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 چکیذُ
-اس ؽبذـ ثبؽس. ٔیز زر اطز عزعبٖ زر ػٟبٖ ٚ ٞؾشٕیٗ عزعبٖ ؽبیـ زر ػٟبٖ ٔی عزعبٖ ٔزی ثٝ فٙٛاٖ ؽؾٕیٗ فبُٔ ٔزي ٚ

یىی اس وبسٙیٗ -ثشبٔبروز . اعزرازیٛ سزادی ٚ زرفس ثبلای فٛز ٔؼسز زر ثیٕبراٖ -ٞبی ایٗ عزعبٖ ٔمبٚٔز ثٝ ؽیٕیسزیٗ ٚیضٌی

ی سٛٔٛر را ٞب عَّٛسىظیز ٚ یه فبوشٛر سٙغیٕی ثیبٖ صٖ ثٛزٜ  EZH2. صٖ سثبؽ ٔیزر ثیٕبراٖ  سٟبػٓٚ ٔشبعشبس سزیٗ فٛأُ افّی

 .ؽٛز ٔیی ثسذیٓ ثیبٖ ٞب عزعبٖثٝ عٛر غیزعجیقی زر ا٘ٛاؿ  EZH2. وٙس ٔیی ثٙیبزی را حفؼ ٞب عَّٛٚ دزسٛا٘ی  زٞس ٔیافشایؼ 

زر ٞغشٝ اعز. ثیبٖ  Wntزٞی ٔغیز یه ػشء عبذشبری اس اسقبلار چغجٙسٜ ثٝ ٕٞزاٜ وبزٞزیٗ ٚ فبُٔ افّی عیٍٙبَ وبسٙیٗ-ثشب

زر  EZH2صٖ  عبسی ذبٔٛػٚوشٛر  زر ایٗ ٔغبِقٝ .ؽٛز ٔیاغّت ٔٙؼز ثٝ عزعبٖ ٚ ٔشبعشبس  (β-catenin) وبسٙیٗ-ثشبؼبی ٘بث

 EZH2صٖ  YM-1ی رزٜ عزعب٘ی ٔزی ٞب عَّٛزر دظ اس سز٘غفىؾٗ ٚ  ،وّٖٛ ٚ عذظ اعشرزاع ؽسٜ اؽزؽیب وِٛیثبوشزی 

ثب اعشفبزٜ اس سىٙیه  وبسٙیٗ-ثشبثیبٖ  ،EZH2صٖ  عبسی ذبٔٛػسبییس ، ٚ cDNA عٙشش، RNAاعشرزاع اسدظ ذبٔٛػ ؽسٜ اعز. 

Real-time PCR .ثقس اس زعشىبری  ٞب عَّٛسغز ٟٔبػزر عِّٛی ثزای ثزرعی عزفز سٟبػٓ  ٔٛرز ارسیبثی لزار ٌزفز

 EZH2 عبسی ذبٔٛػ٘ؾبٖ زاز.  EZH2 عبسی ذبٔٛػعِّٛی سحز  را زر رزٜوبسٙیٗ -ثشب وبٞؼ ثیبٖ ،٘شبیغ. اعشفبزٜ ؽسص٘شیىی 

زر سٙؾیٓ ثیبٖ صٖ  EZH2٘شبیغ حبوی اس ٘مؼ صٖ  .ی عزعب٘ی ٔزی را وبٞؼ زازٞب عَّٛ ٟٔؼزرزاری ٔیشاٖ رؽس ٚ ثغٛر ٔقٙی

اس ٟٕٔشزیٗ فٛأُ ثسذیٕی  یىی. ثب سٛػٝ ثٝ ایٗ وٝ ا٘شؾبر سٛٔٛر ثبؽس ٔیی عٍٙفزؽی ٔزی ٞب عَّٛزر عزعبٖ وبسٙیٗ -ثشب

 ،ٌزززرط ثیٕبراٖ ٔیٔشبعشبس ٚ سٟبػٓ ٔٛػت ٔزي سٚزٞبی عزعبٖ ٔزی ثٝ فّز ٚ اس عزفی ایٗ ٚیضٌی ثبؽس ٔی ٔزی عزعبٖ

 ثیٕبراٖ ثبؽس.  زرٔبٖ ثرؼس ٘ٛیسسٛا٘ ٔیی ثٙیبزیٗ عزعب٘ی ٞب عَّٛیبفشٗ ٔبروز ٔٛطز زر وٙشزَ 

 .EZH2 ،shRNA وبسٙیٗ،-ثشب ٔزی،ی عٍٙفزؽی ٞب عَّٛعزعبٖ : کلیذي کلوات

 هقذهِ

ٞؾشٕیٗ ( ESCC)ی عٍٙفزؽی ٔزی ٞب عَّٛعزعبٖ 

ثسذیٕی رایغ ٚ ؽؾٕیٗ ثسذیٕی وؾٙسٜ ثز اطز 

ٕٞچٙیٗ،  (.7) ثبؽس ٔیعزعبٖ زر  عزاعز ػٟبٖ 

ی ٞفشٓ زر  ؽیٛؿ عزعبٖ عزعبٖ ٔزی زر ایزاٖ رسجٝ

ایٗ عزعبٖ عبلا٘ٝ ٔغئَٛ ٔزي ثیؼ اس   (.2) زارزرا 

ثبؽس. ثزٚس عزعبٖ  زٜ ٔیّیٖٛ ٘فز زر عزسبعز ز٘یب ٔی

-ٔزی اس ِحبػ ٔٛلقیز ػغزافیبیی ٔشفبٚر ثٛزٜ ثٝ

ی ػغزافیبیی ثیٗ ؽٕبَ ایزاٖ سب وٝ ٔحسٚزٜعٛری

ثٝ زا٘ٙس. وٕزثٙس عزعبٖ ٔزی ٔیؽٕبَ چیٗ را 

اعشبٖ ٌّغشبٖ زر ؽٕبَ ایزاٖ یىی اس دز ذقٛؿ 
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. عزعبٖ (24، 9) ثبؽس ثزٚسسزیٗ ٘مبط زر ػٟبٖ ٔی

