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Abstract 

Introduction: Co-infection of high-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) with 

human polyomaviruses, such as Merkel cell polyomavirus (MCPyV), may indicate a 

potential synergistic effect. This study focused on the role of the MCPyV sT protein, 

which shares similarities with HPV oncoproteins in disrupting cellular regulatory 

mechanisms. This research aimed to investigate the effect of the MCPyV sT oncogene 

on the expression level of the matrix metalloproteinase-1 (MMP-1) gene, as a 

biomarker for metastasis, in Ca Ski cells infected with HPV-16. 

Methods: The MCPyV sT gene was cloned into the PUC57 vector. The gene was 

amplified by PCR and subcloned into the PCMV6 expression vector. Colony PCR, 

restriction enzyme digestion, and Sanger sequencing were performed to confirm the 

constructed vector. The PCMV6-sT vector was then transfected into Ca Ski cells. 

Transfection efficiency was evaluated using fluorescence microscopy and flow 

cytometry. The expression level of sT mRNA was analyzed by RT-qPCR after 

transfection. The effect of MCPyV sT expression on MMP-1 expression was assessed 

using RT-PCR. 

Results: High expression of the sT gene was observed in cells transfected with the 

PCMV6-sT plasmid. Transfection of PCMV6-sT into HPV-16–infected cells resulted 

in a significant increase in MMP-1 gene expression at 48 (P<0.05) and 72 hours 

(P<0.01) post-transfection, compared to the control and mock groups. 

Conclusion: The findings indicate that MCPyV sT increases MMP-1 expression, a 

marker strongly associated with invasion and metastasis. This highlights the 

importance of understanding the interactions between oncoproteins of different 

viruses in cancer cells. 
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 مجله دانشگاه علوم پزشكي خراسان شمالي 

 1405 بهار، 1، شماره 18دوره 

 

 

 ماتریکس پولیوماویروس مرکل سل در میزان بیان  sTارزیابی اثر بیان ژن 

های سنگفرشی در سرطان دهانة رحم  در کارسینومای سلول 1 متالوپروتئیناز

 پیامدهای متاستاز : 16آلوده با پاپیلوماویروس پرخطر انسانی تیپ 

   5، لیلا کهن  4، مهدخت حسین عقدایی *3، علی فرهادی   2، محمد کارگر  1طاهره پاکدل

 
 ، ایران شیراز،  لامیدانشگاه آزاد اس   ،علوم پایه  ةدانشجوی دکتری، گروه میکروبیولوژی، دانشکد  1
 ران ی ا  ،رازیش  راز،یزند ش  یآموزش عال  ةسسؤ م  ،ی شناسستیاستاد، گروه ز  2
 ، ایران پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شیراز   ةدانشکد گروه علوم آزمایشگاهی،  دانشیار،    3
 استادیار، بخش تحقیقات پیوند و ترمیم اعضا، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، شیراز، ایران   4
 دانشیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ارسنجان، ارسنجان، ایران   5

فرهادی  : مسئول   نویسنده * آزمایشگاهی،    ، علی  علوم  شیراز  ة دانشکد گروه  پزشکی  علوم  دانشگاه  ایرانپیراپزشکی،    ایمیل: .  ، 

farhadi_a@sums.ac.ir 
DOI: 10.22034/nkums.18.1.34 

 
 22/03/1404 : دریافت تاریخ

 02/09/1404 : پذیرش تاریخ
 چکیده

)زمان ویروسعفونت هم  :مقدمه انسانی پرخطر  پاپیلومای  پولیوماویروسHR-HPVهای  با  انسانی مانند مرکل سل ویروس  (  های 

(MCPyV،)  دهندة اثر سینرژیک احتمالی باشد. این تحقیق بر نقش پروتئین  تواند نشانمیsT  ( پولیوماویروس مرکل سلMCPyV 

sTهای  با آنکوپروتئین  های تنظیمی سلولی،( متمرکز است که در ایجاد اختلال در مکانیسمHPV  هایی دارد. این مطالعه با  شباهت

آنکوژن   اثر  بیان ژن ماتریکس متالوپروتئیناز  MCPyV sTهدف بررسی  با   Ca Skiهای  ( در سلول(MMP-1  1-در میزان  آلوده 

 انجام شد.  HPV-16ویروس 

کلون شد. برای تأیید از روش    PCMV6، در وکتور بیانی  PCRو پس از تکثیر با    PUC57ابتدا در وکتور    MCPyV sTژن   کار: روش

ترانسفکت شد.   Ca Skiهای در داخل سلول PCMV6-sTیابی سنگر استفاده شد. وکتور و هضم آنزیمی و روش توالی PCRکلونی 

، با MMP-1و تأثیر آن در بیان    mRNA sTکارایی ترانسفکشن از طریق میکروسکوپ فلورسنت و فلوسایتومتری بررسی شد. بیان  

 بررسی شد.  RT-qPCRروش 

ژن   :هایافته بالای  سلول sT بیان  ترانسفکتدر  پلاسمید  های  با  ترانسفکشن    PCMV6-sTشده  شد.  در    PCMV6-sTمشاهده 

(  >0P/ 05ساعت )  48در    MMP-1دار بیان ژن  به افزایش معنی  ،mockهای کنترل و  ، در مقایسه با گروه HPV-16های آلوده به  سلول

 ( پس از ترانسفکشن منجر شد.>0P/ 01ساعت )  72و 

شود که این موضوع  میتهاجم و متاستاز    یندهاایفرعنوان نشانگر شاخص  به   MMP-1سبب افزایش بیان    MCPyV sT  :گیرینتیجه

 کند. های سرطانی تأکید میهای مختلف در سلولهای ویروسبر اهمیت تعامل بین آنکوپروتئین

 

 :کلیدی واژگان

 مرکل سل پولیوماویروس 

 sTژن  آنتی 

 16پاپیلوماویروس انسانی تایپ  

 آپوپتوز 

 Ca Skiهای  سلول 
MMP-1 

 

مقدمه

سرطان دهانة رحم چهارمین سرطان شایع در میان زنان در سراسر  

حدود   و  است  مرگ  90جهان  کشورهای  ودرصد  در  آن  از  ناشی  میر 

، بیش از  2020دهد. در سال  توسعه رخ مییافته یا درحالکمترتوسعه

درصد    99هزار مورد جدید از این سرطان گزارش شد. حدود    صدشش

 از موارد سرطان دهانة رحم با عفونت ویروس پاپیلومای انسانی پرخطر

(HR-HPVs: High Risk Human Papilloma Virus  نسبت داده )

