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Background and Objective: Some single nucleotide polymorphisms of the HOTAIR gene are associated 

with various types of cancer, such as breast, ovarian, colorectal, and lung cancer. The HOTAIR gene 

product is a long non-coding RNA that is involved in the regulation of gene expression and apoptosis, and 

is therefore considered an oncogene. This study was conducted with the aim of investigating the rs1899663 

G>T polymorphism in breast cancer susceptibility in the northwestern region of Iran. 

Methods: In this case-control study, the peripheral blood of 164 breast cancer patients referred to Tabriz 

hospitals and 172 healthy individuals was collected. After DNA extraction using saturated salt and 

proteinase K, single nucleotide polymorphism rs1899663 G>T of HOTAIR gene was investigated using 

tetra-primer ARMS-PCR. The association between this polymorphism and some clinical and pathological 

features of breast cancer including age, tumor type, tumor grade, tumor size, lymph node involvement and 

involved side was investigated. 

Findings: The frequency of GG, GT, TT genotypes in sick people was 33.4%, 55.6% and 11%, 

respectively and in healthy people was 51.7%, 42.3% and 6%, respectively. GG (p=0.001) and GT 

(p=0.029) genotypes showed a significant association with breast cancer. This polymorphism is not 

associated with any of the clinicopathological features of breast cancer in this population. 

Conclusion: Our data show that patients with GT and GG genotypes of rs1899663 G>T polymorphism of 

HOTAIR gene are more susceptible to breast cancer, while people with TT genotypes have a lower 

susceptibility to breast cancer development. The results of in silico analyses also show that these single 

nucleotide polymorphisms can increase the risk of breast cancer. 
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 پذیرش:

22/5/1042 

لورکتال و ریه وها نظیر سرطان پستان، تخمدان، کدر انواع سرطان HOTAIRنوکلئوتیدی ژن  های تکبرخی از چندشکلی :هدف و سابقه

کننده بلند است که در تنظیم بیان ژن و آپوپتوز دخالت دارد و از این رو یک  کد غیر RNAیک  HOTAIRهمراهی دارند. محصول ژن 

 تان در منطقه شمالدر استعداد ابتلا به سرطان پسG>T  rs1899663 شود. این پژوهش با هدف بررسی چندشکلیآنکوژن محسوب می

 .غرب ایران انجام گرفت
 172های تبریز و کننده به بیمارستان بیمار مبتلا به سرطان پستان مراجعه 161 شاهدی خون محیطی -موردی در این مطالعه :هامواد و روش

 ژن  rs1899663 G>Tنوکلئوتیدی  ، چندشکلی تکKافراد به روش نمک اشباع و پروتئیناز  DNAفرد سالم تهیه شد. بعد از استخراج 

HOTAIR ان پستان شناختی سرط های بالینی و آسیبآرمز مورد بررسی قرار گرفت. ارتباط این چندشکلی با برخی از ویژگی -به روش تترا

 .شامل سن بیمار، نوع تومور، درجه تومور، اندازه تومور، درگیری غدد لنفی و سمت درگیر بررسی شد
 %6و  %3/12، %7/51 و در افراد سالم به ترتیب %11و  %6/55، %1/33در افراد بیمار به ترتیب  GG ،GT ،TTهای فراوانی ژنوتیپ ها:یافته

داری را با سرطان پستان نشان دادند. این چندشکلی با هیچ کدام از یهمراهی معنGT (020/0=p )و GG (001/0=p )های بود. ژنوتیپ

 .کلینیکوپاتولوژیکی سرطان پستان در این جمعیت همراهی نداردهای ویژگی
بیشتر  HOTAIRژن  G>T rs1899663 چندشکلی GGو  GTهایدهد که بیماران با ژنوتیپهای ما نشان میداده گیری:نتیجه

تری به گسترش سرطان پستان دارند. نتایج حاصل از حساسیت پایین TT هایمستعد ابتلا به سرطان پستان هستند در حالی که افراد با ژنوتیپ

