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Abstract. C��������� ������ ����� ����� �� ����� �� �����C��������� ������ ����� ����� �� ����� �� �����
����� ��� ������ �� ����� �� ��������y w����w���. T�� 
�����b�x ��������p� ��������� �����g���� RNA (HOTAIR), 
w���� w�� ��u�� �� b� ������� �� ��� ��������� ����� �� ��� 
�����b�x C (HOXC) g��� ��u����, �� � ���g ���������g RNA 
��v��v�� �� �u���p�� �yp�� �� �u����. T�� ���� �� HOXC11 �� 
�u���� ������� u������. R�v���� ��������p�����qu��������v� 
PCR w�� p�������� �� ������ ��� �xp������� ��v�� �� HOXC11 
�� ����� ��������������. C��� p������������ ��� ��v����� w��� 
��������. RN��� p��������� ����y w�� u��� �� ���� ��� p�����
b����y �� RNA �up��x ���������. T�� ��������� �xp������� ��� 
co‑expression trend of HOXC11 and HOTAIR were identified 
�� �u���p�� �yp�� �� ������ ���� T�� C����� G����� A���� 
��� ��� ���u��� w��� v�������� �� 12 ����� �������������� ��� 
p����� �����u��� ����u� ���p���. T�� �xp������� �� HOXC11 
��� HOTAIR w�� ��u�� �� b� ���������� w��� p��� p��g����� 
�� ����� �������������� ��� �����y ����� ����� ���� ������
����. Fu���������, HOXC11 w�� ��u�� �� p�����v��y ��gu���� 
HOTAIR by RNA �up��x ��������� ��� p������� ��� p������
������� ��� ��v����� �� ����� �������������� �����.

Introduction

I� �����, >1.8 ������� ��w ���������� ������ ����� ��� 881,000 
������ ��� ��������� �� ��v� ���u���� �� 2018, ����u����g ��� 
~1 �� 10 ������ ����� ��� ������ w����w��� (1). C��������� 
������ ����� ����� �� ��������� ��� ������ �� ��������y g��b�
���y, ��� p���� � �����u� ������ �� �u��� ������, p�����u����y �� 
������� Eu��p��� ��u������ (�.g., Hu�g��y, S��v����, S��v����, 
T�� N���������� ��� N��w�y), Au�������/N�w Z������, 
N������� A������ ��� E������ A��� (����u���g J�p��, ��� 
R�pub��� �� K���� ��� S��g�p���) (1). T�� �u������y �pp��v�� 
�����p�u��� �pp������� �� ����� �������������� ����u�� 
�u�g��y, ��������qu���y �b������, ����������py, ��������� 
�����py, ��y��u�g��y ��� ���g���� �����py (2).

L��g ���������g RNA� (���RNA�), � ����� �� RNA� >200 
�� ���g ��� ������g p������������g �b����y, ��v� ����g�� �� p��y 
��y ����� �� �u����u� b����g���� p��������, �u�� �� ������������
����, ��v���p����, ����u��� ������� ����� ��� ����g������ (3�5). 
T�� �����b�x ��������p� ��������� �����g���� RNA (HOTAIR) 
�� � w�������w� ���g ���������g RNA ���� �u������� �� �� 
����g��� (6,7). Ab������ �xp������� �� HOTAIR ��� b��� 
��p����� �� �u���p�� �������, ��� ��y ���� �� �b������ ���� 
��������������� ��� p������������, ��v����� ��� ���������� (8�11).