ترین پاتوژن مقاربتی است که از ضایعات  این ویروس شایع  .]1[شوند  می

های  زیرسویه  ].2[  خیم تا سرطان مهاجم دهانة رحم نقش داردخوش

انسا  18و    16 پاپیلومای  )ویروس  مهمHPVنی  ضایعات  ت(  علت  رین 

از میان بیش از  .  ]1[  دهانة رحم هستند  ةسرطانی و سرطانی ناحی پیش

عامل اصلی    18و    16های  شده، زیرسویهشناساییسویة  نوع    دویست

 .]3[ سرطانی و سرطانی دهانة رحم هستندضایعات پیش

محافظت  جنسی  روابط  شامل  خطرساز  ایمنی،  عوامل  ضعف  نشده، 

استفاد جنسی  شرکای   ضدبارداری،  طولانی   ة متعدد،  داروهای  از  مدت 

اجتماعی  با  نامناسب اقتصادی  ـ    سیگار، سن، وضعیت  کلامیدیا  ، عفونت 
های  . از بین پاپیلوماویروس ]4[  ها هستند و کمبود ریزمغذی   تراکوماتیس 
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 1405 بهار، 1، شماره 18مجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، دوره 

پرخطر،   حدود  به   HPV16انسانی  مسئول  از    درصد   70/ 8تنهایی 

های دهانة رحم است. ادغام ژنوم ویروسی در ژنوم سلول میزبان،  سرطان 

  یی زا سرطان . پتانسیل  ]2[  رین عامل خطر در پیشرفت سرطان است ت م مه 

HR-HPV  های  به آنکوپروتئین هاE6    وE7   ها بستگی دارد که هر دو  آن

های متعدد سلول  ها تنظیم سلولی را در تعامل با پروتئین این آنکوپروتئین 

  ن ی پروتئ روی    E6توان به عملکرد  کنند. ازجمله می میزبان دستکاری می 

 :pRbروی پروتئین رتینوبلاستوما )   E7و عملکرد    P53سرکوبگر تومور  

Retinoblastoma  در ایجاد سرطان دهانة رحم،   رو، ازاین  . ]5[( اشاره کرد

HR-HPV   زایی دهانة رحم  اما ناکافی در سرطان   ، عنوان عامل ضروری به

 . ]6[  شود در نظر گرفته می 

داده نشان  اخیر  هممطالعات  عفونت  که  و   HPV زماناند 

پولیوماویروس پولیوماویروس سل  مرکل  ازجمله  انسانی    های 

(MCPyV: Merkel Cell Polyoma Virus،)  آثار تواند  می  

مطالعهسرطان در  باشد.  داشته  متقابل  مصطفی  که    ،ایران  درای  زایی 

همکاران  و  وزیری  دادند،  صالحی  رحم    112  انجام  دهانة  بافت  نمونه 

  5/12مورد )  14در   HPV و MCPyV زمانبررسی شد و عفونت هم

نتایج نشان داد درصد  تنهایی یا  تواند بهمی   MCPyV  ( شناسایی شد. 

با در   HPV همراه  است  ممکن  و  کند  آلوده  را  رحم  دهانة  بافت 

  که   ای دیگردر مطالعه.  ]7 [زایی نقش کوفاکتوری داشته باشدسرطان

نروژ  در  همکاران  و  رشید  دادند،   کاشیف  متقابل    انجام  آثار 

رونویسید MCPyV ویروس sT و LT هاینکوپروتئین آ فعالیت   ر 

HPV-16 و HPV-18 های  بررسی شد. این تحقیق با استفاده از رده

انجام شد. نتایج   HSC-3 و  HaCaT  ،C33Aشامل   منفی  HPV  سلولی 

داد   رونویسی  sT و LT هاینکوپروتئینآنشان  -HPV-16  فعالیت 

LCR  و HPV-18-LCR می افزایش  همچنین،  را  دهند. 

فعالیت   HPV ویروس E7 و E6 هاینکوپروتئین آ افزایش  موجب 

دهند که  ها نشان میشدند. این داده  MCPyV  خیریأپروموتر اولیه و ت

هم افزایش  می  MCPyV و HR-HPV زمانعفونت  طریق  از  تواند 

انکوژنیک دو ویروس را تقویت    ظرفیت ها،  نکوپروتئینآمتقابل سطوح  

 . ]8[ کند

خانوادة  MCPyV)  روس ی وماویپولسل    مرکل اعضای  از  یکی   )

Polyomaviridae  انسانی است که    زایو جدیدترین ویروس سرطان

است  به نوعی   .]8[تازگی شناسایی شده  ویروس  این  دو    DNAژنوم 

بهرشته تقریبی  ای حلقوی  که شامل سه    5400طول  است  باز  جفت 

قرار    Tژن  در ناحیة اولیه، جایگاه ژن آنتی شود.قسمت عملکردی می

رونوشت ایجاد  باعث  که  میجایگزین  RNAهای  دارد  این   شود.شده 

می کد  را  متمایز  ژنی  محصول  چهار  آنتیناحیه   بزرگ    Tژن  کند: 

LT(Large Tآنتی آنتیsT  (Small Tکوچک    Tژن  (،    kT57ژن  (، 

(57 kDa Tumor Antigen  و ) قاب    نی گزیجا  فریم   کی   از   یمحصول

 Alternative Large Tumor Open)  نام  به  LT  باز  خواندن

Reading Frame  )ALTO  ]8[  .های  ژن، آنتینیگز یجا   پیوند  لیدلبه

LT  ،sT  و kT57  توالی شامل ناحیة    نه یآم  دی اس  78، یک  در    Nرا 

دهندة  شده نشان. مطالعات انجام]8[گذارند  ترمینال خود به اشتراک می

مهم   )  MCPyVنقش  مرکل  سلول  کارسینوم  ایجاد   :MCCدر 

Merkel Cell Carcinoma  نوعی شکل بسیار کشندة بدخیم سرطان ،)

  .]10[پوست است 

 Simian Virusدو ویروس مهم دیگر از خانواده پولیوماویروس )

