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 سلولی ي در رده Hottip (lncRNA) ي غير کد کننده ي بلند RNAبررسی بيان 
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 مقدمه:
 که هاست طانسرطان پوست يکي از انواع سر

 و است پوست بيروني ي لايه در عادي غير تغييرات شامل

 سلول سرطان و پايه سلول سرطان ملانوما، اصلي نوع سه به

 هاي انسان در سرطان اين. (1) شود مي تقسيم سنگفرشي

 %80 حدود. (2) است تر رايج بسيار روشن پوست رنگ با

 و پايه هاي ي پوست غيرملانومايي سرطان سلولها سرطان

 اين. باشد مي سنگفرشي هاي سلول سرطان %20 حدود

 ملانوما. (3) شوند مي مرگ به منجر ندرت به سرطان دو

 که -ملانين ي کننده توليد هاي سلول -ها ملانوسيت از

  منشا دارند، وجود پوست اپيدرم تحتاني ي لايه در

 پوست هاي نسبت به ساير سرطان ملانوما. (4) گيرد مي

 داده تشخيص ابتدايي مراحل در اگر و دارد ريکمت رواج

 هاي مرگ اکثر عامل و باشد مي تر خطرناک ،نشود

 .(5) است پوست سرطان به وابسته

 و ها يکي از عوامل مهم در به وجود آمدن سرطان

 (long noncoding RNAها ) lncRNA ملانوما همچنين

 چکيده:
 یکي. باشد تر مي رناکخط پوست هاي ملانوما یکي از انواع سرطان پوست است که نسبت به سایر سرطان زمينه و هدف:

 lncRNA (long noncoding RNA)کننده اند که به نام  هاي غير کد RNA از گروهي ها، سرطان ایجاد در وثرم عوامل از
باز طول دارند و به عنوان یک تنظيم کننده در  200غير کد کننده بيش از  يها شناخته مي شوند. این مولکول

ي بين ژني است که از  lncRNAیک  Hottip (HOXA transcript at the distal tip) کنند پيشرفت سرطان عمل مي
 ،مطالعه این از هدف. کند مي فعال را لوکوس این 5' انتهاي هاي ژن و شود رونویسي مي Hoxaلوکوس  5'انتهاي 

 ملانوماي موشي بود. B16F10 سلولي ي در رده RNAميزان بيان این مولکول  يبررس
 سلولي ي به صورت کيفي روي رده RT-PCRتکنيک  با انجام Hottipدر این مطالعه بيان ژن  بررسي: روش

B16F10 سلولي، ي ملانوماي موشي بررسي شد. بدین منظور، از رده RNA  کل استخراج و سنتزcDNA  انجام
 .تکثير گردیدند β2mو  Hottip يها شده، ژن يطراح ياختصاص يمرهایگرفت. با استفاده از پرا

ملانوماي  B16F10موشي در رده ي سلولي  Hottip ه ي عدم بيان ژننتيجه مطالعه حاضر نشان دهند ها: یافته
 موشي است.

 Hottipانتظار مي رفت  يانسان يها در حالي که بر اساس مطالعات صورت گرفته در سرطان گيري: نتيجه
 .ندادنشان  يملانوماي موشي بيان B16F10موشي در رده ي سلولي  Hottipافزایش بيان داشته باشد، 

 
B16F10. D سلولي ي ، رده LncRNA ،HOTTIPملانوما، اي کليدي:ه اژهو
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 ي کننده ژن کد 20000ژنوم انسان داراي  .(6)هستند 