L������ �� ���������� 12 (q13.13), �����b�x C11 
(HOXC11) b����g� �� ��� �����b�x �����y �� g����, w���� 
������ � ��g��y ������v�� �����y �� ��������p���� ������� 
���� p��y ��y ����� �� ��b�y���� ��p���������, �v��u���� ��� 
���p��g������ �� ��� �u�������u��� ��g������ (12�14). D�������� 
�� HOXC11 ��y ���� �� �b������ ��b�y���� ��v���p����, 
������������� ��� ����������y (14,15). HOTAIR w�� ��p����� 
�� ��gu���� ��� �xp������� �� �����b�x g���� ��� �� ������� 
�� ��� ��������� ����� �� HOXC11, w���� �� �v����pp��g 
��g��� b��w��� HOTAIR ��� HOXC11 ��� b��� �������
fied (16). Thus, the present study was undertaken to explore the 
����������� b��w��� HOTAIR ��� HOXC11. D��� ���� T�� 
C����� G����� A���� (TCGA) ����b��� w��� ����yz��, ��� � 
����xp������� ����� w�� ��u�� b��w��� ��� ���RNA HOTAIR 
��� ��� ��������p���� ������ HOXC11 �� ��v���� �yp�� �� ������, 
�u�� �� ����� ��������������, ���p��g��� ���������, b����� 
������ ��� �����y ����� ����� ���� ���������, ����g ������. 
T��������, ����y� w��� ����� �������������� ����� ��� ����u�� 
w��� p�������� �� �������y ��� ����������� b��w��� HOTAIR 
��� HOXC11 ��� ����� �u������� �� ����� ��������������.
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Materials and methods

Cell cultures. T�� SW480 ��� HCT116 ����� ������ ���� ����� 
w��� pu������� ���� ��� S���g��� I�����u�� �� C��� B����gy 
(S���g���, C����). SW480 ����� w��� �u��u��� �� L��b�v��z'� 
L‑15 Medium (Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc.) supple�
������ w��� 10% FBS (G�b��; T����� F����� S���������, 
Inc.) at 37˚C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. 
HCT116 ����� w��� �u��u��� �� DMEM (G�b��; T����� F����� 
Scientific, Inc.) supplemented with 10% FBS (Gibco; Thermo 
Fisher Scientific, Inc.) at 37˚C in a humidified atmosphere 
���������g 5% CO2.

Specimens. A ����� �� 12 p����� ����� ��������� ��� ��j����� 
normal tissue samples were obtained from the Fifth Affiliated 
H��p���� �� Su� Y������ U��v�����y (Z�u���, C����) b��w��� 
18�� F�b�u��y ��� 6�� D����b�� 2018. A�� p������� w��� ���g�
����� w��� p�����y ����� ���������. E����� �pp��v�� (�pp��v�� 
��. K206�1) w�� �b������ ���� ��� R������� E����� C�������� �� 
the Fifth Affiliated Hospital of Sun Yat‑sen University. Informed 
������� ��� ����� ����u�� �� b� u��� ��� �������� pu�p���� w�� 
�b������ ���� ��� p������� p���� �� p��������g ���� ��u�y.

Bioinformatics analysis. T�� g��� �xp������� ���� �� ����� 
���������, ���p��g��� ���������, b����� ������ ��� �����y 
����� ����� ���� ��������� w��� �b������ ���� TCGA w�b���� 
(���p�://������g�����.���.g�v/). K�p����M���� ����y��� w�� 
p������ by UALCAN (17). Ov����pp��g ��g��� w�� ��u�� 
b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR by UCSC g����� b��w��� (�
����b�y ID, �g38) (18).

Transfection. HOXC11 �������w� �����v��u� [pSL�����U
6���RNA(HOXC11)�CMV�EGFP�F2A�Pu���WPRE] ��� 
��g���v� ������� (NC) �����v��u� (pSL�����U6�CMV�EGF
P�F2A�Pu���WPRE) w��� �b������ ���� S���g��� OBIO 
T�������gy (S���g���) C��p., L��. SW480 ��� HCT116 
����� w��� ����������� w��� �����v��u��� �� � �u���p�����y �� 
��������� (MOI) �� 10 �� ��� p������� �� 4 µg/�� pu���y���. 
A���� 1 w��� �� pu���y��� ��������g, SW480 ��� HCT116 
����� w��� u��� ��� �ub��qu��� �xp������������. T����������� 
�� ��� HOXC11 p������ [p�DNA3.1(+)] w�� p�������� 
��������g �� ��� p������� �� L�p����������® 3000 R��g��� 
(I�v����g��; T����� F����� S���������, I��.). I� �����, 1 µg 
HOXC11 �� ��g���v� ������� p������, 2 µ� P3000™ R��g���, 
��� 1.5 µ� L�p����������™ 3000 R��g��� w��� ����� �� 50 µ� 
Op���MEM ����u� p�� 1x105 �����. T�� ����u� w�� ����g�� 
����� 6 � ��� ��� ������������ ������ w�� �������� ����� 2 ��y�.