40  )SV40  ( وBabikir Kurdi  )BK  [ ثابت شده است  9است [ که 

مدلمی  SV40ویروس   در  عمدتاً  را  تومور  رشد  حیوانی  تواند  های 

ویروس   و  کند  القا  بحث  BKآزمایشگاهی  سرطان  نقش  در  برانگیزی 

می ذکرشده،  ویروس  دو  این  برخلاف  دارد.  به  انسان    MCPyVتوان 

بهبه که  کرد  اشاره  پولیوماویروسی  اولین  ایجاد  عنوان  با  قطعی  طور 

  ژنوم   که  اندنشان داده  مطالعات.  ]10[سرطان در انسان مرتبط است  

MCPyV  مرکل  سلول  نومیکارس  موارد  درصد  80  در  باًیتقر  (MCC  )

و    LTهای  . آنکوپروتئین ]10[ست  ا  شده   ادغام  ی سرطان   سلول   ژنوم   در

sT    ویروسMCPyVهای  ، نقش مشابهی را همانند آنکوپروتئینHPV  

دهند و هر دو مانع عملکرد صحیح سرکوبگرهای رشد سلول،  نشان می

دهد که  . این اثر مشابه نشان می]12[شوند  می  p53و    RBترتیب  به

را در زمینة    HR-HPVهای  ممکن است ویژگی  LTو    E6  ،E7همکاری  

به زمان ویروسی  هایی که عفونت همویژه در سلولتغییر شکل سلول، 

می دهد  رخ  افزایش  فعال sT بیان.  ]9[دهد،  و     MYCLسازیبا 

بی EP400 کمپلکس میموجب  ژنومی  ترتیبثباتی  بدین  و    ، شود 

زایی  های سرطاندر افزایش ویژگی LT و  E6   ،E7احتمال همکاری بین

ها بر نقش  این یافته  ].12[  دشوهای آلوده به دو ویروس مطرح میسلول

پولیوماویروس بهاحتمالی  انسانی  توسعهای  در  کمکی  عوامل    ة عنوان 

 .]8[ تأکید دارند  HPV -HRهای مرتبط باسرطان

فرعلاوه مراحل  ا بر  از  متاستاز  و  تهاجم  آپوپتوز،  و  تکثیر  یندهای 

اپی تومورهای  بدخیمی  در  متالوپروتئینازهای  کلیدی  هستند.  تلیال 

از    (MMPs: Matrix Methaloproteinases)  ماتریکس  گروهی 

سلولی در  ماتریکس خارج  ة عضو( هستند که با تجزی  25ها )حدود  آنزیم

-MMP  ها، کلاژنازهایفرایند تهاجم و متاستاز نقش دارند. از بین آن

1  ،MMP-8  ،MMP-13،MMP-14  ژلاتینازهای  و MMP-2 و 

MMP-9 برجسته نقش  تومور  پیشرفت  دارند.در    یرو  ایمطالعه  ای 

  نقش که    داددهانة رحم نشان   یسلول سنگفرش اینومیکارس  یهابافت

-MMPی  کلاژنازها  ان یب  شی با افزا   ز تهاجم و متاستا  لیدر پتانس  ی اصل

  ی برا  شاخصیعنوان  به  تواندیم   MMP-9-نازی و ژلات  MMP-14و    1

متاستا  لیپتانس  بررسی و  کارس  ز تهاجم  سنگفرش  ای نومیدر    ی سلول 

رحم رود    دهانة  کار  تخر  ییتوانا   لیدلبه  MMP-1.  ]13[به    ب ی در 

در   ی سلولخارج  کس یماتر  یهان یپروتئ است.  گرفته  قرار  توجه    مورد 

های ماتریکس متالوپروتئینازها انجام  ای که دربارة میزان بیان ژنمطالعه

ژن(    11های متالوپروتئینازها )ای از ژنشد، نشان داده شد که مجموعه

-MMP) 1  نازیمتالوپروتئ  کسیماتر   که بیان مستمر نداشتند، درصورتی

 . ]14[ شد یم ان یاز حد ب   شیطور مداوم ب بود که به  یتنها ژن ( 1

بیانمطالعه که سطح  کرد  گزارش  دیگر  به mRNA ای   مربوط 

MMP-1 بافت رحم  در  دهانة  سرطانی  با های  مقایسه  های  بافت  در 

به تهاجمی  نرمال  موارد سرطان  در  و  یافته  افزایش  توجهی  قابل  طور 

با متاستاز غدد لنفاوی . شایان  ]15[  است   دیگر  بیش از موارد  ،همراه 

که   است  لنفاوی   متاستازذکر  غدد  قو  یکیعنوان  به  به    ن یتر یاز 

مبتلا به سرطان دهانة رحم در نظر    ماران یب  ی برا ی آگهشیپ  یهامارکر

  سرکوب که    ه استنشان داد  ات مطالع همچنین،  .  ]15[  شودیگرفته م

MMP-1  با منشأ بافت  سلول  یهاردهدر  تهاجم و مهاجرت    ییتوانا ی 

. بنابراین، هدف ما  ]15[  دهدیرا کاهش م  HeLaو    SiHaدهانة رحم  

ویروس مرکل سل پولیوماویروس در    sTاز این مطالعه بررسی اثر ژن  

های دهانة  عنوان بیومارکر متاستاز در سلولبه  MMP-1میزان بیان ژن  
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بود که در سال    HPV-16( آلوده با ویروس  Ca Skiرحم انسانی )ردة  

شناسی دانشکدة پیراپزشکی دانشگاه علوم  در آزمایشگاه ویروس  1403

 پزشکی شیراز انجام شد. 
 

 روش کار 

 در وکتور بیانی MCPyV sTسازی ژن کلون

جفت باز   571 مرکل سل ویروس با اندازة  sTدر ابتدای کار، ژن  

شرکت   توسط  و  شد  توالی    BIOMATIKسنتز  با  مطابق  کانادا 

mRNA sT  از  دستبه وکتور    NCBIآمده  شد    pUC57در  کلون 

 (GenBank ID: AEM01096.1  سپس، ژن .)sT    از طریق واکنش

)زنجیره پلیمراز  پلیمراز  PCRای  از  استفاده  با  و   )pfu    .شد تکثیر 

( پیشرو  )Forwardپرایمرهای  پیرو  و   )Reverseاستفاده با  (  شده 

)  3.05نسخة    Gene Runnerافزار  نرم شدند   Hastingsطراحی 

Software Inc., Hastings, NY, USA; 

http://www.generunner.net/  .) 

