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Abstract 
 

Background and purpose: LncRNAs are a group of non-coding RNAs with more than 200 

nucleotides involved in transcriptional and post-transcriptional regulation of gene expression, that have a 

potential role in diagnosis, prevention and treatment of some disorders such as cancers. There is paucity of 

information about their involvement in hemophilia disease. This study aimed at discovering the relationship 

between expression levels of two common LncRNAs (MALAT-1 and HOTAIR) and incidence of hemophilia 

A in Iranian male patients. 

Materials and methods: In this case-control study two common LncRNAs (HOTAIR and 

MALAT-1) were selected for gene expression analysis using quantitative Real-time PCR based on their 

features. At first, 5 ml of whole blood in EDTA anti-coagulant tube was collected from 50 severe 

hemophilia A male patients and 50 healthy male donors. Then, total RNA was extracted from peripheral 

blood and the cDNA was synthesized by reverse transcription method. After that, the expression of the 

selected LncRNAs was analyzed using qRT-PCR. Finally, the gene expression ratios for the LncRNAs 

were analyzed using REST-2009. 

Results: A comparison between the hemophilia and non-hemophilia (healthy) groups demonstrated 

that the mean expression levels of two selected LncRNAs (MALAT-1 and HOTAIR) were significantly 

lower in hemophilia A samples compared with normal samples (P< 0.05). 

Conclusion: The low expression levels of HOTAIR and MALAT-1 LncRNAs may be associated 

with incidence of disease in hemophilia A male patients. 

  

Keywords: Long Non Coding RNA, MALAT-1, HOTAIR, hemophilia, factor VIII 

 

J Mazandaran Univ Med Sci 2023; 32 (218): 1-12 (Persian). 

 
 
 
 
Corresponding Author:  Azam Bolhassani - Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.  (E-mail: A_bolhasani@pasteur.ac.ir) 
         Ali Namvar- Iranian Comprehensive Hemophilia Care Center, Tehran, Iran. (E-mail: alinamvar@outlook.com) 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

02
 ]

 

                             1 / 12

mailto:A_bolhasani@pasteur.ac.ir\)
mailto:alinamvar@outlook.com\)
http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-18692-en.html


 
        
  
  

  ـدرانـــازنـــی مــکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )1- 12(    1401سال      اسفند     218شماره   سی و دوم  دوره 

  1401 اسفند،  218دوره سی و دوم، شماره              مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                 2

 پژوهشـی
 

  و MALAT-1 طویل کدکننده غیر RNAs بیان ارزیابی
 HOTAIR هموفیلی بیماري بروز در 

  
        1الناز آگی
        2علی نامور

  3اعظم بوالحسنی
  چکیده

کــه در تنظــیم  نوکلئوتیــد هســتند 200) حــاوي بــیش از LncRNAsهاي غیرکدکننــده طویــل (RNA و هدف: سابقه
هــا مــورد بررســی سرطان اختلالاتی نظیرو در تشخیص، پیشگیري و درمان  قش دارندرونویسی و پس از رونویسی بیان ژن ن

حاضــر  مطالعــه هــدف ها در بیماري هموفیلی به میزان کمی انجام شده است. بنابراینبه هر حال، ارزیابی آنگیرند. قرار می
 در بیمــاران Aو بــروز همــوفیلی ) MALAT-1 and HOTAIRرایــج ( LncRNA سطوح بیان دوشناسایی و تعیین ارتباط بین 

  .بود مرد ایرانی
) بـــر اســـاس MALAT-1و  HOTAIR( جیـــرا LncRNAدو  در ایـــن مطالعـــه مورد/شـــاهدي، :هـــامـــواد و روش

لیتــر میلی 5در ابتدا،  انتخاب شدند. Real-time PCR روش کمی ژن با استفاده از انیب لیو تحل هیتجز يبرا ،شانیهایژگیو
 RNAآوري شد. سپس، جمع مرد سالم 50و  Aهموفیلی شدید مرد با بیمار  50 از EDTAاوي ضد انعقاد خون تام در لوله ح

انتخاب شده  يها LncRNA انیببعد از آن، معکوس سنتز شد.  یسیروش رونو توسط cDNAو  استخراج یطیاز خون مح تام
-RESTافزار ها توسط نرمLncRNA يژن برا انیب هايسبت، نهایتانت. قرار گرف لیو تحل هیمورد تجز qRT-PCRبا استفاده از 

  ند.شد لیو تحل هیتجز 2009
  LncRNAهــاي هموفیــل و غیرهموفیــل (ســالم) نشــان داد کــه میــانگین ســطوح بیــان دو مقایســه بــین گروه هــا:یافتــه

 یقابــل تــوجه ورطــهبــ در مقایسه بــا نمونــه هــاي نرمــال، Aهاي هموفیلی ) در نمونهMALAT-1و  HOTAIRانتخاب شده (
  ).P>05/0(بود  ترنییپا

