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چکیده

سابقه و هدف: در این تحقیق،  بیان microRNA های خانواده let-7 در سلول هایCD4+T فعال شده با آنتی-CD2,CD3,CD28 تحت تیمار با 
 اینترلوکین 2 و یا بدون تیمار با آن مورد بررسی قرار گرفت. خانواده let-7 دارای دو خاصیت انکوژنی و مهارکنندگی تومور در سلول های مختلف است.

مواد و روش ها: به این منظور سلول هایCD4+T بکر با ریز دانه های حاوی آنتی-CD2,CD3,CD28 تیمار شدند و تحت القاء 
اینترلوکین 2 خارجی )0/75 نانوگرم بر میلی لیتر( به مدت 72 ساعت قرار گرفتند. از سلول های فعال شده و سلول های تحت تیمار 
با اینترلوکین RNA ،2 تام استخراج گردید. بعد از سنتز cDNA، بیان microRNA ها به روش Q-RT-PCR array با استفاده از کیت 
 (miRCURY LNATM universal RT miRNA PCR kit).صورت گرفت. آنالیز داده ها به کمک نرم افزار GeneX و روش Ct∆∆ انجام شد.

یافته ها: در سلول هایCD4+T فعال شده با آنتی- CD2,CD3,CD28 در مقایسه با سلول های تحت تیمار اینترلوکین 2 افزایش بیان 5 عضو 
خانواده let-7 مشاهده گردید. از جمله اهداف پیش بینی شده آن ها به کمک miRDB و miRanda می توان به فسفاتازهای PTPN ،DUSP و خانواده 
 SOCS اشاره نمود که دو خانواده اولی در مهار مسیر پیام رسانی TCR و آخری در مهار مسیرJAK/STAT در سلول های فعال شده نقش دارد.

نتیجه گیری: به نظر می رسد miRNA های مختلف از جمله خانواده let-7 با مهار بیان ژن های خاص در سطح پس از رونویسی 
 در کنترل مسیرهای مؤثر در گسترش کلونی جهت ایجاد پاسخ مناسب ایمنی در سلول هایCD4+T فعال شده نقش مهمی ایفا کنند.

کلمات کلیدی:microRNA ، اینترلوکین 2، آنتی بادی هایCD28/CD3/CD2، خانوادهlet-7 ، گسترش کلونی
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مقدمه

غیررمز  های   RNA از  ها( گروهی   miRNA( ها   microRNA

شونده با طول تقریبی 22 نوکلئوتید هستند (1) که درموجودات 
مختلف از نماتود تا انسان بیان می شوند. miRNA ها عموماً به 
pri-miRNA رونوشت  به صورت   II نوع  پلیمراز   RNA واسطه 
 )RNase III( سپس به کمک کمپلکس آنزیمی دروشا ،)شده )2
 pre-miRNA در هسته پردازش شده و به Pasha /DGCR8 و
با ساختار ساقه- حلقه تبدیل  نوکلئوتید و   65 با طول تقریبی 
Ran- و   5 اکسپورتین  کمک  به   pre-miRNA  .)3( گردد   می 

GTP از هسته به سیتوپلاسم منتقل می گردد. در آنجا ناحیه  

)حاوی  دایسر2  آنزیمی  کمپلکس  کمک  به  آن  سری1  سنجاق 
RNaseIII( حذف شده  )4( و به RNA ی دو رشته ای با طول 

تقریبی 22 نوکلئوتید )miRNAی بالغ3( تبدیل می گردد )3(. 
microRNAی بالغ در کمپلکس RISC4 قرارگرفته )5( و بسته 

به میزان پایداری ترمودینامیکی انتهای ˊ5، یکی از دو رشته آن 
به عنوان رشته راهنما5 در کمپلکس RISC باقیمانده و دیگری 

تجزیه می گردد. 
 1- Hairpin

 2- Dicer

 3- Mature miRNA

 4-RNA-induced silencing complex

 5-Guide strand
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به  از طریق 2- 8نوکلئوتید)ناحیه مرکزی1( خود  راهنما  رشته 
اتصال  با  ها   microRNA شود.  می  متصل  هدف  ی   mRNA