ٔزی اس ِحبػ ٞیغشِٛٛصی ٚ ثبفز ؽٙبعی ثٝ زٚ ٘ٛؿ 

ٞبی عٍٙفزؽی ؽٛز: عزعبٖ عَّٛ افّی سمغیٓ ٔی

(. ٘ٛؿ EADC( ٚ آز٘ٛوبرعیْٙٛ ٔزی )ESCC) ٔزی

ESCC  سزیٗ فزْ ثٝ فٙٛاٖ رایغ زرفس 80ثب حسٚز

-فزف ٘ؾز اس سٕبٔی دیؾزفز ثبؽس. عزعبٖ ٔزی ٔی

ٞبی حبفّٝ زر سٔیٙٝ سؾریـ ٚ زرٔبٖ عزعبٖ 

ٕٞچٙبٖ ثمب وّی زر ثیٕبراٖ ٔجشلا ثٝ عزعبٖ ٔزی ثغیبر 

یىی اس ٟٕٔشزیٗ  .ثبؽس ٔی ٞب عزعبٖوٕشز اس عبیز 

ٔشبعشبس ٚ  ESCCٔؾىلار زر زرٔبٖ ثیٕبراٖ ٔجشلا ثٝ 

 غیزٜ وّیٝ ٚ ،ریٝ :ٞبی اعزافسٟبػٓ سٛٔٛر ثٝ ثبفز

ثیبٖ ٔبروزٞبی وٕه وٙسٜ آٖ فّز افّی  وٝ ثبؽس ٔی

ٔبروزٞب ایٗ ٘ٛؿ اس ػّٕٝ  .ثبؽس ٔی EMTثٝ ٔغیز 

 .(8، 5) اؽبرٜ ٕ٘ٛزوبسٙیٗ -ثشبٚ  EZH2ثٝ  سٛاٖ ٔی

EZH2  ٝیه سیزٚاحس وبسبِیشٚری ٞغشPRC2  ٚ ٜثٛز

-اعز وٝ سزی PRC2یه فضٛ حیبسی اس ذب٘ٛازٜ 

 27ٚ9ِیشیٗ زر ثٙیبٖ  H3ٔشیلاعیٖٛ ٞیغشٖٛ 

(H3K27me3 )(H3K9me)ٟ٘بیشب وٙس ٚ  را سٙؾیٓ ٔی

 EZH2وٙس.  ٞبی ٞسف دبییٗ زعز را عزوٛة ٔی صٖ

زٞس ٚ دزسٛا٘ی  ٞبی سٛٔٛر را افشایؼ ٔی سىظیز عَّٛ

ثٝ  EZH2وٙس. ٕٞچٙیٗ  ٞبی ثٙیبزی را حفؼ ٔی عَّٛ

ٞبی ثسذیٓ  ا٘ٛاؿ عزعبٖ ثغیبری اسعٛر غیزعجیقی زر

زر  ٕٞچٙیٗ EZH2 (.34، 16، 15، 14) ؽٛز ثیبٖ ٔی

سٙؾیٓ دیؾزفز چزذٝ عِّٛی ٘مؼ زارز ٚ اذشلاَ زر 

ٚ  وٙس ٔیسىظیز عِّٛی را سغزیـ  EZH2سٙؾیٓ 

ثبفض ایؼبز ٚ زر ٘شیؼٝ  زٞس ٔیرا افشایؼ  عِّٛیثمب

، ٔلاْ٘ٛ ٚ عزعبٖ عیٙٝ ٔب٘ٙس وّٛروشبَ ٞبیی عزعبٖ

ثب ٚػٛز سٛعقٝ زرٔبٖ عزعبٖ،  .(35، 21) ؽٛز ٔی

ٔمبٚٔز زارٚیی عزعبٖ ٕٞچٙبٖ یه ٔؾىُ ػسی 

٘مؼ ٟٕٔی زر ٔمبٚٔز  EZH2 .(37، 30) اعز

. ثیبٖ ثیؼ اس وٙس ٔیی عزعب٘ی ایفب ٞب َٛعّزارٚیی 

ثبفض افشایؼ ٔمبٚٔز ؽیٕیبیی زر عزعبٖ  EZH2حس 

ریٝ ، وبرعیْٙٛ عَّٛ عٍٙفزؽی عز ٚ ٌززٖ 

(HNSCC ٌّیٛثلاعشٛٔب ٚ )وبسٙیٗ-ثشب(. 36) ؽٛز ٔی 

ؽسٜ اس ٘ؾز  زؽبای ٚ حفٚؽیفٝ یه ِٔٛىَٛ چٙس

٘مؼ ٟٕٔی زر ثغیبری اس  آسىبّٔی اعز وٝ زر ٔشبسٚ

. ثٝ عٛر وٙس ٔیفزآیٙسٞبی رؽسی ٚ ٕٞٛعشبسیه ایفب 

وبسٙیٗ یه ػشء عبذشبری ػسایی ٘بدذیز اس -ثشبذبؿ، 

اسقبلار چغجٙسٜ ٔجشٙی ثز وبزٞزیٗ، ٚ فبُٔ افّی 

 .(26) اعز زرٖٚ عِّٛی Wntزٞی عیٍٙبَ ای ٞغشٝ

ثشب  زٞی عیٍٙبَفسْ سقبزَ زر ذٛاؿ عبذشبری ٚ 

 ؽٛز ٔیوبسٙیٗ اغّت ٔٙؼز ثٝ عزعبٖ ٚ ٔشبعشبس 

یه دزٚسئیٗ ثب فّٕىزز  وبسٙیٗ-ثشب ٕٞچٙیٗ(.18)

زٌٚب٘ٝ اعز وٝ زر سٙؾیٓ ٚ ٕٞبٍٞٙی چغجٙسٌی 

ٞب ٘مؼ زارز  عَّٛ ٚ ٕٞچٙیٗ رٚ٘ٛیغی صٖ ثٝ  عَّٛ 

 (.32)زؽٛ ٔی وس  CTNNB1 زر ا٘غبٖ سٛعظ صٖٚ 

زر اسقبلار ثزای اِٚیٗ ثبر ثٝ زِیُ ٘مؾؼ ثشب وبسٙیٗ 

عَّٛ -عَّٛ برچغجٙسٜ ٔجشٙی ثز وبزٞزیٗ وٝ ارسجبع

 90وبسٙیٗ -ثشب .(28) ، ؽٙبذشٝ ؽسزٞس ٔیرا سؾىیُ 

ویّٛزاِشٖٛ اعز وٝ زر ؽزایظ فیشیِٛٛصیىی عجیقی ثٝ 

سىزار  12حبٚی وبسٙیٗ -ثشب .وٙس ٔیرؽس عِّٛی وٕه 

 ؽٛز ٔیٔشقُ  APC  ٚAxinآرٔبزیّٛ اعز وٝ ثٝ 

ٔشقُ ثٝ اوغیٗ وبسٙیٗ -ثشب. فغفٛریلاعیٖٛ (25)

ثزای یٛثی  آٖ را ،CK-1  ٚGSK-3سٛعظ 

ٌذاری وٛئیشیٙبعیٖٛ ٚ سرزیت دزٚسئبسٚٔی ٘ؾبٖ 

عبسی  ٘مؼ ٔغشمّی زر فقبَوبسٙیٗ -ثشب. (11) ٔیىٙس

یه فبُٔ ٚ زارز  Wntی ٞسف ٞب صٖرٚ٘ٛیغی 

اعز ٚ  Wingless-Int زٞیرٚ٘ٛیغی ٟٔٓ زر عیٍٙبَ

ی ثٙیبزی ٚ ثبسعبسی ٞب عَّٛ٘مؼ ٟٕٔی زر سؼسیس 

، ػٟؼ ٞب عزعبٖزر ثغیبری اس  .وٙس ٔیایفب  ٞب ا٘ساْ

 ٞب صٖٔٙؼز ثٝ فقبَ ؽسٖ ا٘ىٛ Wntاػشای ٔغیز 

 β-catenin-TCFسٛعظ وٕذّىظ فبوشٛر رٚ٘ٛیغی 

وبسٙیٗ، وٝ -ثشبثب ٚاعغٝ  زٞی عیٍٙبَ (.19) ؽٛز ٔی

، ٕٔىٗ اعز ثٝ وٙس ٔیفزآیٙسٞبی رؽس را سٙؾیٓ 

فٙٛاٖ یه ارسجبط ثبِمٜٛ ثیٗ اِشٟبة ٚ عزعبٖ فُٕ 

وبسٙیٗ ػشء ضزٚری -ثشبدزٚسئیٗ  .(40، 6) وٙس
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اسقبلار ثیٗ عِّٛی ٚ ٔغیز عیٍٙبَ زٞی فبوشٛر رؽس 

Wnt (10) اعز. Wntٗٞبی سزؽحٞب ٌّیىٛدزٚسئی-

ای ٞغشٙس وٝ ٘مؼ ٟٕٔی زر سٙؾیٓ عز٘ٛؽز ؽٛ٘سٜ

ٞبی زر ثبفز راعِّٛی، سىظیز ٚ سٕبیش زر عَٛ رؽس 

-ثشبحسالُ زٚ ٔرشٖ ٔؼشا اس  .(3) ٔرشّف ثبِغ زار٘س

ٔزسجظ ثب ٔرشٖ  -1ٚػٛز زارز:  ٞب عَّٛوبسٙیٗ زر 

ٔرشٖ  -2وبزٞزیٗ ٚ -E-وبسٙیٗ-ثشبغؾبی دلاعٕبیی 

-وبسٙیٗ زر عیٍٙبَثشب ای ٔزسجظ ثب عیشٛدلاعٕی/ٞغشٝ

. ٔرشٖ زْٚ سب حسی سٛعظ یه ٔؼشٕـ Wntزٞی 

چٙس دزٚسئیٙی ٔشؾىُ اس عزوٛثٍز سٛٔٛر دّیذٛس وّی 

ٞبی ٌّیىٛصٖ  (، اوغیٗ ٚ دزٚسئیAPCٗآز٘ٛٔبسٛس )