هموفیلی  مرددر بیماران ممکن است با بروز بیماري  MALAT-1و  HOTAIRهاي LncRNA پایینمیزان بیان  استنتاج:
A .ارتباط داشته باشد  

  

  8هموفیلی، فاکتور  ، MALAT-1،HOTAIR غیر کد کننده طویل، RNA واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
یــک بیمــاري ژنتیکــی وابســته بــه  ماري همــوفیلییب

 باشــد.مــی Bو  Aنــوع  دوکه داراي  استجنس مغلوب 
دهنــده وابســته بــه یک اختلال خونریزي Aهموفیلی نوع 

   8ور ـود و یا نقص فاکتـر کمبـادر است که در اثـجنس ن
  

  :A_bolhasani@pasteur.ac.ir   E-mail               پاتیت و ایدزفروردین، انستیتوپاستور ایران، بخش ه 12خیابان  :تهران -اعظم ابوالحسنی مولف مسئول:

  E-mail: alinamvar@outlook.com          میدان فاطمی، خیابان جویبار، تقاطع خیابان فلسطین و زرتشت، مرکز درمان جامع هموفیلی ایران :تهران -علی نامور                            
   ، مرکز درمان هموفیلی ایران، تهران، ایران شگاهیکارشناسی علوم آزمای .1
   ، مرکز درمان هموفیلی ایران، تهران، ایران . دکتري ژنتیک مولکولی2
  . دکتري بیوشیمی بالینی، بخش هپاتیت و ایدز، انستیتوپاستور ایران، تهران، ایران3
 : 21/10/1401 تاریخ تصویب :             10/7/1401تاریخ ارجاع جهت اصلاحات             27/6/1401 تاریخ دریافت  
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  و همکاران الناز آگ     

  3        1401، اسفند  218دوره سی و دوم، شماره                                              مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                    

 پژوهشـی
 

 (FVIII) 8انعقادي به علت ناهمگنی ژنتیکــی در ژن فــاکتور 
 8براســاس ســطح فعالیــت فــاکتور  .)1،2(شــودایجــاد مــی

وجــود دارد.  Aســه نــوع همــوفیلی  ،انعقــادي در پلاســما
تر کمانعقادي  8وفیلی با میزان فعالیت فاکتور مبیماران ه

کــه  ) هستندSevere(هموفیلی شدید  مبتلا بهدرصد  1از 
 10در  .شــوددرصد تمام بیمــاران را شــامل مــی 50 تقریباً

تــا  1انعقادي بــین  8فعالیت فاکتور  میزان ،درصد بیماران
دارنــد  )Moderate( که هموفیلی متوســط استدرصد  5

که  رنددا )Mild( درصد مابقی نیز هموفیلی خفیف 40و 
درصــد  30تا  5ا بین هآنانعقادي  8سطح فعالیت فاکتور 

به منظور بررسی اثر عوامل ثانویه  ).3-5(استسطح نرمال 
ــروز همــوفیلی می ــر ب ــب ــوان ب ــدازهت ــه و ان گیري ه مطالع
ــان  ــطح بی ــرات س ــدهRNAتغیی ــاي غیرکدکنن ــل ه  طوی

)LncRNAs(  ــا افــراد ســالم در افــراد مبــتلا در مقایســه ب
 گــروهغیرکدکننــده طویــل در  RNAپرداخت. این نوع 

RNA کــه در طــول  انــدهــاي رمزگــذار شناســایی شــده
هــا آنتر هستند. نوکلئوتید یا طویل 200 حاويرونویسی 

و گــاهی  باشــندمــی هــاي کدکننــده پــروتئینبا ژن مشابه
سنس بــراي هاي آنتیاوقات به عنوان بخشی از رونوشت

هاي ژنتوالی  .)3،4(شوندهاي کدکننده، رونویسی میژن
LncRNA 5- 7(شده نیســتند تظاهاي مختلف، حفگونهدر(. 
LncRNA ــا ســاختارهاي ، RNAشــبیه انــواع دیگــر ه

ــه ــیثانوی ــکیل م ــش مهمــی در اي را تش ــد کــه نق دهن
ـــم ـــردي مکانیس ـــاي عملک ـــده ، حقیقـــتدر  .)8(دارن
LncRNA ــد هــا مــی ــا توانن ــروتئین،  DNA ،RNAب   و پ

هاي اخیر، در سال .)9(میان کنش بیوشیمیایی داشته باشند
LncRNA  ترین عوامل تنظیمی بیان ژن  مهم به عنوانها

هـــا نشـــان دادنـــد بررســـیانـــد. در نظـــر گرفتـــه شـــده
 ژنتیکــیاخــتلالات اپــیبــا بســیاري از ، هــاLncRNAکه

هاي اپی ژنتیک LncRNAبعضی از اولین  هستند. مرتبط
ـــع از نشـــانه ـــومی و در پســـتانداران، در واق گـــذاري ژن

انــد. شناسایی شده Xغیر فعال شدن کروموزوم  مطالعات
ــین  ــLncRNAچن ــایی ب ــر ه ه ــراي تغیی ــاملی ب ــوان ع عن

