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Background: Breast Cancer (BC) is the most common cancer in women. Polymorphisms of some 
genes have been implicated in many diseases such as breast cancer. COMT involved in estrogen 
metabolism reduces activity by three to four times by altering valine amino acid to methionine and 
may be at risk for breast cancer. The aim of the present study was to investigate the association 
between Val158Met polymorphism of COMT gene and BC in a group of Iranian women.
Materials and Methods: In the current case-control study, 96 patients and 96 healthy individuals 
were selected. The DNA of their white blood cells was extracted using salt saturation method and 
the genotypes of the participants were determined via RFLP-PCR. The data were analyzed using 
chi-square and logistic regression tests.
Results: There was no statistically significant relationship between mean age and cigarette smoking. 
The AA mutant genotype had a statistically significant relationship between the two groups. 
Examination of dominant and recessive genetic models also revealed that this polymorphism is 
associated with a high risk of BC and increases the risk of breast cancer by 3.1 and 2.8, respectively, 
compared with the control group. Also, carriers of allele A were 3 times more likely to develop BC. 
Conclusion: This polymorphism appears to be related to the risk of breast cancer in Iranian women 
and the presence of the A allele may be considered as one of the risk factors for breast cancer.
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مقاله پژوهشی

بررسی ارتباط بين پلي‌مورفيسم  Val158Met ژن  COMT از مسير 
متابوليسمي استروژن با خطر ابتلا به سرطان پستان

مریم سادات شیرخورشیدی1 ، زهرا طهماسبی‌فرد*2 ، فرزانه تفویضی3

نویسند‌ه مسئول:  زهرا طهماسبی‌فرد
 ztahmasebi@riau.ac.ir, ztahmasebifard@yahoo.com :پست الکترونیک 

سابقه و هد‌‌ف: سرطان پستان شایع‌ترین سرطان در زنان بوده و در 32درصد از موارد سرطان زنان ديده می‌شود. پلی مورفیسم‌هاي برخی از ژن‌ها، از عوامل دخيل 
در بسیاری از بیماری‌ها مثل سرطان پستان معرفي شده‌اند. آنزيم  COMT یکي از آنزیم‌هاي دخیل در متابولیسم استروژن است كه با تغيير اسید آمینه والین به متیونین، 

کاهش سه تا چهار برابری در فعالیت داشته و می‌تواند در خطر بروز سرطان پستان دخیل باشد. هدف از اين مطالعه، بررسي ارتباط پلي‌مورفيسم Val158Met از ژن 

COMT با سرطان پستان گروهي از زنان ايراني بود.

مواد‌ و روش‌ها: در این مطالعه موردی-شاهدی، 96 بیمار مبتلا به سرطان پستان و 96 فرد سالم زير نظر پزشک متخصص انتخاب شدند. DNA گلبول‌هاي سفيد 
آن‌ها، به روش نمک اشباع استخراج شد و ژنوتايپ افراد مطالعه شده با تکنیک RFLP –PCR تعيين شد. داده‌هاي به دست آمده با آزمون‌هاي آماري كاي دو و رگرسيون 

لوجستيك بررسي شدند.

یافته‌ها: دو گروه از نظر ميانگين سني و متغير مصرف سيگار رابطه آماري معناداري نداشتند. با رگرسيون لوجستيك مشخص شد كه ژنوتايپ موتانت AA بين دو گروه 
مطالعه شده رابطه آماري معناداري داشت. بررسي مدل‌هاي ژنتيكي غالب و مغلوب هم مشخص كرد كه اين پلي‌مورفيسم با خطر ابتلا به سرطان پستان مرتبط است 

و به ترتيب 3/1 و 2/8 برابر شانس ابتلا به سرطان پستان را در مقايسه با افراد شاهد افزايش مي‌داد. حاملان آلل A به ميزان 3 برابر شانس بيشتر براي مبتلا شدن به 

سرطان پستان داشتند. 

از عوامل  يكي  عنوان  به  را   A آلل و مي‌توان حضور  است  مرتبط  ايراني  زنان  در  پستان  به سرطان  ابتلا  با خطر  پلی‌مورفیسم  این  نظر مي‌رسد  به  گیری:  نتیجه   
افزایش‌دهنده خطر ابتلا به سرطان پستان در نظرگرفت.