به UTR-´3 ی mRNA هدف ، از دو طریق باعث مهار ترجمه 
ریبوزوم  اتصال  مانع  یا  گردند  می  رونویسی  از  پس  سطح  در 
دو  های   RNA تشکیل  با  اینکه  یا  و  شده  ترجمه  ادامه   و 
آن  سریعتر  تجزیه  باعث   )  mRNA – miRNA( ای   رشته 
نظیر  مختلفی  فرآیندهای  در  ها   microRNA  .)6( گردند  می 
متابولیسم  آپوپتوز،  سلولی،  چرخه  تنظیم   ،  )7( تمایز  تکثیر، 
به  تا  دارند.  نقش  ایمنی  پاسخ  و   )6( تومورزایی  مهار  انرژی، 
مختلف  های  گونه  در   microRNA نوع   8000 از  بیش  حال 
انسان  در  است.  شده  شناخته  ویروس ها  و  حیوانات  گیاهان، 
نیز براساس اطلاعات موجود در پایگاه اطلاعاتی mirbase وجود 
این  با  است.  بینی شده  microRNA  پیش  نوع  از 800  بیش 
انسان  به نظر می رسد در  بیوانفورماتیکی  حال طبق اطلاعات 
بیان یک سوم mRNA ها توسط microRNA ها تنظیم گردد 
هم  که  هستند  ها   microRNA از  گروهی   let-7 خانواده   .)4(
می  عمل  تومور  کننده  مهار  عنوان  به  هم  و  انکوژن  عنوان  به 
 ،let-7a-1 شامل  عضو   13 دارای  انسان  در  خانواده  این  کنند. 
 ، let-7f-1، let-7e، let-7d، let-7c، let-7b، let-7a-3 ،let-7a-2 

 mir-98، let-7i، let-7g،let-7f-2 و mir-202 می باشد. در اغلب 

نقش  که  شود  می  مشاهده   let-7 بیان  کاهش  سرطان ها 
بعضی در  حال  این  با  رساند.  می  را  آن  توموری   مهارکنندگی 

 سرطان ها نظیر لنفومای پیشرفته افزایش بیان microRNAهایی 
چون let-7b وlet-7i رخ می دهد که بر نقش انکوژنی این خانواده 
در شرایط خاص دلالت دارد )8(. در تأیید نقش انکوژنی آن در 
یک مطالعه، هیپو متیله شدن let-7a-3 در سرطان ریه و سرطان 
بیان بدون کنترل  بیان آن و  افزایش  باعث  تلیال تخمدان   اپی 
 انکوژن ها و ژن های دخیل در تکثیر، تمایز و چسبندگی سلولی گردید 
خانواده  این  دار  ستاره  اعضای  دوگانه  نقش  همچنین   .)9  ,8(
و طی  بیان می شود  ندرت  به  که  راهنما  رشته  مکمل  )رشته 
فرآیند انتخاب تک رشته مورد نیاز در کمپلکسRISC حذف می 
گردد( نیز در بعضی سرطان ها نظیر مزوتلیوم بدخیم مشاهده 
let- و افزایش بیان let-7-1* و let-7e* شده که با کاهش بیان

 let-7 7 همراه بوده است )10(. در این مطالعه بیان خانوادهb*

/CD2بکر فعال شده با آنتی بادی های CD4+ T در سلول های

CD28/CD3 در مقایسه با سلول های تحت تیمار با اینترلوکین 

دو  به  بکر   CD4+ T سلول های  گرفت.  قرار  بررسی  مورد   2
کمپلکس  اتصال  اول  عامل  دارند:  نیاز  شدن  فعال  برای  عامل 
بیگانه به کمپلکس  TCR/CD3 و عامل دوم  MHC-آنتی ژن 

در  هایش  گیرنده  به   CD28 چون  محرک هایی  کمک   اتصال 
سلول های عرضه کننده آنتی ژن )APC( می باشد. این دو عامل 
گردند  می  سلولی  تکثیر  افزایش  و   2 اینترلوکین  تولید  باعث 
CD4+T، مسیرهایی چون  فعال شدن سلول های  از  بعد   .)6(
PI3K ،MAPK )6( و به طور جزیی آپوپتوز القاء می شود )6( 

که این امر باعث گسترش کلونی و تشدید پاسخ های ایمنی می 
گردد. با مقایسه بیان miRNA های خانواده let-7 افزایش بیان 
5 عضو آن در سلول های CD4+ T بکر فعال شده در مقایسه با 
سلول های تحت تیمار با اینترلوکین 2 مشاهده شد که به نظر 
باعث  اختصاصی خود  اهداف ژنی  قرار دادن  با هدف  می رسد 

تکثیر و افزایش کلونی در این سلول ها می گردند.

