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Introduction: Major depressive disorder (MDD) is a mental disorder occurring in women twice as much as 

men. In both sexes, the average age of people with MDD is roughly 25 years. Family, twin, and epidemiological 

studies all point to the multifactorial and polygenetic characteristics of the psychiatric traits of major depressive 

disorder. The present study aimed to screen genes related to the pathogenesis of major depressive disorder by 

bioinformatics.   

Methods: Two hundred twenty-three different genes (DEGs) were expressed by comparing female patient 

samples with controls by TAC screening software using GSE98793 microarray data from the GEO database. 

Hub genes were screened via STRING and Cytoscape, followed by KEGG enrichment analysis.

Results: According to the obtained results, comparing female patients with control of 103 genes showed in-

creased expression and 120 genes identified as decreased expression. The results of KEGG and panther pathway 

enrichment analysis comparing female patient samples with control showed that DEGs are mainly in the HIF-1 

signaling pathway, FOXO signaling pathway, Th-17 cell differentiation pathway, pathway PI3K-Akt signaling, 

programmed cell death pathway (Ferptosis), and purine synthesis pathway were important. The results of this 

study revealed that IGF1R and ATM genes with increased expression and GMPS genes with decreased expression 

for women with this disease could also be beneficial for therapeutic purposes.

Conclusion: The key genes obtained by microarray analysis provide essential clues for revealing the molecular 

mechanism and could be suitable and new candidates for future studies on major depression as well as optimi-

zation of treatment methods.
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Extended Abstract
Introduction
Major depressive disorder (MDD) is a mental disorder 

occurring in women twice as much as men. In both sexes, 

the average age of people with MDD is about 25 years. 

Family, twin, and epidemiological studies all point to 

the multifactorial and polygenetic characteristics of the 

psychiatric traits of major depressive disorder. In recent 

years, many efforts have been made to identify biomark-

ers for diagnosing, preventing, and treating depression. 
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Bioinformatics is a new science that uses computers, com-

puter software, and databases to try to answer biological 

questions, especially in the cellular and molecular fields, 

proteins, and genes. In this way, biological networks anal-

ysis is widely used to calculate and model intracellular 

interactions to identify cellular mechanisms. A biological 

network is any type of network that can depict a biological 

system. Biological networks can be used at three levels of 

the genome, transcriptome and proteome, to identify bi-

ological markers associated with various diseases. In the 

present study, expression data related to major depressive 

disorder were extracted and used to identify key genes of 

the disease, gene networks, and related metabolic path-

ways of major depressive disorder by bioinformatics. 

Methods
By referring to the GEO database (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/geo) and searching for the expression profile of 

MDD-related data, the data were extracted with the ac-

cess number GSE98793 and the platform number GPL570 

(Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array) in 

CEL format. The DEGs were determined by using Affy-

metrix Transcriptome Analysis Console (TAC), following 

the software guidelines. The adjusted P-values (adj. P) and 

Benjamini and Hochberg false discovery rate were applied 

to balance between discoveries of statistically significant 

genes. Two hundred twenty-three different genes (DEGs) 

were expressed by comparing female patient samples with 

controls by TAC software. LogFC (fold change) >2 and 

adj. P-value <0.05 were considered statistically significant.

In order to obtain the biological function and signaling 

pathways of DEGs, EnrichR (http://david.ncifcrf.gov) 

was used to GO annotation and KEGG pathways enrich-

ment of DEGs. P<0.05 was considered statistically sig-

nificant. The top 100 genes of DEGs were used for gene 

set enrichment analysis. EnrichR is a web-based gene 

function enrichment analysis software. It can provide a 

comprehensive set of functional annotation information 

of genes and proteins. GO annotation is a main bioin-

formatics tool to annotate genes and analyze the biolog-

ical process of DEGs. KEGG is a database resource for 

understanding high-level functions and biological sys-

tems from large-scale molecular datasets generated by 

high-throughput experimental technologies.

The protein-protein interaction (PPI) network was construct-

ed using the STRING (Search Tool for the Retrieval of Inter-

acting Genes http://string-db.org) online database alongside 

Cytoscape software, followed by identifying hub genes.

The STRING database was used to obtain the predict-

ed interactions to gain the interaction between DEGs. 

The STRING database constructed the PPI network of 

DEGs in the current study. The interaction with a com-

bined score >0.7 was considered statistically significant. 

The visualization of the PPI network was used by Cyto-

scape software and Gephi. Besides, Cytoscape software 

(version 3.6.1), which can display molecular interaction 

networks, is an open-source bioinformatics software plat-

form. Accordingly, protein-protein interaction networks 

of key hub genes were obtained from Gephi software.

Results
According to the obtained results, comparing female 

patients with control of 103 genes showed increased ex-

pression, and 120 genes identified as decreased expres-

sion. In women with depressive disorder, ATM, IGF1R, 

BCBP2, VHL, and EIF4G2 genes were highly expressed 

hub genes of a gene network, GMPS, PPP2R1A LCK, 

and HSP90AB1 gene was as hub genes of low-expressed 

genes network. The results of KEGG and panther path-

way enrichment analysis comparing female patient sam-

ples with control showed that DEGs are mainly in the 

HIF-1 signaling pathway, FOXO signaling pathway, Th-

17 cell differentiation pathway, pathway PI3K-Akt sig-

naling, programmed cell death pathway (Ferptosis), and 
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purine synthesis pathway were important. 

Conclusion
According to the specific study of women with depres-

sion with healthy women and finding different differen-

tial genes and different pathways in this group, it can be 

concluded that for women with this disease, IGFIR and 

ATM gene with increased expression and GMPS gene. 

IGF1R gene encodes the insulin-like growth factor re-

ceptor. Increased expression of insulin-like growth fac-

tors has a direct effect on the development of major de-

pression. The ATM gene is involved in the p53 signaling 

pathway. Due to the function of this gene in apoptosis, it 

can be indirectly associated with depression. GMP sig-

naling cascade is also expressed in the brain. The activ-

ity of this pathway is involved in learning and memory 

processes. Further studies have shown that the cGMP 

cascade in the brain acts as an antidepressant. The HIF 

signaling pathway is one of the pathways that were joint-

ly identified through both KEGG and Panther databases 

in relation to the increase in gene expression in depressed 

women compared to healthy women in this study. In the 

future, this pathway can be studied with more confidence 

in depression in women for diagnostic and therapeutic 

purposes. Therefore, regarding the key genes obtained by 

microarray analysis and MDD DEGs and interpretation 

of their function, some genes showed significant differ-

ences in expression in people with depression compared 

to healthy individuals that their association with major 

depression has not been reported in previous studies. 