  .)10(اندشده کروماتین مطرح

LncRNAاي از فرآینــدهايهــا در طیــف گســترده 
، )12(بقــا ،)11(رشــد و تمــایزسلولی و مولکولی از جمله: 

 )15(مهاجرت ،)14(چرخه سلولی ،)13(بازسازي کروماتین
هــا در LncRNAهــاي . نقــشنقش دارنــد )8(و متابولیسم

هاي پروتئینی ریبونوکلئیک مشاهده شده است کمپلکس
 هاپژوهشد. نکنکه مراحل مختلف بیان ژن را تنظیم می

هــا، LncRNAه توســط آن هایی کدر ارتباط با مکانیسم
بــه  .)16(ادامــه داردکننــد، ژن هدف خود را شناسایی می

توانند بیان ژن را در سطح پس ها میLncRNA، هر حال
هاي اختصاصی miRNAاز رونویسی، از طریق اتصال به 
ها بــه رونوشــت miRNAتنظیم و در نتیجه از اتصال این 

mRNA اخیــرا نقــش  .)17(هدف خود، جلوگیري کننــد
LncRNAهاي مختلف انســانی مــورد بررســیها در بیماري 

آوري بررسی مطالعــات و جمــع. )18،19(قرار گرفته است
 اول هايتغییر در ساختاربنابراین  و شواهد، ایجاد جهش

ـــان  و ـــطح بی ـــدادي از LncRNAدوم و س ـــا را در تع ه
-هــاي خــودهاي مربوط به انسان، از جمله بیماريآسیب

 هــايو بیمــاري )21(هاي خونیبیماري ،)20(هاایمنی، سرطان
نشـــان  )neurodegenerative diseases( نورودژنراتیــو

ها LncRNAاختلال در تنظیم چنین، هم .)22،23(دهدمی
هــاي هــا، از جملــه کارســینوم ســلولسرطان از با بسیاري

و ســرطان  )25(هــاي کلیــهکارســینوم ســلول ،)24(بنیــادي
 هــاLncRNAبافــت ســرطانی،  مرتبط است. در )26(تخمدان

عنــوان ه ژنتیــک، بــهــاي اپــیاغلب با اتصال به مجموعــه
نقــش خــود را ایفــا اصلی در تنظیمات رونویسی،  ياجزا
هــا LncRNA، مشارکت برخی به علاوه .)27،28(کنندمی

 )29(داده شده استهاي خونی نشان سلول بلوغ در تنظیم
مطالعات نشان دادنــد کــه تالاسمی است. -βکه مرتبط با 

گلــوبین ممکــن اســت بیــان مربــوط بــه -βجهش در ژن 
LncRNA و در نهایت بیان ژن  دادهها را تحت تاثیر قرار

ــد.  ــر ده ــدف را تغیی ــتنده ــانگر آن هس ــه  نتــایج نش ک
LncRNA تنظیم بیــان ، هاي مختلفیتوانند به شیوهها می

بــا  هــاآنتغییر ســطح بیــان دهند و  را تحت تأثیر قرارژن 
هــاي هــا از جملــه ناهنجــاريفنوتیپ بســیاري از بیمــاري
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  1401، اسفند  218م، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                 دوره سی و دو            4

با توجــه  در ارتباط است. )23(هماتوپوئتیک مانند لوکمی
هایی مثل تالاســمی مــورد در بیماري LncRNAکه به آن

تــوان بــه بررســی آن در بررســی قــرار گرفتــه اســت، مــی
 لعــه،. در ایــن مطانیــز پرداخــت یهموفیل مبتلا به بیماران

متـــداول ســـنجش شـــده در  LncRNA دو ســـطح بیـــان
 بیمــاران را در) HOTAIRو MALAT-1( اختلالات دیگــر

مــورد بررســی  غیرهموفیــل (افــراد ســالم)و  مرد هموفیل
 MALAT1 )metastasis-associated lung .یمقرار داد

adenocarcinoma transcription 1 ،(ـــام  کـــه ـــه ن ب
NEAT2 )nuclear enriched abundant transcripts( 

 7/8انکـــوژن  LncRNA کیـــ، شـــودنیـــز شـــناخته می
قــرار  11کروموزوم  روي بازوي بلنداست که  زيلوبایک

 انیــب میو تنظــ شیرایدر پ LncRNA نیا يدیدارد. نقش کل
 بــه عنــوان MALAT1در اصل،  .)30(مشاهده شده است ژن

 امــا مطالعــات شــد یمعرف هیدر سرطان ر یآگهشینشانگر پ
 يمتعــدد يهــابا ســرطان LncRNAتر نشان داد این بیش

پروســتات، ســرطان تخمــدان، سرطان  نه،یمانند سرطان س
چنــین، هــم .)31(مرتبط اســت یمکپانکراس و لوسرطان 

HOTAIR )HOX transcript antisense intergenic RNA،( 
بــازوي  واقــع درکیلوبــازي  2/2ن انکوژ LncRNA کی