مواد و روش ها

PBMC بکر از CD4+T خونگیری و جداسازی سلول های
نمونه خون مورد استفاده در این تحقیق از یک فرد سالم بالغ 
و  و سرطان  عفونی  ایمنی،  بیماری های سیستم  داشتن  بدون 
عدم مصرف داروهای ضد التهابی یا کورتیکواستروئیدی گرفته 
شد. سپس با استفاده از شیب Ficoll-paque و کیت جداسازی 
 Naïve CD4+T cell isolation kit ΙΙ( بکر CD4+T سلول های
از شرکت .Miltenyi Biotec(، ابتدا PBMC و سپس سلول های 

CD4+T بکر جدا گردید. 

MTT assay بررسی تکثیر سلولی به روش
سلول های CD4+T بکر به تعداد 105×1 سلول در هر چاهک 
محیط  در  روز   3 مدت  به  و  شد  نشانده  ای  خانه   96 پلیت 
پنيسيلين/  بیوتیک های  آنتی  حاوي   DMEM کامل  کشت 
استرپتومايسين و10% سرم جنین گوساله )FBS(، با استفاده از 
 T Cell CD28 /CD3/ CD2ریز دانه های حاوی آنتی بادی های
   Miltenyiشرکت از   Activation/Expansion Kit human)

  .Biotec ( تحریک و فعال گردید. سپس به مدت 3 روز تحت 

1- Seed region

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 ، بررسی بیان....
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القاء اینترلوکین 2 )0/75 نانوگرم بر میلی لیتر( قرار گرفته تا 
بین سلول های فعال  یابد. تکثیر سلولی  افزایش  تکثیر سلولی 
شده تحت تیمار با اینترلوکین 2 و بدون تیمار با آن مقایسه شد. 
میلی  بر  میلی گرم   0/05( MTT تکثیر سلولی،  بررسی  جهت 
لیتر( به هر چاهک افزوده و به مدت 4 ساعت در انکوباتور 37 
درجه سانتی گراد نگهداری شد. سپس محیط رویی به دقت و 
به طور کامل برداشته و 100 میکرولیتر دای متیل سولفوکساید 
(DMSO) افزوده و به مدت 30 دقیقه در در انکوباتور 37 درجه 

سانتی گراد برای حل شدن کامل کریستال ها نگهداری گردید. 
دستگاه  از  استفاده  با  پلیت   (OD) نوری  جذب  میزان  سپس 
ELISA reader در طول موج 545 خوانده شد. هر تیمار حداقل 

با 3 تکرار انجام گرفت.

استخراج RNA تام از سلول های تحت تیمار 
 miRCURYTM( با استفاده از کیت microRNA جهت بررسی
RNA Isolation kit از شرکت Exiqon( و بر اساس دستورالعمل، 

RNA تام سلولی از هر دو گروه سلولی تخلیص شد و به کمک 

دستگاه نانودراپThermo Scientific( 1000( غلظت آن اندازه 
گیری شد.

Q-RT-PCR array و انجام واکنش cDNA سنتز
  miRCURY LNATM universal RTکیت از  استفاده  با 
Q-RT- واکنش  و   cDNA Exiqon سنتز  microRNA شرکت 

سنتز  جهت  دستورالعمل  طبق  گرفت.  صورت   PCR array

cDNA، ابتدا RNA تام سلولی با غلظت 5/5 نانوگرم با آنزیم، 

شد.  مخلوط  کنترل(  )RNAی   RNA spike-in و واکنش  بافر 
و  گراد  سانتی  درجه   42 دمای  در  دقیقه   60 مدت  به  سپس 
در ادامه به مدت 5 دقیقه در دمای 95 درجه سانتی گراد در 
Q-RT- گرمادهی شد. جهت واکنش Thermo Cycler دستگاه

فاقد  آب  مقتضی  مقدار  شده  cDNA ساخته  به   ،PCR array

 Master Mix با   1 به   1 نسبت  به  و سپس  اضافه شد  نوکلئاز 
مقدار  به  SYBR green مخلوط گردید. مخلوط حاصل  حاوی 
)که  ای  خانه   384 های  پلیت  چاهک  هر  به  میکرولیتر   10
پوشانده   microRNA نوع  اختصاصی یک  پرایمر  با  هر چاهک 
با چسب مخصوص،  پلیت  پوشاندن  از  بعد  و  افزوده  بود(  شده 
واکنش   Roche شرکت   real-time PCR cycler دستگاه  در 