های  کاررفته شامل محل( به1)شکل    pUC57- TPNOXوکتور  

برای   انتهای    EcoRIآنزیمی محدودکنندة مناسب  در    XhoIو    Nدر 

  sTشده برای تکثیر ژن  . توالی پرایمرهای استفاده]16[است    Cانتهای  

با استفاده    sT. قطعة حاصل از تکثیر ژن  آورده شده است  1در جدول  

یوکاریوتی    Ligase  T4 DNAاز   بیانی  وکتور  -pCMV6-ACبه 

IRES-GFP    از شرکت  وارد شد. این وکتورOriGene  تهیه شد.    آمریکا

ژن   حاوی  نوترکیب  پلاسمیدهای  در sT  (pCMV6-sTسپس،   )

)بانک میکروبی انستیتو پاستور ایران(    DH5αسویة  E.coliهای سلول

تأیید  تهیه برای  شدند.  ترانسفورم  ایران  پاستور  انستیتو  از  شده 

، هضم آنزیمی با استفاده از  PCRهای کلونی  ترانسفورماسیون از روش

روش DNA یابی توالیو    XhoIو    EcoRIهای  آنزیم از  استفاده   با 

Sanger sequencing  (Microsynth،   استفاده شد. پس از  سوئیس )

ابتدا باکتری  آن، پلاسمیدهای نوترکیب تکثیر شدند. برای این منظور،  

 در انکوباتورساعت    16مدت  به  (E.coli DH5α) میدس حاوی این پلا

  rpm  120با دور  گراد  درجة سانتی  37در دمای  ، آلمان(  IKA)شیکردار  

مید مدنظر در باکتری  سکه در ضمن تکثیر باکتری، پلاشد کشت داده 

  5همانندسازی کرده و تعداد آن افزایش یافت. برای تکثیر باکتری از  

براثمیلی نوترینت  محیط  آنتی لیتر  آمپیحاوی  سیلین  بیوتیک 

پس   لیتر استفاده شد.گرم بر میلیمیلی 100با غلظت )سیناژن، ایران( 

باکتری  16از   بهدادههای کشتساعت،  استخراج پلاسمید  شده  منظور 

استفاده شدند. استخراج پلاسمید با استفاده از کیت استخراج پلاسمید  

پرپ )یکتا تجهیز آزما، ایران( انجام شد و سپس با استفاده از کیت  مینی 

نوکلئیک   اسید  مطابق    GFIاستخراج  ایران(  آزما،  تجهیز  )یکتا 

. ]17[دستورالعمل سازنده استخراج شدند 

 

 
 ]TPNOX -pUC57 ]16وکتور  .1شکل 

 

 sT پرایمرهای ژنتوالی . 1جدول 

 شرکت سازنده  ( bp) طول محصول توالی پرایمر  نام

sT-full length-F 5′-GAATTCATGGATTTAGTCCTAAATAG-3′ 20 ندای فن 

sT-full length-R 5′-CTCGAGCTAGAAAAGGTGCAGAT-3′ 20 ندای فن 
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 pCMV6-sT( وکتور  Transfectionکشت سلولی و ترانسفکشن ) 

مرکز  Ca Ski  (RRID:CVCL_1100  های سلول از  اهدایی   )

تحقیقات علوم و فناوری علوم آزمایشگاهی شیراز تهیه شدند. این ردة  

ژنوم خود است.  صورت ادغامبه  HPV-16سلولی حاوی ژنوم   شده در 

تهیهسلول حاوی  های  کامل  رشد  محیط  در    RPMI-1640شده 

(BIOIDEA )درصد سرم جنین گاو  10، ایران(FBS( )BIOIDEA  ،

و   )  1ایران(  استرپتومایسین  ـ  پنی سیلین  ایرانShellmaxدرصد   ،(  

  37در دمای    CO2درصد    5، ژاپن( با  ASTEKکشت و درانکوباتور )

سانتی از  درجة  پس  شدند.  انکوبه  وکتور    24گراد  رشد،  ساعت 

pCMV6-sT    کنترل پلاسمیدهای  ردةدر سلول  Mockو   Ca های 

Ski   ( ترانسفکتTransfect شدند. برای این منظور، ابتدا تعداد پانصد )  

چاهکی قرار داده شد.  کشت سلولی شش  ت یپل  در   Ca Ski  سلول   هزار 

درصد، ترانسفکشن با پلاسمیدهای    70تا    60پس از رسیدن به تراکم  

pCMV6-sT    از استفاده   Lipofectamine 3000    (Thermoبا 

Fisher Scientific  آمریکا( انجام شد. مطابق با پروتکل سازنده پس ،

ایران( شسته و سپس  ،  Shellmax)  PBS ها با  از ترانسفکشن، سلول

 .]17[مدت چهار ساعت در محیط تازه کشت داده شدند به

 سنجش کمی و کیفی کارایی ترانسفکشن 

ساعت    72و    48،  24های زمانی  بررسی کارایی ترانسفکشن در بازه

 ( فلورسانس  میکروسکوپ  طریق  ( Microscope Fluorescentاز 

(OlympusTokyo, Japan  )با   (  Green Fluorescentفیلتر 

Protein  )GFP  روش همچنین  ارزیابی    و  شد.  انجام  فلوسایتومتری 

های سبز و غیرسبز بود. کارایی ترانسفکشن شامل شمارش تعداد سلول

  100آمد که هر کدام شامل  از هر نقطة زمانی، چهار تصویر به دست  

تجزیه برای  بود.  فردی  ارزیابی  برای  فلوسایتومتری،  وسلول  تحلیل 

ساعت پس از ترانسفکشن با    72و    48،  24های زمانی  ها در بازهسلول

PBS شسته شدند. سپس، با استفاده از محلول تریپسین-EDTA  

(Shellmax ایران معلق شدند.    PBS( جدا و پس از سانتریفیوژ، در  ، 

فلوسایتومتری   ابزار  از  استفاده  با  فلورسنت  با    FACSCaliburشدت 

ها با  تحلیل دادهوگیری شد. تجزیهسلول در هر آزمایش اندازه  10000

 . شد انجام   10.0 نسخه FlowJoافزار استفاده از نرم

 