COMT، RFLP واژگان‌كلید‌‌ی: سرطان پستان، پلی‌مورفیسم، ژن

مقد‌مه:
سرطان پستان 18درصد از سرطان هاى زنان و یکی از بدخیمی هاي شایع بین 
در  است.  زنان  در  میر  و  مرگ  عوامل  مهم ترین  از  نیز  ایران  در  است(1).  زنان 
چهاردهه اخیر، میزان بروز آن کمتر از دیگر نقاط آسیا بوده، در حالی که سن ابتلا 
شده  گزارش  پیشرفته  کشورهاي  زنان  ابتلاي  سن  از  جوان تر  دهه  یک  حداقل 
است(2). دلیل اصلی ایجاد سرطان پستان ناشناخته بوده، اما تخمین زده شده 
که یک چهارم موارد می تواند منشأ ارثی داشته باشد(1) عوامل اتیولوژي از جمله 
قرار گرفتن طولانی مدت در معرض استروژن به خصوص 17-بتااسترادیول (1)، 
عوامل تغذیه، شیوه  زندگی، مواد شیمیایی سرطان زاي محیط و همچنین استرس 
اکسیداتیو و کربونیل نقش مهمی در پاتوژنز و پیشرفت سرطان بازى می کنند(3). 

سطح سرمی استروژن (17- بتا استرادیول) از عوامل دخیل در ایجاد و گسترش 
در  زنان  اصلی  هورمون  استرادیول   .(4 (1و  است  شده  معرفی  پستان  سرطان 
و  شده  اکسید  سرعت  به  تخمدان ها  از  ترشح  از  پس  که  است  بارورى  سنین 
و  استرادیول  بین  شیمیایی  تعادل  دیگر،  سوي  از  می شود.  تبدیل  استرون  به 
استرون در گردش خون برقرار شده به گونه اى که استرون در اثر هیدراتاسیون 
غدد  مجراي  اپی تلیال  سلول هاي  که  آنجا  از  می شود(5).  تبدیل  استرادیول  به 
پستانی، حاوي گیرنده هاي استروژنی هستند، به استروژن مترشحه از تخمدان ها 
براي رشد طبیعی غده پستانی پاسخ می دهند(6). تحقیق ها حاکی از آن است که 
زنان مبتلا به سرطان پستان سطح سرمی استرادیول بیشتري نسبت به سایرین 
دارند. همچنین زنان یائسه اى که تحت استروژن درمانی هستند، احتمال بیشتري 

براي مبتلا شدن به سرطان پستان دارند(7 ). 

1. گروه ژنتیک، واحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلامی، دامغان، ایران
2. گروه زیست‌شناسی، واحد رودهن، دانشگاه آزاد اسلامی، رودهن، ایران

3. گروه زیست‌شناسی، واحد پرند، دانشگاه آزاد اسلامی، پرند، ایران
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دریافت: 1398/7/30                                پذیرش: 1399/3/27
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تعداد زیادى از ژن هاى مرتبط با انواع مختلفی از سرطان ها، حاوى پلی مورفیسم 
اگزون ها،  ژن ها،  پروموتر  در  ها   SNP هستند.   (SNP) نوکلئوتیدى  تک 
اینترون ها و همچنین مناطق '5 و '3- ترجمه نشده ژن ها (UTRs) قرار دارند 
مکانیسم هاى  شناخت  می گذارند.  تأثیر  ژن  بیان  بر  مختلف،  مکانیسم هاى  با  و 
درك  براى  می شود،  سرطان  به  حساسیت  ایجاد  سبب  که   SNP تأثیر  تحت 
 SNP ،پاتوژنز مولکولی سرطان هاى مختلف بسیار مهم استد. از دیدگاه بالینی
ها نشانگرهاى زیستی تشخیصی و درمانی بالقوه در بسیارى از انواع سرطان به 
حساب می آیند. مکانیسم هاى ژنتیکی و اپی ژنتیکی که زمینه ساز استعداد ابتلا به 
سرطان هاي مرتبط با  SNPهستند، سبب شده، تاSNP ها به عنوان نشانگرهاى 
زیستی بالقوه  سرطان به حساب آیند(8). مطالعه ها نشان داده پلی مورفیسم هاى 
بین  متقابل  اثر  و  پروژسترون  و  استروژن  متابولیسم  در  دخیل  ژن هاى  در  رایج 