 انجام گرفت. جهت بررسی کل microRNA ها از دو پلیت 384 
خانه ای (Human Panel I &II) استفاده شد و هر واکنش دو بار 
تکرار گردید. ژن SNORD49A به عنوان ژن مرجع جهت نرمال 
سازی مورد استفاده قرار گرفت. جهت آنالیز داده های واکنش 

Q-RT-PCR از نرم افزار GenEx و روش CT∆∆ استفاده شد.

let-7 های خانواده microRNA تعیین اهداف احتمالی
بینی اهداف  افزارهای miRanda وmiRDB جهت پیش  نرم  از 
احتمالی خانواده let-7 استفاده شد. ژن های هدف در مسیرهای 
TCR ،MAPK ، JAK/STAT و آپوپتوز مورد بررسی قرار گرفت.

آنالیز آماری
از  گیری شد.  اندازه  معیار  انحراف   ± میانگین  به صورت  نتایج 
دو  بین  ها  داده  مقایسه  One-Way ANOVA جهت  و   t-test

گروه سلولی استفاده گردید. هر آزمایش حداقل با دو یا سه تکرار 
به صورت مستقل انجام گرفت.

یافته ها

واسطه  به  بکر   CD4+T سلول های  کلونی  گسترش  افزایش 
اینترلوکین 2

های  بادی  آنتی  با  تحریک  اثر  در  بکر   CD4+T های  سلول 
تکثیر  و  شده  فعال  روز،  سه  مدت  به   CD2,CD3,CD28

 72 از  بعد  خارجی   2 اینترلوکین  القاء  اما  دادند.  نشان  کلونی 
به  نسبت  ها  تعداد سلول  برابری  افزایش چندین  باعث   ساعت 

سلول های فعال شده بدون تیمار با اینترلوکین 2 گردید. 

شکل1- اندازه گیری شاخص تحریک )SI( در سلول های CD4+T. به 

روش MTT assay میزان تکثیر سلول های فعال بدون القاء اینترلوکین2 

در مقایسه با سلول های فعال تحت القاء این سایتوکاین به مدت سه روز 

اندازه گیری شد. روز سوم بیشترین میزان تکثیر در سلول های فعال تیمار 

شده با اینترلوکین 2 در مقایسه با سلول های فعال بدون تیمار مشاهده می 

گردد. 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم ، نجمه رنجی و همکاران
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افزایش بیان خانواده let-7 در سلول های CD4+T فعال شده 
CD2,CD3,CD28 با آنتی بادی های

فعال  های  سلول  در   let-7 خانواده از  عضو  پنج  بیان  افزایش 
شده با آنتی بادی های CD2,CD3,CD28 نسبت به سلول های 
تحت القاء اینترلوکین 2 مشاهده گردید )شکل2(. در حالی که 
تغییری در بیان اعضای این خانواده بعد از القاء اینترلوکین 2 در 
سلول های تحت تیمار رخ نداد. همچنین افزایش بیان مشاهده 
شده به فرم های ستاره دار let-7 مربوط می شود که معمولاً در 
سلول ها به ندرت بیان می گردند و در این مطالعه برای اولین 

بار بیان آن ها در سلولهای CD4+T ی فعال، گزارش گردید.  

شکل2- بیان نسبی خانواده let-7 در سلول های فعال CD4+T بدون تیمار 

با اینترلوکین 2 در مقایسه با سلول های فعال تحت تیمار با این سایتوکاین. 

افزایش بیان پنج عضو از این خانواده microRNA در سلول های فعال 

بدون تیمار با اینترلوکین2 مشاهده گردید. 

let-7پیش بینی اهداف احتمالی خانواده
این مطالعه،  بینی ژن های هدف خانواده let-7 در  برای پیش 
اهداف  از  شد.  استفاده   miRDBو  miRanda افزارهای  نرم  از 
 ،DUSP6 ،MDM1 ،HMGB1 ،Jak1احتمالی آن ها می توان به
MAPK6 ،SOCS4,7 و HMGA2 اشاره نمود که در مسیر پیام 

رسانی MAPK ،JAK/STAT و آپوپتوز نقش دارند )جدول1(. از 
اهداف احتمالی let-7، ژن Jak1 می باشد که در سلول های فعال 
شده بیان کمتری نسبت به سلول های تحت القاء اینترلوکین 2 

نشان داد )اطلاعات ارائه نشده است(.

