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 چکیذه

پشٍتئیي ّبی ػبختبسی ٍ ػولکشدی اتلبلات هحکن دس ػلَل ّبی اپیتلیبل ّؼتٌذ.  claudin) (کلَدیي ّب :هذفسمینه و

گضاسؽ   .دس اًَاع ثیوبسی ّب، ثِ ٍیظُ دس ػشعبى ّب، ثِ اثجبت سػیذُ اػت claudinالگَّبی ثیبى تغییش یبفتِ اص اػضبی هختلف 

ّذف اص ایي هغبلؼِ ثشسػی هیضاى ثیبى طى . ثشاثش افضایؾ ثیبى سا ًـبى دادُ اػت claudin-1، 22ؿذُ اػت کِ دس ػشعبى هؼذُ 

claudin-1 ایي ػلبسُ  ّب ثب ػلبسُ گیبّی کبکَتی هی ثبؿذ. هضیت ّبی آدًَکبسػیٌَهبی هؼذُ پغ اص تیوبس ػلَل دس ػلَل  

 ثبؿذ م ٍخَد ػَاسم خبًجی هیداؿتي خبكیت ضذ ػشعبًی ٍ ػذ

 دسخِ 37دهبی ٍ دس  FBS% 10چبّکی ثب  12پلیت ّبی  دس (AGS)ی آدًَکبسػیٌَهبی هؼذُ  ػلَل :مواد و روش ها

اص ػلبسُ  μg/ml 2000 , 1200 , 800ّب ثب غلظت ّبی  % کـت دادُ ؿذًذ. ػلَل85ٍ سعَثت  CO2 %5 ٍ اًکَثبتَس ػلؼیَع

دس ًْبیت  ثب اػتفبدُ اص کیت اًدبم گشدیذ. cDNA، ػٌتض RNAػبػت تیوبس ؿذُ ػپغ اػتخشاج  72ٍ 48ثِ هذت کبکَتی آثی 

ثِ ػٌَاى طى  GAPDHاًدبم ؿذُ ٍ اص طى  Real time PCRثب پشایوشّبی اختلبكی ٍ   claudin-1ثشسػی هیضاى ثیبى طى 

-CTΔΔّب ثب  کٌتشل داخلی اػتفبدُ ؿذ. آًبلیض دادُ
 ثشسػی ؿذ. T-testهحبػجِ گشدیذ ٍ هؼٌی داس ثَدى ًتبیح ثب  2

ثِ تشتیت  μg/ml 800   ٍ1200ثب ػلبسُ کبکَتی دس غلظت  AGSّبی  ػبػت ػلَل 48آًبلیض ًتبیح ًـبى داد کِ دس تیوبس  :نتایج

دس ثیبى طى کبّؾ  ثشاثش 10ثشاثش ٍ  5.8ثِ تشتیت کبّؾ  μg/ml 800   ٍ1200ػبػت، دس غلظت  72دس تیوبس ٍ ثشاثش  3/2ثشاثش ٍ  7

claudin-1 ٍ 2000دس غلظت  ّیچ تغییش هؼٌی داسی هـبّذُ گشدیذμg/ml دس ّش دٍ تیوبس هـبّذُ ًـذ. 

ػلبسُ کبکَتی دس  μg/ml 1200  غلظتثب  AGSل ّبی ػبػت دس ػل72َش تیوبس ثب تَخِ ثِ ًتبیح حبكل، تبثی نتیجه گیزی:

 ثبؿذ. صایی، ثیـتش هی ػٌَاى طى دسگیش دس ػشعبىثِ claudin -1کبّؾ ثیبى طى 

ػٌَاى یکی اص ػَاهل دس ثذخیوی تَهَس ثب تبثیش ػلبسُ کبکَتی ثِ عَس لبثل تَخْی کبّؾ ثیبى  ثِ claudin-1طى  دس ایي هغبلؼِ،

 سا ًـبى دادُ اػت.

 ، کبکَتیAGS، ػشعبى هؼذُ ، ػلَل ّبی -claudin  1 کلیذی: کلمات
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 مقذمه:

هؼذُ چْبسهیي ػشعبى ؿبیغ ٍ دٍهیي ػبهل ػشعبى 

 multiیک ػبهل (1)ثبؿذ ٍهیش ثشاثش ػشعبى هی هشگ

factorial  یب چٌذػبهلی ثَدُ کِ ػفًَت

ّلیکَثبکتشپیلَسی ٍػَاهل هحیغی چَى هلشف دخبًیبت ، 

الکل، تغزیِ، ػغح ثْذاؿت، ػبثمِ فبهیلی ٍ هَاخِ یکؼبى 

گیشی  س ؿکلاػضبی یک خبًَادُ ثب ػَاهل خغش هحیغی د

طًتیکی،  ی آى تبثیشگزاس اػت. اصػَی دیگش ٍخَد صهیٌِ

ّب، غیشفؼبل ؿذى  ّب هبًٌذ خْؾ دس پشٍتَاًکَطى خْؾ

تَاى  گش ٍ... هی ّبی ػشکَة ٍ طى DNAّبی تؼویش طى

 .(2)اؿبسُ کشد

دلیل   ثِ یػشعبً یٍهیشّب دسكذ هشگ 90ثیؾ اص 

تَاًٌذ تَػظ  یاٍلیِ ه یدٌّذ. تَهَسّب یهتبػـتبص سخ ه

دسهبى ؿًَذ،  یخَث ثِ یهکول ؿیویبی یّب یب دسهبى یخشاح

اًذ ثِ دسهبى  کِ ثِ هشحلِ هتبػتبص سػیذُ یّـبی اهب ػشعبى

هـشگ سا  یاًذ. خـلَكیت همبٍهـت، دلیـل فشاٍاًـ همبٍم

. چٌذ (6،3،4،5)دّذ یهتبػتبص ًـبى ه یدسهیـبى افـشاد داسا

ثشًبهـِ دلیـك ٍ  کًـبى اص ییٌذ هتبػتبص آثَدى فش یا هشحلِ

دخیل ٍ  یکلیذ یّب ّـب ٍ پشٍتییي پیچیـذُ داسد. ؿـٌبخت طى

دس  یًکتِ اكل یّب ثب ّن ٍ ثب ثیوبس ًـبى دادى استجبط آى

 .هْبخن اػت یّـب ؿـٌبخت ٍ دسهـبى ػـشعبى

ّب ثِ ٍیظُ ػشعبى  دس ػشعبى Claudinهغبلؼِ طى 

کِ تحمیمبت  هؼذُ اص اّویت ثبلایی ثشخَسداس اػت چشا

افضایؾ ثیبى  claudin1-4  ٍclaudin6ًـبى دادُ 

 claudin-1. دس ایي هیبى  دس ػشعبى هؼذُ طى (7،8)داسًذ

ّب Claudin. (9)ثشاثش افضایؾ ثیبى سا ًـبى دادُ اػت 22تب 

 tightخضء اخضای ػبختبسی ٍ ػولکشدی ضشٍسی اتلبلات 

کِ دس  ػولکشدی ػذ هبًٌذ داسًذ tightثبؿذ. اتلبلات  هی

ّبی هختلف ٍ حتی  ّب، هبکشٍهَلکَل ّب، آة ػجَس یَى

ّب ًمؾ Claudinّبی ػشعبًی ًمؾ تٌظیوی داسد. ػلَل

هْوی دس تٌظین ًفَرپزیشی ٍ حفظ لغجیت ػلَلی دس 

 CLDN1داسًذ.  (12)ٍ اًذٍتلیبل (10،11)ّبی اپیتلیبل ػلَل

یبثذ کِ ثیبى آى ثب تْبخن ٍ  دس ثبفت ػشعبى هؼذُ تظبّش هی

تبػتبص تَهَس دس استجبط اػت ٍ آى ثِ ػٌَاى یک ػبهل ه

تَاًذ هَسد  ی ضؼف هی آگْی ثشای ًـبى دادى ًتیدِ  پیؾ

 (.13،14)اػتفبدُ لشاس گیشد

فؼبل کٌٌذُ  claudin1ّبی لجلی ًـبى داد کِ  گضاسؽ

MMP-2 ٍMMP-9 ثبؿذ کِ افضایؾ دٌّذُ هتبػتبص  هی

ؿکل خبكی  Anoikis(. 15،16،17ٍ تْبخن ػلَل اػت)

ّب اص هبتشیکغ خبسج  کِ ػلَل اص آپَپتَص اػت ٌّگبهی

دّذ کِ یک هکبًیؼن کلیذی دس  ػلَلی خذا ؿَد سخ هی

(. ػذم اخشای ثشًبهِ 18حفظ ّوَػتبص ٍ تَػؼِ ثبفت اػت)

anoikis  هوکي اػت هٌدشثِ صًذُ هبًذى ػلَل تحت

ًظوی دس  ؿشایظ تَلف یب تکثیشدس هحل ًبثدب ؿَد. ایي ثی

ػٌَاى یک هـخلِ پذیذاس ؿذى  ثِ anoikisای اخش

ؿَد کِ هٌدشثِ ایدبد  ّبی ػشعبًی دسًظش گشفتِ هی ػلَل

 ، Claudin1(. 19،20ّبی دٍس هی ؿَد) هتبػتبص دس اًذام

anoikis   ػلَل سا دس ػشعبى سٍدُ ثضسگ، اص عشیك تٌظین

سا تٌظین  SRCٍ ثتب کبتٌیي ٍػیگٌبلیٌگ E-cadherinثیبى 

ٍ  1(. دسٍالغ یک تؼبهل هتمبثل ثیي کلَدیي21،22کٌذ)  هی

ٍ ثتب  claudin1(.ًمؾ 21،23،24ثتب کبتٌیي ٍخَد داسد )

کبتٌیي دس تَهَس هؼذُ ٍ هتبػتبصثبػث ؿذ تحمیمبت ثیـتشی 

دس ایي صهیٌِ كَست ثگیشد. تؼذادی اص هحممبى ثب اص کبس 

 anoikisّبی  ، ثِ ٍػیلِ المب ػلَل 1اًذاختي ثیبى کلَدیي

 invivo  ٍinvitroسؿذ تَهَس ٍهتبػتبص دس ؿشایظ  هبًغ

ّبی ػشعبى هؼذُ ؿذًذ ٍ ػپغ هتَخِ ؿذًذ کِ  دس ػلَل

سا اص عشیك المب ثیبى   anoikisّبی  همبٍهت ػلَل 1کلَدیي

دّذ کِ ثِ دًجبل آى تدوغ  ثتب کبتٌیي غـبئی افضایؾ هی

م ؿَدٍ ثب اًدب ؿَد ٍ فشآیٌذ آپَپتَص هْبس هی ّب المب هی ػلَل

Claudin1اصهبیـی ثِ ایي ًتیدِ سػیذًذ کِ کبّؾ ثیبى 
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 کٌذ. ّبی ػشعبى هؼذُ هتبػتبص سا ػشکَة هی دس ػلَل 

دس ثبفت ػشعبى هؼذُ ثیبًؾ افضایؾ  claudinطى (.25)