آن ها، با خطر ابتلا به سرطان پستان مرتبط است(9). 
ژن COMT یا کاتکول o-متیل ترانسفراز در جایگاه ژنی بازوى بلند کروموزوم 
و  پستان  کبد،  کلیه،  همچون  انسانی  بافت هاى  در  و  دارد  قرار   (22q11)  22
همچنین گلبول هاي قرمز خون به میزان بالایی بیان می شوند(10). این آنزیم 
با انتقال متیل به کاتکول استروژن سبب غیرفعال شدن آن ها می شود. کاتکول 
استروژن یک ترکیب سرطان زاي تولید شده در مسیر متابولیسمی استروژن است 
آزاد  رادیکال هاى  تولید  همچنین  و    DNAبه زدن  آسیب  طریق  از  که   (11)
(ROS) می تواند در القاى سرطان نقش داشته باشد(12) در حالی که متوکسی 
رشد  مهار  رگ زایی،  مهار  آپوپتوز،  تحریک  سبب  شده)،  خنثی  فرم  استروژن( 
یک  انسان،  در  می شود(13).  سرطان  به  ابتلا  خطر  کاهش  نتیجه  در  و  تومور 
کپی از COMT هر دو فرم محلول COMT (S-COMT ) و فرم متصل به 
غشاء COMT (MB-COMT ) را کد می کند که از طریق فعالیت دو پروموتور 
جداگانه حاصل می شود. یک تغییر در  باز گوانین به باز آدنین در کدون 108 
(S-COMT) یا 158 (MB-COMT) سبب تغییر اسید آمینه والین به متیونین 
در هر دو فرم پروتئین می شود(14). این پلی مورفیسم اشکال متعدد رونویسی 
و   (  H/L (والین/متیونین  متوسط   ،(H/H والین/والین) زیاد  بیان  نظیر  ژن،  از 
 4 تا   3 اختلاف  سبب  که  می کند  ایجاد  را   (  L/L متیونین  / متیونین   ) کم  یا 
برابري در فعالیت آنزیم بین بیان زیاد و کم ژن ها می شود(15). به دلیل نقش 
تغییرهاى ژنی نظیر پلی مورفیسم Val158Met روي میزان فعالیت آنزیم، فرض 
بر این بود که این تغییر ژنی، بر میزان ابتلا به سرطان پستان نیز موثر است. از 
این رو هدف این مطالعه، بررسی ارتباط بین تغییر ژنتیکی Val158Met در ژن 
COMT از مسیر متابولیسمی استروژن با خطر ابتلا به سرطان پستان در گروهی 

از زنان ایرانی بود.
 

مواد‌ و روش‌ها:
جامعه مورد مطالعه

مطالعه حاضر از نوع مورد_شاهدي بود. افراد شرکت کننده در طرح، از مراجعان 
به بیمارستان شهداى تجریش تهران بودند. گروه مورد، 96 زن مبتلا به سرطان 
پستان زیر نظر پزشک متخصص و بررسی هاى ماموگرافی انتخاب شدند. گروه 
از  اطمینان  از  پس  و  داشتند  قرار  بیمار  افراد  سنی  طیف  همان  در  نیز  کنترل 
نداشتن بیمارى هایی نظیر فشار خون، دیابت، سرطان (بخصوص سرطان پستان 

شده  انتخاب  افراد  شدند.  انتخاب  یک)  درجه  خویشاوندان  در 
از نظر طیف سنی مشابه بودند. افراد شرکت کننده در محدوده 
سنی 72- 32 سال قرار داشتند. مشارکت تمامی افراد در طرح 

منوط به کسب رضایت نامه  آگاهانه بود.
: DNA استخراج

حاوى  لوله هاى  به  و  شد  گرفته  خون   5  ml داوطلبان همه  از 
ماده ضد انعقاد µl 500 EDTA  (0/5 میلی مولار) منتقل شد و 
تا زمان استخراج DNA در فریزر 70- درجه سانتی گراد ذخیره 
شدند. سپس DNA هاي ژنومی با استفاده از روش نمک اشباع 
(salting out) جدا شدند. سپس غلظت و کیفیت آن ها توسط 

دستگاه نانودراپ و ژل آگاروز بررسی شد(16).