جدول 1- تعیین اهداف احتمالی پنج عضو خانواده let-7 دارای افزایش بیان 
نسبی در سلول های فعال بدون تیمار با اینترلوکین 2 با استفاده از نرم افزارهای 

 miRandaو miRDB

microRNA Predicted by miRDB 
Predicted by 

miRanda

Let-7f-2* MDM1, DUSP6, DUSP18, 

MDM1, 

CASP8AP2, 

MYCBP2

Let-7a-2*

JAK1, SOCS5, MAP4K3, 

HMGB2, MAPK6, BCL6, 

VAV3, BCL2, NFATC1

Let-7a*

SOCS6, PTPN12, PTPN14, 

PTPN22, DUSP6, DUSP19, 

NFAT5, MDM1, MDM2

BCL6

Let-7d* HMGA2

Let-7i* DICER1

بحث
 CD4+T های مؤثر در تکثیر سلول های microRNA برای تعیین
بکر بواسطه اینترلوکین 2 از پلیت های حاوی 739 نوع مختلف  
این  در  microRNAها  متفاوت  بیان  شد.  microRNAاستفاده 

سلول ها در مقایسه با سلول های فعال نشان داد که مسیرهای 
مختلفی در تکثیر این دو گروه سلولی مؤثرند. به طوریکه افزایش 
 CD4+T فعال   از خانواده let-7 در سلول های  بیان پنج عضو 
نسبت به سلول هایCD4+T  تحت القاء اینترلوکین 2 مشاهده 
گردید. به جهت اینکه این خانواده ژنی هر دو خاصیت انکوژنی 
دو  در  که  رفت  می  انتظار  دارند،  را  توموری  کنندگی  مهار  و 
آنالیز  با  که  دهند  نشان  بیان  کاهش  یا  افزایش  سلولی  گروه 
در  فقط  خانواده  این  اعضای  بیان  افزایش  شد  مشخص   آرایه 
سلول های فعال CD4+T رخ داده است. نکته قابل توجه در این 
زمینه این است که فقط انواع ستاره دار let-7 در سلول های فعال 
نشان  مختلف  مطالعات  در  دادند.  نشان  بیان  افزایش   CD4+T

داده شده است که خانواده let-7  باعث مهار ژن های دخیل در 
تنظیم چرخه سلولی نظیر c-myc  ،HMGA2 ،Ras  )9, 11( و 
هچنین مهار ژن های مؤثر در آپوپتوز نظیر کاسپاز-3 می شوند 
)9(. به طوری که بیان اکتوپیک let-7 در سلول های سرطانی 
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ریه باعث کاهش بیان انکوژن HMGA2 و کاهش تکثیر سلولی 
کارسینومای  انواع  بعضی  بیانHMGA2 در  افزایش  گردد.  می 
ریه، لیپوسارکوما و نئوپلاژی های میلوئیدی مشاهده شده است 
let- و let-7c ،let-7a 12(. از سوی دیگر کاهش بیان یا حذف(

7g در سرطان های ریه با افزایش بیان انکوژن Ras همراه است. 

به طوریکه در یک مدل موشی از سرطان ریه سلول غیر کوچک 
 Ras  مهار تومور زایی با غیر فعال شدن let-7g با ااستفاده از
تأیید گردید. همچنین کاهش بیان Blimp-1 در نتیجه افزایش 
لنفومای  همچون  انسانی  لنفومای  انواع  بعضی  در   let-7a بیان 
هوچکینی، دلالت بر نقش انکوژنی این microRNA  دارد. در 
با مهار c-myc و  حالیکه نقش متضاد آن در لنفومای بورکیت 
جلوگیری از نئوپلاژی همراه است (8). تعیین اهداف احتمالی 
نرم  به کمک   ، خانواده  این  بیان  افزایش  با  دار  ستاره  عضو   5
افزارهای موجود پیشنهاد می کند این miRNA ها در القاء یا 
 MAPK ،JAK/STAT مهار بعضی مسیرهای پیام رسانی نظیر
و TCR و آپوپتوز مؤثر باشند. مطابق جدول 1 به نظر می رسد 
*let-7a-2* ،let-7a  و *let-7f-2 در مهار بیان چندین ژن در 

