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 ابتلا به سرطان پستان با خطر PIK3CA ژن I در اينترون CA ارتباط بين طول توالي تکراري

 

 گروه زيست شناسي، دانشکده علوم دانشگاه اصفهان، اصفهانپور: نجمه حشمت

 اصفهان دانشگاه اصفهان،علوم،  شکدهگروه زيست شناسي، دان: *منوچهر توسلي
 اصفهان دانشگاه علوم پزشکي اصفهان، دانشکده پزشکيژي گروه راديوتراپي و انکولوسيمين همتي: 

 ، اصفهانپزشکي اصفهان سي، دانشکده پزشکي، دانشگاه علومقارچ و انگل شنا گروهسيدحسين حجازي: 

 اصفهاننشگاه اصفهان، دا گروه زيست شناسي، دانشکده علوم :فروزان صفري

 

 

 

 

 

 

 چکیده 
اي از فرايندهاي مهم سلولي از طيف گسترده تنظيم کننده  (PI3K)کيناز -3مسير انتقال پيام فسفاتيديل اينوزيتول  مقدمه:

اني جمله تکثير سلولي، بقا، آپوپتوز، جنبش سلولي، مهاجرت سلولي و متابوليسم انسولين است. زير واحد کاتوليتيکي آلفا انس

شود. بر اساس اطلاعات ما اين اولين گزارش در مورد کد مي (PIK3CA)بيس فسفات  5،4بوسيله ژن فسفوتيديل اينوزيتول 

مورفيسم ريز باشد. در اين مطالعه پليو ارتباط آن با سرطان مي PIK3CAدر ژن  CAمورفيسم تکرار دي نولئوتيد پلي

و ارتباط بين  بيماران سرطان پستان و افراد سالم تعيين بين PIK3CA ژن 1در اينترون  CAماهواره دو نوکلئوتيد 

 گيرد.با سرطان پستان مورد بررسي قرار مي  CAتکرارهاي

زن سالم انجام  022زن مبتلا به سرطان پستان و  022مورد شاهدي بود که بر روي  پژوهش حاضر يک مطالعه روش بررسي:

هايي با نمونـهتکثير گرديد و  PCR مورد مطالعه، توالي مورد نظر توسط تکنيک از خون افراد DNAپس از استخراج شد. 

و توالي آن بوسيله  CAتعداد تکرار اندازهـاي متفاوت تعيين توالي شـدند و به عنـوان مارکر مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد. 

 به دست آمد.  الکتروفورز بر روي ژل پلي اکريل در مقايسه با مارکرهاي تعين توالي شده

مختلف در بين بيماران و افراد ترکيب آللي )ژنوتيپ(  12تکرار و  15تا  12بين  CAطول متفاوت از تکرار پنج  ها:يافته

تکرار بود. زناني که حامل يک آلل يا  13بيشترين فراواني آللي در ميان افراد بيمار و کنترل مربوط به آلل  .کنترل مشاهده شد

اي براي ابتلا به سرطان پستان قرار در خطر فزاينده P)=223/2باشند به طور معنا داري ) CAتکرار  13از تر دو آلل کوچک

است  02/5( با نسبت افزاينده CA10بيشترين خطر ابتلا به سرطان براي حاملين کوچکترين آلل ) .(OR=24/0دارند )

(222/2=P ،02/5=OR)، در خطر کمتري براي ابتلا به سرطان پستان هستند. 10از  برعکس زنان با يک آلل يا دو آلل بزرگتر 

و خطر ابتلا به  PIK3CAژن  1دهد که بين تعداد توالي تکراري اينترون هاي اين مطالعه نشان مييافته گيري:نتيجه

 سرطان پستان رابطه مستقيمي وجود دارد.