 ژنوم کل توالي %2 از کمتر تعداد اين که است وتئينپر

 طور به ژنوم %90 که است جالب بسيار. است انسان

 کدکردن پتانسيل فاقد اما ،شوند مي رونويسي فعالي

  کدکننده غير هاي رونوشت اين. (7) هستند پروتئين

هاي  RNA -1 تقسيم شوند: RNA دسته دو به توانند مي

بيش  طوليها که  lncRNA همان اي بلند ي غير کد کننده

 باز دارند و حتي مي توانند داراي طولي بيش از  200از 

kb 100 2؛ نيز باشند- RNA کوتاه ي هاي غير کد کننده 

هاي  RNAها و  microRNAها،  tRNA شامل که

  باشند و کمتر از ( ميsnRNAهسته اي ) کوچک

اي کل رونوشت ه هشتاد درصد. (8) باز طول دارند 200

 . اين (7) هستند ها lncRNAتهيه شده در سلول 

RNA  ها از اين لحاظ که پردازش مي شوند و داراي

 مشابه بسيار ،هستند آدنيلاسيون پلي هاي سيگنال

mRNA (9) هستند ها. lncRNA  ها در ژنوم

 اصلي هاي پستانداران بيان مي شوند و تنظيم کننده

 (، تمايزEmbryonic Pluripotency) تواني رويانيپر

(Differentiationالگوسازي محورهاي بدني ،) 

(Body Axis Patterning جلوگيري از مراحل ،)

( و تغييرات Developmental Transitions) تکويني

 ( هستند. تغييراتHistone Modificationهيستوني )

نتيکي ژ اپي هاي برنامه که است اي هيستوني به گونه

. مطالعات جديد (9-11) کند يثر مأرا مت پتوميترنسکر

ها به عنوان يک تنظيم  lncRNAنشان داده است که 

 ها آن. کنند مي عمل سرطان ي توسعه و ايجاد درکننده 

اين کار را با تقويت کردن تکثير سلول توموري، القاي 

آنژيوژنز، متاستاز، حمله و جلوگيري از سرکوب رشد 

 ها lncRNA ها يوکاريوت در. (9،12،13) دهند انجام مي

 اعمال و دارند نقش زيستي فرايندهايدر بسياري از 

 کروموزوم سازي فعال غير در مثلاً. دهند مي انجام متفاوتي

X ،گذاري ژنومي نشانه (Imprinting سازماندهي ،)

