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  34تا  43 ، صفحات1414 تابستان، 2، شماره 1سال ،   پژوهشي اصليمقاله 
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 چكیده:
مرتبط با ژن   یها جهش نیدارند. همچن هیاز جمله در سرطان ر ییزا در سرطان یها نقش مهمmiRNA  ایها RNAزیر

 TrkC  زیر  کیمدرس  تیدانشگاه تربدر به تازگی گزارش شده است.  هیدر سرطان رRNAمستقردر ژن  دیجد ی TrkC  

است. هدف از مطالعه  دهیبه ثبت رس  EBI  یاطلاعات گاهیپا در    HG969187  یبا شماره دسترس و گردیدهکشف  یانسان

 11  . از باشد یم انسان هیبافت ر سالمو  یسرطان یها ، در نمونه TrkC-miR1 ، با نام  RNAزیر نیا انیب یحاضر بررس

گرفت. پس از سنتز  صورت   RNA و استخراج  هیته هیبافت ر سالمو  یسرطان یها نمونه هیمبتلا به سرطان ر ماریب

  cDNA انیها، ب از تمام نمونه   TrkC-miR1  با استفاده از روش real-time PCR   از  یها حاک داده لیشد. تحل دهیسنج

در همان  یتومور هیحاش سالمنسبت به بافت  نومایکارس اسکواموس سل  یها نمونه در   TrkC-miR1  انیآن است که ب

 هیحاش سالمنسبت به بافت  نومایو آدنوکارس نومایلارج سل کارس یها آن در نمونه انیب کهیاست، درحال افتهی شیافراد افزا

 یستوپاتولوژیه یها در نمونه   TrkC-miR1 که  دهد ینشان م قیتحق نیا جیاست. نتا  افتهیدر همان افراد کاهش  یتومور

 شتریب یتومور یها در تعداد نمونه   TrkC-miR1  انیب یبا بررس رسد یدارد. به نظر م یزیمتما انیب  هیمختلف سرطان ر

  . افتیدست  هیمختلف ر یسرطان یها بافت یبرا یصیمارکر تشخ کیبه   توان یم

 RNA ، TrkCزیر ه،یسرطان ر :یدیکل واژگان
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 مقدمه:   

ها در سراسر جهان  سرطان نیتر عیاز شا یکی هیسرطان ر

 نیبه ا انیدرصد مبتلا 08از  شی[. ب1] رود یشمار م به

جان  یماریب  صیدر فاصله پنج سال پس از تشخ یماریب

  [.2،3دهند ] یخود را از دست م

، دو نوع   1کایانجمن سرطان آمر یبند میاساس تقس بر

 عبارتند از:  هیسرطان ر یاصل

 38: که حدود     3کوچک یها با سلول هیسرطان ر (1

 نیتر عینوع بوده و شا نیاز ا هیر یها درصد سرطان 

نوع  نیو رشد ا ریتکث. روند باشد یم هینوع سرطان ر

در  یبوده و در مدت زمان کوتاه عیسرطان سر 

 .شود یپراکنده م گرید یها اندام

نوع  نی: ا2رکوچکیغ  یها با سلول هیسرطان ر (3

که  هیدر بافت ر سرطان با توجه به نوع سلول موجود 

خود   NSCLC . شود یم فیشده است تعر یسرطان

 یها سلول  ینومایکارس یمشتمل بر دو دسته اصل

و لارج سل  4نومای)شامل آدنوکارس یرپوششیغ

 یپوشش یها سلول ینومای( و کارس5نومایکارس

  [.4] باشد ی( م6نومای)اسکواموس سل کارس  

 یا نشانه هشدار دهنده چیه هیدر مراحل اول هیر سرطان

 یراختصاصیسرطان غ  این شرفتیپمعمولا علایم ندارد. 