تَاى اص آى ثِ ػٌَاى یک ػبهل پیؾ آگْی  یبثذ هی هی

ثیبى کلَدیي دس ثشخی .(13،23،26،27،28اػتفبدُ کشد)

یبثذ ٍلی  ّب کبّؾ هی افضایؾ ٍ دس ثشخی ػشعبىّب  ػشعبى

ّذ ثیبى ّب ؿب عی هغبلؼبت اًدبم ؿذُ دس ثؼیبسی اص ػشعبى

(. گضاسؽ ؿذُ 29،30،31،32ثیؾ اص حذ کلَدیي ّؼتین)

هٌدشثِ افضایؾ آپَپتَص دس  1-کِ ثیبى دٍثبسُ کلَدیي

(. ثٌبثشایي ػولکشد 33ّبی ػشعبًی ػیٌِ هی ؿَد) لَلػ

عبى ثؼتگی ثِ ًَع ثبفت ٍ احتوبلا ثِ ًَع ٍ ّب دس ػش کلَدیي

 هشحلِ ػشعبى ثؼتگی داسد. 

سػذ داسٍّبی گیبّی ثبتَخِ ثِ تبثیش هَثش دس  ثِ ًظش هی

خلَگیشی اص سؿذ تَهَس ٍ ػَاسم خبًجی کوتش، خبیگضیي 

ثبؿٌذ.  دس ایي هغبلؼِ،طى  هٌبػجی ثشای داسٍّبی ؿیویبیی هی

claudin-1 ِس ثذخیوی تَهَس ثب ػٌَاى یکی اص ػَاهل د ث

تبثیش ػلبسُ کبکَتی ثِ عَس لبثل تَخْی کبّؾ ثیبى سا 

 دادُ اػت. ًـبى

 مواد و روش ها:

تمؼین ثٌذی هَاد هَسد  کبکَتی، گیشی اص ؿبهل ػلبسُ

 ،تْیِ هحیظ کـت کبهل  ،اػتفبدُ دس فشایٌذ کـت ػلَل 

 ،ؿوبسؽ ػلَلی  ،پبػبط ػلَلی ،  FBS دکوپلوبى کشدى

تیوبس  ،چبّکی  12دس پلیت  AGS ّبی کـت ػلَل

 اػتخشاج ،ّبی هـخق  ثب دٍصّب ٍ صهبىکبکَتی ػلبسُ 

RNA  ، تؼییي غلظتRNA ،ػٌتض cDNA ، ٍ عشاحی

ٍ آًبلیض دادُ ّب  Real time PCR اًدبم ،ػفبسؽ پشایوش

 .ثبؿذ هی

 کاکوتیتهیه عصاره آبی 

 (خیؼبًذى)گیشی ثِ سٍؽ هبػشاػیَى  ػول ػلبسُ

تَػظ آػیبة کبکَتی ّبی خـک ؿذُ  اًدبم گشفت. ثشگ

گشم اص پَدس گیبُ تَصیي ؿذُ ٍ دس  50ثشلی پَدس گشدیذ. 

هیلی لیتش آة همغش اػتشیل هخلَط  500لیتشی ثب  1اسلي 

، کبکَتیّبی  گشدیذ. اسلي هزکَس خْت حل ؿذى پلی فٌل

دلیمِ دس دهبی خَؽ ثي هبسی لشاس گشفتِ ٍ ػپغ ثش  15

 24سٍی ؿیکش اًکَثبتَس گزاؿتِ ؿذ. پغ اص گزؿت 

یِ ٍ لیف لا 4ػبػت، هخلَط هزکَس تَػظ گبص اػتشیل 

ّبی هَخَد دس  كبف گشدیذ. ثشای خذا کشدى ًبخبللی

ٍ ثِ  rpm 3000 ػلبسُ هَسد ًظش ػول ػبًتشیفَط ثب دٍس

دسخِ ػلؼیَع اًدبم گشفت.  4بی دلیمِ دس ده 20هذت 

ػلبسُ كبف ؿذُ ثب اػتفبدُ اص دػتگبُ سٍتبسی تغلیظ 

هیکشًٍی اػتشیل  22/0گشدیذ. ػپغ تَػظ فیلتش هیکشٍثی 

ّبی اػتشیل تمؼین ٍ تب صهبى اػتفبدُ  ؿذُ ٍ دس هیکشٍتیَح

 (.34)دسخِ ػلؼیَع ًگْذاسی ؿذ  -20دس دهبی 

 لولیو پاساص س (AGS) سلول سزطانی معذه  

 خشیذاسی گشدیذاًیؼتیتَ پبػتَس اص   AGS ّبی ػلَل

ق کـت آصهبیـگبُ ػلَم ٍ پغ اص ٍسٍد ػلَل ثِ اتب

 .اًدبم ؿذ Sub Culture ثِ ػشػت هشاحل ،تحمیمبت 

 ضمارش سلولی

ؿوبسؽ ػلَل ّب ثب اػتفبدُ اص ، پغ اص پبػبط ػلَلی 

 .اًدبم ؿذ تشیپبى ثلَ ٍ لام ًئَثبس

چبّکی  12ػلَل دس پلیت ّبی  105تؼذاد ػلَل ّب: 

  کـت دادُ ؿذ.

 چاهکی12کطت سلول ها در پلیت های 

ؿؼتـَ ٍ ػپغ تشیپؼیٌِ ؿذُ  PBS ّب ثب دس اثتذا ػلَل

 RPM ػک خذا ؿًَذ. ػبًتشیفَط ثب دٍسلاتب اص ػغح ف

دلیمِ اًدبم ؿذُ ٍ سػَة ػلَلی دس همذاس  5ثِ هذت  1000

هٌبػجی اص هحیظ کـت کبهل ثِ حبلت ػَػپبًؼیَى دسآهذ. 