ساختارهاي درون سلولي، سازماندهي تلومر و سانترومر و 

 يرتغي. (14) کنند ا به درون هسته شرکت ميهرفت و آمد

ها با چند نوع بيماري مانند آلزايمر،  RNA نوع اين بيان در

در ارتباط  8نخاعي نوع  -سرطان و آتاکسي مخچه اي

 .(15) است

HOTTIP  يکRNA بين بلند ي ي غير کدکننده 

 HOXA (Homebox A) لوکوس 5 انتهاي از که است ژني

 5 انتهاي ي چندگانه هاي ژن و شود مي رونويسي

HOXA  ژن 39 داران مهره در. کند ميرا فعال HOX  در

 کروموزومي لوکوس 4 در که دارد وجود ژني ي خوشه 4

دسته اي از  HOX هاي ژن. (16) اند شده پراکنده

 ي کننده تنظيم که کنند فاکتورهاي رونويسي را کد مي

 HOTTIP .(17) هستند سلول سرنوشت و رويان تکوين

 متصل  WDR5به طور مستقيم به پروتئين آداپتور 

 متيل هيستون آنزيم کوفاکتور پروتئين اين. شود مي

 KMT2A (lysine methyltransferase 2A) ترانسفراز

  متيله را تري 3هيستون  4ليزين  ميآنز نيمي باشد. ا

 شدن فعال موجب متيلاسيون اين نتيجه، در و کند مي

ن چهارمين ليزين در هيستون متيلاسيو. (16) شود مي ژن

 خانوادگي هاي توسط کمپلکس HOX هاي لوکوس 3

MLL عضو 6 حداقل پستانداران در. پذيرد صورت مي 

خلاصه  ور. به ط(18) وجود دارد MLL ي خانواده از

HOTTIP  يک عنصر کليدي براي کنترل لوکوس 

، است و لوپ شدن کروموزومي HOXA هاي ژن

HOTTIP  ژن هاي  5را نزديک انتهايHOXA  

 و کولون ريه، هاي ، در سرطانHOTTIP. (19) مي برد

 در و کند مي فعاليت آنکوژن نقش در پروستات

  بيان افزايش دچار انساني کارسينوماي هپاتوسلولار

 .(17،20) شود مي

 يدر سرطان ها HOTTIPتوجه به نقش ژن  با

سنجش  نهيدر زم يمختلف و از آنجا که تاکنون مطالعه ا

است؛ هدف  دهيسدر ملانوما به انجام نر HOTTIP انيب

 ي در رده Hottipاز انجام اين مطالعه بررسي بيان ژن 

 ملانوماي موشي است. B16F10 سلولي

 

 بررسی: وشر
 موشي و  Hottipجفت پرايمر براي ژن  يک

موشي به  β2mيک جفت پرايمر نيز براي ژن سراي گردان 
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عنوان کنترل داخلي در روند آزمايش طراحي شد. توالي 

موشي از پايگاه اطلاعاتي  Hottipز ژن رونوشت حاصل ا

NCBI  به دست آمد. اين رونوشت داراي دو اگزون و يک

. رونوشت حاصل از اين ژن دباش اينترون بسيار بزرگ مي

و  NR_110441 دسترسي هاي داراي دو واريانت با شماره

NR_110442 و واريانت د اين دوم اگزون که باشد مي

ن اول متفاوت بودند. بنابراين يکسان ولي داراي اگزو کاملاً

اگزون مشترک نبودند و براي همين  -داراي مرز اگزون

اگزون نبود.  -ونامکان طراحي پرايمرها در مرز اگز

يک جفت پرايمر بر روي اگزون دوم مشترک بين  ،بنابراين

ورژن  Gene Runnerدو واريانت اين ژن توسط نرم افزار 

بلست توالي  NCBIطراحي شد و در سايت  4،0،9،67

 1 شماره انجام گرفت. طول و توالي پرايمرها در جدول

 .آورده شده است

 

 توالي و خصوصيات پرایمرهاي طراحي شده :1جدول شماره 

 Tm (°C) (bpطول توالي تکثير شده ) توالي نام اليگو

FHTIP 5'-GTTTGCGTCTAAGTCTGGTG-3' 147 5/59 

RHTIP 5'-CTCCCTCTGTTGCTTTGTC-3'  6/58 

BMF 5'-GGAAGCCGAACATACTGAAC-3' 247 2/61 

BMR 5'-CACATGTCTCGATCCCAGTAG-3'  5/61 

 

سلولي کشت داده شده در اين آزمايش  ي رده

ملانوماي موشي بود که از  B16F10 سلولي ي رده

انستيتو پاستور تهران خريداري شد. محيط کشت مورد 

 سرم% 10 حاوي سلولي ي استفاده براي کشت اين رده

 -BIO Idia)ساخت شرکت  (FBS) گاوي جنين

با غلظت  DMEM% محيط کشت 90(، رانيکشور ا

( رانيکشور ا- BIO Idia گلوکز )ساخت شرکت ينپاي

 استرپتومايسين و سيلين پني هاي % آنتي بيوتيک1و 

 ( بود. رانيکشور ا -BIO Idia شرکت ساخت)

درجه  37ار در انکوباتور فيلترد فلاسک در ها سلول

 از ها رشد داده شدند. براي شمارش سلولسانتيگراد 

از  ها سلول بودن زنده ميزان بررسي براي و نئوبار لام

 -)ساخت شرکت سيگما آلدريچ رنگ تريپان بلو

 صورت که  نيکشور آمريکا( استفاده شد. بد

 ،زنده رنگ به خود نگرفته و شفاف بودند يسلول ها

 مشاهده شدند. رهيت يمرده به رنگ آب ياما سلول ها

استفاده از کيت دياتوم )ساخت شرکت  با

 و با استفاده از ترايزول DNA( هيکشور روس -گرديز

کل از رده ي  RNA( کاآمريساخت شرکت اينويتروژن )