 نه،یس   درد در قفسه ،همچون سرفه یبوده و شامل موارد

  نفس، بالا آوردن بلغم یتنگ ای  نهیخس کردن س خس

  [.5باشد ]می یو خستگ یخون

 یها یژگیو هیسرطان ر شرفتیهنگام شروع تا مراحل پ از

تومور،  مثل اندازه تومور، ضخامت تومور، محل  یمتفاوت

    و شود یم دهیدر آن د یمتاستاز تیو وضع یبافت رییتغ

. شودیم  میتقس  IV و   I ، II ، III اساس به مراحل  نیبر ا

 دایکه سرطان گسترش پ یدر زمان مارانیبدر حالت کلی 

 یعنیقرار گرفته است،  ینموده و در حالت متاستاز

  [.6] کنندیبه پزشک مراجعه م ،  IV ای و  III مرحله  

 یبردار داران رونوشت ژنوم مهره %80حدود  نکهیا با

 نیکننده پروتئ کد یها آنها ژن% 3اما فقط  شود یم

                                                           
1  American Cancer Society (ASC)  
2
  Small Cell Lung Cancer (SCLC) 

3  Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) 
4
  Adenocarcinoma  

5  Large Cell Carcinoma (LCC) 
6   Squamous Cell Carcinoma (SCC) 

 کنند یرا کد م یعملکرد یRNA  ینوع هیهستند و بق 

 یها ملکول را ندارند.  نیترجمه به پروتئ تیکه عموماً قابل

RNAریز 
ها به حساب RNA مجموعه  نیا ءجز  7

 کد ریکوچک غ یها    RNA،هاRNAریز [. 0،7] ندیآ یم

هستند که  دینوکلئوت 37تا  10 یبیبا اندازه تقر یا کننده

 باشند یزمان م طور همب صدها ژن  انیب میقادر به تنظ

 یندهایااز فر یاریبس میها، در تنظ ملکول نی[. ا8]

نمو  ر،یشده، تکث یزیر برنامه مرگ  ز،یاز جمله تما یسلول

 [.11،18هستند ] لیپاتوژن دخ-زبانیم یها انکنشیو م

از جمله  ها یماریدر بها RNAریز از  یاریبس انیب

عوامل در   نینقش مهم ا انگریکه ب کند یم رییسرطان تغ

 نیاول 3883در سال     [.12،13است ] ها یماریب نیا جادیا

سرطان ارائه  جادیدر ا  RNAریز بر نقش  یگزارش مبن

عنوان  به  RNAریز ، 3884[. پس از آن در سال 14شد ]

 یماریب شرفتیپ زانیو م صیتشخ در  0ومارکریب کی

و   RNAریز  نیب انکنشی[. م15مدنظر قرار گرفت ]

 انیب راتیی[ و تغ16]  سرطان هدف آن در  یها ژن

تومور در بدن  یریگ رشد و شکل یدر ط  RNAریز 

 یها یماریب جادیها در ا  RNAریز  انیب رییتغ ریثات ،[17]

 یها یماریب جادیعوامل در ا نیا ش[، نق10] یعروق-یقلب

، در گزارشات  [18] یمنیمتاستاز و خودا  ،یکاهنده عصب

آمده است. امروزه مشخص شده است که  یمتعدد

 جادیسبب ا تواند یم  RNAریز  کی تنها  انیببیش

از  یوجود برخ  حتی[. 38سرطان گردد ]

 یها  RNAریز در  8یدیوتهای تک نوکلئ مورفیسم پلی 

  [.31گزارش شده است ] یماریمرتبط با ب

 کینزد ایداخل و   RNAریز  یها از ژن یمین باًیتقر

که   ینواح اینقاط شکست و  ،یشکننده کروموزوم ینواح

شواهد [. 33] قرار دارند شوند یم   18یشدگادیمتحمل ز 

عنوان سرکوبگر  بهتوانند میها RNAریز  دهد ینشان م

ها RNAریز .[32تومور عمل کنند] برندهشیپ ایتومور و  

 یها رگروهیمشخص ساختن ز یبرا توانند یتنها م نه 

 NSCLC  ها  آن یانیب لی[ بلکه پروفا34د ]نبکار رو

در مرحله  یماریو عود مجدد ب صیدر تشخ توانند یم 

  [. 37-35باشد ] دیمف  NSCLC  هیاول

                                                           
7  microRNA (miRNA) 
8
  Biomarker  

9  Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 
10 

Amplification 
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 یها نمونه یبر رو یا و همکارانش در مطالعه لو انی

از  یاریبس انینشان دادند که ب   NSCLC   یتومور

از جمله  یو مرگ سلول زیتما ،یمرتبط با ماندگار  یها ژن

 ای  TrkC [. 30] شود یم رییخوش تغ دست  TrkC ژن 

 NTRK3   باشد یم نازهایک نیروزیاز دسته خانواده ت .

