-folds increase in β-catenin and E-cadherin protein levels, respectively. 
The results of this study suggest that pomegranate fruit which induces the expression of 
proteins involved in adherens junctions including E-cadherin and β-catenin may have 
great potentials in inhibition of cancer cell metastasis.  

Key words: Pomegranate, PC-3 cells, β-catenin protein, E-cadherin protein 

  
 