 سرطان پستان. ،CAکيناز، ميکروستلايت -3فسفاتيديل اينوزيتول  هاي کليدي:واژه

 

 

 

 

 
 ، منوچهر توسلي.اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم، گروه زيست شناسينشاني نويسنده پاسخگو:  *

 manoochehr@biol.ui.ac.irنشاني الکترونيک: 
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 مقدمه

هايي نهاد تخصصي سازمان جهاني بهداشت بر اساس داده

کشور دنيا در  125نوع سرطان در  02در فرانسه درباره 

هزار  222)يک ميليون و  بعد از سرطان ريه، 0210سال 

ترين سرطان ، سرطان پستان شايعدر مجموع( %13نفر، 

است  در مجموع( %20/11هزار نفر،  022يک ميليون و )

هايي (. علت واقعي بروز سرطان پستان و تعداد دقيق ژن1)

هاي مختلف باعث خطر ابتلا به سرطان که در جمعيت

هم خوردن تنظيم ه شوند، مشخص نيست. بپستان مي

( در RTKsهاي تيروزين کيناز )مسير انتقال پيام گيرنده

ترين وقايع سرطان پستان رايج است. در ميان مهم

 ها، فعال شدنRTKولکولي پايين دست فعال شدن م

(. 3،0باشد )مي (PI3Kکيناز )-3فسفاتيديل اينوزيتول 

PI3K  يکي از اعضاي خانواده ليپيد کينازها است که

 4،5کاتاليز کننده فسفريلاسيون فسفاتيديل اينوزيتول 

و توليد  3( در موقعيت کربن شماره PIP2فسفات ) -بيس

تري  4،5،3ام فسفاتيديل اينوزيتول پيامبر ثانويه به ن

(. اين ليپيدهاي فسفريله شده 5باشد )( ميPIP3فسفات )

جمله کند از هاي پايين دست متنوعي را فعال ميهدف

کننده طيف که تنظيم B (PKB)پروتئين کيناز 

اي از فرايندهاي مهم سلولي از جمله تکثير گسترده

، آپوپتوز، بقا، سلولي، ترانسفورماسيون، چسپندگي سلولي

ها است جنبش سلولي و ترافيک داخل سلولي پروتئين

(. زير واحد کاتاليتيکي آلفا بوسيله ژن فسفوتيديل 4)

شود. کد مي (PIK3CA)بيس فسفات  (5،4)اينوزيتول 

 را در  PIK3CAهاي ژن مطالعات اخير جهش

اند هاي مختلف از جمله سرطان پستان نشان دادهسرطان

، ژن TP53کننده تومور از ژن سرکوب (. بعد0،2)

PIK3CA ترين ژن جهش يافته در سرطان پستان فراوان

و  PIK3CAکننده ژن هاي فعال. جهش(0،2)است 

يکي از وقايع آغازي در  PIK3CAافزايش بيان پروتئين 

رسد که در ايجاد تومور نقش سرطان پستان به نظر مي

(. 12ومور )کند ولي نه در مراحل تهاجمي تبازي مي

ترين تکرارهاي ساده تکرارهاي دو نوکلئوتيدي رايج

هاي تکراري بلند باشند و اغلب تواليپراکنده در ژنوم مي

دهند. تحقيقات نشان داده هاي متفاوتي نشان ميطول

توانند در کاهش يا است که تکرارهاي دو نوکلئوتيدي مي

هايي که از ژن %25(. 10،11افزايش بيان ژن موثر باشند )

داراي پيرايش جايگزين هستند داراي جفت تکرارهاي 

(. در سال 14و  15، 13باشند )مکمل در اينترون خود مي

0211 Lim  در ژن 4و همکارانش بين خذف اگزونv-

kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma 

viral oncogene homolog (KIT) هاي و توالي

پيوستگي  5و  4هاي روندر اينت ATتکراري دو نوکلئوتيد 

 [[LOD (logarithm of odds)=11/8کامل نشان دادند

 هاي تکراي با قرار گرفتن در و از طرف ديگر توالي

( و تغيير در Enhancersدهنده )هاي افزايشتوالي

توانند در ميزان بيان ژن تاثيرگذار باشد مي DNAساختار 

به  و خطر ابتلا PIK3CAژن  1(. در اينترون 12)

 PIK3CAسرطان پستان با بررسي بيوانفورماتيکي ژن 

در  CAو  GTدو ناحيه از تکرارهاي دو نوکلئوتيدي 

اين ژن مشاهده شد که الگوي پراکندگي، تنوع  1اينترون 

تا کنون  PIK3CAهاي اين دو ناحيه از ژن و فراواني آلل

مورفيسم مورد بررسي قرار نگرفته بود. در اين مطالعه پلي

اين ژن و ارتباط آن با  1در اينترون  CAماهواره  ريز

بيمارستان حضرت جمعيت بيماران سرطان پستان در 

  قرار گرفت. مورد بررسي سيدالشهداي شهر اصفهان

 