انتقال   یاصل یها کننده میجزء گروه تنظ یژن هخانواد نیا

در  یمهم یها که نقش باشند یسلول م ریدر تکث گنالیس

خانواده بزرگ از  نیا یها از ژن یدارند. برخ ییتومورزا

و پانکراس دچار  نهیس ه،یدر سرطان ر  TrkC جمله 

 یها از ژن ییها وژنیف نیچن [. هم38]  اند  جهش شده

 NTRK3  ، NTRK2    و NTRK1   یدر تومورها 

 NSCLS  نی[. علاوه بر ا28گزارش شده است ]  هیر 

 ینومایآدنوکارس یها در نمونه کیسومات یها وجود جهش

-TrkC [. از آنجا که 21گزارش شده است ]  زین هیر

miR1    درون ژن TrkC  نقطه  کیعنوان گرفته است و ب

هدف از  شود، یم یتلق  بروز سرطان یبرا یدرون ژن  1داغ

، در  TrkC-miR1  انیب یبررس حاضر انجام مطالعه

 . باشد یم هیسرطان ر یها نمونه 

 ها: مواد و روش 

 نیدر ا یمورد بررس یها نمونه یتمام ها:و بافت مارانیب

ها  نمونه  نیشدند. ا یآور مطالعه از استان اصفهان جمع

به همراه  هیدر افراد مبتلا به سرطان ر هیشامل بافت ر

. باشند یم در همان افراد مبتلا  هیتومور ر هیبافت حاش

 نیدر ا یمورد بررس یها نمونه یتمام گریعبارت د به

 یها نمونه بودند.  سالم-یصورت جفت تومور به مطالعه

شده تا زمان استفاده جهت  هیته سالمو  یبافت تومور

  شدند.  ینگهدار  عیما تروژنیدر تانک ن  RNA استخراج 

 یها تام از بافت  RNA استخراج  : RNA  استخراج

و  3زولیبا استفاده از ترا یتومور هیحاش سالمو   یتومور

انجام شد. تمام   Invitrogen طبق دستورالعمل شرکت  

 RNA08   زریاستخراج شده تا زمان استفاده در فر یها-   

 یهاRNA  تیفیشدند. ک ینگهدار گراد یدرجه سانت

غلظت  استفاده از الکتروفورز ژل آگارز، و  ااستخراج شده ب

شد.  یریگ اندازه یآن با استفاده از دستگاه اسپکتروفومتر

استخراج    RNA  یها در نمونه  DNA  یحذف آلودگ

به   Fermentas شرکت   DNaseI  میآنز ماریشده، با ت

                                                           
1 Hot point 
2 TRIzol® 

شد. سپس  انجام  گراد یدرجه سانت 27در  قهیدق 28مدت 

با  EDTA ، ازDNaseI  مینزآ نمودن رفعالیجهت غ

 گراد یدرجه سانت 65 یدر دما رمولایمیل 58  غلظت 

  استفاده شد. 

از  : cDNA و سنتز     RNAکردن دارPolyA واکنش

   2´یدر انتها  ploy A  یها فاقد توالRNAریز آنجا که 

به  توان یهستند نم یطول کوتاه یخود بوده و دارا

به  نکهینمود مگر ا  cDNA به  لیها را تبدآن یراحت

ها اضافه شود.  آن   2´  یبه انتها نیباز آدن نیچند یقیطر 

و  2مرازیپل A یپل ییایباکتر میبا استفاده از آنز ن،یبنابرا

استخراج شده  یRNA ابتدا مجموعه  ، ATP در حضور  

 یها  RNA  یتمام 2´    یو به انتها ماریاز سلول را ت

شد. سپس، با استفاده از اضافه   PolyA  یسلول 

شرکت    Reverse Transcriptase (RT)  میآنز

Fermentas  یاختصاص مریو با استفاده از پرا 

 Anchored-Oligo-dT   سنتزcDNA  طبق پروتکل

 گرفت. استاندارد صورت 

Real Time PCR : انیب  TrkC-miR1    با استفاده

 ABI 7500و با دستگاه Real time PCR    کیاز تکن

(Applied Biosystems, Foster City CA, USA)  