 ،پســتاندر سرطان  است که نقش آن 12کروموزوم  بلند
 ،کولورکتــالســرطان رحــم،  ســرطان دهانــه ه،یرسرطان 

ـــه و گلســـرطان  ـــایمثان  .)32(شناســـایی شـــده اســـت وم
HOTAIR نیکرومــات تغییراتمختلف  يهابا کمپلکس 
 يبــرا یمولکولداربست  کیدارد و به عنوان  میان کنش

ــتغ ــات ریی ــت کروم ــب جــهیو در نت کــردهعمــل  نیحال  انی
  .)33،34(کندیم میهدف را تنظ يهاژن

اي که در مورد ارتباط لازم به ذکر است تنها مطالعه
LncRNA ها با بــروز بیمــاري همــوفیلی وجــود دارد مطالعــه

 LncRNAمــا در ارتبــاط بــا طراحــی و بررســی دو  سابق
 NONHSAT139219 و NONHSAT139215اختصاصـــی 

 .)35(در همین گروه از بیماران مبتلا به همــوفیلی بــوده اســت
بنابراین، در این مطالعه ســعی شــد کــه بــراي اولــین بــار، 

) HOTAIR و MALAT-1رایــج ( LncRNAارتباط دو 

اي که در تنظیم بیان ژن و تغییرات کروماتین نقش عمده
  دارند با بیماري هموفیلی مورد ارزیابی قرار گیرد.

  

  هامواد و روش
  هاانتخاب نمونه) 1

مرد مبــتلا یمار ب 50 (مورد/ شاهدي) در این پژوهش
 50) و VIII(کمبــود شــدید فــاکتور  Aبه همــوفیلی نــوع 

ــرد  ــالم (م ــرس ــل غی ــه )هموفی ــوان ب ــاهدعن ــرکت ش ، ش
 مرکــز بخــش تحقیقــات مطالعــه در نیــا .)36،37(کردنــد
و مطــابق بــا قــوانین کمیتــه   رانیــا یلیجامع همــوف درمان

 قوانینو  ینکیهلس 1975 مقرراتطبق اخلاق این مرکز (
 )IR.IAU.SRB.REC.1400.001 بــا کــد مربوطه یمحل

کننده قبــل از شــرکتافــراد  همــهاز  .شــد تصویب و انجام
ــه ــه مطالع ــا ،ورود ب ــ تیرض ــه  یکتب ــد. آگاهان ــه ش گرفت

ـــراد  ـــانگین ســـنی اف ـــل و ســـالم می ـــب هموفی ـــه ترتی ب
ــــود.ســــال  42/27±51/5و  95/8±66/25 تشــــخیص  ب

هاي انعقــادي تست استفاده از با یهموفیل مبتلا به بیماران
ــان خــونریزي ( شــامل ــدت زم ــاکتور BTم  8)، ســطح ف

)factor VIII) زمان نسبی ترومبوپلاستین ،(PTT زمــان ،(
 مان نسبی ترومبوپلاستین فعال شــده)، زPT( پروترومبین

)APTT(  جدول شماره) 1صورت پذیرفت(.  
  

 یشگاهیآزما يهاتست يهاداده و کیدموگراف مشخصات: 1شماره جدول
  کنندگان در مطالعهشرکت

  گروه شاهد  مبتلایان به هموفیلی  
  50  50  تعداد افراد

  مرد  مرد  جنس
   42/27±51/5   66/25±95/8  (سال)میانگین سنی

  سالم  VIIIکمبود شدید فاکتور   شدت بیماري

  AST( IU/L  91/19± 94/30  9/15± 25( آسپارتات آمینوترانسفراز
  )10- 40(رنج کیت

  )7- 55(رنج کیت  )ALT (IU/L  77/28 )45/22±(  31 )24±( آلانین آمینوترانسفراز
  )3/0- 1(رنج کیت  )mg/dL  53/1 )08/1±(  65/0 )35/0±بیلی روبین کل 

  )1/0- 3/0(رنج کیت )mg/dL  32/0 )17/0±(  2/0 )1/0±بیلی روبین مستقیم 
  )5>طبیعی ( VIII  <1سطح فاکتور 

 PT)sec(  82/12 )98/±8(  5/11 )5/±1( رنج طبیعی)13- 10(  
 PTT)sec( 38>  38 -28  

 APTT)sec( 38>  38 -28  
 BT)min( 7>  2 -7  
INR    -  3/1 -1  

 

PT: Prothrombin Time;   
PTT: Partial Thromboplastin Time;  
APTT: Activated Partial Thromboplastin Time;  
BT: Bleeding Time;      
INR: International Normalized Ratio 
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ابــتلا  معیارهاي ورود به جمعیت مورد مطالعه شــامل
عــدم ســال بــه بــالا،  18، مبتلایان مــرد Aبه هموفیلی نوع 