RNase protection assay. T�� ���p������� �� ��� RN��� ��g���
���� ��x�u�� ��� RN��� p��������� ����y (RPA) w�� �� �����w�: 
10 �M T����HC� (pH 7.5), 300 �M N�C�, 5 �M EDTA 
(pH 7.5), ��� 20 µ� �� RN��� A/T1 M�x p�� 1 �� �� �������� 
��x�u��. RN��� A/T1 ��� ��g��� ���g����������� RNA�, bu� 
not RNA duplexes. The RNA samples were incubated at 37˚C 
��� 60 ��� p���� �� ��������� w��� �� RNA�� A+T �������� 
(S�g���A������; M���� KG�A). Sub��qu����y, ��� ���p��� 
were incubated at 37˚C for 30 min after the addition of the 
RNA�� ��������, ��� ������� w��� p��������� K, �� p��v��u��y 
described (19). The RNA used in the RPA was extracted from 
SW480 ��� HCT116 �����.

RT‑qPCR analysis. T���� RNA ���� SW480 ��� HCT116 ����� 
w�� �������� w��� TRIz��® ���g��� (I�v����g��; T����� F����� 
Scientific, Inc.) according to the manufacturer's protocol. Fast 
A������O�� RT K�� (���. ��. ES�RT001; S���g��� Y����� 
B����������gy, C�., L��.; ���p�://www.��u�b��.���/�������1��/ 
u0072/u0074/u0030/u0030/u0031.����) w�� u��� �� p������ 
the reverse transcription using the temperature protocol of 42˚C 
��� 15 ���. G�T�q® qPCR M����� M�x A6001 (���. ��. A6001; 
P����g� C��p�������) w�� u��� �� p������ qPCR. T�� �������
cycling conditions included an initial denaturation step (95˚C, 
2 min), followed by 40 cycles of 95˚C for 15 sec and 60˚C for 
1 ���. T�� p����� ��qu����� u��� w��� �� �����w�: HOXC11 
���w���, 5'�GCTACTCCTCCTGCTATGC�3' ��� ��v����, 
5'�GACGCTGTTCTTGTTGACTG�3'; HOTAIR ���w���, 
5'�GCCAAGCACCTCTATCTC�3' ��� ��v����, 5'�GACACTG 
AACGGACTCTG�3' ��� GAPDH ���w���, 5'�AGAAGGCT 
GGGGCTCATTTG�3' ��� ��v����, 5'�AGGGGCCATCCACA 
GTCTTC�3' T�� ������v� �xp������� ��v�� �� �RNA� w�� 
�������z�� �� GAPDH ��� w�� ����u����� u���g ��� 2�ΔΔCq 
������ (20).

MTT assay. The cells were inoculated into 96‑well plates at a 
concentration of 2,000 cells per 100 µl at 37˚C with 5% CO2 
overnight. After incubation for 4 h at 37˚C with 5% CO2, 50 µ� 
1X MTT ���g��� (N��j��g K�yG�� B������ C�., L��.) ��� 150 µ� 
DMSO w��� ����� �� w���. T�� ��x�u�� w�� ������ w��� ��� 
the absorbance was detected at 490 nm using the SpectraMax® 
340PC38 �p�����p��������� (M����u��� D�v����, LLC).

Statistical analysis. S���������� ����y��� w��� p�������� by 
SPSS 20.0 (IBM C��p.). G��p�� w��� g�������� by G��p�P�� 
P���� 7 (G��p�P�� S���w���, I��.). P<0.05 ���� � �w�������� ���� 
was considered to indicate statistically significant difference. 
U�p����� ��u����'� ������ w�� u��� �� �v��u��� ��� ����������� 
b��w��� �w� g��up� �� ����p������ ���p���. D��� ��� p�������� 
as mean ± SD. All the results were repeated ≥three times.