 (RT-qPCR) کمی رونویسی معکوس  PCRآنالیز 

 Caهای  ، سلول sT  ژنی آنتهای  mRNAبرای ارزیابی سطح بیان  

Ski   با  ترانسفکت پلاسمید   7/0شده  از  میکرولیتر  در  میکروگرم 

pCMV6-sT   بازه زمانی  در  ترانسفکشن   72و    48های  از  ساعت پس 

  RiboEx TM  کل با استفاده از کیت  RNAآوری شدند. استخراج جمع 

(GeneAll  انجام شد و سپس سنتز )کرة جنوبی ،cDNA   37در دمای 

سانتی  به درجة  سنتز  گراد  کیت  با  دقیقه  پانزده   cDNAمدت 

PrimeScript RT   (TaKaRa ،   .شد انجام  هرگونه  ژاپن(  حذف  برای 

از   سازنده  دستورالعمل  با  مطابق  بالقوه  پلاسمیدی   DNaseآلودگی 

  ABI Prism 7000استفاده شد. این تست با استفاده از سیستم تشخیص  

 (Applied Biosystems )    وRealQ Plus 2x Master Mix Green 

 (Ampliqon .انجام شد )پرایمرهای مورد استفاده برای   توالی  ، دانمارک

)قابل دسترسی   Gene Runnerافزار  با استفاده از نرم   RT-qPCRانجام  

جدول  / http://www.generunner.netدر   در  و  شدند  طراحی   )2 

شده  حرارتی   -PCR  RTاند.  فهرست  چرخة  شرایط  تحت  کمی 

 (Thermocycling  که در جدول ،)شرح داده شده است، انجام شد.   3

بیان  سپس، به  تأثیر  بررسی  مرکل سل پولیوماویروس سطح   sTمنظور 

به   MMP-1بیان   روش  با  کنترل   RT-qPCRکارگیری  شد.  بررسی 

گلیسرآلدئید ژن  تکنیک  این  در  استفاده  مورد  فسفات   -3- داخلی 

 Green RT-qPCR  SYBRبود که با روش  (  GAPDHدهیدروژناز ) 

  ABI Prism 7000  انجام شد. این آزمایش با استفاده از سیستم تشخیص 

 (Applied Biosystems )    وRealQ Plus 2x Master Mix Green 

 (Ampliqon .انجام شد )دانمارک ،
 

 معکوس  PCRتوالی الیگونوکلئوتیدهای پرایمرهای مورد استفاده در روش ریل تایم . 2جدول 

 ژن ( ʹto 3 ʹ5توالی ) (bpاندازة محصول)  PCR (C˚) دمای اتصال

51 236 GGCCTCCAAGGAGTAAGACC sT-Forward 

CTACAATGCTGGCGAGACA sT-Reverse 

55 153 TGAAAAGCGGAGAAATAGTG MMP-1-Forward 

GAGGACAAACTGAGCCACAT MMP-1-Reverse 

58 141 GGCCTCCAAGGAGTAAGACC GAPDH-Forward 
AGGGGTCTACATGGCAACTG GAPDH-Reverse 

 

 Real Time PCRدستگاه برنامة  . 3جدول 

 تعداد سیکل  زمان  (°Cدما ) نام مرحله

 سیکل 1 دقیقه  15 گرادسانتی  ةدرج 95 دناتوراسیون اولیه 

 ثانیه 20 گرادسانتی  ةدرج 95 دناتوراسیون 

 ثانیه 25 دمای مورد نیاز هر پرایمر اتصال  سیکل 40

 ثانیه 30 گرادسانتی  ةدرج 72 گسترش 

 

ژن نسبی  برابری  روش  تغییرات  از  استفاده  با  هدف    Pfafflهای 

. شرایط دمایی دستگاه ترموسایکلر مطابق با دماهای  ]1-7[محاسبه شد  
ژن   بیان  بررسی  برای  کارایی    MMP-1ذکرشده  ارزیابی  برای  بودند. 

 های استاندارد برای هر مجموعة پرایمر ایجاد شد.  پرایمر، منحنی
مراحل روش تستتمام  انجام  آزمایشگاهی طرح شامل  های  های 

تعیین استانداردهای  تمام  با  مطابق  پسماند،  دفع  و  شده  آزمایشگاهی 

های تشخیص مولکولی و کشت سلولی مطابق با انستیتو  برای آزمایشگاه
 .]18[پاستور )ایران( انجام شد 

 

 تحلیل آماری
تحلیل  همة  نرم برای  از    8.0نسخة    GraphPad Prismافزار  ها 

 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA  استفاده شد. برای )
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استفاده شد،    t Studentهای آماری بین دو گروه از آزمون  ارزیابی تفاوت 
طرفه های بیش از دو گروه، از آنالیز واریانس یک که برای مقایسه درحالی 

 (ANOVA استفاده شد. نتایج به )  انحراف معیار بیان    ±صورت میانگین
 تعیین شد.   0/ 05کمتر از    P-valueداری با  شده است و معنی 

 

 ها یافته
ژن  صحه الحاق  پلاسمید    sTگذاری  -pCMV6-AC-IRESدر 

GFP 
-pCMV6-AC-IRESدر پلاسمید    sTمنظور تأیید ادغام ژن  به

GFP  آزمایش  ،PCR  تجزیه شد.  محصولات  وانجام  با    PCRتحلیل 

جفت    571استفاده از الکتروفورز ژل آگارز انجام شد. یک باند با اندازة  
در پلاسمید    sTآمیز ژن  دهندة ادغام موفقیتباز مشاهده شد که نشان

تحت هضم    pCMV6-sT(. سپس، پلاسمید نوترکیب  A 2است )شکل
دو باند   ة قرار گرفت که به مشاهد XhoI و EcoRI های آنزیمی با آنزیم

باز،  جفت  7000و  sT   باز، مربوط به ژنجفت  571های تقریبی  با اندازه
پلاسمی  به  )شکل    منجر  pCMV6-AC-IRES-GFP دمربوط  شد 

B2 ،ادامه در  به  (.  و  کلونینگ  فرایند  صحت  تأیید  منظور  برای 
توالی بیشتر،  و    Sangerیابی  اعتبارسنجی  یکپارچگی  که  شد  انجام 

سازی را تأیید کرد.صحت فرایند شبیه

 