هاي ویروسی ي مانند بیمارياي زمینههاسایر بیماريابتلا به 
 علاوه،، عدم ابتلا به سایر اختلالات خونی بــود. بــهو عروقی

وجــود  معیارهــاي خــروج از جمعیــت مــورد مطالعــه شــامل
و ابتلا به سایر اختلالات انعقــادي  )Inhibitor( مهارکننده

نقص ترکیبــی فــاکتور انعقــادي مربــوط بــه نقــص مانند  
  ویلبراند بود.فون فاکتورو  8زمان فاکتور هم

  

  cDNAو سنتز  RNA) نمونه گیري، جداسازي 2
 5گیــري از بیمــاران انتخــاب شــده، بــه میــزان نمونه

 انجــام EDTAلیتر خون کامل در لوله حاوي ضدانعقاد میلی
ها، اســتخراج نمونهاز  RNAبه منظور جداسازي  .)38(شد

 /FavorPrep™ Blood( آزمــا کیــت یکتــاتجهیز توسط

Cultured Cell Total RNA Mini Kit (Favorgen, Taiwan) (
ــاي  ــتفاده از بافره ــا اس ــتونی و ب ــه روش س ــزب ــده، لی کنن

 تعیــینگرفت. براي  صورتکننده کننده و خارجمتصل

 آلودگی عدم از اطمینان و شده استخراجRNA غلظت 

ــه ــروتئین و  ب ــتگاه ،DNAپ ــانودراپ دس ــرکت  ن ش
THERMO FISHER چنــین . همقرار گرفت مورد استفاده

هــا هاي اســتخراج شــده، نمونــهRNAتایید خلوص  براي
ــارز  ــپس  1روي ژل آگ ــدند. س ــورز ش ــد الکتروف درص

رونوشــت بــردار معکــوس  با روش cDNAواکنش سنتز 
)Reverse Transcriptase ( و استفاده از راهنمــاي کیــت

ضــور آنــزیم حیکتاتجهیز (ساخت کشــور تــایوان) و در 
RT و پرایمرهاي Random hexamer انجام شد.  

  

  PCR) طراحی پرایمر و 3
 LncRNA )MALAT-1ها بــراي دو طراحی پرایمر

ــرل )HOTAIRو  ــان   GAPDHو ژن کنت ــل بی ــه دلی (ب
) توســط نــرم شاهدپایدار و ثابت در هر دو گروه بیمار و 

ــزار  ــت NCBI Primerاف ــورت گرف ــا  ص ــین ب و همچن
ایــن پرایمرهــا . شدتایید  SnapGeneاستفاده از نرم افزار 

توالی پرایمرهــا کانادا سنتز شدند.  metabionدر شرکت 
  قابل مشاهده است. 2شماره  در جدول

هاي LncRNAتوالی پرایمرهاي طراحی شده براي  :2جدول شماره 
MALAT-1  وHOTAIR  ژن کنترلوGAPDH   

  

Primer length Sequence 5' to 3' Primer name 

136 bp GGGTGTTTACGTAGACCAGAACC MALAT F 
CTTCCAAAAGCCTTCTGCCTTAG MALAT R 

170 bp GGTAGAAAAAGCAACCACGAAGC HOTAIR F 
ACATAAACCTCTGTCTGTGAGTGCC HOTAIR R 

118 bp CCCCCAATGTATCCGTTGTG GAPDH F 
TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT GAPDH R 

  
ــره ــا اســتفاده از  )PCRاي پلیمــراز (واکــنش زنجی ب

 Taq DNA polymeraseاده حــاوي آنــزیم مسترمیکس آمــ
هاي مــورد نظــر LncRNAبراي  شرکت یکتاتجهیزآزما،

  درصد بررسی شد. 1انجام و نتایج آن روي ژل آگارز 
  
  )qRT-PCRکمی ( Real time PCR) واکنش 4

، سنتز شده cDNAهاي ، از نمونهPCRپس از تایید 
و ســپس بــا اســتفاده از دســتگاه  هاي مختلــف تهیــهرقت

Real time PCR )Roche, Lightcycler 96 system (
بــه  Real time PCR، واکــنش SYBR Greenو آنــزیم 

ه بــ .شد) انجام Efficacyکارایی واکنش ( منظور محاسبه
 هــاي آمــادهین صــورت کــه بــا اســتفاده از مســترمیکسا

SYBR Green  میکروتیــوب طراحی شدهو پرایمرهاي ،
(هــر میکروتیــوب  شــد تهیــه براي هــر نمونــه ايجداگانه

پیکومــول  10سنتز شــده،  cDNAنانوگرم از  100حاوي 
میکرولیتــر از آنــزیم و بــافر، در حجــم  10از پرایمرها و 

ــایی  ــود) 20نه ــام واکــنش  میکرولیتــر ب ــس از انج   و پ
Real time PCR ،Ct )ي هــر نمونــهسیکل حــد آســتانه( 

ن ) میــزاPffaflبا استفاده از فرمول (سپس، یادداشت شد. 
ــان ژن ــا کــاهش بی ــزایش ی هــاي مــورد نظــر ســنجیده اف