 48 یبرا   4نیاواگر واکنش در حضور  نیشد. ا یریگ اندازه

 به مدت   گراددرجه سانتی 85   ییدما طیدر شرا کلیس

 73 و ثانیه  28  به مدت   گراد درجه سانتی 68  ،  ثانیه 15

نرمال  یانجام شد. برا ثانیه 28  به مدت   گراد درجه سانتی

ها، از ژن  نمونه استفاده شده در   RNA مقدار  5کردن

 U48  - SNORNA  استفاده  یعنوان ژن کنترل داخل به

 یها نسبت به نمونه  یتومور یها در نمونه ریمقاد نیشد. ا

فرد مبتلا به تومور نرمال شد.  ندر هما یتومور هیحاش

   ΔΔCt-2  با روش    TrkC- miR1 ژن  انیب راتییتغ ریمقاد

  محاسبه شد. 

مطالعه  نیکار گرفته شده در ا به یمرهایپرا :مرهایپرا

جهت سنتز   Anchored-Oligo-dT عبارتند از 

 cDNA، یرفت اختصاص مریپرا  TrkC-miR1    و

 یبر رو  Anchor  هیکه به ناح یبرگشت عموم مریپرا

 مریو پرا شود یمتصل م  Anchored-Oligo-dT  یتوال 

                                                           
3 Poly A polymerase  
4 EvaGreen 
5 Normalizing 
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نشان   1در جدول  مرهایپرا نیا ی. توال  U48 رفت ژن 

 داده شده است.

انحراف  ± نیانگیبه صورت م جینتا ها: داده یآمار زیآنال

 نیها ب داده  سهیمقا یبرا  t-test شد. از  یریگ اندازه اریمع

دو  شیاستفاده شد و هر آزما یو تومور سالم یها نمونه

با   Real Time PCR حاصل از  یها بار تکرار شد. داده

  شدند. زیآنال  ΔΔCt-2  روش 

 نتایج:  
 8و ( %10)زن  3 شاملبیمار،  11بر روی مطالعه  نیا

تا  25 یسن پهنه  و سال 51 یمتوسط سن(، با %03)مرد 

 1از شماره  یمورد بررس مارانی. بانجام پذیرفتسال  74

 مارانیب  یستوپاتولوژیاند. نوع ه شده یگذار نام 11تا 

 3 نوما،یکارس  سل  مورد اسکواموس 3شامل  یمورد بررس

بود.  نومایآدنوکارس مورد  7و  نومایکارس  سل  رجمورد لا

در جدول  قیتحق نیمورد مطالعه در ا مارانیمشخصات ب

  آورده شده است. 3

و بافت  هیتومور ر یها نمونه  RNA استخراج  جینتا

نشان داده  1در شکل %1ژل آگارز  یتومور رو هیحاش

 یخوب تیفیاستخراج شده ک یهاRNA شده است.  

 یها مورد انتظار در نمونه یباندها یداشتند و تمام

 RNA  ندژل آگارز مشاهده شد یاستخراج شده رو .

اسپکتروفوتومتر  اهها با دستگRNA غلظت  یریگ اندازه

 یخوب تیفیاز آن بود که از غلظت و ک یحاکنیز  

  برخوردارند.