The results of this study showed that IGF1R and ATM 

genes with increased expression and GMPS genes with 

decreased expression for women with this disease could 

also be a good option for therapeutic purposes. These 

genes could be suitable and new candidates for future 

studies on major depression, as well as the optimization 

of treatment methods. The effective pathways identified 

in the present study were primarily involved in the brain 

pathways. In addition, dysfunction of one part of the 

brain causes depression. The key genes involved in this 

disease are influential in several diseases, which leads to 

people with this disease have an increased risk of devel-

oping other diseases. Bioinformatics examines the link 

between these genes, depression, and other diseases. Ac-

cordingly, these genes provide essential clues for reveal-

ing the molecular mechanism and could be suitable and 

new candidates for future studies on major depression, as 

well as the optimization of treatment methods. 
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برابر مردان رخ می دهد. در هر دو جنس،  زنان دو  روانی است که در  اختلال  اساسی، یک  افسردگی  اختلال  مقدمه: 

میانگین سن مبتلایان به اختلال افسردگی اساسی حدود 25 سال است. مطالعات خانوادگی و دوقلویی و اپیدمیولوژیک 

همه به ویژگی های چند عاملی و چند ژنی صفات روان پزشکی اختلال افسردگی اساسی اشاره دارند. هدف از این مطالعه، 

غربال گری ژن های مرتبط با بیماری زایی اختلال افسردگی اساسی توسط بیوانفورماتیک بود.

 )DEGs( شده  بیان  متفاوت  ژن   223  ،GEO داده  پایگاه  از   GSE98793 ریزآرایه  داده های  از  استفاده  با  روش کار: 

و   STRING طریق  از   Hub ژن های  آمد.  دست  به   TAC نرم افزار  توسط  کنترل  با  بیمار  زن  نمونه های  مقایسه  از 

Cytoscape و سپس روش غنی سازی KEGG غربال گری شدند. 

یافته ها: در مقایسه نمونه های زن بیمار با گروه کنترل 103 ژن افزایش بیان و120 ژن کاهش بیان نشان دادند. نتایج 

که  داد  نشان  کنترل  گروه  با  بیمار  زن  نمونه های  مقایسه  از   panther و   KEGG مسیر  غنی سازی  تحلیل  و  تجزیه 

DEGها عمدتاً در مسیر سیگنال رسانی HIF-1، مسیر سیگنال رسانی FOXO، مسیر تمایز سلول های Th-17، مسیر 

سیگنال رسانی PI3K-Akt، مسیر مرگ برنامه ریزی شده سلول )فروپتوزیز( و مسیر سنتز پورین ها مهم بودند. نتایج این 

مطالعه نشان داد که ژن های IGF1R و ATM با افزایش بیان و ژن GMPS با کاهش بیان برای زنان این بیماری نیز 

می تواند گزینه مناسبی جهت اهداف درمانی باشند. 

نتيجه گيری: ژن های کلیدی که با تجزیه و تحلیل داده های ریزآرایه در مطالعه حاضر به دست آمد، سرنخ های مهمی برای 

آشکار کردن ساز و کار مولکولی و درمان هدفمند بالینی افسردگی در زنان فراهم می کند.

دریافت: 1399/09/22                                
اصلاح نهایی: 1400/01/23                                     

پذیرش: 1400/02/06

واژه های کليدی
اختلال افسردگی اساسی

بیوانفورماتیک
ژن های کلیدی

بیان ژن
ریزآرایه

نویسنده مسئول
گروه  بیوفیزیک،  استادیار  ذوالقدری،  سمانه 
آزاد  دانشگاه  جهرم،  واحد  زیست شناسی، 
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مقدمه
افسردگی نوعی اختلال خلقی جدی همراه با علائمی شدید است که 
انواع  اثر می گذارد )1(.  افکار و زندگی روزانه  شخص  روی احساسات، 
 Disorder( اساسی  افسردگی  که  دارد  وجود  افسردگی  از  مختلفی 
Major Depressive( شایع ترین نوع افسردگی می باشد که با نام کوتاه 

MDD نیز شناخته می شود که با دوره های طولانی  مدت از احساسات 

منفی، خلق پایین، احساس پوچی، بی ارزشی، ناامیدی و خستگی همراه 

است و می تواند زمینه ساز خودکشی شود )2(. اختلال افسردگی اساسی 
16/1 درصد از افراد جهان را در بر می گیرد )2(، که میزان شیوع این 

بیماری در خانم ها به نسبت مردان بیشتر است )3(.     
بیوانفورماتیک )Bioinformatic( علم نوینی است که در آن با استفاده 
از رایانه، نرم افزارهای رایانه ای و بانک های اطلاعاتی سعی می گردد تا به 
مسائل بیولوژیکی به خصوص در زمینه های سلولی و ملکولی، پروتئین ها 

چکیده
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و ژن ها پاسخ داده شود )4(. در این زمان با پیشرفت چشم گیر تکنولوژی 
ادغام  که  رسید  نظر  به  مختلف،  زمینه های  در  آن  کاربرد  و  اطلاعات 
ترتیب،  این  به  باشد.  راه گشا  بیوانفورماتیک و ژنتیک می تواند  دو علم 
حدود اوایل سال 1975 بود که رشته  بیوانفورماتیک با هدف استفاده 
از روش های مدیریت سیستم های »داده« در مطالعات بیولوژیک شکل 
گرفت. حجم بالای اطلاعات و پردازش آ   نها وجود رایانه های پیشرفته تر 
را می طلبید تحلیل داده ها و نتیجه گیری منطقی از آ   نها حضور علم آمار 
را در این رشته رقم زد. به این ترتیب علم بیوانفورماتیک به عنوان یک 
تخصص میان رشته ای با ادغام زیست شناسی، ریاضیات )به ویژه آمار(، 