 SOCS7و  SOCS6  ،SOCS5  ،SOCS4 نظیر  رونویسی  سطح 
نقش داشته باشند. SOCS ها گروهی از مهار کننده های مسیر 
سایتوکاین  بواسطه  رسانی  پیام  مانع  که  هستند   JAK/STAT

به  اتصال  SOCS6 با  نمونه  عنوان  به  شوند)13(.  می   ها 
آن  پروتئوزومی  تجزیه  باعث   p56Lck نظیر  هایی   پروتئین 
سلولی  تکثیر  در  مؤثر  کینازهای  از  یکی   p56Lck گردد.  می 
بواسطه مسیر پیام رسانی TCR می باشد )14(. احتمالاً اعضای 
ذکر شده خانواده let-7 با مهار SOCS6 مانع تجزیه  p56Lck و 
در نتیجه باعث فعال ماندن مسیر پیام رسانی TCR می شوند. 
در حالی که SOCS5 با مهار پیام رسانی از طریق IL-4R مانع 
تمایز به سلول های Th2 )15( و حفظ وضعیت Th0 می شود. 
از سوی دیگر از اهداف احتمالی *let-7f-2 و*let-7a می توان 
به فسفاتازهای DUSP18 ،DUSP6 وDUSP19 اشاره نمود که 
 DUSP6 نقش دارند. به طوریکه MAPK در مسیر پیام رسانی
با غیر فسفریله کردن کینازهایERK1 و ERK2 آن ها را غیر 
  DUSP5 فعال می سازد. به طور مشابه در یک مطالعه، مهار 
باعث  بالغ   T های  لنفوسیت  در   mir-181a و DUSP6 توسط 
گردید.   TCR رسانی  پیام  مسیر  در   ERK خانواده  فعال شدن 

 let-7a* یکی دیگر از اهداف پیش بینی شده PTPN22 فسفاتاز
 ZAP70 و  p56Lckاست که در مطالعات قبلی نقش آن در مهار
در مسیر پیام رسانی TCR شناخته شده است )16(. همچنین 
 ،Bcl2  ،MAPK چندین  احتمالی  طور  به   ،let-7 عضو  چندین 
MDM1 وXIAP را نیز مهار سازند که در تکثیر یا مرگ برنامه 

این گروه  مهار  تأیید  دارند. در صورت  نقش   ریزی شده سلول 
خانواده let-7 در  رسد  می  نظر  به  بعدی،  تحقیقات  در  ژن ها 
توازن  آپوپتوز  و  تکثیر  بین   CD4+T شده  فعال  سلول های 
پاسخ   Tسو یک  از  طوریکه  به  نماید.  ایجاد  هموستازی  و 
ایجاد  مانع  دیگر  سوی  از  و  القاء  بدن  در  مناسب  ایمنی   های 
let- پاسخ های شدید نامقتضی گردد. با این حال بیان خانواده

7 در سلول های فعال شده CD4+T در صورتی قادر به تنظیم 
تنظیم  و  ها   miRNA دیگر  که  بود  خواهد  ایمنی  پاسخ های 
کننده های پاسخ ایمنی نیز به طور تعاونی با این گروه در سلول 
موجب  نیاز  حد  در  را  کلونی  گسترش  و  باشند  داشته  فعالیت 
let- گردند. در مجموع با تعیین اهداف احتمالی انواع ستاره دار

 7 با استفاده از نرم افزارهای ذکر شده در این مطالعه، به نظر 
می رسد اعضای خانواده let-7 هر دو نقش انکوژنی و مهارکنندگی 
تومور را در این سلول ها داشته باشند که برای تأیید موضوع به 

تحقیقات بیشتری در این زمینه نیاز است.

تشکر و قدردانی

جهت  جمهوری  ریاست  پژوهشگران  از  حمایت  صندوق  از 
تأمین هزینه های طرح تشکر می گردد. همچنین از همکاری و 
راهنمایی جناب آقایان امیر امان زاده، آرش زمینی، دکتر مهدی 
مهدوی، روح الله نخعی سیستانی، دکتر کامبیز آراسته و خانم 

هنا حنایی اهوازی قدردانی می شود.
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