تعیین ژنوتیپ افراد:
رفت اختصاصی  هاي  پرایمر  ابتدا  افراد،  ژنوتایپ  تعیین  براي 
CGAGGCTCATCACCATCGAGATC-     3 -´و5    و     برگشت 
شدند طراحی   ´CTGACAACGGGTCAGGCATGCA- 3 -´و5 

 ،Amplicon  10 از مستر میکس تجاريµl  ،PCR سپس براى انجام واکنش 
10µl آب مقطر ، µl 1 از پرایمر رفت ( 10 پیکومول) و µl 1 از پرایمر برگشت 
طبق  تا  شدند  مخلوط   هم  با  نمونه،  هر  از DNA ي   50  ng و پیکومول)   10)
اولیه  واسرشت  مرحله  شامل   (Bio Rad,USA) ترموسایکلر  دستگاه  برنامه 
 62/5°C ،94 براي 1 دقیقه°C 94 براي 5 دقیقه ، بعد 35 سیکل در°C
 72°C 72 براي 30 ثانیه و در نهایت تنها در یک سیکل°C براي 30 ثانیه و
براي 5 دقیقه تکثیر شوند و قطعه 108 جفت بازي روي ژل آگاروز 1/5درصد 

مشاهده شود.
 NlaIII (10U) محدوالاثر آنزیم  تاثیر  تحت  شده  تکثیر  قطعه هاى  از  بخشی 
New England BioLabs, Beverly, MA)) (17) به مدت 16-18 ساعت 
روى  نهایی  محصول  نهایت،  در  گرفت.  قرار  سانتی گراد  درجه   37 بن مارى  در 
ژنوتایپ  نشاندهنده   bp108 باند  ژل،  روي  تا  شد  الکتروفورز  3درصد  آگارز  ژل 
COMT- ژنوتایپ   بیانگر  نیز   16  &  bp92bp باند  دو   ،COMT-LL(AA)
ژنوتایپ  نشاندهنده  نیز   16  ,92bp  &  bp108bp باندهاي  و   (HH(GG
در  آلل ها  و  ژنوتیپ ها  توزیع  شوند.  مشاهده    COMT-HL(AG) هتروزیگوت

گروه هاي مورد مطالعه طبق تعادل هاردى-واینبرگ، بررسی شد.

تجزیه و تحلیل آماریک
با استفاده از نرم افزار  IBM SPSS 23.0 و به کمک آزمون آماري رگرسیون 
لوجستیک، رابطه بین پلی مورفیسم و خطر ابتلا به سرطان پستان با مدل هاي 
فاصله  و   (ORs) شانس  نسبت  مقادیر  با  نتایج  و  شد  بررسی  ژنتیکی  مختلف 
اطمینان 95درصد گزارش شد. از آزمون X2  براي بررسی رابطه بین ژنوتایپ ها و 
متغیرهاي سن و BMI نیز استفاده شد. دو گروه از نظر شاخص هاي دموگرافیکی 
نیز به کمک آزمون کاي دو بررسی شدند و میانگین متغیرهاي سن و BMI با 
به   P<0/05  . شود  گزارش  معیار  انحراف   ± با  تا  شد  محاسبه   t-test آزمون 

عنوان یک ضریب آمارى معنا دارى در نظر گرفته شد.

نتایج:
سن در گروه مورد 8/3±54/3 سال و در گروه کنترل 10/7±55/5 سال بود 
Kg/  در گروه مورد BMI اما میزان .(p =0/378) و اختلاف معناداري نداشتند
m2 2±24/9 و در گروه کنترل Kg/m2 1/6 ± 24/3 بود که تفاوت معناداري 

داشتند (p =0/029). بررسی پرونده پاتولوژي بیماران نشان داد که 13/5درصد 
در گرید I ، 39/6درصد در گرید II ، 35/4درصد در گرید III و 11/5درصد در 

گرید IV قرار داشتند. 
نتایج در جدول 1 نشان داده شده است. بررسی فراوانی آللی در دو گروه بیمار و 
کنترل نشان داد که آلل A به عنوان آلل ریسک پذیر در گروه بیمار با بیشترین 
فراوانی برابر 35/4 درحالی که در گروه کنترل 15/6 بود. برعکس، فراوانی آلل 

G در بیماران با 64/6 فراوانی کمتري نسبت به گروه کنترل با 84/4 داشت. 