علوم رایانه و فناوری اطلاعات ایجاد شد )5(.  
با توجه به وراثت پذیری بالای این بیماری، خوش بینی وجود دارد که 
روش های ژنتیک مولکولی، ژن مرتبط را آشکار کند. متاسفانه، شناسایی 
ژن و شناسایی محل ژن روی کروموزوم، کار فشرده و سختی است )6(. 
اولین مطالعات در رابطه با نقش ژنتیک در اختلالات روانی بیش از 70 
سال پیش روی دوقلوهای همسان و ناهمسان با اختلالات روانی انجام 
این  ژنتیکی  ریشه  کردن  پیدا  برای  جامع  پژوهش  اولین  در   .)6( شد 

بیماری از روش Linkage استفاده شد )7(.  
با سبک زندگی، عوامل محیطی مخلوط  بیمار  وقتی تنوع ژنتیکی در 
می شود با وجود مشکلات زیاد، علم ژنتیک روان پزشکی به سرعت در 
حال رشد و پیشرفت است و فن آوری های جدید تعیین توالی کل ژنوم 
 Seq و   Real-time PCR ،Microarray روش های  مثل  بیماران 
RNA که با سکانس بیان ژن های موثر در بیماری به نتایجی با دقت 

سیستم های  فهم   .)9  ،8( است  دست یافته  پایین  و خطای  بالا  بسیار 
بررسی  و  اجزاء کوچکتر  به  آن سیستم  تقسیم  نیازمند  اغلب  پیچیده 
می تواند  شبکه  ترسیم  موارد  از  بسیاری  در  آنهاست.  میان  ارتباط 
نشان دهد. شبکه،  به خوبی  را  میان هزاران جزء یک سیستم  ارتباط 
با  خطوطی  توسط  که  هستند  نقاطی  از  متشکل  ریاضی  ساختارهای 
بین  خطوط  به  و   )Node( گره  نقاط،  به  هستند.  ارتباط  در  یکدیگر 
اخیر،  سال های  طول  در   .)10( می شود  گفته   )Edge( یال  گره ها، 
برای شناسایی مارکرهای زیستی جهت تشخیص،  تلاش های بسیاری 
پیشگیری و درمان افسردگی صورت پذیرفته است. امروزه زیست شناسی 
برهم کنش های  مدل سازی  و  محاسبه  برای  گسترده ای  طور  به  شبکه 
قرار  استفاده  درون سلولی جهت شناسایی مکانسیم های سلولی مورد 
می گیرد. شبکه بیولوژیکی در واقع هر نوع شبکه ای است که بتواند یک 
سیستم بیولوژیکی را به تصویر بکشد. شبکه های بیولوژیکی را می توان 
در سه سطح ژنوم، ترانسکریپتوم و پروتئوم جهت شناسایی مارکرهای 
زیستی مرتبط با بیماری های مختلف مورد استفاده قرار داد )11(. در 

مطالعه حاضر داده های بیانی مرتبط با بیماری اختلال افسردگی اساسی 
این  کلیدی  ژن های  شناسایی  منظور  به  و  شده  استخراج   )MDD(
مورد  آنها  با  مرتبط  متابولیسمی  و مسیرهای  ژنی  بیماری، شبکه های 

استفاده قرار گرفت.

روش کار
مرتبط  سلول های  بیانی  پروفایل  ابتدا  داده ها:  مجموعه  دريافت 
 Gene Expression Omnibus )GEO(( پایگاه  از   MDD با 
این  گردید.  استخراج   )https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds

جدید  نسل  توالی های  تعیین   ،Microarray اطلاعات  حاوی  پایگاه 
)Next-generation sequencing( و دیگر اطلاعات مربوط به حوزه 
پایگاه  این  است.   )Functional genomics( عملکردی  ژنومیکس 
 nology Information( زیست  فناوری  اطلاعات  ملی  مرکز  توسط 
National Center for Biotechn( طراحی شده و مدیریت می گردد 

)12(. با مراجعه به پایگاه GEO و جستجوی پروفایل بیانی داده های 
شماره  با  و   GSE98793 دسترسی  شماره  با  داده   ،MDD با  مرتبط 
 Human Genome U133 Plus 2.0 Array( GPL570 پلتفرم 
Affymetrix( با فرمت CEL استخراج شد. داده GSE98793، حاوی 

اطلاعات مرتبط با بیان ژن در 192 نمونه است که از این تعداد، 64 
مورد مرتبط با اطلاعات بیانی نمونه های کنترل یا سالم )48 زن و 16 
بیماران  نمونه های  با  مرتبط  اطلاعات  حاوی  مورد   128 و  بوده  مرد( 

مبتلا به MDD )96 زن و 32 مرد( است. 

روش های تجزيه و تحلیل داده ها: داده هاي حاصل از روش ریزآرایه 
داده های  شناسایی  منظور  به   RMA الگوریتم  با  نرمال سازی  از  بعد 
دارای کیفیت و بررسی یک دست بودن داده ها مورد بررسی قرار گرفت. 
نظر  در  آستانه  حد  سری  یک  بیان  تفاوت  با  ژن ها  شناسایی  برای 
گرفته می شود. این حد آستانه ها شامل مقدار P-value و قدر مطلق 
آستانه  تحقیق حد  این  در  LFC می باشد.  یا   Fold Chang لگاریتم 
میانگین سطوح  نسبت  برای  از 2  بالاتر   P-value ،LFC برای   0/05
برای یک ژن مفروض  مقایسه ای  نمونه ها در دو گروه  برای  ژنی  بیان 
باشد،  بزرگتری  عدد  ژن  یک  برای   LFC قدرمطلق  چه  هر  می باشد. 
ژن های   .)13( می باشد  چشمگیرتر  دوگروه  در  ژن  آن  بیان  اختلاف 
توسط  کنترل  با  بیمار  زن  نمونه های  مقایسه  از  شده  بیان  متفاوت 
نرم افزار ))Transcriptome Analysis Console )TAC( غربال گری 
شدند. نرم افزار TAC ابزاری است که به منظور به دست آوردن لیست 
با پیرایش  ژن های دارای تفاوت بیان و نیز بررسی رویدادهای مرتبط 