با استفاده   Real Time PCR حاصل از  یها داده زیآنال

-TrkC  انیب شینشان داد که  افزا  t-test از روش 

miR1   یستوپاتولوژیبا ه هیر یتومور یها در نمونه 

 هیحاش  سالمبافت  نسبت به نومایکارس  سل  اسکواموس

کاهش  که ی، درحالاست دار یدر همان افراد معن یتومور

 هیر یتومور یها نمونه در    TrkC-miR1  دار یان معنیب

 نومایو آدنوکارس نومایکارس  سل  لارج یستوپاتولوژیبا ه

در همان افراد  یتومور  هیحاش سالمنسبت به بافت 

  (.3مشاهده شد )شکل

  بحث:
 یهاRNA جزء مجموعه   RNAریز  یها ملکول  

[ که به 23] ندیآ یحساب م  کننده به  کد  ریو غ یعملکرد

 میعوامل، در تنظ نیا    [.0،7] شوند یکد نم نیپروتئ 

[. بر 11،18هستند ] لیدخ یسلول یندهایاز فرآ یاریبس

از  یاریها در بسRNAریز  انیاساس گزارشات متعدد، ب 

[ 32،12،13]   کند یم رییتغ هیاز جمله سرطان ر ها یماریب

 یها از آن است که اغلب ژن یگزارشات حاک نیا

[ 33اند ] شده مرتبط با سرطان واقع  یدر نواح  RNAریز 

 مطالعه نیاستفاده شده در ا یمرهایپرا یتوال  - 1 جدول

 توالی مرینام پرا

Anchored-Oligo-dT GCGTCGACTAGTACAACTCAAGGTTCTTCCAGTCACGACG(T)18N 

TrkC-miR1 GGCTGGGGATTCTGAGCT 

 AACTCAAGGTTCTTCCAGTCACG یبرگشت عموم مریپرا

 U48 TGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGT  رفت مریپرا

 

 بیماران مورد مطالعه در تحقیق حاضرمشخصات  - 2جدول

   مرحله   یافتگیزیتما تیوضع  یستوپاتولوژینوع ه  سن/سال  تیجنس شماره

  IIA  نامشخص  نومایآدنوکارس  نامشخص  مرد 1

  نامشخص    افتهی زیتما یخوب به  نومایآدنوکارس   57   مرد 3

  نامشخص  نامشخص  نومایآدنوکارس   68   نامشخص 2

  نامشخص  نامشخص  نومایآدنوکارس   64   مرد 4

  نامشخص  کیمتاستات  نومایآدنوکارس   53   مرد 5

  نامشخص  کیمتاستات  نومایآدنوکارس   25   مرد 6

  IIB    افتهی زیمتوسط تما  نومایآدنوکارس   54   مرد 7

  نامشخص  نامشخص  نومایکارس سل لارج   53   زن 0

  نامشخص  نامشخص  نومایکارس سل لارج   57   مرد 8

  نامشخص    افتهی زیتما یخوب به  نومایکارس سل اسکواموس   65   زن 18

  IIB    افتهی زیتما یخوب به  نومایکارس سل اسکواموس   74   مرد 11
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 یماریو عود ب صیها در تشخ آن یانیب لیو از پروفا

   [.37-35] شود یاستفاده م

و مرگ  زیتما ،یمرتبط با ماندگار یها از ژن یاریبس انیب

 کند یم  رییتغ هیدر سرطان ر  TrkC از جمله ژن  یسلول

ها از جمله  از سرطان یاریدر بس  TrkC [. ژن 30]

ها  ژن ریبا سا وژنیف ایدستخوش جهش  هیر سرطان 

 یها وجود جهش نی[. علاوه بر ا28،38] شود یم

گزارش  زین هیر ینومایآدنوکارس یها نمونه در  کیسومات

تا  میآن شد  مطالعه بر نیدر ا رو نی[. از ا21شده است ]

 کی انیب یتومور هیو بافت حاش هیتومور ر یها نمونه در 

. میکن یرا بررس  یانسان  TrkC در ژن  مستقر  RNAریز 

و همکاران در  یا دوکانه توسط یتازگ به  RNAریز  نیا

 یشماره دسترس مدرس کشف و با  تیدانشگاه ترب

 HG969187   یاطلاعات ژن گاهیدر پا  EMBL EBI  

 نیاز عملکرد ا یگزارش  چیکنون ه ثبت شده است. تا

منتشر نشده است، اگرچه مطالعات در حال  RNAریز

  انجام است.