سلولي مذکور طبق پروتکل استخراج شدند. همچنين با 

 cDNAاستفاده از پرايمرهاي رندوم هگزامر و کيت سنتز 

 cDNAليتواني( سنتز  شورک -فرمنتاز)ساخت شرکت 

ژنومي هضم با آنزيم  DNAانجام گرفت. براي حذف 

DNase  عاري ازRNase کشور  -)ساخت شرکت کياژن

 آلمان( صورت پذيرفت.

 RNAو  DNAبر روي  PCRاين مطالعه  در

 cDNA همچنين و مذکور سلولي ي استخراج شده از رده

 نيذيرفت. ااستخراج شده صورت پ RNAسنتز شده از 
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بافر  تريکروليم 5/2شامل  تريکروليم 25واکنش در حجم 

X10 ،75/0 تريکروليم MgCl2 (50 )تريکروليم 1، ميلي مول 

dNTP ،1 مرياز هر پرا تريکروليم (pM10) ،25/0 تريکروليم 

 اي DNA تريکروليم 5و  Taq DNA Polymerase مياز آنز

RNA  بق جداول داده شده ط يزمان يالگو و با برنامه

 .رفتيصورت پذ 3و  2شماره 

 
 موشي Hottipبراي ژن  PCR انجام براي تهگرف صورت زماني ي برنامه :2 شماره جدول

 تعداد سيکل مدت زمان (C°) دماي واکنش مراحل انجام واکنش

 1 دقيقه 10 95 دناتوراسيون اوليه

 35 ثانيه 30 95 دناتوراسيون

 35 ثانيه 30 55 اتصال پرایمر

 35 ثانيه 30 72 تکثيرتوالي

 1 دقيقه 10 72 تکثير نهایي

 
 β2mبراي ژن سراي گردان  PCR انجام براي گرفته صورت زماني ي برنامه :3 شماره جدول

 تعداد سيکل مدت زمان )°C) دماي واکنش مراحل انجام واکنش

 1 دقيقه 10 95 دناتوراسيون اوليه

 35 ثانيه 30 95 دناتوراسيون

 35 ثانيه 30 58 رایمراتصال پ

 35 ثانيه 30 72 تکثيرتوالي

 1 دقيقه 10 72 تکثير نهایي

 

 ها: يافته
سه ژن  ي، بر روPCR طيشرا يساز نهيبه يبرا

 کيموشي در  β2mو  Hottip ،يانسان NISمختلف 

PCRسانتيگراد درجه  60تا  54 نيب ييدما اني، گراد

ل استخراج ک RNA. ابتدا (1 مارهشتصوير ) گذاشته شد

 ماريمورد ت DNase Iاستخراج شده با آنزيم  RNAشد. 

اضافي محتمل موجود از  DNAقرار گرفت تا تمامي 

. سپس اين مخلوط به دو ويال اضافه شد. در دبين برو

صورت گرفت  cDNAموجود سنتز  RNAويال اول از 

به همان صورت باقي ماند. سپس  RNAو در ويال دوم 

 صورت گرفت. PCR اليهر دو و يبر رو
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 PCR نتایج ژل آگارز بهينه سازي شرایط :1ماره شتصوير 
به عنوان کنترل مثبت براي بررسي  سانتيگراد درجه 60انساني در دماي اتصال  NISبر روي ژن  PCR( 2 ؛bp 100 ( مارکر1

در دماي  DNase Iتيمار شده با  RNAسنتز شده از  cDNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 3 ؛PCRصحت فرآيند 
 ؛3/55 در دماي اتصال DNase Iتيمار شده با  RNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 4 گراديدرجه سانت ؛3/55 اتصال