 
:  Mروی ژل آگارز. چاهک   sTو مشاهدة باند مربوط به ژن  pCMV6-AC-IRES-GFP  وکتور در  sTژن ( A؛ )  pCMV6-AC-IRES-GFPد ی در پلاسم   sTالحاق ژن  ی گذار صحه . 2شکل  
  DNA: مارکر  Mو مشاهدة باندهای مربوطه. چاهک    pCMV6-sT  ب ی نوترک   د ی م ز پلا   ة دوگان ( هضم آنزیمی  Bکنترل منفی؛ )  : 3، چاهک  sT: ژن  2و    1جفت بازی، چاهک    3000تا    DNA  100مارکر  
 . pCMV6-AC-IRES-GFP  باز، مربوط به پلاسمید  جفت   7000و  sT   باز، مربوط به ژن  جفت   571های تقریبی  باند با اندازه   : 2و    1جفت بازی، چاهک    10000تا    250

 

   Ca Ski  هایدر سلول pCMV6-sT-GFPاعتبارسنجی انتقال 

ارزیابی کارایی ترانسفکشن معمولاً شامل استفاده از رنگ فلورسنت  
در ترکیب با میکروسکوپ فلورسانس است. پس از آن، تصاویر سلولی با  

تجزیه شد.  گرفته  فلورسانس  میکروسکوپ  از  دادهواستفاده  ها  تحلیل 
از   بیش  که  داد  سلول  75نشان  پلاسمید  درصد  با  یا  ها  ساختگی 

pCMV6-sT    طور که در  ساعت ترانسفکشت شدند؛ همان  72و    48در
فلوسایتومتری  نشا  A3شکل   آنالیز  همچنین،  است.  شده  داده  ن 

را    72شده در  انجام ترانسفکشن  میانگین  ترانسفکشن،  از  ساعت پس 
نشان    9/75و    6/80ترتیب   به  mockو    pCMV6-sTبرای   درصد 

نشان داده شده است. B3داد که در شکل  
 

 
( نتایج حاصل از Aشده با ماک و کنترل )بدون تیمار( با استفاده از میکروسکوپ فلورسانس و فلوسایتومتری؛ )، ترانسفکت pCMV6-sTگیری شدت فلورسنت برای گروه  اندازه .  3شکل  

 Caهای  ساعت پس از ترانسفکشن سلول  72درصد در    75ساعت و    48درصد در    35از    pCMV6و    pCMV6-sTشده با  های ترانسفکت میکروسکوپ فلورسانس نشان داد که درصد سلول

Ski  ( فراتر رفت؛B تجزیه )شده با  های ترانسفکت وتحلیل نتایج آزمایش فلوسایتومتری نشان داد که میانگین بازده ترانسفکشن سلولpCMV6-sT    ترتیب ساعت به   72ساعت و    48پس از
  درصد بود. 6/80و  7/38
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 Ca Skiهای در سلول MMP-1و  MCPyV sTارزیابی بیان 

نتایج  وتجزیه توجه    RT-qPCRتحلیل  قابل    mRNAبیان 

MCPyV sT  های  را در سلولCa Ski    زمانی بازة  به    48در  ساعت 

به میزان    72برابر و    23میزان   برابر پس از ترانسفکشن را    42ساعت 

قاب تأیید کرد، درحالی های  ل تشخیصی در سلولکه هیچ مورد مثبت 

ترانسفکت یا  با  تیمارنشده  یافته  mockشده  این  نشد.  در  مشاهده  ها 

در ردة   MMP-1نشان داده شده است. همچنین، ارزیابی بیان    2شکل  

ساعت در مقایسه    72ساعت و    48های زمانی  در بازه  Ca Skiسلولی  

بررسی شد. نتایج در    RT-qPCRو کنترل با استفاده از روش    mockبا  

به افزایش بیان ژن    PCMV6-sTدهد ترانسفکشن  ینشان م  4شکل  

MMP-1    و برابر  ساعت به میزان د  48در(05/0P<)    عت به  سا  72و

در    mockهای کنترل و  ایسه با گروه(، در مق>01/0P)برابر  میزان پنج  

منجر شد.  HPV-16آلوده با  Ca Skiهای سلول

 

 
شده ترانسفکت   Ca Skiهای  در سلولsT ( پس از ترانسفکشن تعیین شد. افزایش بیان ژن  Bساعت )   72( و  Aساعت )  48در    RT-qPCRبا    MMP-1و  sT هایژن  ،mRNAسطح بیان  .  4کل  ش

ساعت    72و    (>05/0P)ساعت    48در    MMP-1به افزایش بیان ژن    PCMV6-sT(. ترانسفکشن  ≥0001/0Pماک و کنترل مشاهده شد )پلاسمید  در مقایسه با    pCMV6-sTبا پلاسمید  

(01/0P<) های کنترل و قایسه با گروه در مmock های در سلولCa Ski  باآلودهHPV-16  شدمنجر . 

 

 بحث 

میرهای  و های غیرواگیر سهم بیشتری از میزان مرگ امروزه، بیماری 

دهند. در این میان، سرطان شده در دنیا را به خود اختصاص می گزارش 

میلیون    19/ 3به    2020شود که در سال  میر قلمداد می و عامل اصلی مرگ 

میلیون مورد در مردان    10/ 1مورد مرگ منجر شده است و از این تعداد،  

های  . از بین سرطان ]5[میلیون مورد در زنان گزارش شده است    9/ 2و  

شایع گزارش  از  یکی  رحم  دهانة  سرطان  زنان،  بین  در  موارد شده  ترین 

عنوان چهارمین عامل مرگ در  سرطان در زنان در سراسر جهان است و به 

طور که اشاره شد، یکی از عوامل  . همان ]1 [شود زنان در نظر گرفته می 

تایپ  با  پایدار  های پرخطر پاپیلومای  اصلی خطر در این سرطان، عفونت 

در    HPV-16های پرخطر این ویروس، نقش  انسانی است و در بین تایپ 

 .  ]6 [سرطان دهانة رحم به اثبات رسیده است 

انکوژنبه  HPVزایی  سرطان  است.  E7و    E6های  دلیل فعالیت 

E6     تومور این  ]19 [مرتبط هستند  pRbبا   E7و  p53با سرکوبگر   .