 یدهایشدن اس منجر به شکسته  نهیپاراف یها بلوک هیته

 انیب یبررس رو نی. از اشود یم   RNA   ژهیوو ب کینوکلئ

 نهیپاراف یها شده از بلوک هیته یهاRNA ژن از نمونه 

روبروست و چنانچه بتوان از  یاریبس یها یبا دشوار

 جیاستفاده کرد نتا  RNA استخراج  یتازه برا  یها نمونه

با این حال در مطالعه حاضر تر خواهد بود.  بخش  تیرضا

آمیزی برای پارافینه به صورت موفقیت  هایاز نمونه

 استفاده شد. TrkC-miR1بررسی بیان 

 یمشابه مطالعات ستره و میانگین سنی در این مطالعه،گ

گزارش شده است  زین  نیمحقق ریاست که توسط سا

 لیرا مرد تشک مارانیب نیتعداد ا نیشتریب که یبطور

 یمورد بررس مارانیب  یستوپاتولوژی[. نوع ه22] دهد یم

مورد  3اند، شامل  شده یگذار نام 11تا  1که از شماره 

 7و  نومایکارس سل لارج مورد  3 نوما،یکارس سل اسکواموس

مطالعه  نیآن در ا نیتر عیبود که شا نومایمورد آدنوکارس

 نیجنبه ا نی(. از ا3)جدول   باشد یم نومایآدنوکارس

در مرکز  انگیاست که توسط  یمشابه مطالعات عهمطال

[ انجام 25] کایمطالعه مور در آمر [ و 24]  May  یپزشک

 گزارش شده زین یگریمطالعه مشابه د نیچن گرفت. هم

 نیب یدار یارتباط معن حاضر مطالعه [. در 26] است

 مارینمونه ب 11 انیمشاهده شده در م یانیب راتییتغ

 تیمرحله و وضع ماران،یجنس ب و  نبا س یمورد بررس

(. 3نشد )جدول دهید یتومور یها بافت یافتگی زیتما

 تواند یم شتریب یها از تعداد نمونه اگرچه همواره استفاده 

  قرار دهد.    ارمانیرا در اخت یتر قیدق جینتا

 یها در نمونه   TrkC-miR1  انیب حاضر،  قیتحق در

 نومایکارس  سل  اسکواموس یستوپاتولوژیبا ه هیر یتومور

در همان افراد  یتومور هیحاش سالم نسبت به بافت 

   TrkC-miR1  انی(. اگرچه ب3بود )شکل افتهی شیافزا

  سل  لارج یستوپاتولوژیبا ه هیر یتومور  یها در نمونه

 هیحاش سالمنسبت به بافت  نومایو آدنوکارس نومایکارس

 نی(. ا3همان افراد کاهش نشان داد )شکل در  یتومور

در انواع   RNAریز  نیمتفاوت ا انیاز ب یحاک جینتا

تومور  نکهیا است. با توجه به هیر مختلف سرطان 

 ینومایجزء دسته کارس نومایکارس  سل  اسکواموس

و  نومایکارس  سل  لارج یتومورها و  یپوشش یها سلول

 یها سلول ینومایجزء دسته کارس نومایآدنوکارس

به منشا  انیتفاوت ب نیا دیشا [، 4] باشد یم یرپوششیغ

نشات گرفته است مرتبط باشد.  آنکه تومور از  یسلول

  لارج نوما،یکارس  سل  اسکواموس هیر  یاگرچه تومورها

 الیتلیهمه از بافت اپ نوما،یو آدنوکارس نومایکارس  سل

 یها سلول ینومایسه از نوع کارس اند و هر  گرفته منشا 

  [. 4]هستند    (NSCLC)   رکوچکیغ

 
( بیماران مبتلا به سالمهای توموری و حاشیه توموری ) استخراج شده از بافت  RNA- 1شكل

  %1سرطان ریه، بارگذاری شده روی ژل آگارز 
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به شکل    TrkC-miR1 که  دهد یمطالعه نشان م نیا

 لارج  نوما،یکارس  سل  اسکواموس یها در نمونه یزیمتما

 دیام نیا و شود یم انیب نومایو آدنوکارس نومایکارس  سل 

 یها نمونه تعداد  یو بررس یآور وجود دارد که با جمع

 یبراثر وم یصیمارکر تشخ کیبه  میبتوان شتریب یتومور

. علاوه میکن دایپ دست  هیر یستوپاتولوژیمختلف ه انواع

متفاوت ژن  انیکه از ب یبا توجه به گزارشات نیبر ا

 TrkC  میتوان یاست م مختلف در دست  یها در بافت 

در    TrkC-miR1 و   TrkC  یها ژن انیب راتییتغ

 یرا بررس یتومور  هیو حاش یمختلف تومور یها بافت

 نینبودن ا ایبودن  یتا در صورت امکان به اختصاص میکن

ها  سرطان رینسبت به سا  هیدر سرطان ر یمارکر احتمال
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