هحیظ کـت  ml 2ّش چبّک ًیبص ثِ ،چبّکی  12دس پلیت 

 .ّبی ؿوبسؽ ؿذُ داسد هبیکشٍلیتش اص ػلَل 100کبهل ٍ 

 AGS ّبی یک پلیت ثب چْبس چبّک حبٍی ػلَل

هبیکشٍگشم ثش هیلی لیتش  2000ٍ  1200 ، 800ثشای دٍصّبی 
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ػبػت ٍ پلیت  48ٍ کٌتشل دس ثبصُ صهبًی  کبکَتیػلبسُ 

ػبػت آهبدُ  72دیگشی ثِ ّویي تشتیت دس ثبصُ صهبًی 

 .گـت

 کاکوتیتیمار با عصاره 

 12ّبی  ػبػت پغ اص کـت ػلَل دس پلیت 24

صهبى عی ؿذُ  ،آغبص ؿذُ کبکَتی تیوبس ػلبسُ  ،چبّکی 

ّبی ػغح ػلَل ثِ کف پلیت هی  خْت اتلبل پشٍتئیي

یک چبّک ثذٍى اضبفِ کشدى ػلبسُ داسٍیی ثِ  .ثبؿذ

ّبی هَسد هغبلؼِ دس  ػٌَاى کٌتشل خْت ثشسػی ثیبى طى

 .حبلت ػبدی دس ًظش گشفتِ ؿذ

 2000ٍ  1200 ، 800ّبی دیگش ثب دٍصّبی  چبّک

تیوبس گشدیذ. کَتی کبهبیکشٍگشم ثش هیلی لیتش اص ػلبسُ 

هحیظ کـت سٍیی ػلَل تخلیِ ؿذُ ٍ همبدیش هحیظ کـت 

ثِ ّش چبّک هخلَف ثِ خَد کبکَتی کبهل ٍ ػلبسُ 

 .ثبؿذ هی ml 2 اضبفِ ؿذ. هدوَع همبدیش 

  RNA Totalاستخزاج

RNA  ّبی یَکبسیَتی حبٍی کل ػلَل RNA 

 RNA ٍ(tRNA)ًبلل RNA،  (rRNA)سیجَصٍهی

 RNA ثبؿذ. دس ایي هغبلؼِ اػتخشاج هی (mRNA)پیبهجش

 .كَست اًدبم گشفت 2ػبػتِ ثِ  72ٍ  48دس دٍص ّبی 

 اس کیت استخزاج Total RNA ستخزاجا

RNA اس کطت سلول 

 اص کـت ػلَل ثب RNA کیت اػتخشاج

891620Cat.NO:PR اص ؿشکت ػیٌبکلَى خشیذاسی ؿذ. 

 RNX توسط   RNA Totalاستخزاج

RNX_Plus Solution , 25ml. اص ؿشکت

 خشیذاسی ؿذ. C7713 Cat.No: RNػیٌبکلَى ثب 

 استخزاج ضذه RNAبزرسی کمی 

ّب ثب دػتگبُ RNAپغ اص اػتخشاج کیفیت  ٍ غلظت 

  اػپکتَفتَهتش ثشسػی ؿذ

μ 1 اصRNA  ُاػتخشاج ؿذُ ثِ ّوشاμl 99  آة همغش

 μl ,ػتشٍى دٍثبس اتَکلاٍ ؿذُ تْیِ ؿذُ ٍ اص هحلَل فَق 

 دس کٍَت سیختِ ٍ دس دػتگبُ اػپکتشٍفتَهتش لشاس دادُ ؿذ1

  cDNAسنتش   

ػٌتض  mRNA سؿتِ هکول، دس ًؼخِ ثشداسی هؼکَع 

اص ؿشکت cDNA  گشدد. دس ایي تحمیك کیت ػٌتض هی

ّبی  ٍ هـخلبت: تیَح -R2046Cat.No:K تکبپَصیؼت ثب

حبٍی   Cycle Script داسای آًضین RT لیَفیلیضُ آهبدُ

  .پبس تلبدفی خشیذاسی ؿذؿؾ 

 Water  DEPC (diethyl pyroهبیکشٍلیتش 20

carbonate )  ُهبیکشٍلیتش 1ثِ ّوشا RNA  ُاػتخشاج ؿذ

  اضبفِ ؿذ ٍ ثِ هذت چٌذ ثبًیِ  RT ّبی کیت ثِ تیَح

SPIN ُگـت ٍ دس دػتگب PCR  لشاس دادُ ؿذ. پغ اص اتوبم

 - 20حبكل دس فشیضس  cDNA صهبى دادُ ؿذُ هحلَل

 .گشدیذ دسخِ ػبًتی گشاد ًگْذاسی

 طزاحی پزایمز

  تَالی ًَکلئَتیذی هشثَط ثِ سًٍَؿت ّبی طى

Claudin-1  طى سفشًغ ٍ GAPDH ت هؼتجش لااص همب

 BLAST ٍGENEٍ كحت اًْب ثب  (260،261) اػتخشاج ؿذ

RUNNER تبییذ ؿذ  . 