)
(

-
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متناوب )Alternative splicing events( طراحی شده است. از این 
اتصالات اگزون_اینترون  اگزون ها،  ابزار می توان جهت مشاهده ژن ها، 
شناسایی  منظور  به   .)14( نمود  استفاده  نیز  مختلف  رونوشت های  و 
داده های دارای کیفیت، روش های بررسی کنترل کیفیت شامل ترسیم 
مولفه  بررسی  و   Heat map ترسیم   ،)Box Plot( جعبه ای  نمودار 
اصلی )Principal component analysis( انجام شد. ترسیم نمودار 
برای بررسی نحوه توزیع داده های  از رایج ترین روش ها  جعبه ای یکی 
نرمال سازی  انجام  از  بعد  و  قبل  عموماً  و  است   Microarray بیانی 
داده ها، به منظور کنترل کیفیت و بررسی یک دست بودن داده ها مورد 
استفاده قرار می گیرد. ترسیم این نمودار در شناسایی نمونه های دارای 
که  است  نموداری   Heat map  .)15( می کند  فراوانی  کمک  مشکل 
برای  می شوند.  داده  نشان  رنگ  با  داده  مولفه های  از  کدام  هر  آن  در 
ابتدا میزان همبستگی میان نمونه ها محاسبه شده  ترسیم این نمودار 
 .)16( می شود  داده  نشان  همبستگی،  میزان  رنگی  طیف  اساس  بر  و 
بررسی مولفه اصلی، همان طور که از نامش پیداست می تواند مولفه های 
اصلی را شناسایی کند و به ما کمک می کند تا به جای این که تمامی 
ویژگی ها را مورد بررسی قرار دهیم، یک سری ویژگی هایی را که ارزش 
بیشتری دارند، تحلیل کنیم. در روش تحلیل PCA مرتبط با داده های 
بیان ژن  مقدار  و  متغیر  به عنوان  آزمایشگاهی  Microarray، شرایط 

به عنوان عامل مشاهده شده در نظر گرفته می شوند. انجام این بررسی 
تا بفهمیم که بیان ژن ها در شرایط آزمایشگاهی  به ما کمک می کند 
از این روش  مختلف چگونه تغییر می کند. در بررسی کنترل کیفیت، 
جهت مشخص نمودن میزان نزدیکی نمونه های تحت شرایط محیطی 

یکسان استفاده می شود )17(.
همچنین، به منظور ترسیم شبکه ارتباطی میان ژن های دارای تفاوت 
 String بیان در مقایسه ها بر اساس داده های استخراج شده از پایگاه
شد.  شناسایی  پروتئین ها  بین  برهم کنش   )https://string-db.org

پروتئین-پروتئین  برهم کنش های  با  مرتبط  داده  پایگاه  یک   String

است. گزارش های مرتبط با برهم کنش های پروتئینی ارائه شده توسط 
این پایگاه می توانند حاصل بررسی های آزمایشگاهی )ارتباطات مستقیم 
از  آمده  دست  به  اطلاعات  رایانه ای،  پیش گویی های  مستقیم(،  غیر  و 
از پایگاه های داده  مقایسه های بین ارگانیسم ها و نیز اطلاعات حاصل 
برتر درگیر  Cytoscapes، صد ژن  نرم افزار  توسط  باشند )18(.  اولیه 
در شبکه های ارتباطی مورد شناسایی قرار گرفتند و شبکه برهم کنش 
پروتئین-پروتئین آن رسم گردید )19(. به منظور یافتن ژن های کلیدی 
 )Betweenness( در هر کدام از گروه ها از دو معیار مرکزیت بینابینی
و درجه گره )Degree( در نرم افزار Gephi استفاده شد )20(. معیار 

یک  یا  گره  یک  که  دفعاتی  تعداد  از  است  عبارت  بینابینی  مرکزیت 
قرار  گراف  یک  مختلف  گره های  میان  مسیر  کوتاه ترین  روی  بر  یال، 
از  است  عبارت  شبکه  در  خاص  گره  یک  بینابینی  واقع  در  می گیرد. 
تعداد کوتاه ترین مسیرهای میان گرهی شبکه که از یک گره خاص رد 
این که گره در  باشد، یعنی  بیشتر  بینابینی یک گره  می شوند. هرچه 
مکان استراتژیک تری قرار گرفته است. درجه یک گره، تعداد گره هایی 
است که با آن گره در همسایگی مستقیم قرار دارد. هرچه درجه یک 
گره بیشتر باشد، اهمیت آن گره بیشتر می شود و به این ترتیب ژن های 
کلیدی مرتبط با هر مقایسه به دست آمد )21(. در مرحله بعد تفسیر 
شناسایی  برای  آمد  دست  به  قبل  مرحله  از  که  اصلی  ژن های  لیست 
مسیرهای متابولیکی اصلی و فعالیت های مهم و غالب بیولوژیکی انجام 
شد. نتایج این بررسی یک دید جامع و کلی از مسیرهایی که در اختلال 
افسردگی اساسی دچار تغییر و تحول شده اند را ارائه می دهد. به منظور 
یافت مسیرهای سیگنال رسانی مرتبط با ژن های کلیدی دارای تفاوت 
 https://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr( از سرور تحت وب  بیان 
Enrichr(  استفاده شد. این پایگاه حاوی مجموعه ای از کتابخانه های 

ژنی متنوع است که قابل دسترسی و بررسی می باشند )22(.

یافته ها 
انسان  MDD در  بیماری  با  بیانی مرتبط  GEO، 72 سری  پایگاه  در 
همخوانی  دلیل  به   ،GSE98793 سری  آنها،  میان  از  که  دارد  وجود 
منظور  به  و  شده  انتخاب  پژوهش  اهداف  و  فرضیه ها  با  مناسب 
شناسایی ژن های کلیدی بیماری اختلال افسردگی اساسی و مسیرهای 

متابولیسمی مرتبط با آنها مورد استفاده قرار گرفت. 
نرمال سازی داده های نمونه های زن بیمار )SF( و کنترل )CF( با ترسیم 
با   )PCA( اصلی  مؤلفه  آنالیز  و   Heat map ترسیم  نمودار جعبه ای، 
انجام شد که شکل 1، نمودار جعبه ای را نشان   TAC کمک نرم افزار
چهارم  و  دوم، سوم  اول،  چارک های  نرمال سازی،  از  پس  که  می دهد 
توزیع بیان داده ها )نمودارهای جعبه ای قرمز رنگ( تقریبا در یک سطح 
می باشند. بنابراین داده ها نرمال شده هستند و قابل مقایسه با یکدیگر 
را نشان   )PCA( بررسی مولفه اصلی  الف  می باشند. شکل 2، قسمت 
به خوبی صورت  سلول  نوع  اساس  بر  نمونه ها  گروه بندی  که  می دهد 
گرفته و این امر نشان می دهد که داده ها از کیفیت مناسب جهت انجام 