 هامواد و روش
زن مبتلا به سرطان پستان و  022گيري خون از نمونه

سال، در واحد  32-05زن سالم در سنين بين  022

ارستان حضرت سيدالشهداي شهر اصفهان گيري بيمنمونه

مورد شاهدي مورد اين مطالعه انجام شد و براي انجام 

زنان بيمار مورد مطالعه در . آزمايش قرار گرفتند

درماني يا بيمارستان سيد الشهداي اصفهان تحت شيمي

پرتو درماني بودند و گروه کنترل از بين زناني که براي 

ارستان مراجعه کرده بودند بررسي سلامتي خود به اين بيم

و به صورت متناسب با گروه مورد انتخاب شد. خون تام از 

شاهد با رضايت کامل افراد به صورت بيماران و افراد 

. اطلاعات مربوط به سن شروع کتبي، از آنها گرفته شد

بيماري و سابقه فاميلي ابتلابه سرطان )در خويشاوندان 

مورد مطالعه استخراج شد. درجه يک و دو( از پرونده افراد 

 به روش  DNAاز نمونه خون افراد مورد مطالعه 

( استخراج شد و ناحيه Salting outدهي نمکي )رسوب

 توسط پرايمرهاي پيشرو PIK3CAژن  1اينترون 

5’ CAGCACAGACATGCACATGCGCG 3’ و 

 ’GTAATATGAATGACAATGCGAGTC 3’5پيرو

 Primer3Plusرنتيپرايمرها با کمک سايت اينت تکثير شد.
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مراز در حجم . واکنش زنجيره پلي(05طراحي شدند )

 DNAنانوگرم  42-122ميکروليتر حاوي  42نهايي 

نانومولار از هر  dNTPs ،122ميکرو مولار  022ژنومي، 

، MgCl2مولار ميلي 4/1يک از پرايمرهاي پيشرو و پيرو، 

و دو واحد آنزيم  PCRبافر  X12ليتر از ميکرو 4/0

Smar Tag DNA polymerase  همه مواد(PCR  از

از  PCRدر دستگاه  شرکت سينا ژن خريداري شد(

انجام شد. بعد از واسرشت  TAKARA ژاپنيشرکت 

 33دقيقه،  4گراد به مدت درجه سانتي 05شدن اوليه در 

دقيقه براي  1درجه به مدت  05با دماي  PCRسيکل 

دقيقه جهت  1درجه به مدت  43ها، واسرشت شدن رشته

دقيقه براي  1درجه به مدت  00اتصال پرايمرها و 

 12گسترش پرايمرها انجام شد. يک سيکل انتهايي 

هاي درجه جهت جهت تکثير توالي 00اي در دماي دقيقه

ناقص در نظر گرفته شد. محصولات حاصل از واکنش 

 %1سازي توسط ژل آگارز مراز بعد از بهينهزنجيره پلي

توجه به توانايي کم ژل آگارز در جداسازي، تاييد شد. با 

واقع در  CAگيري دقيق تعداد تکرارهاي توالي براي اندازه

هاي بعدي محصول ، بررسيPIK3CAاينترون يک ژن 

PCR  معمولي ) %12بر روي ژل آکريل آميدnon-

denaturing PAGE انجام شد. ژل توسط روش )

ر ثبت شد. بعد آميزي و نتايج توسط اسکننيترات نقره رنگ

نمونه  0نمونه هتروزايگوت و  5مورفيسم از مشاهده پلي

آميزي شده که هاي رنگهموزايگوت مشاهده شده در ژل

از ژل  DNAالل بودند، توسط کيت استخراج  2شامل 

سازي شدند. سپس جهت تعيين  آگارز فرمنتاز خالص

به شرکت سيناکلون  به روش سنگر در کشور آلمانتوالي 

ن ارسال تا به عنوان مارکر آللي مورد استفاده قرار تهرا

 (. 1گيرند )شکل

هاي بيمار و شاهد به کمک اين مارکرها طول تکرار آلل

 PIK3CAدر ژن  CAتعيين و فراواني آللي تکرار 

ها در دو با توجه به تعداد ترکبيات آللي، آلل محاسبه شد.