وبسٙیٗ -ثشب (.23) ؽٛز ٔیسٙؾیٓ  3βعٙشبس ویٙبس 

س ثیٗ عیشٛدلاعٓ ٚ ٞغشٝ حزوز وٙس. یه سٛا٘ ٔی

ولاعیه حبٚی یه سٛاِی ٔحّی  ای ٞغشٝدزٚسئیٗ 

( اعز وٝ ثٝ ؽسر ثٝ دزٚسئیٗ NLS) ای ٞغشٝعبسی 

. ثب ؽٛز ٔی، ایٕذٛرسیٗ/وبریٛفزیٗ ٔشقُ ای ٞغشٝٔٙبفذ 

-، ٔحِٕٛٝ اس زرٖٚ دٛؽؼ ٞغشRan GTPaseٝوٕه 

. ثب ایٗ حبَ، ؽٛز ٔیای ػبثؼب ؽسٜ ٚ زر ٞغشٝ آساز 

-ثشب٘سارز. ٔؾرـ ؽسٜ اعز وٝ  NLS ،وبسٙیٗ-ثشب

اس  .س ثٝ رٚؽی ٔغشمُ ٚارز ٞغشٝ ؽٛزسٛا٘ ٔیسٙیٗ وب

ٞبی سىزار ٚ ایٕذٛرسیٗ زأٙٝوبسٙیٗ -ثشبآ٘ؼبیی وٝ 

وبسٙیٗ ٕٔىٗ اعز -آرٔبزیّٛ ٔؾبثٟی زار٘س، ثشب

سقبُٔ زاؽشٝ ثبؽس ٚ  ای ٞغشٝٔغشمیٕبً ثب اػشای ٔٙبفذ 

 .(38) ٞبی ایٕذٛرسیٗ/وبریٛفزیٗ را زٚر ثش٘سدزٚسئیٗ

یه فزآیٙس رؽسی ( EMT) ٔشا٘ؾیٕی -ا٘شمبَ ادیشّیبَ

ٟٔٓ وٝ ثب سغییز زر چغجٙسٌی عَّٛ ثٝ عَّٛ سقسیُ 

-ی ادیشّیبَ ٘غجشبً ثیٞب عَّٛ، EMT. زر عَٛ ؽٛز ٔی

ی ٞب عَّٛحزوز لغجی ؽسٜ ٔٛرفِٛٛصی ذٛز را ثٝ 

. زٞٙس ٔیٔشا٘ؾیٕی فیجزٚثلاعشٛئیس ثغیبر ٔشحزن سغییز 

EMT وٙس ٔیرؽس ػٙیٗ ایفب  یزر ع را ٘مؼ ٟٕٔی 

ثبفض سٟبػٓ عزعبٖ ٚ سؾىیُ ٔشبعشبسٞب  ٕٞچٙیٗ

٘بدسیس  EMTٞبی یىی اس ٔؾرقٝ (.29) ؽٛز ٔی

اس غؾبی عِّٛی ٚ ػبیٍشیٙی آٖ  E-cadherinؽسٖ 

ثب  اغّت E-cadherinوبٞؼ  .اعز N-cadherinثب 

وبسٙیٗ ٔزسجظ -ثشبافشایؼ عغح عیشٛدلاعٕی آساز 

اعز، وٝ زر فٛرر فزار اس سرزیت عیشٛدلاعٕی 

 (.20) وبسٙیٗ-ثشبس ٔٙؼز ثٝ افشایؼ رٚ٘ٛیغی سٛا٘ ٔی

 یعبس عزعبٖ، فقبَ ؾزفزیٔزسجظ ثب د یٙسٞبیزر فزا

س رٚ٘ٛیغی را افشایؼ سٛا٘ ٔیوبسٙیٗ -ثشبٞبی  ػٟؼ

ٕٔىٗ اعز دیبٔسٞبیی ثزای دیؾزفز  أز ٗیا زٞس، وٝ

EMT .ی ٞب ِٔٛىَٛثغیبری اس فٛأُ ٚ  زاؽشٝ ثبؽس

یب چغجٙسٌی عِّٛی ٞغشٙس وٝ  EMTزیٍز ٔؤطز ثز 

ٚ  ؽٛ٘س ٔیسٙؾیٓ  Wnt/β-cateninزٞی  سٛعظ عیٍٙبَ

س سٛا٘ ٔیثزفىظ، ٘مـ زر چغجٙسٌی ادیشّیبَ دلاریشٜ 

 Wnt/β-cateninزٞی  ثز ذزٚػی رٚ٘ٛیغی عیٍٙبَ

٘ٝ  ESCCزرٔبٖ ٞسفٕٙس ثیٕبراٖ  .(25) سأطیز ثٍذارز

-زرٔب٘ی ٚ رازیٛسزادی ثیٞبی ٘بؽی اس ؽیٕیسٟٙب ٞشیٙٝ

٘حٛ لبثُ سٛػٟی ٝ ثّىٝ ث ٔی زٞسوبٞؼ  را ٞسف

ٞبی زرٔب٘ی زر اطزار ػب٘جی ٘بؽی اس ایٗ رٚػ

 ثزرعی ٞسف اس ایٗ سحمیك، .ٔی وبٞس٘یش  را ثیٕبراٖ

ثٝ ز٘جبَ  وبسٙیٗ-ثشبٔیشاٖ ثیبٖ  ثز EZH2سبطیز 

زر رزٜ عِّٛی وبرعیٙٛٔبی  EZH2صٖ  عبسی ذبٔٛػ

 .ثبؽسٔی YM-1عٍٙفزؽی ٔزی 

 ّاهَاد ٍ  رٍغ

ٚ  EZH2 عبسی ذبٔٛػٚوشٛر  ٛرٔیؾٗثزای سزا٘غف

 ؽس.عشفبزٜ ا  E. Coli TOP10اس ثبوشزی  GFPٚوشٛر

یه سه وّٙی اس دّیز آٌبر ػبٔس سٛعظ ِٛح حزارر 

ی اعشزیُ زیسٜ اس عغح دّیز ثززاؽشٝ ؽس ٚ زر ِِٛٝ

زر وٙبر ؽقّٝ  LB ِیشز ٔحیظ وؾز ٔبیـٔیّی 5حبٚی 

زرػٝ  37اضبفٝ ٌززیس، عذظ ِِٛٝ زر ا٘ىٛثبسٛر 

 15عب٘شیٍزاز ؽیىززار لزار زازٜ ؽس سب ثقس اس حسٚز 

ٍِبریشٕی رعیسٜ ٚ آٔبزٜ عبفز رؽس ثبوشزی ثٝ فبس 

 .سزا٘غفٛرٔبعیٖٛ ؽٛز

: ي شایعتِ بِ رٍغ شیویاییّا ظلَلظازي آهادُ

ثبوشزی اعشٛن ثسٖٚ سّمیح ٚوشٛر زر ٔحیظ حبٚی 
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ثٝ ایٗ ٔٙؾٛر ٚوشٛر  .سٛا٘بیی رؽس ٘سارز ثیٛسیه آ٘شی

 ثیٛسیه آ٘شیحبٚی صٖ ٔٛرز ٘ؾز وٝ زارای صٖ ٔمبٚٔز 

سب  ؽسز ثبوشزی ثٝ رٚػ ؽٛن حزارسی ٚار ثبؽس ٔی

ثبوشزی  .ؽٛزؽٙبعبیی  ثبوشزی ٘ٛسزویت حبٚی ٚوشٛر

ٔمبْٚ ؽسٜ ٚ ثز رٚی دّیز  ثیٛسیه آ٘شی٘ٛسزویت ثٝ 

ٞبی ٘ٛسزویت سؾىیُ وّٙی ،ثیٛسیه آ٘شیآٌبر حبٚی 

دظ اس وؾز ثبوشزی اثشسا غّؾز ثبوشزی ثب . زاز٘س

سب ٔغٕئٗ ؽٛیٓ  ؽسٌیزی زعشٍبٜ اعذىشزٚفشٛٔشز ا٘ساسٜ

 ثبوشزی زر فبس ٍِبریشٕی رؽس ذٛز لزار زارز

(OD=600 nm) . ٖٔبوزِٚیشز اس ٔحیظ  1300ٔیشا

ح وٙبر ؽقّٝ ثٝ یه ٔیىزٚسیٛزر وؾز حبٚی ثبوشزی 

زلیمٝ زر عزفز  3ٚ ثٝ ٔسر  ؽسٜٔٙشمُ  5/1اعشزیُ 

9000 rpm ٔبیـ رٚیی را ذبرع وززٜ  .عب٘شزیفٛس ؽس

یشز ٔحَّٛ وّزیس وّغیٓ ٔبوزِٚ 1000ٚ رعٛة زر 

. عذظ ثٝ ؽسزرػٝ عب٘شیٍزاز وبٔلا حُ  4ذٙه 

 ؽس. ثز رٚی ید ا٘ىٛثٝزلیمٝ ٔیىزٚسیٛح  30ٔسر 

 rpm 9000زلیمٝ زر عزفز  3ٔؼسزا ثٝ ٔسر 

ٔؼسزا ٔبیـ رٚیی را زٚر ریرشٝ ٚ  عب٘شزیفٛس ؽس.