  .)38(شد
  

 

  ) آنالیز آماري5
 اصــل برقــراريو  هــاداده نرمــال توزیــع بــه توجه با

 ) بــا اســتفاده ازRatio، نســبت بیــان (هــاواریانس تجانس
دســت آمــده هاي بــهدادهمحاسبه شده و  RESTافزار نرم

در  .)39(تحلیل شد، One Way ANOVAتوسط آزمون 
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هــا توســط نــرم اختلاف بیان میان گروه محاسبهحقیقت، 
کــارایی توســط فرمــول  انجام شد و محاسبه RESTافزار 

Pffafl ــا اســتفاده از داده ــده از  Ctهــاي و ب بــه دســت آم
 ارزش ،یگروهــ نیبــ سهیدر مقادستگاه صورت گرفت. 

05/0<P دار در نظر گرفته شد. یمعن ياز نظر آمار  
  

  یافته ها
ـــــــراي  HOTAIRو  LncRNA ،MALAT-1دو  ب

(بین افــراد مبــتلا بــه همــوفیلی و  بیان بررسی تغییر میزان
هایشــان انتخــاب شــدند. بر اساس ویژگــی گروه شاهد)،
 براي بررسی عملکرد صحیح پرایمرهاي PCRابتدا واکنش 

طراحی شده انجام و سپس محصول به دست آمــده روي 
ــارز  ــد. 1ژل آگ ــورز ش ــد الکتروف ــر  درص ــحت تکثی ص

در کنــار  GAPDHو  HOTAIR ،MALAT-1هــاي ژن
تایید  SmoBioبازي شرکت جفت 50شاخص مولکولی 

  ).1شماره  تصویرشد (
  

  
روي ژل  PCRنتیجه حاصل از الکتروفورز محصول  :1تصویر شماره 

  درصد 1آگارز 
  ، HOTAIRجفت بازي 170) باند 1ستون 
   MALAT-1جفت بازي  136) باند 2ستون 
   GAPDHجفت بازي  118) باند 3ستون 
MW ) نشان دهنده شاخص اندازه مولکولی بر اساس جفت بازbp (

  )SmoBio، bp 50باشد (می

مقــادیر کمــی انجام شد.  qRT-PCRس واکنش سپ
به دست آمد. از  PCRبه عنوان سیگنال فلورسنت آستانه 

ــراي نرمال GAPDHژن  ــازي دادهب ــد.س ــتفاده ش ــا اس  ه
هــدف نســبت بــه ســطح ژن مرجــع، در  LncRNAسطح 

گیري هر نمونه سه بــار تکــرار همان نمونه نرمال و اندازه
  ).1شماره نمودارشد (

  

  
  

 GAPDHهــا بــراي بازده واکنش. منحنی استاندارد :1ماره ش نمودار
ــبز) ــی) HOTAIR، (س ــب  (زرد) MALAT-1و  (آب ــه ترتی ، 92/1ب

  .است 92/1و  08/2
  

بــراي تاییــد  Real time PCRپس از انجام واکنش 
، آنــالیز منحنــی ذوب انجــام PCRاختصاصیت محصول 

 MALAT-1گرفت. نتایج نشان داد که منحنــی ذوب بــراي 
گــراد درجه ســانتی 80-85در دماي حدود  HOTAIRو 

اســت و بــه  PCRباشد. این دماها منطبق بــر محصــول می
هــاي تکثیــر صــحیح ژن دهندهصورت اختصاصــی نشــان

MALAT-1  وHOTAIR 2 شماره نمودار( باشدمی.(  
 تیــمحاســبه کم ي) براCtاز روش سیکل حد آستانه (

 در مقایســه یلیخــون همــوف يهاها در نمونهLncRNA ینسب
  ).3شماره  نمودار( استفاده شد )سالم( ي شاهدهابا نمونه
  

  

  
  

منحنی ذوب و منحنی تکثیر. منحنی ذوب نمایانگر  :3 شمارهنمودار 
ــراي  گــراددرجــه ســانتی 80-85دمــاي حــدود  ) و HOTAIR )Aب

MALAT-1 )B.است (  
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و  )HOTAIR )Aي هــاLncRNA انمقایسه نسبی بیــ :3شماره نمودار 
MALAT-1 )B (توســط تکنیــکشــده  يریگاندازه qRT-PCR  در

  و گروه شاهد هموفیلی مبتلا به مارانیب
  است. >05/0P نمایانگر : *

  
ها بــا اســتفاده از LncRNAنتیجه محاسبه کمی بیان 

نمــایش داده شــده  3در جــدول شــماره  RESTنرم افزار 
 نشان گروه شاهدهاي هموفیلی و مقایسه بین گروهاست. 