کنند.  های سرکوبگر تومور برای قطع چرخة سلول و تکثیر آن کار میژن

E6  پروتئین سلولی  به  مرتبط  وصل   Associated proteinsهای 

کمپلکس  می و  تومور    E6-APشود  سرکوبگر  تخریب    P53ژن  را 

دهد. این آسیب  عملکرد خود را از دست می  P53کند؛ در نتیجه،  می

دهد و در نتیجه، رشد  نقاط کنترل چرخة سلول و آپوپتوز را کاهش می

از کنترل خارج می به ژن سرکوبگر تومور    E7که  شود. درحالیسلول 

pRb   شود که باعث کاهش فاکتور بیانی  متصل میE2F  شود و بدون  می

شود. آنکوپروتئین  چرخة سلول از کنترل خارج می  E2Fفاکتور بیانی  

E6  بر نقشی که در تخریب ژن سرکوبگر تومور  علاوهP53  تواند  دارد، می

که در    ]19[، در متاستاز نیز اثرگذار باشد  P53سبب تأثیر منفی در  به

 ادامه به آن اشاره خواهد شد. 

بیماری بسیار پیش به اینکه سرطان دهانة رحم  ای  روندهبا توجه 

می شروع  اپیتلیال  داخلی  ضایعة  با  که  بهاست  سپس  و  سمت  شود 

می مینئوپلازی  بیشتر سرطانی  یا  سال  ده  از  بعد  و  ،  ]19[شود  رود 

تهاجم و متاستاز از دلایل اصلی شکست درمان و مرگ بیماران است.  

اصلی   اهداف  از  متاستاز  نقش  و  مکانیسم  زمینة  در  مطالعه  بنابراین، 

است با  ]15 [محققان  متاستاز  فرایند  در  کلیدی  نقش   .

شود که  ( ایفا میMMPsمتالوپروتئینازهای ماتریکس وابسته به روی )

کنند  بند را هیدرولیز میطور اختصاصی تمام اجزای اصلی بافت همبه

. اعضای خانواده پروتئازهای وابسته به روی عوامل مهمی هستند  ]20[

سلولی و پروتئولیز و در نتیجه گسترش  که در تخریب ماتریکس خارج

دلیل  به  MMP-1. از بین اعضای این خانواده،  ]14[متاستاز نقش دارند  

پروتئین انواع  تخریب  بیشترین  در  آن  خارج  توانایی  ماتریکس  های 

به و  قرار گرفته است  ویژه  توجه  بینابینی،  سلولی مورد  عنوان کلاژناز 

بیان غیرطبیعی آن با پیشرفت سرطان در انسان، مرتبط گزارش شده  

در بسیاری از تومورها ارتباط نزدیکی    MMP-1است. سطح بالای بیان  

. این آنزیم در یک مسیر آبشاری  ]15 [آگهی ضعیف سرطان داردبا پیش

نظر   از  هم  و  فیزیولوژی  نظر  از  هم  نرم،  بافت  تخریب  به  مهم 

سلولی بخشی از  شود. کاهش ماتریکس خارجشناسی، منجر میآسیب

این موضوع   که  نئوپلاسم است  متاستاز  و  تهاجم  یک مرحلة مهم در 

سلولی  است و جزء پروتئینی ماتریکس خارج MMPsشدن نتیجة فعال

می تجزیه  بهرا  و  مانند  کند  دیگر،  فیزیولوژی  فرایندهای  آن،  دنبال 

شوند؛ تمام این موارد  آنژیوژنز، آپوپتوز و تولید بافت نرم جدید، ایجاد می

 .  ]19[شوند باعث پیشرفت سرطان می

مهم   عملکردهای  از  بیان    P53یکی  از    MMP-1تنظیم  است، 

شدن   خارج  می  MMP-1تنظیم  افزایش  را  تومور  که  متاستاز  دهد 

نقش  به خارج  MMP-1دلیل  ماتریکس  تخریب  است.  در  سلولی 

هایی است که در  یکی از پروتئین  MMP-1اند که  مطالعات نشان داده
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 و همکاران  پاکدل

سرطان میانواع  بیان  حد  از  بیش  بیان  ها  فیزیولوژیکی،  نظر  از  شود. 

MMP-1  بافت تمام  است.در  صفر  حتی  یا  کم  خیلی  انسانی   های 

MMP-1می افزایش  ترمیمی  یا  فعال  شرایط  در  سلولتنها  های  یابد. 

فعال از  پس  غیرفعالسرطانی  و  انکوژن  سرکوبگرهای  شدن  سازی 

نقش مهمی در رشد    MMPرا سنتز کنند.    MMP-1توانند  سرطان می

به دارد.  نام    MMPطور خاص،  تومور  به  را روی سطح    Ephمولکولی 

می هضم  دیگر  سلول  به  سلول  چسبندگی  باعث  مولکول  این  و  کند 

شود. بنابراین، حذف این مولکول  سلولی میهای ماتریکس خارجسلول

های سرطانی در سیستم هماتوژن و  باعث افزایش نفوذ سلول MMPبا 

می متاستاز  سپس  و  مطالب  ]19[شود  لنفاوی  به  توجه  با  بنابراین،   .