ٔبوزِٚیشز ٔحَّٛ وّزیس وّغیٓ حُ  600رعٛة زر 

 .زلیمٝ رٚی ید ثبلی ٔب٘س 20ٚ ثٝ ٔسر  ٌززیس

 9000ی ٔغشقس زر زٚر ٞب عَّٛٔیىزٚسیٛح حبٚی 

rpm  ایٙجبر دظ اس  .سؽعب٘شزیفٛص  زلیمٝ 3ثٝ ٔسر

 300ذبرع ٕ٘ٛزٖ ٔحَّٛ رٚیی رعٛة ثبوشزی زر 

زلیمٝ  20ٚ  ؽسٔبوزِٚیشز ٔحَّٛ وّزیس وّغیٓ حُ 

س ٔغشق ٞب ثبوشزی)زر ایٗ ٔزحّٝ ؽس رٚی ید ا٘ىٛثٝ 

زرػٝ  4رٚس زر یرچبَ  3ثٝ ٔسر  سٛاٖ ٔیؽسٜ را 

ٔبوزِٚیشز اس  100ٔمسار . (عب٘شیٍزاز ٍٟ٘ساری وزز

ٞبی ٔغشقس را ثٝ یه َّٛعٛعذب٘غیٖٛ حبٚی ع

 1ٔیىزٚسیٛح ػسیس ٔٙشمُ ٕ٘ٛزیٓ ٚ عذظ ثٝ ٔیشاٖ 

 30ٔبوزِٚیشز اس ٚوشٛر اضبفٝ وززیٓ عذظ ثٝ ٔسر 

 .وززیٓزلیمٝ ٔیىزٚسیٛح را رٚی ید ا٘ىٛثٝ 

تراًعفَرهیشي شَک حرارتی ٍکتَر بِ درٍى 

ٔیىزٚسیٛح ثٝ ثٗ ٔبری   E. Coli:ي هعتعذّا ظلَل

 .طب٘یٝ ا٘ىٛثٝ ؽس 90زرػٝ عب٘شیٍزاز ٔٙشمُ ٚ  42

عذظ ثلافبفّٝ ثسٖٚ سىبٖ ؽسیس ٔیىزٚسیٛح رٚی 

زر  .ؽسزلیمٝ ا٘ىٛثٝ  5زرػٝ عب٘شیٍزاز ثٝ ٔسر  4ید 

ٔبوزِٚیشز اس ٔحیظ وؾز  900ایٗ ٔزحّٝ ثٝ ٔیشاٖ 

ثیٛسیه ثٝ ٔحشٛیبر ٔیىزٚسیٛح ٔبیـ ثزاص فبلس آ٘شی

 37عبفز زر ا٘ىٛثبسٛر ؽیىززار  2ٚ ثٝ ٔسر  ٜافشٚز

ی حبٚی ٞب ثبوشزیسب  ٜ ؽسزرػٝ عب٘شیٍزاز لزار زاز

 .ٚوشٛر ٘ٛسزویت زر ٔحیظ ٔغبفس رؽس لزار ٌیز٘س

ی ٘ٛسزویت اس ا٘ىٛثبسٛر ٞب ثبوشزیدظ اس ذبرع وززٖ 

  rpm 9000زلیمٝ ثب عزفز  3ٔیىزٚسیٛح ثٝ ٔسر 

ثٝ  .ی ٘ٛسزویت رعٛة وٙٙسٞب ثبوشزیسب  ؽسعب٘شزیفٛص 

ٔبوزِٚیشز اس عٛدز٘بسب٘ز رٚیی ثٝ آرأی  700ٔیشاٖ 

ٔبوزِٚیشز  300ذبرع ٚ رعٛة ثبوشزی ثٝ ذٛثی زر 

ٔبوزِٚیشز اس  100ٔمسار  ؽس.ثبلی ٔب٘سٜ حُ 

-ز ثسٖٚ آ٘شیعٛعذب٘غیٖٛ ثبوشزیبیی ثز رٚی دّی

ٚی یه رٔبوزِٚیشز  200ثیٛسیه آٌبر ػبٔس ٚ ٔمسار 

ٚ ثٝ ذٛثی ثٝ  ٜعیّیٗ افشٚزدّیز آٌبر حبٚی آٔذی

وٕه یه ِٛح اعشزیُ حزارر زیسٜ زر وٙبر ؽقّٝ 

-ثٝ ٔسر یه ؽجب٘ٝ رٚس دّیزٜ ؽس. وؾز چٕٙی زاز

زرػٝ عب٘شیٍزاز  37ٞبی وؾز زازٜ ؽسٜ ثٝ ا٘ىٛثبسٛر 

ثقس اس ، ا٘شربة وّٛ٘ی ٘ٛسزویتثزای . ؽس٘سٔٙشمُ 

زرػٝ عب٘شیٍزاز  37عبفز ا٘ىٛثبعیٖٛ  24ٌذؽز 

ٞبی زرؽز ٞب رؽس وززٜ ثٛز٘س ٚ سه وّٙیوبٔلا وّٙی

ٜ ٚ سٛعظ یه ؽٙبعبٌز ؽسای اثشسا ا٘شربة ٚ وزٜ

عذظ ٞز سه وّٙی  ؽس٘س.ٌذاری دؾز دّیز فلأز

 5)ثٝ ٔیشاٖ  ثٝ یه ِِٛٝ حبٚی ٔحیظ وؾز ثزاص

ثیٛسیه( ثب یه ِٛح اعشزیُ وٝ حبٚی آ٘شی ِیشزٔیّی

عبفز زر  15ٚ ثٝ ٔسر  ؽسحزارر زیسٜ ٔٙشمُ 

 .ٜ ؽسزرػٝ ؽیىززار لزار زاز 37ا٘ىٛثبسٛر 

 Thermo:اظتخراج پلاظویذ از باکتري تَظط کیت

ٔبوزِٚیشز اس ٔحَّٛ ثبوشزی را ثٝ یه  1000ٔمسار 

زلیمٝ ثب  1ٔٙشمُ وززٜ ٚ ثٝ ٔسر  5/1ٔیىزٚسیٛح 

عٛدز٘بسب٘ز  .عب٘شزیفیٛص ٕ٘ٛزیٓ rpm8000 عزفز
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 250رٚیی را ذبرع ٕ٘ٛزیٓ ٚ رعٛة ثبوشزی زر 

 Resuspension ٔبوزِٚیشز ٔحَّٛ رعٛعذب٘غیٖٛ ویز

solution   ُٔبوزِٚیشز  250عذظ ٔمسار ؽس. ح

افشٚزٜ ٚ چٙس  Lysis solution ی ویزٔحَّٛ ِیشوٙٙسٜ

 350ثلافبفّٝ ٔمسار  ؽس.ثبر ثٝ آرأی عزٚ سٝ 

 Neutralizationٔبوزِٚیشز ٔحَّٛ ٘ٛسزالایش ویز

solution ثب  زلیمٝ 6ثٝ ٔسر  ٚ ٜافشٚز

ٞبی عشٖٛ ؽس.زٚر عب٘شزیفٛص    rpm13400عزفز

ٞبی ویز لزار زازیٓ ٚ ویز را زاذُ ٔیىزٚسیٛح

ٔحَّٛ رٚیی را ذیّی آٞغشٝ ذبرع ٕ٘ٛزیٓ ٚ ثزرٚی 

 rpm13400 ٞب ثب زٚرعشٖٛ ٔٙشمُ وززیٓ.عذظ عشٖٛ

عشٖٛ را ذبرع  .زلیمٝ عب٘شزیفٛص ؽس٘س 1ثٝ ٔسر 

وززیٓ ٚ ٔحَّٛ فجٛر وززٜ اس عشٖٛ را زٚر ریرشیٓ 

ثٝ ٔیشاٖ  Wash solution عذظ ٔحَّٛ ؽشؾٛ ویز

  rpmٚ ثب زٚرٜ ٔبوزِٚیشز رٚی عشٖٛ افشٚز 500

ٔؼسزا  .ؽسزلیمٝ عب٘شزیفٛص  1ٚ ثٝ ٔسر  13400

ٞبی سب سٕبٔی آِٛزٌی ٌززیسٔزحّٝ ؽشؾٛ سىزار 

 5/1عذظ عشٖٛ ثٝ ٔیىزٚسیٛة  .دزٚسئیٙی حذف ؽٛ٘س

ٔبوزِٚیشز ٔحَّٛ اِٛر  40ٚ ثٝ ٔمسار  زازٜ ؽسا٘شمبَ 

زلیمٝ  5ٔسر ٝ ٚ ثٜ افشٚز  Elution buffer وٙٙسٜ ویز

ثب  . عذظ عب٘شزیفٛصؽسزر زٔبی ٔحیظ ا٘ىٛثٝ 

. زلیمٝ ا٘ؼبْ زازٜ ؽس 3ثٝ ٔسر   rpm13400عزفز

حقَٛ ثٝ غّؾز ثبلاسز ٚوشٛر ٔؼسزا ٔحَّٛ ثزای 

 .ؽسی فٛق سىزار ٚ ٔزحّٝ ٝسیزی رٚی عشٖٛ ریرش

ثزای : ظکاًط پلاظویذ براي تاییذ هراحل کلًَیٌگ

سبییس وّٛ٘یًٙ ٚ اعشرزاع دلاعٕیس اثشسا زٚ دزایٕز 

ثزای ٔٙغمٝ ٚرٚز ثزٚی ٚوشٛر را عزاحی ٕ٘ٛزیٓ ٚ 

٘ب٘ٛ ٌزْ اس  200ٔبوزِٚیشز ثب غّؾز  25عذظ ثٝ ٔیشاٖ 

ٔحقَٛ اعشرزاع دلاعٕیس ذٛز را ثٝ ؽزوز سىبدٛ 

سیغز ارعبَ وززیٓ ٚ ٘شبیغ حبفُ اس عىب٘غیًٙ را 

ثلاعز   CLC main workbench 8سٛعظ ٘زْ افشاس

س ٕ٘ٛزیٓ ٚ ٘شبیغ وبر سبییس ٌززیس. ٕٞچٙیٗ دلاعٕی

رفس اِشزٚفٛرس ز 8/0اعشرزاع ؽسٜ را رٚی صَ آٌبرس 

عبیش ثب٘س حبفُ اس دلاعٕیس را ثزرعی ٕ٘ٛزیٓ سب زلیمب 

ٕ٘بییٓ، سقییٗ غّؾز دلاعٕیس سٛعظ زعشٍبٜ ٘ب٘ٛزارح 

 ٘یش ا٘ؼبْ ؽس.

 sh-RNA  تَظط ٍکتَر EZH2  شى ظازي خاهَغ

PSIREN EZH2 1در ردُ ظلَلیYM- اس : هري

 YM-1 عِّٛی ی رزٜ .ؽساعشفبزٜ  YM-1 یعِّٛ ی رزٜ

ٌززیس وٝ ی فّْٛ دشؽىی ٌّغشبٖ سٟیٝ اس زا٘ؾىسٜ

عبِٝ ایزا٘ی ثٛزٜ ٚ زر  50ٔزثٛط ثٝ یه ذب٘ٓ 

عبسی ٚ طجز ػٟب٘ی ی دشؽىی ٌزٌبٖ رزٜزا٘ؾىسٜ

وٝ عَّٛ  ثبؽس ٔیٔحیظ وؾز عِّٛی ٔحیغی  .ٌززیس

ثشٛا٘س زر آٖ ثٝ رؽس، سىظیز ٚ ثمبی ذٛز ازأٝ زٞس. 