هــاي در نمونــه LncRNAدو  سطح بیــانداد که میانگین 
بــه طــور قابــل  ســالم،هاي در مقایسه با نمونه Aهموفیلی 

  ).P>05/0(تر بود توجهی پایین
  
ها با استفاده از LncRNAنتیجه محاسبه کمی بیان  :3شماره  جدول

  RESTافزار نرم
  

 HOTAIR  MALAT-1 
  5/2  2/4  گروه شاهد
  A  2/1  4/1یلی مبتلایان به هموف

  

  بحث
بــراي اولــین بــار اشــکال متنــوعی از  2005در ســال 

RNAهاي غیرکدکننــده هاي غیرکدکننده مثل رونوشت
با هاي پستانداران یافت شد. ) در سلولLncRNAطویل (

بــا  LncRNAتــر، تعــداد زیــادي انجام مطالعات گسترده

در  دهیــدبینرمال و آســ يهابافت در متفاوت انیسطح ب
ـــر ســـرطاناريبیم ـــازها، هـــاي مختلـــف نظی  يتلانژکت

 .)44-40(ی و اوتیسم شناســایی شــدنددهنده ارثيزیخونر
ــادي  شناســایی و عملکــرد  LncRNAتــاکنون تعــداد زی

ــابی آن ــین آن )45(اندشــدههــا ارزی ــورد کــه از ب ــا دو م ه
MALAT1  وHOTAIR  براي بررسی در بیمــاران مبــتلا

در این پژوهش انتخاب و بررسی شد.  Aبه هموفیلی نوع 
پیشــین روي ایــن  این انتخاب بر اساس مطالعات گسترده

 هــاهاي مختلف، عملکرد مهــم آندر بیماري LncRNAدو 
ها در گیري آندر تنظیم بیان ژن و نیاز به بررسی و اندازه

  مبتلایان به هموفیلی صورت گرفت.
را در  MALAT1 نقــش تاثیرگــذار ریــاخ اتمطالعــ

 یســی، رونوRNAپــردازش از جمله  یکیولوژیب هايندیفرآ
 .)46،47(اندهدادشان ن سمیمتابول میو تنظ نیپروتئ بیتخر ،ژن

Wang  ــددادو همکــاران نشــان ــکــه ارز ن ــ یابی ژن یآنت
ــ از  ،بــا هــم MALAT-1) و CEA( کیونیمبرانویکارس

 هیــسرطان ر آگهی ابتلا بهشیدر پ يبالاتر تیدقت و حساس
 .)48(برخــوردار اســت ییبــه تنهــا CEA ارزیابی نسبت به

بــر ارتبــاط  یمبنــ يشــواهد هیــاول يهــاگرچــه گــزارشا
MALAT1  هیــســرطان ر ابتــداییبــا متاســتاز در مراحــل 

 MALAT1کــه  نشان دادند يارائه کردند، مطالعات بعد
فــراوان اســت و بــه طــور  اریبســاي یک رونوشــت هســته

ــ و حفاظــت شــده گســترده ــه پســتانداران  33 نیدر ب گون
نــه تنهــا در انســان،  HOTAIRچنــین هم. )49(وجود دارد

 نیــحــال، ا نیــوجــود دارد. بــا ا زین و موش رتبلکه در 
LncRNA 50(شودینم افتی رپستانداریداران غدر مهره(. 

خــون در  HOTAIRنشان داده اســت کــه  ریمطالعات اخ
 مارانیدر ب يقو یآگهشینشانگر پ کیبه عنوان  محیطی

عمل  وبلاستومایگل ای پستانمبتلا به سرطان معده، سرطان 
  .)51-53(کندیم

Liu X-h  در کــه دریافتند  2013و همکاران در سال
 ک،یمتاســتات يو در تومورهــا ییتومــورزا یانیپا مراحل

ــم ــب زانی ــالاتر یتــوجه طــور قابــلبــه HOTAIR انی  از ب
بالاتر  انیبا ب مارانیدر ب ن،یچنهم ی است.عیطب يهابافت
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HOTAIRیطــور قابــل تــوجهبــه ی فــردکلــ ي، زمان بقا 
 .)54(اســت HOTAIRتــر کــم انیــبا ب مارانیتر از بکوتاه
روي مبتلایان بــه ســرطان دهانــه  2018اي در سال مطالعه

 LncRNAچهار  ییداد که سطوح پلاسمانشان  رحم نیز
ـــــــــــــامل  و  HOTAIR ،PVT1 ،XLOC_000303ش
AL592284.1 نسبت بــه افــراد ســالم  یطور قابل توجهبه

ــزا چنــین مشــاهده شــده کــه هــم .)55(اســت افتــهی شیاف
HOTAIR بــاسرطان دهانــه رحــم را  پیشرفتو  ییتومورزا 

 ،یســلول ریــتکث افــزایشاز جملــه  یمختلفــ يهاســمیمکان
ــلول ــوز س ــار آپوپت ــاجم، مه ــاجرت و ته ــزا ،یمه  شیاف

 شــرفتیپ عیتســر ،یــیزارگ کیــتحر ،یســلول ياتوفاژ
بــه حالــت  یالیــتل یو گــذر از حالــت اپــی چرخــه ســلول