  .دند ریسک ابتلا به سرطان پستان را افزایش دهنتواننوکلئوتیدی می های تکدهد این چندشکلینیز نشان می in silicoآنالیزهای 
 .HOTAIRسرطان، پستان، چندشکلی تک نوکلئوتیدی،  های کلیدی:واژه

 سرطان به ابتلا استعداد در HOTAIR ژن rs1899663 G>T مورفیسمپلی همراهی بررسی .راد مددی عنار، فیضی حسینپور محمدعلی، پولادی ناصر، نعمتی آیسان: استناد

 . 13e :26 ؛1103 .دانشگاه علوم پزشکی بابلعلمی مجله . پستان
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 مقدمه

 است وسرطان پستان یک بیماری هتروژن (. 1) ترین مشکلات بهداشتی تبدیل شده استسرطان با میزان بالای مرگ و میر در جهان به یکی از مهم

عوامل ژنتیکی مانند  وکم تحرکی و چاقی  مصرف الکل، هورمون درمانی، یائسگی زودرس، سابقه خانوادگی، عوامل محیطی از قبیل بارداری کم یا دیررس،

 :HOTAIR (Gene IDژن  (.2و3) اگهی سرطان دخالت دارند توسعه و پیش ژنتیک در ایجاد،ها و تغییرات اپیدر تعداد کپی ژنتغییر  ها،انکوژن در جهش

  .(1) های مختلف داردنورگلیا و پستان در جمعیت معده، مختلفی مانند مری، هایبا سرطان ت مستعدی برای همراهیاز نظر ژنتیکی حال (100124700

 12q13.13در ناحیه  HOTAIRژن  (.5ه است )مرگ بود وکننده قدرت متاستاز  ینیب شیپ هیاول یدر تومورها HOTAIR انیسطح برسد به نظر می

اگزون  6حاوی  نوکلئوتید 2152 ه طولب (lncRNAکننده بلند ) کد غیر RNA یک واقع شده است و HOXC12و  HOXC11 در بین دو لوکوس ژنی

kb2/2 ژندهد . مطالعات نشان میکندسنتز می  HOTAIRگذارسازی مسیرهای  تواند سبب فعالمی آنافزایش بیان  و مختلفی نقش دارد هاییندآدر فر 

گر متاستاز های سرکوبو ژن PGRو  HOXD10مانند  گر تومورهای سرکوبژنبیان  ،همچنین این ژن .(6) و متاستاز شود (EMTمزانشیمی ) -اپیتلیال

عنوان  به . HOTAIR(7باشد )یندهای مرتبط با سرطان آنقش این ژن در فر هتواند نشان دهندکند که میرا سرکوب می JAM2و  PCDH10 مانند

 ا از طریق دو کمپلکسهژنتیکی شامل متیلاسیون و دمتیلاسیون هیستونتنظیم تغییرات اپی ، که به واسطهکندژن هدف عمل می یک راهنما برای سرکوب بیان

به وسیله  H3از پروتیین  27متیله کردن لایزین  یند شامل تریآد؛ این فرشومی HOXDسازی ژن سبب خاموش ،PRC2و  LSD1های نام نی بهئیپروت

 . (2و0) گیردصورت می LSD1توسط کمپلکس پروتئین  H3پروتئین هیستونی  1مچنین دمتیله کردن لایزین و ه PRC2کمپلکس 

کند و همچنین با تقویت رشد آپوپتوز را سرکوب می HOTAIRدهد افزایش بیان ژن نشان می و همکاران  Wang وو همکاران  Vardhini مطالعات

ژن  و همکاران حاکی از آن است که Rajagopalمطالعات (. 10و11شود )های سرطان پستان میسلولسلول، تهاجم و مهاجرت باعث حفظ بقای 

HOTAIR (. 7) های مختلف داردنورگلیا و پستان در جمعیت معده، مختلفی مانند مری، هایاز نظر ژنتیکی حالت مستعدی برای همراهی با سرطان

های متعددی است چندشکلیحاوی  HOTAIRژن . های نژادی مختلف تنوع فراوانی دارندستند که در گروههای رایج ژنتیکی هها یکی از واریانتچندشکلی