ٞبی وؾز ٔشفبٚسی سبوٖٙٛ عبذشٝ ؽسٜ اعز. ٔحیظ

ضزٚری )زر  بی آٔیٙٝا٘ٛاؿ اعیسٞ وؾز، ؽبُٔ ٔحیظ

زر ٚ یب سىٕیّی  MEM ٞبی عبزٜ ٔب٘ٙسٔحیظ وؾز

- ٚ  RPMI-1640 ٞبی دیچیسٜ ٔب٘ٙسٔحیظ وؾز

DMEMٗٞب، ٔٛاز ٔقس٘ی ٚ ٘ٛوّئٛسیسٞب ، ٚیشبٔی

. ٞز ٘ٛؿ عِّٛی ٘ٛؿ ٔحیظ وؾز اذشقبفی ثبؽس ٔی

 ی رزٜذٛز را ٘یبس زارز ثٝ فٙٛاٖ ٔظبَ زر دضٚٞؼ فٛق 

 DMEM  وؾز اذشقبفی ثٝ ٔحیظ YM-1 عِّٛی

ی اَٚ ثزای وؾز زر ّٚٞٝ. ثزای رؽس ذٛز ٘یبس زار٘س

ٚ یب ثبلاسز ٚ  2عِّٛی حشٕب ثبیس سیز ٞٛزلأیٙبر ولاط 

زر ؽزایظ وبٔلا اعشزیُ فقبیز ٕ٘ٛز. ٔحیظ وؾز 

 YM-1 یی عِّٛ ٔٛرز اعشفبزٜ ػٟز وؾز رزٜ

زرفس  FBS 10حبٚی  -DMEM/ ،ٔحیظ وؾز

عبسی ٔحیظ ٝ ثزای آٔبزٜ. ثٝ ایٗ فٛرر وثبؽس ٔی

-ٔیّی 45اثشسا ثٝ ٔیشاٖ  ِیشز،ٔیّی 50وؾز زر حؼٓ 

 50را زر یه فبِىٖٛ اعشزیُ    DMEMظاس ٔحی ِیشز

را افشٚزٜ ٚ   FBS ٔیّی ِیشز اس عزْ 5/4ریرشٝ عذظ 

عیّیٗ  ثیٛسیه سزویجی دٙیٔبوزِٚیشز اس آ٘شی 500ٟ٘بیشب 

ٚاحس  20)ِیشز( ٚ اعشزدشٛٔبیغیٗ  ٚاحس زر ٔیّی 20)

-یِیشز(، ثٝ ٔٙؾٛر دیؾٍیزی اس آِٛزٌی لبرچزر ٔیّی

  .ثبوشزیبیی اضبفٝ ؽس
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ظرطاًی ظلَلی هري بٌیادیي  ترًعفکشي ردُ

 X-treme GENE HP DNA:  ظرطاًی تَظط کیت

ROCHE ٜی   ثسیٗ ٔٙؾٛر ٘یبس ثٝ ٚوشٛر ثیب٘ی وسوٙٙس

سب دظ اس سزا٘غفىؾٗ آٖ  ثٛز  EZH2عبسی ذبٔٛػ

ی عزعب٘ی ٔزی وبٞؼ ٞب عَّٛزر  EZH2 ٔیشاٖ ثیبٖ

 PSIREN عبسی ذبٔٛػیبثس. ثسیٗ ٔٙؾٛر اس ٚوشٛر 

EZH2  ٜثشسا ؽیؾٝ حبٚی ٔحَّٛ اؽس. اعشفبز

طب٘یٝ  15ٚ حسٚز  عیسثٝ زٔبی اسبق رسزا٘غفىؾٗ 

سٛعظ ػسَٚ دزٚسىُ ویز ٔمسار ؽس. ٚرسىظ ا٘ؼبْ 

 .ؽسدلاعٕیس ٔحبعجٝ  DNAغّؾز ٘بٌ٘ٛزْ لاسْ اس 

ثٝ ذٛثی   OPTIMEMجٝ ؽسٜ اس ٚوشٛر ثب حؼٓ ٔحبع

ٔمسار  .ؽسزلیمٝ زر زٔبی اسبق ا٘ىٛثٝ  5ٔرّٛط ٚ 

ٔشٙبعت اس ٔحَّٛ ویز زلیمب زر ٔزوش ٔیىزٚسیٛح 

ثسٖٚ وٛچىشزیٗ سٕبعی ثب زیٛارٜ دلاعشیىی 

 30ثٝ ٔسر  .ٌززیسرأی دیذشبص آٔیىزٚسیٛة ٚارز ٚ ثٝ 

 زلیمٝ زر فضبی سبریه ٚ زٔبی اسبق ٔیىزٚسیٛح

ٔحشٛیبر ٔیىزٚسیٛح لغزٜ لغزٜ ثٝ  .ؽسا٘ىٛثٝ 

. ثبیس سٛػٝ زاؽز زر ٜ ؽسی ٔٛرز ٘ؾز افشٚزٞب عَّٛ

ثیٛسیه ٔب٘ـ اس ٚ آ٘شی FBSایٗ ٔزحّٝ ٚػٛز 

ٌززز ثٝ ٕٞیٗ ٔٙؾٛر سزا٘غفىؾٗ ثب وبرایی ثبلا ٔی

دظ اس  .ٜ ؽسافشٚز FBSعبفز ثقس  8اِی  6حسٚز 

 GFPاس سزا٘غفىؾٗ ٚوشٛر حبُٔ  رٚس 2ٌذؽز 

سٛعظ ٔیىزٚعىٛح فّٛرعٙز وبرایی سزا٘غفىؾٗ 

 .ٌززیسثزرعی 

اثشسا :  Real-time PCRتعت آًالیس بیاى شى تَظط

 NCBI ،Gene Bankی ٔٛرز ٘ؾز اسٞب صٖسٛاِی 

Ensemble   اعشرزاع ٚ عذظ ثزای عزاحی دزایٕزٞب

ی ثٙیبزی عزعب٘ی ٞب عَّٛی ٞب صٖٚ  EZH2 ثزای صٖ

 Allele اس ٘زْ افشار   GAPDHوٙشزَ زاذّی ،ٞسف

ID6   ٜدزایٕزٞبی عزاحی ؽسٜ ٍٕٞی ؽساعشفبز .