در بــین  .)56(کنــدیمــ لیتسه، در روند سرطان یمیمزانش
از نظــر تالاســمی تنها بیماري  کنونتا ،هاي خونیبیماري

گرفتــه  مورد بررسی قــرار LncRNAتغییرات میزان بیان 
ي هاLncRNA به بتا تالاسمی بیان . در بیماران مبتلااست

MIAT، MALAT1  وANRIL گیري شــد. نتــایج اندازه
طــور مــورد مطالعــه بــه يهــاLncRNA که تمامنشان داد 

ی در مقایسه با افراد سالم افزایش داشــته اســت توجهقابل
ـــه ـــ ک ـــدیم ـــانگر توان ـــال بی ـــش احتم ـــا در آن ینق ه

 .)57(باشــد تالاســمی بتــا شــرفتیپ ایــ يولوژیزیپــاتوف
ــز یکــی از شــایع ــی و ترین بیماريهمــوفیلی نی ــاي ارث ه

همچنین یک مشکل بهداشت عمــومی در جهــان اســت. 
و  MALAT-1ح بیـــان اي در مـــورد ســـطهـــیچ مطالعـــه

HOTAIR  در خون محیطی بیماران مبتلا به همــوفیلیA 
ــدارد. ــود ن ــته، وج ــه در گذش ــر دو مطالع ــز ب اي متمرک

LncRNA  اختصاصی فاکتورVIII  توسط گروه ما انجام
ـــت. ـــده اس ـــان دادنتـــایج  ش بیـــان  وحکـــه ســـط نش

LncRNAــــاي  و NONHSAT139215 اختصاصــــی ه
NONHSAT139219 کــاهش  ،دنســبت بــه گــروه شــاه

در پژوهش حاضــر  .)P ()35>05/0( ه استدار داشتمعنی
 RNAمیــزان بیــان دو  ارتبــاط بــین بــراي اولــین بــار

ــل  ــده طوی ــروز و  HOTAIRو  MALAT-1غیرکدکنن ب
مورد  Aبیماران ایرانی مبتلا به هموفیلی نوع  درهموفیلی 

هــا بــا تکنیــک LncRNAبیــان ایــن  بررسی قرار گرفت.
qRT-PCR  نتایج حاصــل از محاســبه کمــی . شدبررسی

 هــاLncRNAنشانگرکاهش بیان این ، RESTافزارتوسط نرم
هاي مبتلایان بــه همــوفیلی شــدید در مقایســه بــا در نمونه

ممکــن اســت در بــروز  کــه )P>05/0(گروه شــاهد بــود 
نشــان  )35(نتایج دو مطالعــه مــا بیماري نقش داشته باشند. 

اختصاصی فاکتور  LncRNAدو نشان داد که سطح بیان 
VIII  ــــــز مــــــاران در بی HOTAIRو  MALAT-1و نی

طور مهمی کاهش یافتند. در حقیقت ابتلا بــه هموفیلی به
 LncRNAهموفیلی منجر بــه کــاهش ســطح بیــان چهــار 

 نییپــا انیــمطالعــه نشــان داد کــه ســطح ب نیاشده است. 
LncRNAهمــوفیلی نــوع  دیها در مــوارد شــدA  ممکــن

مــرتبط باشــد. ) FVIII )<1IU/dL حاست با کــاهش ســط
هــا منجــر بــه LncRNA یــانبامکان وجــود دارد کــه  نیا

بر اساس شود.  ی)میاثرات تنظ(فعال شدن ژن  ایخاموش 
ــانمطالعــه حاضــر  هــايیافتــه ــا بی در  LncRNA دو نییپ

 کیــممکن است  دیشد Aهموفیلی نوع مبتلا به  مارانیب
ــو یســتینشــانگر ز ــا يق ــا کاربرده ــال يب ــالقوه در  ینیب ب

  باشد. یهدف درمان کی نیو همچن ی بیماريآگهشیپ
شــامل ، هموفیلی یــک بیمــاري پیچیــده به هر حال،

اســت. از ایــن نظــر، بررســی  هــابالقوه بین ژن میان کنش
 هاي مورد مطالعه با نقــایص مولکــولیLncRNAارتباط بیان 

در مطالعات آینــده  دهنده،هاي خونریزيبیماريمختلف 
 ارزشمند است. علاوه بــر ،چه در جمعیت فعلی و/یا سایرین

هــاي تر براي ارائــه دادهبزرگ گروهیهماین، مطالعات 
ــا محکــم و توجیــه ایــن  HOTAIR و MALAT1کــه آی

توانند به عنوان نشانگرهاي زیســتی جدیــد دخیــل در می
  شود.پیشنهاد می ،شدت بیماري عمل کنندبروز یا 

  

  سپاسگزاري
ــامع  از ــان ج ــرم مرکــز درم ــدیر و همکــاران محت م

را یــاري  ش مــاپــژوه ایــن انجام هموفیلی ایران، که در
  سپاسگزاریم. کردند
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