Results

HOXC11 and HOTAIR expression is increased in multiple 
types of cancer. A���� ����yz��g ��� ���� �� ����� ������
���������, ���p��g��� ���������, b����� ������ ��� �����y 
����� ����� ���� ���������, w���� w��� ��w������� ���� 
TCGA, �� w�� �b���v�� ���� b��� HOXC11 ��� HOTAIR 
were significantly upregulated in the tumor groups compared 
w��� ��� ������ g��up� (F�g. S1). S������ �xp������� ������ 
w��� �b���v�� b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR. I� ��������, 
RT�qPCR ����y w�� p�������� �� ������ ��� �xp������� �� 
HOXC11 ��� HOTAIR �� 12 p����� ����� �������������� 
��� ��j����� ������ ����u� ���p���. I� w�� ���������� ���� 
HOTAIR ��� HOXC11 w��� up��gu����� �� ��� ��j����y �� 
����� �������������� ����u��, w���� w�� ���������� w��� ��� 
���u��� �� TCGA ����b��� (F�g. 1A ��� B).

Co‑expression of HOXC11 and HOTAIR. A ����xp������� 
����� w�� �b���v�� b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR �� ����� 
adenocarcinoma (r=0.797), esophageal carcinoma (r=0.838), 
breast cancer (r=0.922) and kidney renal clear cell carcinoma 
(r=0.719), with statistically significant differences (supple�
������y F�g. S2A�D). S������ ���u��� w��� �b������ ���� 
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colon adenocarcinoma and adjacent normal tissues (r=0.905, 
P<0.001; F�g. 1C).

HOXC11 and HOTAIR expression is associated with poor 
prognosis. H�g��� HOXC11 �xp������� w�� ���������� w��� 
p����� p��g����� �� ����� �������������� (P=0.02) ��� �����y 
����� ����� ���� ��������� (P=0.006), bu� ��� �� ���p��g��� 
��������� (P=0.26) ��� b����� ������ (P=0.28; �upp��������y 
F�g. S3A�D). H�g��� �xp������� �� HOTAIR w�� ���������� 
w��� p����� p��g����� �� ����� �������������� (P=0.021), 
b����� ������ (P=0.047) ��� �����y ����� ����� ���� ��������� 

(P<0.001), but there was no statistically significant difference 
�� ��� p��g����� �� ���p��g��� ��������� by HOTAIR �xp����
���� (P=0.11; �upp��������y F�g. S3E�H).

Decreased expression of HOXC11 inhibits the proliferation 
and invasion of colon adenocarcinoma cells. A���� �������g 
��w� ��� �v���xp������g HOXC11 �� SW480 ����� ��� 
HCT116 �����, �� w�� ��u�� ���� ��� �xp������� ��v�� �� 
HOTAIR was modified with the changes in the expression 
�� HOXC11 (F�g. 2A�D). Fu���������, ��������� �xp������� 
�� HOXC11 ����b���� ��� �b����y �� p������������ ��� ��v����� 

F�gu�� 1. I�������� �xp������� �� HOTAIR ��� HOXC11 �� ����� �������������� ����u��. (A) I�������� �xp������� �� (A) HOTAIR ��� (B) HOXC11 
w�� �b���v�� �� 10 �� 12 ����� �������������� ����u�� ���p���� w��� ��� p����� �����u��� ����u��. (C) C���xp������� �� HOTAIR ��� HOXC11. 
HOTAIR, �����b�x ��������p� ��������� �����g���� RNA; HOXC11, �����b�x C11.