ای  50زر حس  GC زارای ؽزایظ ثٟیٙٝ اس ٘ؾز ٔحشٛای

  Melting Temperatureزرفس ثٛزٜ ٚ زٔبی 60

ثزای ثلاعز  ٛز.ىسیٍز ٘شزیه ثثٝ ی F ٚ R دزایٕزٞبی

ٚ دظ سبییس اعشفبزٜ  NCBI دزایٕزٞب اس عبیز ٔزػـ

ٜ ؽس. دیؾٍبْ عفبرػ عٙشش دزایٕز زاز وزٟ٘بیی ثٝ ؽز

-ٔؾبٞسٜ ٔی 1سٛاِی دزایٕزٞبی ایٗ ٔغبِقٝ زر ػسَٚ 

 Real-time PCR عٙؼؼ ثیبٖ صٖ سٛعظ سغز.ؽٛز

 ثٝ فٛرر زٚسبیی ٗیوبسٙ-ثشبٚ صٖ    EZH2 ثزای صٖ

ا٘ؼبْ ٌززیس. حؼٓ ٟ٘بیی ٞز اعشزیخ زر ایٗ سغز 

 SYBR Green Master Mix )ٔبوزِٚیشز ثٛزٜ ٚ اس  20

(TAKARA  ٜصٖ ٌززیس.اعشفبزGAPDH   ٖرا ثٝ فٙٛا

 ی سزا٘غفىز ؽسٜ سٛعظ ٚوشٛرٞب عَّٛ٘زٔبلایشر ٚ 

GFP َوٙشزَ( ثزای عٙؼؼ  را ثٝ فٙٛاٖ عَّٛ ٘زٔب(

-Real ثزای ا٘ؼبْ سغز .اعشفبزٜ ٕ٘ٛزیٓ ٞب صٖثیبٖ 

time PCR  ٜاس زعشٍب LightCycler® 96 Instrumen 

Roche   ٜٞبی زازٜ آ٘بِیش. ؽساعشفبز Real-time PCR  

ٔیشاٖ ٔقٙبزاری  .ؽسٔحبعجٝ   fold changeفٛررٝث

  2ٚ ثیؼ اس + -2وبٞؼ ثیبٖ ٚ یب افشایؼ ثیبٖ وٕشز اس 

ثٝ فٙٛاٖ فسْ سغییز  2سب + 2-ٚ ثیٗ  شٝ ؽسزر ٘ؾز ٌزف

 .ٌززیسثیبٖ صٖ ٔحغٛة 

: EZH2 تحت تاثیر بیاى ّا ظلَلبررظی هْاجرت 

 ٞسف اس سغز ذزاػ عِّٛیثزای زعشیبثی ثٝ ایٗ 

(Scratch Assay ) اعشفبزٜ ٕ٘ٛزیٓ. عجك ایٗ سغز دظ

را سزیذغیٙٝ  ٞب عَّٛا٘ؼبْ سزا٘غفىؾٗ عِّٛی اثشسا 

وززٜ ٚ ؽٕبرػ وززیٓ، سقساز یه ٔیّیٖٛ عَّٛ را زر 

ذب٘ٝ وٝ سٛعظ ٔحیظ  6ٞز چبٞه اس ؽزف)دّیز( 

ٔزثٛط ثٝ ٞز عَّٛ دز  FBSوؾز اذشقبفی فبلس 

زر  ٞب عَّٛعبفز  24ز زازیٓ. عذظ ؽسٜ ثٛز وؾ

٘س ٚ وبٔلا ثٝ سزرػٝ عب٘شیٍزاز ا٘ىٛثٝ ؽ 37ا٘ىٛثبسٛر 

عذظ سٛعظ یه عزعٕذّز  .٘سسوف ؽزف ٔشقُ ؽ

 ٜرر یٝ ذظ فبف وف ؽزف ذزاػ زازسرز ثٝ فٛ

ا٘ؼبْ ٌزفز. ثقس اس ٌذؽز  ٞب عَّٛٚ فىغجززاری اس 

ٌزفشٝ ؽس ٚ  فىظ ٞب عَّٛعبفز ٘یش اس  48ٚ  24

-ٟٔبػزر عِّٛی ٔحبعجٝ ٌززیس. ثزای ا٘ساسٜٔیشاٖ 

 .Image J v 4افشار ٌیزی ٔیشاٖ ٟٔبػزر عِّٛی اس ٘زْ

 . ؽساعشفبزٜ  21
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  ًتایج

ثب رٚػ  EZH2  ٚGFP عبسی ذبٔٛػٚوشٛر  زٚٞز 

رٚی دّیز سزا٘غفٛرْ وززٜ  Cacl2–ؽٛن حزارسی 

ٞبی حبفُ ٔؼسزا زر ٔحیظ ٚ سه وّٙی ٜ ؽسآٌبر ثزز

ا٘ؼبْ ثززٜ ٚ ٟ٘بیشب اعشرزاع دلاعٕیس  LBوؾز ٔبیـ 

زر ٔحیظ وؾز ٔبیـ رؽس  ٞب ثبوشزیدظ اس ایٙىٝ ؽس. 

اعشرزاع دلاعٕیس  .ٚ ثٝ فبس ٍِبریشٕی رعیس٘س وزز٘س

وٝ ٘شبیغ زر ؽىُ ٜ ؽس ٚ رٚی صَ آٌبرس ثززا٘ؼبْ ؽس 

ٕٞچٙیٗ ثزای سبییس ٟ٘بیی ٚوشٛر  .ٌشارػ ٌززیس 1

ثزای سقییٗ سٛاِی  EZH2 عبسی ذبٔٛػاعشرزاع ؽسٜ 

زر ا٘شٟب غّؾز ٚوشٛرٞب  .ٜ ؽسٔٛرز ثزرعی لزار زاز

ثزای ٔحبعجٝ زر سزا٘غفىؾٗ سٛعظ زعشٍبٜ 

 .ٌیزی ٌززیس)٘ب٘ٛزراح( ا٘ساسٜ اعذىشزٚفشٛٔشز

ثزای : YM-1در ردُ ظلَلی  GFPترًعفکشي 

ثزرعی اثشسایی ٔٛفك ثٛزٖ ؽزایظ سزا٘غفىؾٗ اس 

عبفز  48اِی  24دظ اس  ؽس.اعشفبزٜ   GFPٚوشٛر 

ی ٞب عَّٛسٛعظ ٔیىزٚعىٛح فّٛرعٙز ثٝ رفس 

ثٝ ٔٙؾٛر سبییس  ٝ ؽس.دززاذش  GFPیوٙٙسٜثیبٖ

اس  EZH2ثزای صٖ   EZH2ٚوشٛرٞبی حبٚی

 2ؽىُ  .ؽس اعشفبزٜ  Real Time  PCRسغز

ی ٞب عَّٛزرفس  .زٞس ٔیرا ٘ؾبٖ  GFPسزا٘غفىؾٗ 

عبفز ثیؾشز ؽسٜ ٚ  48ثقس اس   GFPثیبٖ وٙٙسٜ

وٝ ثب ؽسر ٘ٛر عجش  GFPٕٞچٙیٗ ٔیشاٖ ثیبٖ 

. عبفز افشایؼ یبفز 48٘یش ثقس اس  ثبؽس ٔیٔؾرـ 

ی سزا٘غفىز ؽسٜ ٞب عَّٛبز ثٝ ٕٞیٗ ٔٛضٛؿ ٙاعش ثب

 RNAعبفز سزیذغیٙٝ ٚ ثزای اعشرزاع  48ثقس اس 

 .ؽسالساْ 

 RNAثٝ ػٟز ثزرعی ویفیز : RNAاظتخراج 

ٞبی عِّٛی اعشرزاع ؽسٜ ثز  اعشرزاع ؽسٜ ٕ٘ٛ٘ٝ

سب دظ اس  ٌززیسراٖ  زرفس 1رٚی صَ آٌبرس 

ٞبی  RNAویفیز  18s  ٚ28sی ثب٘سٞبی ٔؾبٞسٜ

 Realٚ سغز  CDNAاعشرزاػی سبییس ٚ ثزای عٙشش 

Time PCR  ْؽٛزالسا . 

صٖ  ثیبٖ ٔیشاٖثبیس ٌبْ  اِٚیٗ زر: EZH2بیاى شى 

EZH2  ی ٞب عَّٛزرYM-1  سزا٘غفىز ؽسٜ سبییس-

ثزای صٖ  Real Time PCRثٝ ایٗ ٔٙؾٛر اثشسا  ؽٛز.

EZH2   ؽس٘سثزرعی ی سزا٘غفىز ؽسٜ ٞب عَّٛزر .

ثٝ  GFPی سزا٘غفىز ؽسٜ سٛعظ ٚوشٛر ٞب عَّٛ

 وٝ ثب ییٞب عَّٛفٙٛاٖ وٙشزَ زر ٘ؾز ٌزفشٝ ؽس٘س. 

سزا٘غفىز ؽسٜ ثٛز٘س  EZH2عبسی ٚوشٛر ذبٔٛػ

 Log2 Fold -9.51را ثٝ ٔیشاٖ  EZH2وبٞؼ ثیبٖ صٖ 

Change  َّٛثٝ زر عYM-1 ٘ؾبٖ زاز٘س. 