مطالعات بعد برخوردار می باشند.   
در شکل 2، قسمت ب تصویری از نمودار Heat map را نشان می دهد 
بعدی ترسیم شده و میزان همبستگی میان داده ها  به صورت دو  که 
میزان  رنگی  طیف  اساس  بر  و  می دهد  نشان  دو  به  دو  صورت  به  را 

(

)
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همبستگی نشان داده شده است. ژن های دارای تفاوت بیان در تمامی 
با   ،Limma خطی  برازش  مدل  از  استفاده  با  دو  به  دو  مقایسه های 
)LFC( مورد  قدر مطلق  برای  و 2   P-value برای  آستانه 0/05  حد 

شناسایی قرار گرفتند.
در مقایسه نمونه های زن مبتلا به MDD با نمونه های زن سالم، تعداد 

آنها  میان  از  که  افتراقی شناسایی شد  به صورت  بیان شده  ژن   223
103 ژن دارای افزایش بیان و 120 ژن دارای کاهش بیان بودند. نمودار 
و  افزایش  دارای  به ژن های  مربوط   Volcano Plot و   Scatter Plot

کاهش بیان در مقایسه نمونه های زن بیمار و کنترل در شکل 2 قسمت 
ج نشان داده است.   

شکل 1. نمودار جعبه ای نشان دهنده توزیع بیان ژن ها قبل )جعبه های آبی رنگ( و بعد )جعبه های قرمز رنگ( از نرمال سازی داده های بیانی. پس از نرمال سازی، چارک های اول، 
دوم، سوم و چهارم توزیع بیان داده ها )نمودارهای جعبه ای قرمز رنگ( تقریبا در یک سطح می باشند. هر نمودار متعلق به یک نمونه است.

الف

 
 از پس. یانیب یهاداده یسازنرمال از( رنگ قرمز یها)جعبه بعد و( رنگ یآب یها)جعبه قبل هاژن انیب عیتوز دهندهنشان یاجعبه نمودار. 0 شکل
هر نمودار متعلق به باشند. یمسطح  کیدر  بایقرمز رنگ( تقر یاجعبه یها )نمودارهاداده انیب عیتوزاول، دوم، سوم و چهارم  یهاچارک ،یسازنرمال

 یک نمونه است. 

 

 

 

 الف
 ب

 نمونه زن بیمار  

 نمونه زن سالم  

نمونه زن بیمار

نمونه زن سالم 
ب
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داده های نرمال شده برای ترسیم ژنی به نرم افزار String منتقل شدند. 
شکل 3، شبکه های ژنی ترسیم شده توسط String برای ژن های دارای 
افزایش یا کاهش بیان در گروه های مقایسه شده را نشان می دهد. در 
مرحله بعد با استفاده از نرم افزار Cytoscape صد ژن برتر، از طریق 
گردید.  تعیین  گره  درجه  و  بینابینی  مرکزیت  درجه های  دادن  تغییر 
نتایج حاصل از بررسی زنان سالم و بیمار و لیست ژن های برتر درگیر 
در شبکه های ارتباطی به دست آمده توسط نرم افزار Cytoscapes بر 
Betweenness که در شکل 4 قسمت  Degree و  پارامتر  اساس دو 
و   19 و   5 بین   Degree بیان،  افزایش  با  زنان  در  ژنی  شبکه  )الف( 
Betweenness بین 0/009 و 1 که حاوی 103 گره و 286 یال می باشد 

و  بین 4   Degree بیان،  با کاهش  زنان  و قسمت )ب( شبکه ژنی در 
19 و Betweenness بین 0/01 و 0/956 که حاوی 120 گره و 977 
 String یال می باشد را نشان می دهد. صد ژن برتر مجددا به وب سایت
معرفی شدند. خروجی داده ها به نرم افزار Gephi جهت ترسیم شبکه 
ژنی بر اساس مرکزیت بینابینی و درجه گره منتقل شد. همان گونه که 
در شکل 5 مشاهده می شود در زنان دارای اختلال افسردگی، ژن های 
 EIF4G2 و   VHL ،BCBP2 ،IGF1R ،ATM یافته  بیان  افزایش 
دارای بیشترین درجه بودند و به عنوان ژن های برتر )هاب های شبکه( 
  PPP2R1A ،GMPS یافته  بیان  کاهش  ژن های  و  می کنند  عمل 
LCK و HSP90AB1 بیشترین درجه داشتند و هاب های شبکه بودند.  

 Heat map ترسیم شده است. ب( تصویر حاصل از ترسیم TAC آبی( و سالم )قرمز( که توسط نرم افزار( مرتبط با داده های بیانی نمونه های زن بیمار PCA بررسی )شکل 2. الف
برای نمونه های مورد بررسی که توسط نرم افزار TAC ترسیم شده است. ج( ژن های افتراقی بیان شده در گروه زنان مبتلا به MDD  در مقایسه با زنان سالم که رنگ قرمز افزایش 

بیان و رنگ سبز کاهش بیان )Volcano Plot( را نشان می دهد.
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شکل 3. الف( شبکه ژنی ترسیم شده توسط String برای ژن های دارای افزایش بیان در زنان مبتلا به MDD )SF( در مقایسه با زنان سالم )CF(. ب( برای ژن های دارای کاهش 
)CF( در مقایسه با زنان سالم )SF( MDD بیان در زنان مبتلا به

ب

This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International License

https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


پروفايل بیان ژن در زنان داراي اختلال افسردگي اساسيفرناز اسماعیلی و همکاران

95

شکل 4. تنظیمات انتخاب صد ژن برتر درگیر در شبکه های مرتبط با ژن های دارای )الف( افزایش یا )ب( کاهش بیان در زنان مبتلا به MDD در مقایسه با زنان سالم توسط 
Cytoscapes نرم افزار
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الف