گونه  واقع شده است و با توجه به مطالعات این 2است که در اینترون rs1899663 G>T (NC_000012.12:53967209:C:A )ها یکی از آنکه 

 (.12) پستان دارد ریه و های معده،افزایش خطر در سرطان همراهی بیشتری برایG بت به آلل نس rs1899663 در جایگاه Tرسد که آلل به نظر می

غرب  شمال جمعیتبه سرطان پستان در با استعداد ابتلا  HOTAIRژن  rs1899663 G>Tهمراهی چندشکلی مطالعه بررسی  هدف از انجام این

یر یدر تغ rs1899663 G>Tچندشکلی پیامدهای احتمالی ایجاد شده توسط  رای بررسیب in silico آنالیزهایاز  ههمچنین در این مطالع .باشدمیایران 

  .آن استفاده شده است RNAدر  ساختاری تغییراتو  HOTAIRبه مناطق تنظیمی ژن  فاکتورهای رونویسی اتصال تمایل

 مواد و روش ها

خون ، IR.TBZMED.REC.1400.213دانشگاه علوم پزشکی تبریز با کد پس از تصویب در کمیته اخلاق شاهدی،  -موردی در این مطالعه

فرد سالم بدون سابقه فامیلی  172فرد مبتلا به سرطان پستان مراجعه کننده به بیمارستان نور نجات تبریز و  161 (EDTAمحیطی به همراه ماده ضد انعقاد )

ها آن DNAگیری رضایت نامه کتبی از این افراد به منظور استفاده از  د. در هنگام خونش تهیهغرب ایران  سرطان به عنوان گروه کنترل، از منطقه شمال

ها از ونهکنار گذاشته شدند. نم ،مواردی که جزو تومورهای پستان نبودند یا اطلاعات شخصی و پاتولوژی کامل نداشتند .برای انجام کارهای پژوهشی اخذ گردید

های متغیرهای مورد بررسی در این مطالعه ژنوتیپ بندی تومور توسط پاتولوژیست صورت گرفت. تشخیص نوع و درجهسازی گردیدند.  نظر سن و جنس همسان

AA ،AG  وGG های و اللA  وG  است.بوده 

استفاده شد. کیفیت  K( و پروتئیناز salting outاز خون محیطی از روش نمک اشباع ) DNAدر این مطالعه برای استخراج  ژنومی: DNAاستخراج 

DNA  در آزمایشگاه زیست شناسی سلولی و مولکولی دانشگاه شهید مدنی آدربایجان مورد بررسی قرار  %2استخراج شده با روش الکتروفورز روی ژل آگارز

 گرفت.

 TETRA-ARMS-PCR تکنیکاز  rs1899663 G>Tدر مطالعه فوق برای بررسی چندشکلی  ای پلیمراز:واکنش زنجیره

(Tetra primer-Amplification Refractory Mutation System-Polymerase Chain Reaction)  استفاده شد. در این تکنیک از

مسترمیکس  PCRمیکرولیتر  5/2میکرولیتر حاوی  20در حجم کل  PCR. (1)جدول  شودصورت همزمان در یک واکنش استفاده می ( به13چهار پرایمر )

ژنومی  DNAمیکرولیتر  1میکرولیتر پرایمرهای داخلی و  3/0میکرولیتر پرایمرهای خارجی،  7/0میکرولیتر آب مقطر،  5/2ایران(، AMPLIQON شرکت )
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برای گراد درجه سانتی 01دقیقه در دمای  5صورت  به PCRآلمان( انجام گردید. برنامه -انگلستان Techne Biometra) در داخل دستگاه ترموسایکلر

 50ثانیه در دمای  15گراد، درجه سانتی 01ثانیه در دمای  30صورت  سیکل به 10های مناسب، تعداد منظور ایجاد تعداد نسخه واسرشت اولیه انجام گرفت. به

منظور بررسی  گرفته شد. سپس بهگراد در نظر درجه سانتی 72دقیقه در دمای  1گراد و گسترش نهایی، درجه سانتی 72ثانیه در دمای  30گراد، درجه سانتی