 :کاتٌیي-بتا بر بیاى EZH2 ظازي خاهَغاثر بیاى 

 4زر ؽىُ  Real Time PCRسغز اس ٘شبیغ حبفُ 

  .٘ؾبٖ زازٜ ؽسٜ اعز

: Scratch assayهْاجرت ظلَلی تَظط تعت

 ی سز٘غفىز ؽسٜ ثب ٞب عَّٟٛٔبػزر  عزفز رؽس ٚ

EZH2رؽس  ،ی وٙشزَٞب عَّٛ٘غجز ثٝ  عبسی ذبٔٛػ

 .(6ٚ  5 ٞبی)ؽىُ سزی زاؽشٙسثغیبر آٞغشٝ
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B A 

 
ثب  EZH2 عبسی ذبٔٛػ ٚوشٛر: B .ػفز ثبس 8189ثب عَٛ   GFPٚوشٛر  :A. ٘شبیغ حبفُ اس راٖ ٚوشٛرٞب ثز صَ آٌبرس -1ؽىُ 

 ػفز ثبس 6400

 
 

 

 

 

 

 عبفز  48ٌذؽز دظ اس  GFPدظ اس سزا٘غفىؾٗ ثب ٚوشٛر  YM-1عِّٛی  ی رزٜ -2 ؽىُ

 
ؽسٜ دظ اس  اعشرزاع RNA. ثبؽس ٔی EZH2 عبسی ذبٔٛػٚ  GFPٚوشٛرزٚ  RNA ٘شبیغ حبفُ اس اعشرزاع -3ؽىُ 

 ثبؽس ٔیزر ٞز ٕ٘ٛ٘ٝ اعشرزاع ؽسٜ ٔؾٟٛز s 18 ٚs 28اِىشزٚفٛرس ثب٘س ٞبی 

6400 

28 s 

6400 



 ٍ ّوکاراى اطوِ ًَرهحوذيف، 147 -160 صفحات ،1402 زهعتاى ،دٍم، شوارُ شاًسدّن شٌاظی جاًَري، ظالزیعت

 

755 
 

 
زر سقٛیز ثزرعی ثیبٖ صٖ  .عبسی ذبٔٛػسزا٘غفىز ؽسٜ ثب ٚوشٛر ثیب٘ی  YM-1 زر عَّٛ EZH2ثیبٖ ٘غجی صٖ  -4ؽىُ 

EZH2  ی وٙشزَ سزا٘غفىز ؽسٜ ثب ٚوشٛر ٞب عَّٛعبفز اس سزا٘غفىؾٗ ثٝ ٘غجز  48دظ اس ٌذؽزGFP ٌزززٔؾبٞسٜ ٔی. 
 

 
ی ٞب عَّٛزر ٔمبیغٝ ثب   EZH2وٙٙسٜ صٖ سحز اطز اِمبء ٚوشٛر ذبٔٛػی عزعب٘ی ٔزی ٍٞب عَّٛسغز ٟٔبػزر عِّٛی  -5 ؽىُ 

عبفز وبٞؼ چؾٍٕیزی اس  48ٚ  12ی وٙشزَ عی ٞب عَّٟٛٔبػزر عِّٛی ٘غجز ثٝ  ،وبٞؼ یبفشٝ EZH2ثب  ی رزٜزر  وٙشزَ.

 .ذٛز ٘ؾبٖ زاز٘س

 
ؽسٜ زر  2EZHی صٖ وٙٙسٜٚوشٛر ذبٔٛػ ی عزعب٘ی ٔزی ٍسحز اطز اِمبءٞب عَّٛعزفز ٟٔبػزر عِّٛی ٔزثٛط ثٝ    -6 ؽىُ

سحز  YM-1ی ٞب عَّٛوٕشزیٗ سزخ عزفز رؽس ٔزثٛط ثٝ  ثبؽس ٔیٕٞب٘غٛر وٝ زر سقٛیز ٔؾٟٛز . ی وٙشزَٞب عَّٛٔمبیغٝ ثب 

 .ثبؽس ٔی EZH2عبسی صٖ ذبٔٛػ
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 بحث

زر ز٘یبی أزٚس، عزعبٖ ٔزی ثٝ یه سٛٔٛر ثسذیٓ 

ؽبیـ سجسیُ ؽسٜ اعز وٝ ٘مؼ لبثُ سٛػٟی زر ٔزي 

. ٔشبعفب٘ٝ، ؽیٛؿ وٙس ٔیٚ ٔیز ٘بؽی اس عزعبٖ ایفب 

عزعبٖ ٔزی ثٝ عٛر دیٛعشٝ زر حبَ افشایؼ اعز ٚ 

زر ٔزاحُ دیؾزفشٝ یب زیزرط  ESCCاوظز ثیٕبراٖ 

ٔبٖ ػزاحی ٚ فلاٜٚ ثز زر ؽٛ٘س ٔیسؾریـ زازٜ 

ٞبی زرٔب٘ی، دزسٛزرٔب٘ی ٚ زرٔبٖوب٘سیسای ؽیٕی

سحمیمبر اذیز ٘ؾبٖ زازٜ  (.17) ٞغشٙسوٕىی  ٘یش 

ی ٞب عَّٛزرفس اس ثیٕبراٖ  39سب  21اعز وٝ 

عٍٙفزؽی وبرعیٙٛٔبی ٔزی دظ اس زرٔبٖ وبُٔ 

. (27، 22، 13) ؽٛ٘س ٔیٕٞچٙبٖ زچبر فٛز ٔؼسز 

-ثشبٚ  EZH2ی ٞب صٖا٘س وٝ ٔغبِقبر سیبزی ٘ؾبٖ زازٜ

 ٞب عزعبٖسٟبػٓ، ٔشبعشبس زر ثغیبری اس  ثب  ٗیوبسٙ

ٔبروزٞبی ػسیس ؽٙبعبیی  .(1) ثبؽٙس ٔیٔزسجظ 

س ثیٙؼ ػسیسی زر زرٔبٖ سٛا٘ ٔیعزعب٘ی ٔزی  زرٔب٘ی

وبٔخ ی دّیی ذب٘ٛازٜٞب صٖارائٝ زٞس.  ESCCثیٕبراٖ 

ص٘شیىی ٞغشٙس وٝ ٞبی ادی وٙٙسٜ ی سٙؾیٓوسوٙٙسٜ

ار ذبؿ دظ اس سزػٕٝ ٞیغشٖٛ را وبسبِیش سغییز

ٞبی اعىّشی سىظیز ٚ سٕبیش ٔبٞیچٝ EZH2. وٙٙس ٔی

 زٞس ٔیا٘ؼبْ  ی ثٙیبزی ٔغش را ٘یشٞب عَّٛذٛ٘غبس ٚ 

را ثٝ فٙٛاٖ یه  EZH2اوظز ٔغبِقبر فّٕىزز  .(31)

 أب  وٙٙسٜ رٚ٘ٛیغی زر عزعبٖ ثزرعی وزز٘س.عزوٛة

EZH2 فّٕىزز ٟٕٔی زر سىظیز ٚ ٍٟ٘ساری ،

ٔٛػت افشایؼ  EZH2زارز.  ٘یش ی عزعب٘یٞب عَّٛ

زر ثزاثز ؽیٕی ٚ رازیٛ  ی عزعب٘یٞب عَّٛٔمبٚٔز 

ثٝ فٙٛاٖ یه ٘ؾبٍ٘ز  EZH2 .ؽٛز ٔیزرٔب٘ی 

زر  EZH2. ثیبٖ صٖ وٙس ٔیی عزعب٘ی فُٕ ٞب عَّٛ

ی عزعب٘ی زر عیفی اس سٛٔٛرٞبی ثسذیٓ، اس ٞب عَّٛ

ٔلا٘ٛٔب، عزعبٖ عیٙٝ، عزعبٖ سرٕساٖ، عزعبٖ ػّٕٝ 

دب٘ىزاط، عزعبٖ دٛعز، عزعبٖ رٚزٜ ثشري ٚ 

فلاٜٚ  EZH2 ٕٞچٙیٗ، یبثس.عزعبٖ ذٖٛ افشایؼ ٔی

ثز ٔمبٚٔز زر ثزاثز ؽیٕی زرٔب٘ی ٚ رازیٛسزادی ثزای 

 ثبؽس ٔیٚ سٛٔٛرسایی ٘یش ضزٚری  CSCذٛز٘ٛعبسی 

را سحز ی عزعب٘ی ٔزی ٞب عَّٛزر ایٗ دضٚٞؼ  (.7)