 13دتر از ( و مساوي يا بلنSتکرار ) 13گروه کوتاه تر از 

 LLو  SS ،SL( و ترکيبات آللي در سه گروه Lتکرار )

آوري شده پس از ورود اطلاعات جمع تقسيم شدند.

انجام  SPSS V20افزار هاي آماري به کمک نرمبررسي

 PIK3CAهاي ژن شد. ابتدا فراواني ترکيبات آللي و آلل

در جمعيت مورد مطالعه، تعيين شد. در نهايت ارتباط اين 

 و 0Xارها با بروز سرطان در جمعيت به کمک آزمون تکر

  رگرسيون لجستيک محاسبه شد.

 

 هايافته

نشان داده شده، پراکندگي تکرار  1طور که در جدول همان

در جمعيت زنان اصفهان بين   PIK3CAژن CAآللي 

تکرار بيشترين فراواني آللي را در  13بود. آلل  12تا  15

در ( دارد. %04/25و شاهد ) (%4/02ميان افراد بيمار )

 12تا  02هاي کوتاه آلل فرکانس شاهد، افراد با مقايسه

( در افراد بيمار بيشتر بود، محاسبات Sهاي تکرار )آلل

 Oddsنسبت شانس )  و 2Xبه کمک آزمون آماري 

Ratio) دهد که اين نشان مي توسط آزمون رگرسيون

داري بيشتر در خطر ابتلا به سرطان پستان افراد بطورمعني

( و بيشترين خطر ابتلا به P ،24/0=OR=223/2هستند )

تکرار است، نتايج  12سرطان پستان براي حاملين آلل 

که  دهد که اين افراد نسبت به افرادينشان مي 1جدول 

مرتبه  02/5( هستند 12هاي ديگري )غير از آلل حامل

باشند بيشتر در خطر ابتلا به سرطان پستان مي

(222/2=P ،02/5=OR). اي در اختلاف قابل ملاحظه

بين افراد شاهد و بيمار وجود  13و  15هاي بلند توزيع آلل

هاي کوتاه اين ندارد ولي بعلت اختلاف موجود بين آلل

. P ،52/2=OR=2232/2دهد )دار نشان مياختلاف معني

هاي بلند هستند عبارت ديگر افرادي که حامل آللبه

هاي کوتاه، کمتر به سرطان مبتلا نسبت به افراد حامل آلل

 شوند.مي

، توزيع ميزان فراواني هر ترکيب آللي در بين 0در جدول 

بيماران و افراد کنترل خلاصه شده است. در افراد تحت 

ترکيب آللي )ژنوتيپ( مختلف مشاهده شد.  12بررسي 

بيشترين فراواني را در بيماران  13/13ترکيب آللي 

 ( دارد.%2/02( و افراد کنترل )4/02%)

شود، اختلاف مشاهده مي 3طور که در جدول همان

داري در توزيع ترکيبات آللي شامل دو آلل کوچکتر معني

د دارد و زناني در بيماران و افراد شاهد وجو (SS) 13از 

مرتبه بيشتر در خطر  4/0باشند  SSکه حامل دو آلل 

 (.P ،42/0=OR=223/2ابتلا به سرطان پستان هستند )
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 :A 31/31هتروزيگوت 

 
 

 

  :32/32Bهموزيگوت 

 
 

 

  :31/31Cهموزيگوت 

 
 

 

  :31/31Dهموزيگوت 

 
توالي با استفاده از تعيين هاي مختلف. با ژنوتيپ PIK3CAژن  CAتوالي ناحيه تکراري تعيين حاصل از يج نتا: 3شکل

 . (A-D)شودنشان داده مي CAهمين جهت توالي رشته مکمل پرايمر برگشت صورت گرفته و به
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و ارتباط آنها با خطر ابتلا به سرطان  PIK3CAژن  3در ناحيه اينترون  CAتکرار  هاي مختلفآللفراواني  توزيع :3جدول

 (=111nپستان )

(Short )S: هايي که تعداد تکرارآلل CA 31کمتر از ها آن 

(Large )L :هايي که تعداد تکرار آللCA  31بزرگتر از مساوي يا آنها 

 

 (=522n)دو گروه بيمار و شاهد  در PIK3CAژن  3در اينترون  مشاهده شدهآللي فراواني انواع ترکيبات  : توزيع2جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