 .بررسی شد %2 ای پلیمراز روی ژل آگارزصحت عملکرد واکنش، محصولات حاصل از واکنش زنجیره
 

 (11توالی پرایمرها ) .1جدول 

 نوع پرایمر توالی پرایمر طول محصول واکنش )جفت باز(

157 TGAAAGCCACGATCATTTAACATAACCA عمومی )رفت خارجی( پرایمرهای 

157 TATCTACGGAGGACTTACCTTATTCCTG عمومی )برگشت خارجی( پرایمرهای 

226 CCATTATTCCAGTTGAGGAGGGTGAA پرایمر اختصاصی T )رفت داخلی( 

221 CCAAAAGCCTCTAATTGTTGTCGCC اختصاصی پرایمر G )برگشت داخلی( 

 
هژای شژاهد و بیمژار، از مربژع کژای هژا در گژروهو ژنوتیژپ هژاآللمنظژور مطالعژه ارتبژاط بژین  شژاهدی بژه -در این پژژوهش مژوردی بررسی آماری:

هژژای ( اسژژتفاده گردیژژد. بژژرای بررسژژی ارتبژژاط بژژین ژنوتیژژپ بیمژژاران و ویژگژژیORو نسژژبت شژژانس ) 05%( CIپیرسژژون بژژا ضژژریب اطمینژژان )

 معنی دار در نظر گرفته شد. p<05/0و  استفاده شد 21نسخه  SPSSافزار ها و همچنین شاخص میانگین، از نرمکلینیکوپاتولوژی آن

 RNAsnp (/https://rth.dk/resources/rnasnp) و rSNPBaseافزارهای آنلاین توسط نرم in silicoدر این مطالعه، آنالیز  in silico: آنالیز

 انجام گردید. splice Aid2و  ALIbaba 2.1 (regulation.com/pub/programs/alibaba2/-http://gene) و

 یافته ها

  TTو  GG ،GTهای شد به ژنوتیپبارگذاری شده و افراد بر اساس اندازه و تعداد قطعاتی که ایجاد می %2بر روی ژل آگارز  PCRمحصولات 

باند  3های اول و آخر ژل بارگذاری شده است و در چاهک DNA (cat: YT8501- ARMAN BIOTEC)سایز مارکر یا نشانگر  .بندی شدند طبقه

 (.1تر هستند )شکل جفت باز از بقیه باندها مشخص 200و  500، 100رنگ پر 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 (باشدجفت بازی می 54دارای قطعات  LADDERنشانگر ). %2بر روی ژل آگارز  PCRبارگذاری محصولات  .1شکل 
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 بین ویژگی کلینیکوپاتولوژی بیماران )سن، سایز تومور،  rs1899663 G>Tدر چندشکلی : ارتباط ژنوتیپ و ویژگی کلینیکوپاتولوژی بیماران

 (.2)جدول  داری یافت نشدها، ارتباط معنیهای لنفاوی( و ژنوتیپبندی تومور، سمت درگیری و درگیری گره مرحله

 %11و  %6/55، %1/33در افراد بیمار به ترتیب  GG ،GT ،TTهای فراوانی ژنوتیپ: نترلها بین دو گروه بیمار و کمقایسه توزیع فراوانی ژنوتیپ

داری را با سرطان پستان نشان دادند یهمراهی معنGT (020/0=p )و  GG (001/0=p)های بود. ژنوتیپ %6و  %3/12، %7/51و در افراد سالم به ترتیب 

(05/0>p ) (.3)جدول 
 

 کلینیکوپاتولوژیکی بیمارانهای با ویژگی rs1899663ارتباط ژنوتیپی  .2جدول 

 های بالینی و آسیب شناختیویژگی
 ژنوتیپ

p-value 
GG GT TT 

 سن

≤15 
>15 

 
7 
22 

 
12 
17 

 
22 
12 

 
606/0 

 نوع تومور
 کارسینوم غیر مهاجم مجرای پستان
 کارسینوم تهاجمی مجرای پستان
 کارسینوم تهاجمی لوبولی پستان