F�gu�� 2. R��u��� �xp������� �� HOXC11 ����b��� ��� p������������ ��� ��v����� �b����y �� ����� �������������� SW480 ��� HCT116 �����. (A) HOXC11 
�v���xp������� w�� ���w� �� up��gu���� ��� �xp������� �� HOTAIR. (B) K������g ��w� HOXC11 ����b���� ��� �xp������� �� HOTAIR. (C ��� D) P������ 
��v��� �� HOXC11 ����� �v���xp������� ��� �������w�. (E) C��� p������������ w�� �������� �����w��g HOXC11 �������w� ��� �v���xp������� �� SW480 
and HCT116 cells. (F) Invasion ability was inhibited in cells with HOXC11 knockdown and was rescued after overexpressing HOXC11 (magnification, x100). 
***P<0.001, **P<0.01. HOTAIR, �����b�x ��������p� ��������� �����g���� RNA; HOXC11, �����b�x C11; NC, g��up ����������� w��� ��g���v� ������� p������; 
���NC, g��up �������� w��� ��g���v� ������� �����v��u�.
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�� ����� �������������� �����, w������ ����� ������� w��� 
����u�� by HOXC11 �v���xp������� (F�g. 2E ��� F).

HOXC11 formed RNA duplex and increased HOTAIR expres‑
sion. T� �xp���� ��� ����������� b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR, 
HOXC11 w�� �v���xp������ ��� ������� ��w� �� SW480 
��� HCT116 �����. I� w�� ��u�� ���� HOTAIR �xp������� 
changed significantly with the changes in HOXC11 expres�
����. A�������g �� UCSC g����� b��w���, �� �v����pp��g 
��g��� w�� ��u�� b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR (F�g. 3A). 
T�� ���u��� �� ��� RPA ���w�� ���� �����v����pp��g ��g���� 
w��� ��g����� ����� �����g RNA�� A+T, w���� ��� ��g��� 
���g����������� RNA� bu� ��� RNA �up��x�� (F�g. 3B�E). 
A�������g�y, RNA �up��x ��������� b��w��� HOXC11 ��� 
HOTAIR w�� �b���v��.

Discussion

I� ��� p������ ��u�y, �� w�� �b���v�� ���� HOXC11 �xp������� 
�� ��������� �� ����� �������������� ��� ��y p�����v��y 
��gu���� HOTAIR by ������g �� RNA �up��x. T�� �xp����
���� �� HOXC11 ��� HOTAIR ��� b��� ���������� w��� p��� 
prognosis in multiple types of cancer (9,21,22).

HOXC11 b����g� �� ��� �����b�x g��� �����y, w���� 
������� � ��g��y ������v�� �����y �� ��������p���� ������� 
���� p��y ��y ����� �� ��b�y� ��p���������, �v��u���� ��� 

���p��g������ �� ��� �u�������u��� ��g������ (23�26). I� 
������ y����, ����� ��� b��� �� ���������g �u�b�� �� ��u���� 
���������g ���� HOX �����y g���� ��� ��v��v�� �� ��� ���u��
����� ��� p��g������� �� ��v���� ����g�������, �u�� �� g������ 
������, W����' �u��� ��� ��u�� �y����� ��u����� (27,28). 
HOXC11 �� ��p����� �� b� ��v��v�� �� g��� �u����, w���� ��u�� 
p������ �b������ g��� �xp������� ��� ���v� ��u����g���
esis (29,30). HOXC11 was considered to play an important role 
�� ����y ���������� ��v���p���� �u���g ��b�y���� g��w�� (31). 
C��������� w��� ��� p������ ��u�y, �� w�� ��u�� ���� ��� �xp����
���� �� HOXC11 w�� ��g���������y ��������� �� �u���p�� 
�������, �u�� �� ����� ��������������, ���p��g��� ������
����, b����� ������ ��� �����y ����� ����� ���� ���������. 
Fu���������, ��������� HOXC11 w�� ���������� w��� p��� 
�u����� �� ����� �������������� ��� �����y ����� ����� ���� 
���������, ���������g ���� HOXC11 ��y p������p��� �� ��� 
��v���p���� �� ����� �������.