با پرايمرهاي PCR ( 6 گراديدرجه سانت ؛3/55 موشي در دماي اتصال Hottip کنترل منفي براي ژن (5 گراديدرجه سانت
 (7 گراديدرجه سانت ؛1/58 در دماي اتصال DNase Iتيمار شده با  RNAسنتز شده از  cDNAروي  ولين موشي بربتاميکروگلوب

 گراديدرجه سانت 1/58 کنترل منفي براي ژن بتاميکروگلوبولين موشي در دماي اتصال

 

صورت گرفته که نتايج ژل آگارز آن  PCRدو  با

شده است  نشان داده 3و  2 مارهشتصاوير به ترتيب در 

موشي در رده ي سلولي  Hottipمشخص گرديد که ژن 

B16F10 شود ملانوماي موشي بيان نمي. 

 

 

 PCR نتایج ژل آگارز :2 مارهشتصوير 

در دماي  DNase Iتيمار شده با  RNAسنتز شده از  cDNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 2 ؛bp 100 ( مارکر1
درجه  ؛55 در دماي اتصال DNase Iتيمار شده با  RNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 3راد درجه سانتيگ ؛55 اتصال

در دماي  DNase Iتيمار شده با  RNAسنتز شده از  cDNAروي  بر موشيبا پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين  PCR( 4 گراديسانت
 گراديدرجه سانت .55در دماي اتصال  شيمو Hottip( کنترل منفي براي ژن 5 گراديدرجه سانت ؛58اتصال 

 جفت باز 500

7         6        5        4        3         2        1 

5              4            3             2            1 

 جفت باز 500
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 PCR نتایج ژل آگارز :3ماره شتصوير 

( 3؛ تمثب کنترل عنوان به سلولي ي استخراج شده از رده DNAروي  موشي بر Hottipپرايمرهاي با  PCR (2 ؛bp100( مارکر 1
PCR روي  با پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين موشي برcDNA ًاز  سنتز شده اي که قبلاRNA  تيمار شده باDNase I  در دماي اتصال

 DNase Iتيمار شده با  RNAاز  اي که جديداً cDNAروي  با پرايمرهاي بتاميکروگلوبولين موشي بر PCR( 4 گراديدرجه سانت ؛58

تيمار  RNAسنتز شده از  cDNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 5 گراديدرجه سانت ؛58سنتز شده در دماي اتصال 
 DNase Iشده با  ارتيم RNAروي  موشي بر Hottipبا پرايمرهاي  PCR( 6 گراديدرجه سانت ؛55در دماي اتصال DNase Iشده با 

 گراديدرجه سانت .55موشي در دماي اتصال  Hottip( کنترل منفي براي ژن 7 گراديدرجه سانت ؛55در دماي اتصال

 