    

 

 

 

 

 

 

(Short )S: هايي که تعداد تکرارآلل CA 13کمتر از ها آن 

(Large )L :هايي که تعداد تکرار آللCA  13بزرگتر از آنها مساوي يا 

P-value OR (95% CI) بيمار کنترل  

 CA تکرار

 تعداد )درصد( تعداد )درصد(

222/2 02/5  ( 52/1 - 02/10 ) 5( 2/1 ) 12( 2/5 ) (CA)31 

02/2 22/1 ( 22/2 - 10/4 ) 2( 4/1 ) 11( 04/0 ) (CA)33 

05/2 50/1 ( 02/2 - 00/0 ) 12( 2/5 ) 03( 04/4 ) (CA)32 

2232/2 24/0 ( 04/1 - 30/3 ) 02( 4/2 ) 42( 4/10 ) S وعمجم 

2320/2 22/2 ( 50/2  – 02/2 ) 330( 04/25 ) 315( 4/02 ) (CA)31 

1/2 02/2  ( 42/2 - 21/1 ) 30( 04/0 ) 32( 2/0 ) (CA)31 

2232/2 52/2 ( 00/2 - 22/2 ) 305( 4/03 ) 342( 4/20 ) L  مجموع 

  بيمار کنترل

 ژنوتيپ

 

 2/آلل3آلل تعداد )درصد( تعداد )درصد(

1( 4/2 ) 5( 2/0 ) 12/12  

1( 4/2 ) 3( 4/1 ) 10/12  

0( 2/1 ) 4( 4/0 ) 11/11 SS 

3( 4/1 ) 4( 4/0 ) 10/10  

0( 4/3 ) 10( 4/2 )  SS مجموع 

1( 4/2 ) 4( 4/0 ) 13/12  

0( 2/1 ) 1( 4/2 ) 13/11 LS 

0( 4/5 ) 12( 2/4 ) 13/10  

10( 2/2 ) 12( 2/2 )  LS  مجموع 

142( 2/02 ) 151( 4/02 ) 13/13  

13( 4/2 ) 12( 2/2 ) 15/13 LL 

10( 2/2 ) 12( 2/4 ) 15/15  

121( 4/02 ) 120( 4/23 )  LL مجموع 
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 با خطر ابتلا به سرطان پستان PIK3CAژن  3در اينترون  CAهاي مختلف تکرار : نتايج ارتباط بين ژنوتيپ1جدول

 13 مساوي و يا کمتر ازها آن GT هايي که تعداد تکرارآلل :S( Short)آلل 

  15بزرگتر از آنها  GTهايي که تعداد تکرار آلل: L( Largeآلل )

 

 بحث

ترين مسيرهاي يکي از مهم PI3Kمسير انتقال پيام 

(. مهار اين مسير انتقال 2-12انتقال پيام در سرطان است )

رشد سلولي شود. بنابراين اجزاي تواند سبب توقف پيام مي

توانند هدف مناسبي براي درمان سرطان اين مسير مي

باشند. تکرارهاي دو نوکلئوتيدي چند شکلي در طول ژنوم 

اي به عنوان به طور معمول وجود دارند و به طور گسترده

شوند. بعضي از تکرارهاي دو مارکرهاي ژنتيکي استفاده مي

ه است که در تنظيم رونويسي نوکلئوتيدي نشان داده شد

(. در اين مطالعه 15-12ژن نقش عملکردي دارند )

هاي مختلف توالي ها و ژنوتيپپراکندگي و فراواني آلل

-جمعيت بيمارن مراجعهدر  PIK3CAژن  CAتکراري 

 بيمارستان حضرت سيدالشهداي شهر اصفهانکننده به 

هاي مشخص شد. نتايج اين مطالعه نشان داد که آلل

يک عامل خطر براي بروز  SSهاي و ژنوتيپ  Sکوچک 

دهد شوند. نتايج اين مطالعه نشان ميسرطان محسوب مي

تر ممکن است که نسبتا اتصال کوتاه CAکه تکرارهاي 

بلندتر با فاکتورهاي  CAپايدارتري نسبت به تکرارهاي 

هسته ايجاد کنند. در مطالعات قبلي که بر اساس سيستم 

in vitro هاي گزارشگر انجام شده بود ارتباط بين نو ژ

 STAT6هاي و بيان ژن در ژن GTطول تکرارهاي 

(، گيرنده هورمون 02) 2a(، کلاژن نوع يک انساني 10)