جدول 1: توزیع فراوانی ژنوتایپ ها و آلل ها در دو گروه مطالعه شده با رگرسیون لوجستیک
OR (95%) CI P-Valueکنترلبیمارژنوتایپ          

 GG(COMT-HH)
COMT-HH

1رفرنس(%83/3)80 (%61/5) 59

(AA(COMT-LL31(%32/3)14(%14/6)3 (1/5 -6/1)0/003
(AG(COMT-HL6 (%6/2)2 (%2/1)4/1 (0/8 -20/9)0/09

G1241621رفرنس
A68303 (1/8-4/9)1/4×10-5
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هاي  مدل  از  پستان  سرطان  به  ابتلا  خطر  بر  پلی مورفیسم  نقش  تعیین  براي 
ژنتیکی غالب و مغلوب استفاده شد تا با رگرسیون لوجستیک علاوه بر بررسی 
شود.  محاسبه  نیز  ابتلا  شانس  پستان،  سرطان  و  ژنوتایپ ها  بین  آماري  رابطه 
 COMT ژن  از   Val158Met تغییر  بین  ارتباط  دهنده  نشان   2 جدول  نتایج 
با شانس ابتلاى 3/1 برابر در مدل ژنتیکی غالب و 2/8 برابر در مدل ژنتیکی 

مغلوب بود.
در بررسی دیگري رابطه بین شاخص سن و BMI با ژنوتایپ هاي پلی مورفیسم 
Val158Met ارزیابی شد. اما ارتباط معناداري مشاهد نشد. نتایج در جدول 3 

آورده شده است.

بحث:
حاملان در  که  داد  نشان  مطالعه ها،  سایر  راستاي  در  حاضر  مطالعه  نتایج 
پستان،  سرطان  به  ابتلا  شانس  آنزیم،  فعالیت  کم ترین  با    (AA(COMT-LL
به میزان سه برابر افزایش می یابد. در افراد هتروزیگوت AG(COMT-HL) با 
فعالیت متوسط آنزیم COMT رابطه معناداري بین گروه سرطانی و گروه کنترل 
مشاهده نشد اما شانس ابتلا به سرطان پستان 4/1 برابر بود. در مطالعه هاى متعدد 
پیشین نیز، پلی مورفیسم COMT Val158Met با اثر کاهش فعالیت آنزیم، مرتبط 
با خطر ابتلا به سرطان پستان در جمعیت-هاي مختلف گزارش شده بود(18- 24). 
در مطالعه متاآنالیزي Guo-Xing Wan, و همکارانش 14 مطالعه انجام شده در 
ارتباط با پلی مورفیسم Val158Met و سرطان پستان تجزیه و تحلیل آماري شد 
و نتایج نشان داد که این پلی مورفیسم با خطر ابتلا به سرطان پستان به خصوص 
 COMT با زنان یائسه مرتبط است. از آنجا که پلی مورفیسم کدون 158 از ژن
می تواند آلل هاي COMT-H و COMT-L را به وجود آورد. تصور بر این است که 
در حالت COMT-Met (COMT-A) به دلیل تشکیل و تجمع کارسینوژن هاي 
شواهد  دارد.  وجود  پستان  سرطان  به  ابتلا  براي  بالایی  خطر  استروژن،  کاتکول 
متعددي از این فرضیه حمایت می کند. زیرا تغییر آمینواسیدي سبب کاهش فعالیت 

COMT و عدم تنظیم متابولیسم استروژن می شود(25). 
 (27) Mao C (26) و Ding H ،در تضاد با مطالعه هاى پیشین و مطالعه حاضر
همکاران شان ارتباط معناداري بین پلی مورفیسم COMT Val158Met و خطر 
ژنتیک  یا  و  کم  نمونه  حجم  شاید  که  نکردند  مشاهده  پستان  سرطان  به  ابتلا 

متفاوت قومیت هاي مختلف بر نتایج به دست آمده تاثیرگذار باشد.
تحقیق هاى جدید نشان می دهد که استروژن می تواند تکثیر سلول هاي اپی تلیال 