I� ������ y����, ���RNA� ��v� b��� ��p����� �� p��y 
��p������ ����� �� �u����u� b����g���� p��������, �u�� �� 
��v���p����, ���������������, ���u���y, A�z������'� �������, 
������v���u��� ������� ��� �u���� (32,33). HOTAIR ��� b��� 
�x�����v��y ��v����g���� ��� w�� ��p����� �� p������p��� �� 
�u���p�� �u����. S��u� HOTAIR w�� ���������� �� b� � ���g�
������ b�������� ��� ���p��g��� �qu���u� ���� ��������� (34). 
HOTAIR ��y ���� p������ ��� ���u������ ��� ��v���p���� �� 
renal cell carcinoma (7). Özeş et al (35) �b���v�� ���� HOTAIR 

F�gu�� 3. Ov����pp��g ��g��� �� HOXC11 ��� HOTAIR ��������p� �� p�������� ���� ��g�������� by RN��� A+T, �ugg�����g ��� ��������� �� �� RNA �up��x. 
(A) Ov����pp��g ��g��� b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR. (B ��� C) R��u��� �� ��� RPA ���w�� ���� �����v����pp��g ��g���� �� HOTAIR ���HOXC11 w��� 
��g����� by RNA�� A+T �� SW480 �����. (D ��� E) R��u��� �� ��� RPA ���w�� ���� �����v����pp��g ��g���� �� HOTAIR ��� HOXC11w��� ��g����� by 
RNA�� A+T �� HCT116 �����.***P<0.001. OL, �v����pp��g. NOL, �����v����pp��g; HOTAIR, �����b�x ��������p� ��������� �����g���� RNA; HOXC11, 
�����b�x C11; RPA, RN��� p��������� ����y.
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w�� ��p������� �� ��� DNA ����g� ���p����, ����u��� ������
����� ��� ���������������. Xu� et al (36) ��p����� ���� 
HOTAIR �������� �����g�� ����p��� ��g�����g ��� ������� 
����x���� ���������� �� b����� ������. A���� ����yz��g ��� ���� 
�� �u���p�� ������� ���� TCGA, ��� �u����� �� ��� p������ 
��u�y ��u�� ���� HOTAIR w�� up��gu����� �� ����� ���������
������, ���p��g��� ���������, b����� ������ ��� �����y ����� 
����� ���� ���������, ��� w�� ���������� w��� p��� p��g������ 
�� ���� �yp�� �� ������. A����ug� HOTAIR w�� ��p����� �� 
��gu���� HOX g��� �xp�������, ����� ��� b��� �� ��p����� 
��������, �� ��� �u�����' ���w���g�, �� HOX g���� ��gu�����g 
HOTAIR expression (37). The present study was the first to 
�������y ���� HOXC11 ��u�� p�����v��y ��gu���� HOTAIR by 
������g �� RNA �up��x w����� ��� �v����pp��g ��g���.

I� �u����y, �� w�� ������ ��u�� ��� v�������� ���� ��� 
��������p���� ������ HOXC11 ��� ��� ���RNA HOTAIR w��� 
up��gu����� �� ����� ���������. I� ��������, ��� ��������� 
�xp������� �� HOXC11 ��y ����b�� ��� p������������ ��� 
��v����� �b����y �� ����� �������������� �����. Fu���������, 
HOXC11 ��y p�����v��y ��gu���� HOTAIR by ������g ��� 
RNA duplex. The findings of the present study may expand 
�u� �u����� u�����������g �� ��� �u������� �� HOX g���� 
��� HOTAIR. M����v��, ��� �xp������� �� HOXC11 ��� 
HOTAIR ��y b� ���������� �� � p�������� b�������� ��� 
�����p�u��� ���g�� �g����� ����� ���������. H�w�v��, �� ��� 
���� ��� �� ��� p������ ��u�y w�� �� ��u�y ��� ����������� 
b��w��� HOXC11 ��� HOTAIR, �xp�������� in vivo w��� 
��� ����u����. T��������, ��� ������� �� HOXC11 �� �u�v�v�� 
���u�� b� v�������� �� in vivo �xp�������� �� ��� �u�u��.
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