 فیبروآدنوما

 
2 
12 
1 
1 

 
1 
75 
6 
1 

 
0 
17 
0 
0 

 
617/0 

 درجه تومور
I 
II 

III 

 
10 
20 
17 

 
0 
22 
30 

 
1 
5 
5 

 
626/0 

 اندازه تومور
≤2 
>2 

 
36 
12 

 
60 
16 

 
2 
5 

 
312/0 

 درگیری غدد لنفی
N0 
N1 
N2 
N3 

 
27 
0 
0 
5 

 
30 
17 
12 
10 

 
7 
5 
2 
2 

 
265/0 

 سمت درگیر
 چپ

 راست
 هر دو

 
27 
20 
0 

 
16 
12 
1 

 
2 
11 
0 

 
211/0 

 
 ژنوتیپ و آلل در افراد بیمار و کنترل مقایسه. 1جدول 

 ژنوتیپ/آلل
 (n=160) بیمار

 (درصد)تعداد
 (n=172) کنترل

 (درصد)تعداد
p-value 

OR 
%55CI  

GG (1/33)55 (7/51)20 001/0 172/0 
GT (6/55)00 (3/12)73 020/0 627/1 
TT (11)10 (6)10 02/0 102/2 
G (61)200 (73)251 002/0 011/0 
T (30)122 (27)03 002/0 011/0 
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دهد که این چندشکلی در نزدیکی پروموتور ژن نشان می rSNPBaseافزار آنلاین توسط نرم rs1899663آنالیز چندشکلی  in silico: نتایج

HOTAIR افزار آنلاین مژن نقش دارد. نرباشد که در تنطیم بیان این قرار گرفته و دارای نقش تنطیمی پروکسیمال است و فاقد نقش تنطیمی دیستال می

RNAsnp  تغییر در ساختار دومRNA دهد که با تغییر چندشکلی از حالترا نشان میG   بهT ساختار دوم ،RNA کند به مقدار جزیی تغییر می 

 (.2 )شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 RNAsnp افزارنتیجه حاصل از آنالیز نرم .2 شکل
 
 

نشان دهنده تمایل فاکتورهای رونویسی متفاوت به ناحیه مورد  ALIbabaافزار آنلاین توسط نرم HOTAIRآنالیز چندشکلی مورد نظر بر روی ژن 

 (.1 )جدول یافته است نظر در حالت وحشی و جهش

 

 ALIbaba افزارتوسط نرم HOTAIR آنالیز چندشکلی ژن .0جدول 

rs1899663 snp 

G آلل وحشی 

T آلل جهش یافته 

Sp1,caccc-bi,CREB فاکتورهای رونویسی در حالت وحشی 

CREB فاکتورهای رونویسی در حالت جهش یافته 

 
 

یافته به دو پروتئین  دهد که این چندشکلی در حالت جهشنشان می splisAid2افزار آنلاین نتایج حاصل از آنالیز چندشکلی مورد نظر توسط نرم

SRPC30 وETR-3   به  +10تا  -10با امتیازRNA شود. اتصال با امتیاز مثبت منجر به تسهیل پیرایش اگزون و با امتیاز منفی باعث تسهیل متصل می

 (.3 شود )شکلپیرایش اینترون می
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 ،ETR-3و SRP30C پروتئین  2الف( عدم اتصال   splisAid2.افزار آنلاینتوسط نرم HOTAIRآنالیز چندشکلی ژن  .1 شکل

  ها با فلش نشان داده شده است()محل اتصال و عدم اتصال پروتئین ETR-3 وSRP30C پروتئین  2ب( اتصال 

 بحث و نتیجه گیری

ولی  دادندنشان  پستان با سرطان داری رایهمراهی معن rs1899663G>Tدر چندشکلی تک نوکلئوتیدی  GTوGG های ژنوتیپدر این مطالعه 

با  TTو ژنوتیپ  Tدهد که آلل اگرچه مطالعات گذشته نشان می .مشاهد نشدپستان در جمعیت این منطقه با سرطان  TTهمراهی موثری بین ژنوتیپ 