 DNA را تحریک کند و آن ها را حساس به اشتباه هاى ژنتیکی در همانندسازي
نماید تا اغلب فنوتیپ هاي بدخیم به دلیل عدم تصحیح اشتباه هاى همانندسازي 
مسیر  در  ترجمه  و  رونویسی  تنظیم کننده   ژن هاي  این،  بنابر  آید(28).  وجود  به 
و  باشند  تاثیرگذار  استروژن  عملکرد  بر  می توانند  استروژن  متابولیسم  و  بیوسنتز 
در  دخیل  ژن هاي  این  از  یکی  شوند(29).  منجر  را  پستان  سرطان  به  حساسیت 
و   OH-2 تبدیل  در   COMT آنزیم  است.   COMT ژن  استروژن،  متابولیسم 
OH-4 کاتکول استروژن ها به متوکسی استروژن ها نقش دارد تا قدرت تخریبی 
آن ها را روي DNA کم کند(30). تحقیق ها نیز نشان داده که افزایش دو متوکسی 
استروژن به عنوان یک متابولیت ضد سرطان ( با مهار رگ زایی و میتوز) در ارتباط 

با سرطان هاي پستان، ریه و لوکمی است(33-31). 
از محدودیت هاي تحقیق، بررسی تغییر ژنتیکی COMT Val158Met روي حجم 
نمونه کم بود که به دلایل مالی و اجرایی، تعداد محدودي از بیماران براي مطالعه در 
نظر گرفته شدند. از موارد دیگر می توان به در دسترس نبودن قومیت هاي متفاوت 
ایرانی از جمله بلوچ و کرد اشاره کرد که به احتمال از نظر ژنتیکی تفاوت هایی با 
دیگر اقوام ایرانی داشته باشند. به دلیل بررسی نشدن این تغییر ژنتیکی در زنان 
 COMT Val158Met ایرانی این مطالعه براي نخستین بار تاثیر پلی مورفیسم
را روي بیماران ایرانی نشان داد که در تایید این نتایج پیشنهاد می شود با حجم 
نمونه بالاتر، تاثیر این تغییر ژنتیکی روي فعالیت آنزیمی در قومیت هاي متفاوت، 
مطالعه هایی انجام شود تا بتوان پلی مورفیسم COMT Val158Met را به عنوان 
یک بیومارکر معرفی کرد. از آنجا که مکانیسم هاى مرتبط با پلی مورفیسم ژن و 
حساسیت به سرطان بسیار پیچیده اند، زیرا به دلیل  تغییر در ساختار ژن، بر پایدارى 
mRNA ، متیلاسیون و بیان آلل خاص تأثیرگذار هستند، بنابراین مکانیسم هاي 

عملکردي آن ها به بررسی بیشتر و دقیق تري نیاز دارد.

نتیجه گیری:
نتایج ما نشان داد که تغییر ژنتیکی در COMT Val158Met در بیماران سرطان 
پستان بیشتر از افراد کنترل بود و به احتمال این تغییر ژنتیکی، یکی از فاکتورهاي 
موثر در خطر ابتلا به سرطان پستان در زنان ایرانی است. تحقیق هاى بیشتر در 
آینده به تایید نتایج این تحقیق و معرفی این تغییر ژنتیکی به عنوان یک بیومارکر 

شناسایی کننده  سرطان پستان کمک خواهد کرد. 

جدول 2: بررسی ارتباط بین پلی مورفیسم Val158Met از ژن COMT با خطر ابتلا به سرطان پستان در مدل هاي 
ژنتیکی غالب و مغلوب به کمک رگرسیون لوجستیک

p-valueکنترلبیمارانژنوتایپمدل ژنتیکی
نسبت شانس 

(CI95%)
1رفرنسGG5980غالب 

AA+AG37160/001(6/2 -1/6)  3/1
1رفرنسGG+AG6582مغلوب

31140/005(  5/7– 1/4) 2/8

جدول 3: متغیرهاي سن و BMI با ژنوتایپ پلی مورفیسم Val158Met از ژن  COMT با آزمون کاي دو

ژنوتایپ
BMIسن

≤50>50
p-value

≤25>25
p-value کنترلمورد کنترلموردکنترلمورد کنترلمورد

GG162243581325127290/3
AA12419100/518111330/2
AG10520/622400/1
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