ب

شکل 5. الف( ژن های کلیدی ایجاد شده با بیان بالا توسط Gephi در زنان مبتلا به MDD )SF( در مقایسه با زنان سالم )CF(، ب( ژن های کلیدی ایجاد شده با بیان پایین در 
 )CF( در مقایسه با زنان سالم )SF( MDD زنان مبتلا به
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به  مبتلا  نمونه های  در  بیان  تفاوت  دارای  ژن های  کردن  پیدا  از  پس 
افسردگی اساسی و نمونه های نرمال با استفاده از Enrichr مسیرهای 
شناسایی  منظور  به  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  ژن ها  این  با  مرتبط 
و      KEGG نتایج  از  گروه،  هر  کلیدی  ژن های  با  مرتبط  مسیرهای 
Panther استفاده شد. لیست مسیرهای سیگنال رسانی، به همراه مقادیر 

Combined Score، Adjusted P-value، P-value و سایر اطلاعات 

مرتبط با بررسی های آماری پیشنهاد شده توسط KEGG برای ژن های 
در  نیز   CF با   SF مقایسه ای  گروه  در  بیان  کاهش  و  افزایش  دارای 

جدول 1 و 2 آورده شده است. مطابق با اطلاعات این دو جدول، مسیر 
سیگنال رسانی HIF-1، مسیر سیگنال رسانی FoxO و مسیر فروپتوزیز 
 )SF( مرتبط با ژن های دارای افزایش بیان در گروه مقایسه ای زنان مبتلا
و زنان سالم )CF( هستند. همچنین مسیر تمایز سلول های Th17 و 
مرتبط  مسیرهای  مهمترین  از  نیز   PI3K-Akt سیگنال رسانی  مسیر 
مسیرهای  لیست  هستند.  گروه  این  در  بیان  کاهش  دارای  ژن های  با 
افزایش و کاهش  برای ژن های دارای   Panther سیگنال رسانی توسط 
بیان در گروه مقایسه ای SF با CF نیز در جدول 3 و 4 آورده شده است. 

CF با SF برای ژن های دارای افزایش بیان در گروه مقایسه ای KEGG جدول 1. مسیرهای سیگنال رسانی و سایر اطلاعات مرتبط با بررسی های آماری پیشنهاد شده توسط

نام مسیرP-value امتیاز ترکیبینام ژن

VHL;IGF1R665/10/0004HIF-1 signaling pathway

ATM;IGF1R470/30/0004FoxO signaling pathway

ATM;IGF1R304/40/0008Transcriptional misregulation in cancer

VHL;IGF1R75/70/0007Pathways in cancer

PCBP2460/90/01Ferroptosis

ATM447/30/01Homologous recombination

IGF1R359/70/01Ovarian steroidogenesis

EIF4G2286/30/015Viral myocarditis

IGF1R280/40/015Long-term depression

VHL235/70/02Renal cell carcinoma

CF با SF برای ژن های دارای کاهش بیان در گروه مقایسه ای KEGG جدول 2. مسیرهای سیگنال رسانی و سایر اطلاعات مرتبط با بررسی های آماری پیشنهاد شده توسط

نام مسیرP-value امتیاز ترکیبینام ژن

HSP90AB1;LCK811/70/00017Th17 cell differentiation

HSP90AB1;PPP2R1A1780/0018PI3K-Akt signaling pathway

LCK663/40/007Primary immunodeficiency

PPP2R1A368/90/01Long-term depression

HSP90AB1271/30/015Antigen processing and presentation

PPP2R1A223/50/02TGF-beta signaling pathway

PPP2R1A220/50/02mRNA surveillance pathway

LCK217/30/02Th1 and Th2 cell differentiation

HSP90AB1214/40/02IL-17 signaling pathway

LCK208/90/02NF-kappa B signaling pathway
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CF با SF برای ژن های دارای افزایش بیان در گروه مقایسه ای Panther جدول 3. مسیرهای سیگنال رسانی و سایر اطلاعات مرتبط با بررسی های آماری پیشنهاد شده توسط

نام مسیرP-value امتیاز ترکیبینام ژن

VHL853/10/005Hypoxia response via HIF activation_Homo sapiens_P00030

IGF1R679/90/007
 Insulin/IGF pathway-mitogen activated protein kinase kinase/MAP

kinase cascade_Homo sapiens_P00032

IGF1R561/30/008
 Insulin/IGF pathway-protein kinase B signaling cascade_Homo

sapiens_P00033

ATM399/30/01p53 pathway feedback loops 2_Homo sapiens_P04398

ATM227/50/02p53 pathway_Homo sapiens_P00059

CF با SF برای ژن های دارای کاهش بیان در گروه مقایسه ای Panther جدول 4.  مسیرهای سیگنال رسانی و سایر اطلاعات مرتبط با بررسی های آماری پیشنهاد شده توسط

نام مسیرP-value امتیاز ترکیبینام ژن

VHL853/10/005De novo purine biosynthesis_Homo sapiens_P02738

IGF1R679/90/007T cell activation_Homo sapiens_P00053

IGF1R561/30/008Parkinson disease_Homo sapiens_P00049

ATM399/30/01FGF signaling pathway_Homo sapiens_P00021

بحث
در این مطالعه و تحلیل مبتنی بر شبکه بر روی ژن های تغییر بیان یافته 
در اختلال افسردگی اساسی که با آنالیز روش ریزآرایه به دست آمده 
بود انجام شد تا مکانیسم بیماری و مسیرهای درگیر و همچنین ژن های 
اصلی و مهم کاندیدای دارویی شناسایی شود. در این پژوهش شبکه های 
برهم کنش پروتئین-پروتئین )PPI( به وجود آمده توسط ژن های با بیان 
متفاوت با استفاده از روش های بیوانفورماتیکی مورد بررسی قرار گرفت. 
آنالیز شبکه PPI اختلال افسردگی اساسی )MDD( با روش های آماری 
انجام شد. برای شناسایی پروتئین هایی با بیشترین برهم کنش که به آنها 
هاب های شبکه می گوییم، شبکه PPI حاوی ژن هایی با بیان متفاوت که 
از نرم افزار String به دست آمد، وارد نرم افزار Cytoscapes شد که در 
زنان با افزایش بیان شبکه حاوی 103 گره و 286 یال می باشد و در زنان 