 

 توالی پزایمزها .1جذول

Length Oligo sequences 5'→ 3'                                                               Primer Name            

    22     5′- GCGCGATATTTCTTCTTGCAGG-3′                 CLDN-1   F                

    21 5′-TTCGTACCTGGCATTGACTGG-3′                  CLDN-1   R                

    20 5’-ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3’       GAPDH   F                  

    20 5’-TCTAGACGGCAGGTCAGGTC-3'         GAPDH   R                  
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 Ct2∆∆-ای  مقایسهروش 

اػتفبدُ تَاى  دس اسصیبثی ًؼجی اص چٌذیي سٍؽ هتفبٍت هی

اسصیبثی ًؼجی ثب اػتفبدُ اص دٍ هٌحٌی  :کشد کِ ؿبهل

ثبؿذ کِ اص ایي  ٍ سٍؽ پبفل هی Ct∆∆ سٍؽ ،اػتبًذاسد

  .اػتفبدُ ؿذCt∆∆  ای ثیي دس ایي هغبلؼِ اص سٍؽ همبیؼِ

طى  ct ّش یک اص ًوًَِ ّب اص همذاس Ct دس ایي سٍؽ همذاس

ثِ دػت   ctآى دس همبثلاػتبًذاسد هَسد ًظش کؼش ٍ تفبٍت 

هحبػجِ ؿذ.  (Ct ) ًوًَِ کٌتشل آهذُ ٍ سًٍذ کبّؾ یب

دػت آهذُ ٍ  ثِ – Ctثِ تَاى  2هیضاى ثیبى طى ثب فشهَل 

افضایـی طى هَسد ثشسػی لشاس گشفتسًٍذ کبّؾ یب 

   

 ∆Ct(Control) = Ct(Target gene) – Ct(Reference gene) 

 ∆Ct(Treatment) = Ct(Target gene) – Ct(Reference gene) 

 ∆∆Ct = ∆Ct(Treatment) - ∆Ct(Control) 

 Relative fold change = 2 -Ct 

 

 خْت اعویٌبى یبفتي اص تحت تبثیش لشاس گشفتي یب ًگشفتي

house keeping gene ًظش ثِ طى هشخغ جت طى هَسدًؼ

 .ثب اػتفبدُ اص فشهَل صیش هحبػجِ ؿذ

Ratio = 2 -Ct Sample / 2 -Ct Reference gene 

اػتفبدُ Real Time PCRثشای ثشسػی هیضاى ثیبى طى اص 

 ٍ اًبلیض اهبسی ثشای هؼٌی داس ثَدى كَست گشفت

 t-test روش   

ثب گشٍُ کٌتشل عَس خذاگبًِ  دس ایي سٍؽ ّش گشٍُ ثِ

داس ثَدى یب ًجَدى ًتبیح هـخق گشدد.  هؼٌیهمبیؼِ ؿذ تب 

یي اًدبم ثِ كَست آًلا openepi ایي کبس تَػظ ػبیت

 2 ّبی ایي خذٍل هیبًگیي  دس خبًِ .گشفت
-Ct  اًحشاف ٍ

ّبی تحت تیوبس  ثشای گشٍُ P-valueهؼیبس ٍاسد ؿذ ٍ 

 هحبػجِ گشدیذ. 

0.05> P-value دٌّذُ هؼٌی داس ثَدى کبّؾ یب  ًـبى

 ثبؿذ. هی claudin-1افضایؾ ثیبى طى 

 نتایج

 سلول های  در claudin1 تغییزات بیان صن

AGSساعت 48در دور  

 2000ٍ  1200,  800ثب غلظت  AGS ّبی ػلَل

ٍ ًوًَِ کٌتشل دس ثبصُ کبکَتی هبیکشٍگشم ثش هیلی لیتش اص 

 RNA گشفت. اػتخشاجػبػت تحت تیوبس لشاس  48صهبًی 

اًدبم  PCR  Real Time ٍ دس ًْبیت cDNA ٍ ػٌتض

  ای ؿذ. ًتبیح ثِ دػت آهذُ اص عشیك فشهَل سٍؽ همبیؼِ

∆∆Ct ُّب ًیض  هَسد آًبلیض لشاس گشفت. هؼٌی داس ثَدى داد

 . ثشسػی ؿذ  t- testتَػظ

 ساعت  48باسه سمانی  های مختلف عصاره کاکوتی در تحت تیمار با غلظت Claudin-1 نتایج تغییز میشان بیان صن . 2ول جد

 (ساعت)claudin-1 48صن  P_Value SD Average2-Ct توضیحات

_ Reference 0 1 کنتزل 

 μg/ml 800دوس   0.14 0.19 0.0014 دار کاهص معنی

 μg/ml 1200دوس 0.42 0.66 0.2026 ----

 μg/ml 2000دوس 1.01 1.05 0.9876 ----
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 ساعت 48در گزوه  claudin-1 نمودار ستونی تغییزات میشان بیان صن . 1نمودار 

 

 
 ساعت 48در گروه   claudin-1نمودار خطی تغییرات میزان بیان ژن . 2نمودار 

 

ثب ػلبسُ  AGSّبی  ػبػت ػلَل 48دس تیوبس 

ثیبى ایي  ثیـتشیي کبّؾ  μg/ml 800کبکَتی دس غلظت 

ًیض  μg/ml 1200طى سا داسین  لبثل رکش اػت دس غلظت 

داس ًیؼت  هؼٌی p-value>0.05کبّؾ ثیبى داسین اهب ثب 

 هـبّذُ ًـذ.تغییشی   2000μg/mlٍلی دس غلظت 

 claudin-1 بزرسی تغییزات میشان بیان صن

 ساعت 72در باسه سمانی 

 ثبؿذ ػبػت هی 48سٍؽ کبس هـبثِ آصهبیؾ دس گشٍُ  

پغ اص تیوبس   ثب ایي تفبٍت کِ دس ایي گشٍُ , صهبى عی ؿذُ

 .ثبؿذ ػبػت هی 72, کبکَتی ثب ػلبسُ

 