و در نتیجه افزایش بیان    P53در سرکوب    E6ذکرشده و نقش انکوژن  

MMP-1،    باید به این نکته توجه کرد عواملی که بتوانند باعث افزایش

طور مستقیم در سطح بیان  توانند بهشوند، می  HPVهای  بیان انکوژن

MMP-1    نیز تأثیرگذار باشند که خود از عوامل مهم تأثیرگذار در میزان

  [.14]متاستاز در سرطان دهانة رحم است 

در سرطان دهانة    MMP-1ای برای تأیید نقش  کمااینکه در مطالعه

روش   از  استفاده  با  از    CRISPR/Cas9رحم،  برای  ژنوم  ویرایش 

رده  MMP-1بردن  بین رحم  در  دهانة  سرطان  سلولی  و    SiHaهای 

HeLa  توانایی که  داد  نشان  نتایج  و  شد  سلولی،  انجام  تکثیر  های 

کاهش    MMP-1سازی  طور قابل توجهی با خاموشمهاجرت و تهاجم به

در سرطان    MMP-1از حد    ش یب   انیبه ب   مطالعات . برخی  ]14[یافت  

  ش یاند که افزا مطالعات نشان داده.  ]21-19[  انددهانة رحم اشاره کرده

است  سرطان دهانة رحم مرتبط    فیضع  یآگهشیبا پ  MMP-1سطح  

  یبافت  ی هامختلف و مهارکننده  یهاMMP  ان ی ب ای که  در مطالعه.  ]22[

MMP8شامل  که    ،دهانة رحم  یو سرطان   یسرطان شیپ  عاتیها در ضا  

  ، LSIL(  Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesions)  مورد

 (High-Grade Squamous Intraepithelial Lesions)  مورد   23

HSIL    مورد  31و  (Squamous Cell Carcinoma  )SCC  بود،  

و در    SCC  از موارد(  31  از  17)  درصد  55  در  MMP-1شد،    یبررس

از    39 در    [.15]  شد   یی شناساداشتند،    HSILکه    یردموادرصد 

روMMP  انیب   ةس یمقاای،  مطالعه که  ،  SCC  ی سلول  یهارده  یها 

متفاوت  (HPV18 و HPV16ی ) انسان  یلومایپاپ روسیبراساس انواع و 

شد انجام  تحقیق،  بودند،  این  در  سطح    کیتیکلاژنول  ت یفعال.  با 

کنترل(    C33A  ی هاسلول مقا)گروه  فعالیت    .بود  سهیقابل  در  این 

ب   3/3و    3/2  ب یترتبه  HeLaو    Ca Ski  یهاسلول از    شتریبرابر 

 .]8[ بود C33A یهاسلول

،  sT  ویژه، به MCPyVمرکلهای پلیوماویروس سلول  بیان انکوژن

بیان در تومورهای بدخیم، ازجمله کارسینومای    MMP-1  در افزایش 

قابلمرکل  سلول   طریق    نقش  از  عمدتاً  ارتباط  این  دارد.  توجهی 

میفعال انجام  سیگنالینگ  مسیرهای  ویژگیسازی  که  های  شود 

کنند. براساس  های سرطانی تقویت میتومورزایی و تهاجمی را در سلول

به فعال MCPyV-sT شواهد موجود،  سازی مسیر سیگنالینگقادر 

NF-κB   سایتوکاین ترشح  و  تومور  رشد  برای  که  تومورزا  است  های 

است   فعال]1[ضروری  مسیر  .  این  افزایش  می sT باسازی  به  تواند 

ژن از  ش MMP-1 رونویسی  سلولومنجر  تهاجمی  قابلیت  و  های  د 

دهد افزایش  را  بیان د sT -MCPyVهمچنین،  .]24-23[  توموری  ر 

اپیژن انتقال  با  مرتبط  مزانشیمیهای  به  اثرگذار  (  EMT)  تلیال  نیز 

ژن سطحاست؛  افزایش  با  که  و   MMP-1 هایی  هستند  ارتباط  در 

سلول تهاجم  و  میمهاجرت  تسهیل  را  توموری   در  .]25[کنند  های 

-HPVزمان  همین زمینه، نتایج مطالعة حاضر نشان داد که عفونت هم

بیان  می پلیوماویروس سلول مرکلو    16 میزان  و در   MMP-1تواند 

 افزایش دهد.   Ca Skiنتیجه، شانس متاستاز و تهاجم را در ردة سلولی 

بیان    Caهای  در سلول  MCPyV-sTاین مطالعه نشان داد که 

Ski  پلاسمید  ترانسفکت با  توجه    pCMV6-sTشده  قابل  افزایش  به 

در سطح رونویسی به میزان دو برابر در بازة زمانی    MMP-1بیان ژن  

48  ( توجه    ( >05/0Pساعت  قابل  میزان  و  ترانسفکشن  از  پس 

( پس از ترانسفکشن در مقایسه با  >0P/ 01ساعت )  72برابری، طی  پنج

تواند این فرضیه را تقویت کند  های کنترل و ماک منجر شد که میگروه

هم عفونت  با  که  دیگر همچون    HPV-16زمان  ویروسی  عامل  و یک 

می ویروس  دهانة رحم  مرکل سل  تهاجم سرطان  و  متاستاز  در  تواند 

تواند در مسیرهای تشخیص و  نقش کلیدی داشته باشد. این یافته می

باشد. راهگشا  بیماران  عمر  طول  میزان  و  انکوژن درمان   هایاگرچه 

MCPyV   بیان القای  پیچیدگی   MMP-1 در  دارند،  کلیدی  نقش 

میکرو محیط توموری و تعامل میان مسیرهای سیگنالینگ مختلف نیز  

سطحمی بر  نشان    MMP-1بیان   توانند  موضوع  این  باشند.  اثرگذار 

های  دهد که عوامل دیگری نیز ممکن است این ارتباط را در زمینهمی

 .مختلف توموری تنظیم کنند

 

 گیری نتیجه

بیان قراردادن  تواند  می  MCPyV باالقاشده   MMP-1 هدف 

برای درمان سرطان امیدبخشی  بهپیامدهای درمانی  ویژه  های مرتبط، 

مرکل سلول  رویکردی  (  MCC)  کارسینومای  چنین  باشد.  داشته 

و مسیرهای نوینی    هدهای موجود را افزایش دتواند اثربخشی درمانمی

ایمنی فراهم    برای  ایمونوتراپیکنددرمانی  داروی. هرچند  ازجمله    ها، 

pembrolizumabها  اند، پاسخ، در برخی بیماران اثربخشی نشان داده

تواند با تعدیل  می  MMP- 1هدف قراردادن  .]26[اغلب محدود هستند  

حال، با توجه به  ها را بهبود بخشد. بااینمیکرو محیط تومور، این پاسخ

بروز مکانیسمپیچیدگی زیست احتمال  و  تومور  مقاومت،  شناسی  های 

ادغام   و  چندوجهی  رویکرد  یک  نیازمند  مطلوب  نتایج  به  دستیابی 

 .های درمانی گوناگون خواهد بودروش

 

 تشکر و قدردانی 

از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز و ارسنجان،  

پژوهشی   کد  با  طرح  این  اجرای  و  تصویب  در  را  ما  که 

کمال  1636481257166520607015162709849 کردند،  یاری   ،

 تشکر را داریم. 
 

 ملاحظات اخلاقی 

پژووهش   این  اخلاق  است.    IR.IAU.A.REC.1403.031کد 

به اینکه در این مطالعه از هیچ نمونة انسانی برای این    همچنین، با توجه

 نامه از بیمار نیاز نبود.  طرح استفاده نشد، به اخذ فرم رضایت
 

 تضاد منافع 

 ندارد. وجود منافعی  تعارض  گونههیچ مقاله این در
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 مشارکت نویسندگان 

   تمام نویسندگان در آماده سازی این مقاله مشارکت داشتند.

 

 حمایت مالی 

   این پژوهش حمایت مالی نداشته است.
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