ممکن است به دلیل  این اختلاف در نتایج .دهدبا سرطان پستان را نشان نمیT های ما همراهی بین آلل (، ولی یافته12)های مختلفی همراهی دارند سرطان

که   RNAsnpافزار آنلاینهای ژنتیکی، جغرافیایی و نژادی باشد. نتایج حاصل از آنالیر چندشکلی مورد نظر در نرمآماری متفاوت و مرتبط با تفاوت جامعه

. شودایجاد می RNAداری در ساختار دوم ی، تغییر معنTبه  Gدهد در صورت تغییر آلل وحشی نشان می ،است 2/0داری در آن کوچکتر از یمعیار معن

(. در یک مطالعه 11قرار گرفته و نقش تشدیدکننده دارد ) HOTAIRژن  2در اینترون  ،که در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفت rs1899663چندشکلی 

و میزان  rs920778و  rs1899663 ،rs4759314 شامل HOTAIRهای ژن و همکاران صورت گرفت، ارتباط بین چندشکلی  Tianکه توسط

داری بین ینمونه کنترل بررسی شدند، هیچ ارتباط معن 2710نمونه سرطانی و  7151در این مطالعه . ها با ایجاد سرطان مورد بررسی قرار گرفتارتباط آن

ها توسط آن HOTAIR rs920778اما آنالیزهای تکمیلی چندشکلی .ها مشاهده نشدو احتمال ابتلا به سرطان در آن HOTAIRهای ژن چندشکلی

 (.15های گوارشی ارتباط داشته باشد )نشان داد که ممکن است با احتمال ابتلا به سرطان
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و  HOTAIRهای تک نوکلئوتیدی ژن داری بین چند شکلییدهد که ارتباط معنو همکاران انجام گرفت نشان می Lvنتایج متاآنالیزی که توسط 

های ای دیگر، چندشکلی( در مطالعه16آگهی این ژن در استعداد ابتلا به انواع سرطان پرداخته نشده بود ) اما به اهمیت پیش احتمال ابتلا به سرطان وجود دارد

با خطر ابتلا به سرطان پستان مشاهده  rs1899663 G>Tدر این مطالعه ارتباط چندشکلی  .مورد تحقیق و بررسی قرار گرفت HOTAIRمختلف ژن 

های دهد چندشکلی(. مطالعات مختلف در ایران نشان می17ها مشاهده نشده است )داری با انواع سرطانیاما در سایر چندشکلی ها همراهی معن، شده است

راهی دارند که این موضوع اهمیت مطالعات بیشتر را نشان ( هم10و20ها )( و سایر بیماری12لورکتال )و( ک13های تیروئید )با سرطان HOTAIRمختلف ژن 

 دهد.می

با خطر ابتلا به سرطان پستان  rs1899663G>Tدر چندشکلی تک نوکلئوتیدی  GTو  GGهای ، ژنوتیپاین پژوهشبا توجه به نتایج حاصل از 

ان در جمعیت این منطقه بیشتر مورد مطالعه قرار بگیرند. هیچ همراهی آگهی سرطان پست توانند به عنوان مارکری برای پیشهمراهی دارند و از این رو می

 د.های لنفاوی در جمعیت مورد مطالعه یافت نشداری مابین این چندشکلی با سن بیماران، سایز تومور و سمت درگیر با تومور، درجه تومور و درگیری گرهمعنی

کنش نزدیک داشته و یا در مسیر سیگنالی مشترکی عمل هایی که با آن برهمژنو  HOTAIRهای بیشتری از ژن چندشکلی بررسیپیشنهاد می شود 

یز انجام ن همچنین بررسی این چندشکلی در سایر مناطق ایران با توجه به عرض جغرافیایی و بحث نژادی دخیل در این نوع مطالعاتصورت گیرد. کنند، می

 .شود

 .ها وجود نداردمنافعی با افراد و سازماندر این مطالعه هیچ تعارض تضاد منافع: 

 تقدیر و تشکر 

  .گرددقدردانی میدانشگاه شهید مدنی آذربایجان  تحقیقات و فناوریهای معاون حمایتاز بدینوسیله 
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