 ساعت  72باسه سمانی  های مختلف عصاره کاکوتی در تحت تیمار با غلظت Claudin-1 نتایج تغییز میشان بیان صن . 3جذول 
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 ساعتclaudin-1 72صن  P_Value SD Average 2-Ct توضیحات

- Reference 0 1 کنتزل 

 μg/ml 800دوس  0.17 0.04 0.000003578 دار کاهص معنی

 1200μg/mlدوس 0.1 0.06 0.00001304 دار معنی کاهص 

 2000μg/mlدوس 1.15 1.03 0.8133 ----
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 ساعت 72در گزوه  claudin-1 نمودار ستونی تغییزات میشان بیان صن . 3مودار ن

 

 
 ساعت 72در گزوه  claudin-1 نمودار خطی تغییزات میشان بیان صن . 4نمودار 

 

ثب ػلبسُ کبکَتی دس  AGSّبی  ػبػت ػلَل 72دس تیوبس 

داس ثیبى ایي  هؼٌی کبّؾ  μg/ml 800  ٍ1200 ّبی غلظت

 μg/ml 2000طى سا داسین لبثل رکش اػت دس غلظت 

 داس ًیؼت. هؼٌی p-value>0.05افضایؾ ثیبى داسین کِ ثب 

 

 ساعت 48و  72در باسه سمانی  claudin-1 بیان صن تغییزات میشانمقایسه . 4جذول 

 ها گزوه P_Value SD Average 2-Ct توضیحات

_ Reference 0 1 کٌتشل 

 (h48) 800کبکَتی 0.14 0.19 0.0014 داس کبّؾ هؼٌی

 (h48) 1200کبکَتی 0.42 0.66 0.2026 ---

 (h48) 2000کبکَتی 1.01 1.05 0.9876 ---

 (h72) 800کبکَتی 0.17 0.04 0.000003578 داس کبّؾ هؼٌی

 (h72) 1200کبکَتی 0.1 0.06 0.00001304 داس کبّؾ هؼٌی

 (h72) 2000کبکَتی 1.15 1.03 0.8133 ---
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 ساعت 72و48های سمانی  باسهدر  claudin-1 تغییزات بیان صنمقایسه میشان نمودار ستونی  .5نمودار

 

 
 ساعت 72و48های سمانی  در باسه claudin-1: نمودار خطی مقایسه میشان تغییزات بیان صن 6نمودار

 

ّبی  ػبػت ػلَل 48بى داد کِ دس تیوبس آًبلیض ًتبیح ًـ

AGS  ثب ػلبسُ کبکَتی دس غلظتμg/ml 800   ٍ1200 

-claudinدس ثیبى طى کبّؾ ثشاثش  3/2ثشاثش ٍ  7ثِ تشتیت 

 2000μg/ml هـبّذُ گشدیذ ٍلی تغییشی دس غلظت 1

ػبػت، دس غلظت  72هـبّذُ ًـذ. ّوچٌیي دس تیوبس 

μg/ml 800   ٍ1200  ثشاثش  10ثشاثش ٍ  5.8ثِ تشتیت کبّؾ

هـبّذُ گشدیذ ٍ دس غلظت  claudin-1دس ثیبى طى 

2000μg/ml  افضایؾ ثیبى طىclaudin-1  حبكل ؿذ ٍلی

 داس ًجَد ایي افضایؾ هؼٌی

2وRatio نتایج مقایسه 
-Ct 

ػبػت , تفبٍت هحؼَػی هیبى  72ٍ  48دس گشٍُ 

دس claudin-1  دس هیضاى ثیبى طى Ratio  ٍ-Ct2 ًتبیح

اص ػلبسُ  μg/ml 2000ٍ  1200ٍ  800غلظت ّبی 

تَاى ایٌغَس ػٌَاى کشد کِ طى  ٍخَد ًذاسد ٍ هیکبکَتی 

کبکَتی ػبػت تیوبس ثب ػلبسُ  72ٍ  48 ی سفشًغ دس ثبصُ

ًگشفتِ اػت ٍ ثِ ػٌَاى طى تبثیش لشاس  ثِ عَس هؼتمین تحت

 .ثبؿذ اػتبًذاسد هی ،سفشًغ

 بحث

)ثِ  claudereًبم کلَدیي ثشگشفتِ اص کلوِ لاتیي 

دٌّذُ ًمؾ  ثبؿذ کِ ایي اػن ًـبى هؼٌی ثشای ثؼتي( هی

ػٌَاى یکی اص  ّب ثِ ّبػت. کلَدیي ػذی ایي پشٍتئیي

ّبی اپیتلیبل اػت  اتلبلات هحکن دس ػلَل یتشیي اخضا هْن

ّب ّوَػتبص ثبفت سا اص عشیك تٌظین ًفَرپزیشی ٍ  ایي پشٍتئیي

 کٌذ. اًتمبل ػیگٌبل حفظ هی
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 ساعت 48در گزوه  claudin1 صن Ct2-و Ratio نمودار ستونی مقایسه نتایج.7

 

 
 ساعت 48در گزوه  claudin1صن  Ct2- و Ratio نمودار خطی مقایسه نتایج. 8نمودار

 

 
 ساعت 72در گزوه  claudin1 صن Ct2-و Ratio ستونی مقایسه نتایجنمودار  .9نمودار
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 ساعت 72در گزوه  claudin1 صن Ct2-و Ratio ی مقایسه نتایجخطنمودار  . 10نمودار

 