( 00) 0( و ماتريکس متالو پروتئيناز 01رشد انساني )

نشان داده شده است. تاثير اين تکرارها در اتصال به 

تواند با تنظيم رونويسي مي ها، فعاليت پروموتر وپروتئين

يا  H, Zهاي به فرم Bاز شکل  DNAتغيير ساختارهاي 

علاوه بر اين  .(03در اين نواحي شود ) DNAصليبي 

هاي تکراري به طور اختصاصي با يک فراواني بالا در توالي

ژنوم يوکاريوتي در اطراف نواحي پروموتور و عناصر 

شده است که تعدادي گيرند و نشان داده رونويسي قرار مي

، نوترکيبي DNAسازي از وقايع زيستي از قبيل همانند

 (.03در جايگاه خاص و رونويسي درگير هستند ) 

هاي تکراري دو مطالعات مختلف حاکي از تاثير توالي

ها تعدادي از ژن 1واقع در اينترون  CA/GTنوکلئوتيدي 

 در بيشتر مطالعات و (02،04بر روي بيان آنها است )

پيشين مشخص شده است که فراواني تکرارهاي دو تايي و 

باشند و بيان ژن به شکلي معکوس با هم مرتبط مي

تاثير منفي بر رونويسي داشته  CA/GTتکرارهاي بلند 

شود که اين اثر منفي با افزايش طول تکرارها بيشتر مي

اي که نتايج بدست آمده از اين تحقيق (، فرضيه02،00)

 PIK3CAکند. از آنجايي که ژن ايت مينيز از آن حم

کند، افزايش تعداد ها ايفا مينقش آنکوژني در سرطان

 احتمالا منجر به کاهش بيان 1در اينترون  CAتکرارهاي 

هاي بلند آن شده و منجر به نقش محافظت کنندگي آلل

در برابر سرطان  PIK3CAژن  1اينترون  CAتکرارهاي 

اي کوتاه احتمالا باعث هشود. برعکس آللمي پستان

 افزايش بيان و در نتيجه افزايش خطر ابتلا به سرطان 

 شوند.مي

هاي که الل دهدطور خلاصه نتايج اين پژوهش نشان ميبه

، ممکن است با PIK3CAواقع در ژن  CAکوتاه تکرار 

خطر افزايش يافته ابتلا به سرطان پستان مرتبط باشند. 

P value OR (95% CI) ژنوتيپ بيمار      کنترل 

 تعداد)درصد( تعداد)درصد(

23/2 42/0  ( 25/1 - 30/2 ) 0( 4/3 ) 10( 4/2 ) SS 

230/2 43/2 ( 00/2 - 00/2 ) 121( 4/02 ) 120( 4/23 ) LL 

10/2 22/5 ( 54/2 - 22/32 ) 1( 4/1 ) 5( 2/0 ) (CA)31/(CA)31 

1/2 12/4 ( 40/2 - 20/55 ) 1( 4/2 ) 4( 4/0 ) (CA)31/(CA)31 
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ي مختلف و بررسي ارتباط هامطالعات بيشتر روي جمعيت

براي تصديق  PIK3CAاين تکرارها با ميزان بيان ژن 

 اين ارتباط ژنتيکي مورد نياز است.
 

 گیرینتیجه

دهد که بين تعداد توالي نتايج اين پژوهش نشان مي

و خطر ابتلا به  PIK3CAژن  1اينترون  CAتکراري

 بنابراين شايد سرطان پستان رابطه مستقيمي وجود دارد.

آگاهي بتوان از اين تکرار آللي به عنوان يک مارکر پيش

 . سرطان پستان استفاده نمود

 

 تشكر و قدرداني
در پايان از حمايت مالي معاونت تحقيقات و فناوري 

بيماران  دانشگاه اصفهان جهت انجام اين پروژه، از کليه

نثاري به خاطر ياري ايشان در محترم و خانم الهه جان

افرادي که به صورت مادي و  ها و کليهمونهآوري نجمع

و  معنوي ما را در انجام اين پژوهش ياري رساندند، تشکر

 نماييم.قدرداني مي
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