با کاهش بیان شبکه حاوی 120 گره و 977 یال می باشد.    
اساسی  افسردگی  اختلال  بروز  در  که  داد  نشان  حاضر  پژوهش  نتایج 
پروتئین های  کاهشی دخیل هستند.  و  افزایشی  بیان  با  ژن  دسته  دو 
نقش مهمی  آن  پایداری  و  یکپارچگی شبکه  در حفظ  هاب همچنین 
از  بنابراین  می گردد.  شبکه  هم پاشیدگی  از  باعث  آنها  حذف  و  دارند 

واضح ترین کاندیدای دارویی این پروتئین ها هستند. شبکه برهم کنش 
مسیرهای  و  بیماری  در  درگیر  مکانیسم  می تواند  پروتئین-پروتئین 
بیماری زایی را مشخص نماید که با شناخت ژن های مهم این مسیرها 
می تواند کمک به طراحی داروهای جدید برای درمان افسردگی اساسی 
نماید. مطابق با اطلاعات KEGG، مسیر سیگنال رسانی HIF1، مسیر 
سیگنال رسانی FoxO و فروپتوزیز مسیرهای مرتبط با افزایش بیان ژن 
در زنان افسرده نسبت به زنان سالم دیده می شوند. در بررسی هایی که 
در مطالعات گذشته دیگر پژوهشگران انجام شد، دانشمندان از طریق 
بررسی بیان HIF1 و ژن های هدف آن در سلول های خونی مبتلایان به 
افسردگی اساسی و دوقطبی، افزایش بیان HIF1 و ژن های هدف آن را 
در این بیماران نشان داده و پیشنهاد کرده اند که افزایش بیان این عامل 
 .)23( دارد  مهمی  نقش  اساسی  افسردگی  اختلال  پاتوفیزیولوژی  در 
ژن های اثرگذار در این مسیر عبارتند از: VHL و IGF1R که جهش 
VHL می شود که علائم متنوعی  ایجاد سندروم  VHL سبب  در ژن 
دارد که یکی از آنها افسردگی می باشد )24( و ژن IGF1R کدکننده 
گیرنده عامل رشد شبه انسولین می باشد. افزایش بیان عامل رشد شبه 
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انسولین تاثیر مستقیمی بر ایجاد افسردگی اساسی دارد. بر اساس این 
سیگنالینگ  رسیدند  نتیجه  این  به  همکاران  و   Kopczak یافته ها، 
IGF-I می تواند در پاتوفیزیولوژی افسردگی نقش داشته باشد و احتمالاً 

 Leva .)25( می تواند در پاسخ به درمان ضد افسردگی تأثیرگذار باشد
 IGF-1 و همکاران با هدف جمع بندی شواهد در مورد ناهنجاری های
محیطی در بیماران MDD و ارزیابی یک نشان گر و نقش پیش بینی 
نوروتروفین برای اختلالات عاطفی و شناختی و اثربخشی درمان مطالعه 
کردند. از این مطالعه نتیجه گرفتند که در سطح IGF-1 در مبتلایان 
 IGF-1 از  بالاتری  اکثریت سطح  اگرچه  دارد،  وجود  اختلاف   MDD

محیطی را در مقایسه با گروه شاهد سالم نشان می دهد. این اختلافات 
ممکن است از عوامل مختلفی مانند جنسیت، سن شروع، سیر بیماری، 
درمان مداوم، نقص شناختی و شرایط عمومی سلامتی ناشی شود. علاوه 
پیش بینی کننده ای  نقش  است  ممکن   IGF-1 این، سطح محیطی  بر 
در بروز افسردگی داشته باشد، بنابراین سطح پایین IGF-1 در زنان و 
بالا در مردان توسعه MDD در جمعیت عمومی را پیش بینی می کند 
باعث  افسردگی  ضد  درمان  که  می دهد  نشان  مطالعات  برخی   .)26(
کاهش سطح IGF-1 می شود )26(. با توجه به نتایج به دست آمده از 
مطالعات قبلی و این پژوهش مشخص شد که ژن IGF1R در ارتباط 
با اختلال افسردگی ارتباط مستقیمی   HIF-I با مسیر سیگنال رسانی
 FoxO سیگنال رسانی  مسیر  می کند.  تایید  را  ما  پژوهش  و  دارد 
با  و  می شوند  بیان  مغز  در  که  می باشند  رونویسی  عوامل  از  گروهی 
تنظیم بیان ژن های پایین دست، بر روی ویژگی های رفتاری فرد تاثیر 
و   ATM از:  عبارتند  مسیر  این  در  اثرگذار  ژن های   .)26( می گذارند 
IGF1R. با توجه به مطالعات گذشته جهش در ژن ATM سبب ایجاد 

آتاکسی تلانژکتازی می گردد و این بیماری یک بیماری تخریب عصبی 
پیش رونده است که با حرکات غیرطبیعی چشم و تلانژکتازی پوستی، 
نقص ایمنی و پیری زودرس همراه است و ATM یک ژن پاسخی به 
جهش  است.  جهش یافته  سرطان  در  معمولاً  که  است   DNA آسیب 
با  ژرملاین در این ژن به حساسیت به سرطان پستان کمک می کند. 
توجه به آنالیزهای آماری پیشنهاد شده توسط Panther در این مطالعه، 
ژن ATM در مسیر سیگنال دهی p53 نقش دارد. با توجه به عملکرد 
این ژن در آپوپتوز می تواند به طور غیر مستقیم با ایجاد افسردگی در 
اتاکسی  و  اساسی  افسردگی  بین  رابطه  مستندات   .)27( باشد  ارتباط 
ایجاد  در   ATM ژن  نقش  بر  که دلالت  تایید می کنند  را  تلانژکتازی 
افسردگی مرتبط  با  این ژن  از طرف دیگر  و  دارد  تلانژکتازی  اتاکسی 
است. یافته های ما نشان می دهد که این ژن نقش کلیدی در اختلال 
آزمایشگاهی،  یافته های  و  قبل  نتایج مطالعات  دارد.  اساسی  افسردگی 