هحکن ّبیی ّؼتٌذ کِ دس اتلبلات  ّب پشٍتئیي کلَدیي

ػلَلی دخیل ّؼتٌذ ٍ ثشای ًگْذاسی اص اپیتلیَم 

عجیؼی)ًشهبل(، ثِ ٍیظُ دس ػبختبس ػذهبًٌذ، لغجیت ػلَلی ٍ 

ّب  اختلال دس تٌظین ثیبى ایي طى .اًتمبل ػیگٌبل هْن ّؼتٌذ

 .(35)ّبی هختلف ؿٌبػبیی ؿذُ اػت دس ثؼیبسی اص ػشعبى

هٌدش ثِ   CLDN1اػبع ثیَلَطی تَهَس، کبّؾ ثیبىثش 

تخشیت اتلبلات هحکن ٍ اص دػت دادى چؼجٌذگی ػلَل 

(، اهب 36ؿَد ) ثِ ػلَل هی ؿَد کِ ثبػث پیـشفت تَهَس هی

ؿَاّذی  .تش اػت اّویت ثبلیٌی آى دس ػشعبى هؼذُ پیچیذُ

،  CLDN1ّب، اص خولِ ٍخَد داسد کِ تؼذادی اص کلَدیي

یبثذ، صیشا ثبفت هؼذُ ثِ هتبپلاصی سٍدُ ٍ  یؾ هیثیبًـبى افضا

 .ؿَد ػشعبًی ؿذى صٍدسع هؼذُ هٌدش هی

ٍ  Zavala-Zendejas VEعجك هغبلؼبت 

سا دس فشایٌذّبی هتبػتبتیک  CLDN1 ّوکبساًؾ ،ًمؾ

اص عشیك فؼبل ؿذى هتبلَپشٍتئیٌبصّب، کبّؾ آپَپتَص ٍ 

 افضایؾ هْبخشت سا دس ػشعبى تخوذاى ٍ کَلَى گضاسؽ

 (37کشدًذ.)

 Marimuthuتَػظ  2011ای کِ دس ػبل  دس هغبلؼِ

 ػضَ اص  24ٍ ّوکبساًؾ اًدبم گشفت هـخق ؿذ کِ اص 

claudin  اًؼبىclaudin-1 ،22  ٍ ثشاثشclaudin-4  ٍ

claudin-6  ثشاثش دس ػشعبى هؼذُ افضایؾ ثیبى  3ّش کذام

طى دسگیش دس ػشعبى هؼذُ 4داؿتٌذ ٍ ّوچٌیي دسیبفتٌذ کِ 

تـکیل یک  claudin-1افضایؾ ثیبى داسًذ ثب اتلبل ثِ  کِ

 (9دٌّذ.) ؿجکِ یب هدوَػِ سا هی

ٍ ّوکبساًؾ  Lars L Eftangعجك هغبلؼبت 

ثب  claudin-1 ٍIL-8هـخق ؿذ کِ ثیبى ثیؾ اص حذ 

ّبی  ػفًَت حبد ّلیکَثبکتشپیلَسی  ٍ تَهَسصایی دس ػلَل

 ( 35اپیتلیبل هؼذُ دس استجبط اػت.)

Jie Huang  ّوکبساًؾ ثب اًدبم آصهبیـی هیضاى ٍ

ثبس افضایؾ ٍ ثبس دیگش کبّؾ  سا یک claudin-1ثیبى 

سا دس ػشعبى هؼذُ ٍ پیـشفت  claudinدادًذ تب ًمؾ 

ّب هـبّذُ کشدًذ کِ کبّؾ ثیبى ایي  تَهَس ثشسػی کٌٌذ آى

(، هْبس ٍ کبّؾ In vitroطى دس ؿشایظ آصهبیـگبّی)

 in vivoکلٌی دس ؿشایظ  هْبخشت ٍ تْبخن ٍ تـکیل

 )داخل ثذى( ًیض هْبس تَهَسصایی ٍ هتبػتبص سا دس پی داسد

ّب گضاسؽ کشدًذ کِ کبّؾ یب افضایؾ ثیؾ اص  ّوچٌیي آى

ثبػث تغییشاتی دس ثتبکبتٌیي غـبئی دس  CLDN1حذ 

ؿَد )ثتب کبتٌیي تٌظین کٌٌذُ  ّبی ػشعبًی هؼذُ هی ػلَل

0
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هـبّذُ کشدًذ کِ  ّب ػلَل اػت( آى-هْن چؼجٌذگی ػلَل

ثب ثیبى ثتبکبتٌیي دس ثبفت ػشعبى هؼذُ  1-ثیبى کلَدیي

دساستجبط اػت ٍ گضاسؽ کشدًذ کِ تٌظین ثیبى ثتبکبتٌیي 

هوکي اػت یک هؼیش کلیذی دس سًٍذ  1-تَػظ کلَدیي

anoikis   (. ّوچٌیي ّبف 25) ػلَل ػشعبًی هؼذُ ثبؿذ

بع هي ٍ ّوکبساى ًیض گضاسؽ کشدًذ کِ یکپبسچگی تو

ػلَل هی تَاًذ ثِ حفظ ثمبی ػیگٌبل ثتبکبتٌیي ٍ -ػلَل

SRC  ،PI3K/AKT  خلَگیشی اص ٍanoikis  کوک

 کٌذ.