س سٛا٘ ٔیثزرعی ٕ٘ٛزیٓ وٝ  EZH2صٖ  ذبٔٛػ عبسی

دشب٘غیُ زرٔبٖ عزعبٖ ٔزی ثقٛرر چؾٍٕیزی 

ثٝ فٙٛاٖ ٘ؾبٖ زازیٓ وٝ ثزای اِٚیٗ ثبر  ٚ افشایؼ زٞس

عزعبٖ ٔزی زر  ٗیوبسٙ-ثشبی صٖ وٙٙسٜیه صٖ سٙؾیٓ

ثب  وبسٙیٗ-ثشب ػٟؼ ٚ ثیبٖ ثیؼ اس حس .ثبؽس ٔی

اس ػّٕٝ عزعبٖ وجس، عزعبٖ  ٞب عزعبٖثغیبری اس 

رٚزٜ ثشري، عزعبٖ ریٝ، سٛٔٛرٞبی ثسذیٓ دغشبٖ، 

عزعبٖ سرٕساٖ ٚ آ٘سٚٔشز ٔزسجظ اعز. وبٞؼ ثیبٖ 

ی ٞب عَّٛثشب وبسٙیٗ ثبفض وبٞؼ چغجٙسٌی عِّٛی 

ی سٛٔٛر وٕه ٞب عَّٛثسذیٓ ؽٛز ٚ ثٝ رفشبر ثسذیٓ 

ی ٔزسجظ ثب ٞب صٖوبسٙیٗ -ثشبعبسی  فقبَ .(40) وٙس

ٚ ثبفض ا٘شمبَ ادیشّیبَ  زٞس ٔیعِّٛی را وبٞؼ  اسقبَ

(. 33) ؽٛز ٔیی وِٛٛروشبَ ٞب عزعبٖثٝ ٔشا٘ؾیٕی زر 

EMT َّٛعَّٛ ٔجشٙی ثز -ؽبُٔ سضقیف اسقبلار ع

-وبزریٗ ٕٞٛسیخ ثیٗ عِّٛی ٚ ٍِٙزٌبٜ وبزٞزیٗ

وبسٙیٗ ثٝ اعىّز عِّٛی اعز، زر حبِی وٝ ثبفض 

وٝ  ؽٛز ٔیی چغجٙسٌی ٞب ِٔٛىَٛاِمبی ثیبٖ 

. وٙٙس ٔیچغجٙسٌی ضقیف سز ٚ ٞشزٚسیذی را ٔٙشمُ 

ی عزعب٘ی را ثزای ػسا ٞب عَّٛٞب سٛا٘بیی  ایٗ ٚیضٌی

ٚ عبیز  ECMؽسٖ اس ثبفز اِٚیٝ، اسقبَ ثٝ اػشای 

ٞب( ٚ ٟٔبػزر  )ثٝ فٙٛاٖ ٔظبَ، فیجزٚثلاعز ٞب عَّٛ

. زٞس ٔیٞبی ِٙفبٚی ٚ ذٛ٘ی افشایؼ  ثٝ عٕز عیغشٓ

ٓ فلاٜٚ ثز ٕ٘بیؼ ذٛاؿ ی سٛٔٛر ٟٔبػٞب عَّٛ

ی ثٙیبزی ٞب عَّٛٞبیی را وٝ زر  ، ٚیضٌیEMTٔؾبثٝ 

ٚ ثٙبثزایٗ ثٝ فٙٛاٖ  زٞٙس ٔی٘ؾبٖ  ؽٛز ٔیعجیقی زیسٜ 

 (.4) ؽٛ٘س ٔیی ثٙیبزی عزعب٘ی سٛفیف ٞب عَّٛ

ٔٛػت افشایؼ سٕبیُ وٕذّىظ  EZH2افشایؼ ثیبٖ 

PRC2  ٗثٝ دزٚسئیHERES  ؽسٜ وٝ ذٛز ٔٛػت

ٚ افشایؼ ثیبٖ ثشب وبسٙیٗ  Wntعبسی ٔغیز فقبَ

٘شبیغ حبفُ اس ایٗ دضٚٞؼ ٘ؾبٖ زاز  (.39) ؽٛز ٔی
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EZH2  ٖثبؽس ٔیرا  زارا  وبسٙیٗ-ثشبسٛا٘بیی وٙشزَ ثیب .

 EZH2صٖ  ی وبٞؾیسحز اِمبثیبٖ ثشبوبسٙیٗ زر ٚالـ 

 EZH2وٝ ارسجبط سٙؾیٕی ٔظجز را ثب صٖ ؽس ثزرعی 

 ثشبوبسٙیٗ صٖ EZH2ٖ  ٘ؾبٖ زاز. یقٙی ثب وبٞؼ ثیب

اس عزیك  EZH2وبٞؼ  ثیبٖ اس ذٛز ٘ؾبٖ زاز. احشٕبلا 

ٞبی ِٔٛىِٛی ٚ یب حس ٚاعظ زٞی عیٍٙبَٔغیزٞبی 

. ٕٞچٙیٗ صٖ ثشبوبسٙیٗ وٙس ٔیرا سٙؾیٓ  وبسٙیٗ-ثشبثیبٖ 

. ثبؽس ٔی WNT/BCATی ٟٔٓ ٔغیز ٞب صٖاس ػّٕٝ 

ی ایٗ ٔغیز ٘یبسٔٙس ثزرعی زر ٞب صٖثزرعی عبیز 

ٔغبِقبر دیؾیٗ ٘ؾبٖ زاز٘س  سحمیمبر آسی ذٛاٞس ثٛز.

اس  زرفس 9/16 زر EZH2وٝ ثیبٖ غیز عجیقی 

ٔؾبٞسٜ ؽس ٚایٗ ثیبٖ افشایؼ  ESCCسٛٔٛرٞبی 

ٞبی ثبِیٙی آعیت ؽٙبذشی ثب ٚیضٌی EZH2ی یبفشٝ

 ESCCٔب٘ٙس ا٘ساسٜ، ٔشبعشبس ٚ ٔیشاٖ ثمب زر ثیٕبراٖ 

احشٕبلا ثب وبٞؼ  EZH2. وبٞؼ ثیبٖ (12) ٕٞزاٜ ثٛز

. زر سبییس ایٗ ٔٛضٛؿ سغز ثبؽس ٔیٔشبعشبس ٘یش ٔزسجظ 

ٟٔبػزر عِّٛی ٘یش ثیبٍ٘ز وبٞؼ ٟٔبػزر ٚ رؽس 

 ذبٔٛػ یبفشٝ ثٛز. EZH2ی ثب ٞب عَّٛعِّٛی زر 

احشٕبَ ٔشبعشبس زر  EZH2ثٙبثزایٗ ثب اِمب وبٞؼ ثیبٖ 

لبثُ وٙشزَ ٚ ٟٔبر  ESCCثیٕبراٖ زرٌیز ثب عزعبٖ 

ز وٝ ٕٞیٗ أز اس ثسذیٕی ٚ وؾٙسٌی ایٗ ذٛاٞس ثٛ

 وبٞس.ثیٕبری ٔی

 گیريًتیجِ

ٞٓ زر سٛٔٛرسایی، ٔشبعشبس،  EZH2زر ٔؼٕٛؿ صٖ 

عزعب٘ی  یٞب عَّٛسٟبػٓ ٔمبٚٔز ثٝ ؽیٕی زرٔب٘ی 

ٞبی ٘مؼ ثغیبر ٟٕٔی را ایفب ٕ٘ٛزٜ. سٕبٔی ثزرعی

ثبِیٙی حبوی اس آٖ ٞغشٙس وٝ ٔؾىلار اعبعی ثیٕبراٖ 

ESCC  َٚی زْٚ ثٛزٜ ٚ زر ّٚٞٝ ٔشبعشبسزر ّٚٞٝ ی ا

وٝ سٕبٔی ایٗ ٔؾىلار  ثبؽس ٔیفٛز ٔؼسز سٛٔٛر 

حُ ؽسٜ ٚ أیس ثٝ  EZH2سحز دٛؽؼ زرٔبٖ ثب 

ی عٍٙفزؽی ٞب عَّٛزرٔبٖ زر ثیٕبراٖ وبرعیٛ٘ٛٔبی 

ی صٖ زر ٚالـ زرٔبٖ ثز دبیٝ .زٞس ٔیٔزی را افشایؼ 

EZH2  ثٝ فٛرر ٔٛطزی ٞٓ ؽٙبعبیی سٛٔٛر زر

را  ESCCزرٔبٖ عزعبٖ ثبسزٜ ٔزاحُ اِٚیٝ ٚ ٞٓ 
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Abstract  

Esophageal cancer ranks as the sixth leading cause of cancer-related deaths and the 

eighth most common cancer worldwide. One of the most characteristic features of this 

malignancy is its resistance to chemoradiotherapy and its high recurrence rate. β-

Catenin is a key molecule associated with metastasis and invasion. EZH2 gene acts as 

an epigenetic regulator of gene expression, promoting tumor cell proliferation and 

maintaining stem cell pluripotency. Aberrant expression of EZH2 has been reported in 

various malignant cancers. β-Catenin is known as a structural component of adherens 

junctions (in association with cadherins) and as the main signaling mediator of the 

Wnt/β-catenin pathway in the nucleus. Dysregulated β-catenin expression frequently 

contributes to tumorigenesis and metastasis.In this study, an EZH2 gene-silencing 

vector was cloned in Escherichia coli and subsequently purified. The EZH2 gene was 

silenced in YM-1 esophageal cancer cells. After confirming EZH2 knockdown, RNA 

extraction and cDNA synthesis were performed, followed by evaluation of β-catenin 

expression using real-time PCR. A cell migration assay was also conducted to assess the 

invasive potential of the cells after genetic manipulation.The results demonstrated a 

significant reduction in β-catenin expression in the YM-1 cell line following EZH2 

silencing. Furthermore, EZH2 knockdown significantly decreased the proliferation and 

migration rates of esophageal cancer cells. Overall, these findings highlight the 

regulatory role of EZH2 on β-catenin gene expression in esophageal squamous cell 

carcinoma (ESCC). Considering that tumor metastasis is one of the major factors 

contributing to ESCC malignancy and patient mortality, identifying effective molecular 

markers involved in cancer stem cell regulation could represent a promising strategy for 

ESCC treatment. 
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