 :بحث
Khaitan مختلفي،  و همکاران با آناليزهاي

lncRNA را شناسايي کردند. يهاي دخيل در ملانوما انسان 

سلولي رده ي  8 روي آن ها آزمايش هاي خود را بر

،  LOX-IMV1،WM1552C ملانوماي انساني مختلف شامل

A375،K-MEL-2 ،RPMI-7951 ،HT144 ،G361  ،

WM793B ملانوسيت و کراتينوسيت انجام دادند و به  و

در  SPRY-IT1اي به نام  lncRNAکه اين نتيجه رسيدند 

شود که اين افزايش  ملانوما دچار افزايش بيان مي

بيان در تهاجم و جلوگيري از آپوپتوز در سرطان 

 نيارتباط ب راًياخ گر،ي. از طرف د(20)نقش دارد 

و  ، زبانهير يسرطان ها و HOTTIP انيب شيافزا

  ني. در ا(21-23) مشخص شده است پانکراس

با رشد تومور،  HOTTIPژن  انيب شيسرطان ها افزا

و  اتيح شيو افزا ياز مرگ سلول يريجلوگ

و  Quagliata، ني. همچنارتباط دارد يمهاجرت سلول

 هاي در نمونه HOTTIP کههمکاران گزارش کردند 

سينوماي انساني به شدت دچار کار هپاتوسلولار

 براي Bikleو  Jiang. (17) شود افزايش بيان مي

ها در محافظت رسپتور  lncRNAفهميدن نقش 

در برابر ايجاد سرطان پوست سطح بيان نود  Dويتامين 

lncRNA  را که بيش از بقيه در موش مطالعه شده اند

 Dدر کراتينوسيت هاي موشي که رسپتور ويتامين 

شان حذف شده بود مقايسه کردند و دريافتند که چند 

و  Hottipو  H19آنکوژن بسيار شناخته شده مانند 

Nespas توجهي قابل طور به ها در اين کراتينوسيت 

 تاکنون حال، هر در. (19) اند کرده پيدا بيان افزايش

ملانوما  يماريدر ب HOTTIP انيب يپژوهش چهي در

  ييتومورزا نديآها وارد فر تيکه در آن ملانوس

 نيشود گزارش نشده است و مطالعه حاضر، اول يم

 انياطلاعات ب يابيباشد. باز يم نهيمز نيمطالعه در ا

 جفت باز 500

7        6       5       4       3       2      1 
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lncRNA يداده ا گاهياز پا lncRNA آن  انگريب زين

 .شود ينم انيبها  تيمولکول در ملانوس نياست که ا

 

 گيري: نتيجه
 در  Hottipحاضر حاکي از عدم بيان  مطالعه

موشي است، هر چند  B16F10 ملانومايي سلولي ي رده

ده سلولي دچار که تصور مي شد اين ژن در اين ر

در کراتينوسيت هاي  Hottipافزايش بيان گردد زيرا 

افزايش بيان داشت و از  Dموشي فاقد رسپتور ويتامين 

 کارسينوما، اتوسلولارطرفي در سرطان هاي زيادي مانند هپ

سرطان پوست، شش، کلون و پروستات نقش آنکوژن 

 .(19) دارد

 

 و قدردانی: تشکر
ر و ليلا درزي که در خانم ها الهام قاسمپو از

انجام بخشي از مطالعه همکاري داشته اند سپاسگزاري 

مي گردد. اين پژوهش به عنوان بخشي از پايان نامه ي 

کارشناسي ارشد خانم لاله شيري در دانشکده ي علوم 

با کد  17/12/1393پايه ي دانشگاه شهرکرد در تاريخ 
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Background and aims: Melanoma is the most dangerous form of skin cancer. One of the 

remarkable cancer- causing factors is non-coding RNAs including lncRNAs (long noncoding 

RNA). lncRNAs have more than 200 bases and act as a key regulator of cancer progression. 

HOTTIP (HOXA transcript at the distal tip) is an intergenic lncRNA that is transcribed from the 

5' end of the HOXA locus and activates the genes of the 5' end of this locus. The aim of this study 

was to evaluate the expression of this lncRNA in the B16F10 murine melanoma cell line. 

Methods: In this study, the expression of Hottip gene was studied on B16F10 murine melanoma 

cell line using qualitative RT-PCR. Total RNA was extracted and cDNA was synthesized. Hottip 

and β2m genes were amplified using designed specific primers. 

Results: The result showed that Hottip did not express in the B16F10 murine melanoma cell line. 

Conclusion: In contrast to the previous studies revealing increased expression of HOTTIP in 

human cancers, murine Hottip does not express in the B16F10 murine melanoma cell line. 

 

Keywords: Melanoma, lncRNA, HOTTIP, B16F10 cell line. 

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jo
ur

na
l.s

ku
m

s.
ac

.ir
 a

t 1
1:

14
 +

04
30

 o
n 

M
on

da
y 

Ju
ne

 1
2t

h 
20

17

http://journal.skums.ac.ir/article-1-2808-fa.html