هغبلؼِ حبضش ثب ّذف تأییذ خبكیت ضذ ػشعبًی 

ٍ هب  تی ثش ػلَل ّبی ػشعبًی ثَدُ اػتػلبسُ گیبُ کبکَ

-claudin دس تحمیمبت خَد اثش ػلبسُ کبکَتی سا ثش طى 

 ثشسػی کشدین ٍ ؿبّذ کبّؾ ایي طى دس دٍصّبی  1

μg/ml800  ٍ1200  .پیـجشد ٍاکٌؾ ّبی پیَػتِ ثِ ثَدین

ػوت هشگ ػلشلی دس ػلَل ّبی غیش عجیؼی ٍ ػشعبًی 

لغؼبً ّوشاُ ثب کبّؾ یب افضایؾ ثشخی اص طى ّبی دسگیش دس 

ایي سًٍذ ثَدُ اػت، اهب ایي پشٍػِ ًیبصهٌذ هغبلؼبت دیگشی 

ت طى ّبی تبثیش پزیش ثش ػلبسُ ضذ ػشعبًی ثشای ؿٌبخ

 .کبکَتی ثَدُ اػت

ثش عجك آصهبیـبت اًدبم ؿذُ آًبلیض ًتبیح ًـبى داد کِ 

ثب ػلبسُ  AGSّبی  ػبػت ػلَل 48دس ثبصُ صهبًی 

کبّؾ دس  μg/ml 800  ٍ1200ّبی  کبکَتی دس غلظت

 μg/mlهـبّذُ گشدیذ کِ دس دٍص  claudin-1ثیبى طى 

ثَد ثِ ًحَی  1200تش اص دٍص  یبى هحؼَعایي کبّؾ ث 800

ثشاثش ٍ دس دٍص  7ػبػتِ  48اص تیوبس  μg/ml 800کِ دس دٍص 

μg/ml 1200  ثشاثش کبّؾ ثیبى سخ داد ٍلی  2.3ثِ هیضاى

 تبثیشی هـبّذُ ًـذ. μg/ml 2000دس دٍص 

ػبػت 72ی صهبًی  ثب ثشسػی تغییشات ثیبى طى دس ثبصُ

 μg/mlثب ػلبسُ کبکَتی دس غلظت  AGSّبی  ػلَل

داس ٍ ثِ  هؼٌی p-value>0.05ثب هحبػجِ  کبّؾ ثیبى 800

ی  دس ایي ثبصُ μg/ml 1200ثشاثش ثَد ٍ دس دٍص  5.8هیضاى 

داس سخ داد ٍلی دس دٍص   ثشاثش کبّؾ هؼٌی 10صهبًی ثِ همذاس 

μg/ml 2000  افضایؾ ثیبى طىclaudin-1  حبكل ؿذ

 داس ًجَد  ٍلی ایي افضایؾ هؼٌی

کبّؾ ثیبى طى  t-testثب اًدبم آصهبیـبت ثش عجك 

claudin-1  دس دٍصμg/ml 800  ػبػتِ ٍ دس  48اص تیوبس

ثب هحبػجِ  ػبػتِ 72اص تیوبس  μg/ml 1200ٍ  800دٍصّبی 

p-value>0.05 داس ثَدُ اهب دس دٍص  هؼٌیμg/ml 1200 

هؼٌی ثَدُ اػت. ّوچٌیي دس دٍص  ػبػتِ ثی 48اص تیوبس 

μg/ml 2000  ػبػت افضایؾ  72ٍ  48اص ّش دٍ ثبصُ صهبًی

 هؼٌی گضاسؽ ؿذ. ثیبى سخ داد کِ ثی

 گیزی  نتیجه

ثب تَخِ ثِ افضایؾ هلشف گیبّبى داسٍیی ٍ خغشات 

ًتبیح هلشف ثب دٍس غیش هَثش ٍ گبّب ػوی ایي تشکیجبت 

هی تَاًذ هَسد اػتفبدُ  ثذػت آهذُ عجك تحمیك حبضش

ؿشکت ّبی داًؾ ثٌیبى ثشای تَلیذ داسٍّبی گیبّی ثب 

جَد ٍ کٌتشل ػلبسُ کبکَتی دس دٍصّبی هٌبػت ثشای ثْ

 پیـشفت ثیوبسی دس ثیوبساى هجتلا ثِ ػشعبى هؼذُ لشاس گیشد.
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Abstract  

Background & Aims: Claudins are the main structural and functional proteins of tight 

junctions in epithelial cells. The altered expression patterns of different claudin members 

have been demonstrated in a variety of diseases, particularly in cancers.  It has been reported 

that claudin 1 is overexpressed 22-fold in gastric adenocarcinoma.  Considering the least side 

effect of herbal extracts, in this study we have evaluated  claudin-1 gene expression in AGS 

cells treated with ziziphora extract. 

Materials and Methods: The AGS cells were incubated 37°C containing 5% CO2  with 

85% humidity DMEM with  10% FBS .  The cells were treated with concentrations of 800, 

1200, 2000 μg /ml of ziziphora for 48 and 72 hours. Extraction of RNA, synthesis of cDNA 

has been done using kit. The study of claudin-1 gene expression was performed by Real time 

PCR and also GAPDH gene was used as the internal control. Data analysis was performed 

with 2 
- ΔΔCT

 and statistically analyzed by T-Test  .  

Results: The results of Real time PCR data have shown in 48 hours treatment, reduction of 7 

and 2.3 fold with concentrations of 800 and 1200 μg /ml of ziziphora  respectively  and  in  

72 hours treatment, reduction of 5.8 and 10 fold have seen in concentrations of 800 and 

1200μg /ml of ziziphora, respectively and there was no significant  change in concentration 

of 2000μg / ml in both treatments. 

Conclusion: Ziziphora extract in 1200 μg /ml concentration, reduced the expression of 

claudin-1 remarkably. Claudin-1 may become therapeutic targets for cancer treatment and 

ziziphora  as a herbal extract decreased the expression rate of claudin1significantly, in lower 

concentrations treatment.  
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