پژوهش ما را تایید می کند.
مسیر فروپتوزیز، نوعی مرگ برنامه ریزی شده وابسته به آهن در سلول 
می باشد که با تجمع لیپید پروکسی داز ایجاد می شود. این مسیر یکی از 
مسیرهای مرگ سلول های نورونی در بیماری های عصبی می باشد. ژن 
اثرگذار این مسیر PCBP2 است که ارتباط مستقیمی میان افزایش بیان 
این ژن و ایجاد افسردگی اساسی گزارش نشده است، اما در مطالعه ای با 
استفاده از روش تحلیل بیانی گسترده ژنوم، بیان این ژن در افراد مبتلا 
به دوقطبی و افسردگی گزارش شده است. بنابراین شناخت مکانیسم 
اثر آن در اختلال افسردگی در آینده می تواند در تشخیص و درمان این 

بیماری مفید باشد )28(.  
مسیر تمایز سلول های Th17 و مسیر سیگنال رسانی PI3K-Akt در 
مسیرهای مرتبط با کاهش بیان ژن در زنان افسرده نسبت به زنان سالم 
این مسیر را  PI3K-Akt شواهد بسیاری نقش  دیده می شوند. مسیر 
اثرگذار  ژن های   .)29( کرده اند  گزارش  عصبی  بیماری های  درمان  در 
این مسیر HSP90AB1 و PPP2R1A هستند. طبق مطالعات قبل، 
پروتئین PPP2R1A با بیماری عقب ماندگی ذهنی مرتبط است )30( 
و پروتئین HSP90AB1 تغییر بیان این ژن در بیماران دچار سرطان 
کبد همراه با افسردگی دیده شده است )31(، اما این دو پروتئین ارتباط 
مسیر  در  هم   LCK پروتئین  ندارند.  افسردگی  اختلال  با  مستقیمی 
نشان   KEGG آماری  آنالیزهای  که  دارد  اثر   Th17 سلول های  تمایز 
ایمنی  سیستم  با  مرتبط  مسیرهای  در  ژن  این  در  اختلال  که  دادند 
اختلال ایجاد می کند که ارتباط مستقیمی با افسردگی برای آن گزارش 
پایگاه  آماری  آنالیزهای  از  پورین ها،  بیوسنتز  مسیر   .)32( است  نشده 
نشان  مطالعات  و  آمد  دست  به  بیان  کاهش  ژن های  برای   Panther

پورین ها  اساسی متابولیسم  افسردگی  به  بیماران مبتلا  داده اند که در 
تا حدی افزایش پیدا می کند این افزایش ممکن است به پاسخ بدن در 
باشد. در مطالعه  افسردگی  ایجاد شده توسط  برابر استرس اکسیداتیو 
دیگر با بررسی سطح پورین ها در افراد دچار افسردگی اساسی نسبت به 
افراد سالم سطح پایین تر اینوزین و گوانوزین و سطح بالایی از گزانتین 
می باشد.   GMPS مسیر  این  اثرگذار  ژن  و   )33( است  شده  مشاهده 
آبشار سیگنال دهی GMP نیز در مغز بیان شده و فعالیت این مسیر در 
فرآیندهای یادگیری و حافظه نقش دارد و مطالعات نشان داده است که 
آبشار cGMP در مغز به عنوان یک عامل ضد افسردگی عمل می کند 
)34، 35(. با توجه به مشاهدات موجود به نظر می رسد که این مسیر 
نتیجه ابتلا به افسردگی باشد و در ایجاد افسردگی نقشی نداشته باشد. 
سنتز  مسیر  در  اختلال  ما  مطالعه  در  شده  حاصل  نتیجه  به  توجه  با 

پورین ها در فرایند افسردگی در زنان دارای اهمیت است.   
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نتيجه گيری
با توجه به مطالعه و بررسی اختصاصی زنان مبتلا به افسردگی با زنان 
سالم و یافتن ژن های افتراقی متفاوت و نیز مسیرهای متفاوت در این 
ژن  نیز  بیماری  این  دچار  زنان  برای  که  گرفت  نتیجه  می توان  گروه 
IGFIR و ATM با افزایش بیان و ژن GMPS با کاهش بیان می توانند 

از اهمیت ویژه ای برای تشخیص و درمان افسردگی اساسی مورد توجه 
قرار بگیرند.

از جمله مسیری که به طور مشترک از طریق هر دو پایگاه KEGG و 
Panther در ارتباط با  افزایش بیان ژن ها در زنان مبتلا به افسردگی 

نسبت به زنان سالم در این پژوهش شناسایی شد، مسیر سیگنال رسانی 
HIF می باشد که با توجه به این که این دو پایگاه از الگوریتم های مختلفی 

جهت شناسایی شبکه میان ژن ها و مسیرهای سلولی استفاده می کنند 
در آینده با اطمینان بیشتر می توان این مسیر را در مورد افسردگی در 

زنان جهت اهداف تشخیصی و درمانی مورد مطالعه قرار داد.
ژن های به دست آمده در این پژوهش، می توانند گزینه های مناسب و 
جدیدی برای مطالعات آینده در مورد افسردگی اساسی و نیز بهینه سازی 
اثرگذار شناسایی شده در تحقیق  باشند. مسیرهای  روش های درمانی 
حاضر اکثرا در مغز نقش داشتند و نقص در عملکرد یک قسمت مغز 
در  بیماری  این  در  دخیل  کلیدی  ژن های  و  می شود  افسردگی  باعث 
چند بیماری اثرگذار هستند، که این امر موجب می شود در افراد مبتلا 
به این بیماری شانس ابتلا به دیگر بیماری ها نیز افزایش یابد. در پایان 

پیشنهادات زیر برای مطالعات آتی می تواند مفید باشد:
بیماران  نمونه های  در  پژوهش  این  از  ژن های حاصل  بیان  بررسی   .1

مبتلا در جهت معرفی نشان گر بیماری
2. بررسی ژن های مشترک و متفاوت این بیماری با سایر بیماری های 

روانی
3. تعیین مهم ترین ژن های افتراقی به دست آمده در این مطالعه میان 
نمونه های بیمار و سالم و مطالعات In-vivo جهت تاثیر کنترل بیان 

این ژن ها بر درمان بیماری
4. ساخت کیت تشخیصی برای اختلال افسردگی اختصاصی برای زنان 

و مردان بر پایه ژن های با تفاوت بیان شناخته شده.

ملاحظات اخلاقی
پيروی از اصول اخلاق در پژوهش

و  از خام  اعم  از هیچ گونه اطلاعات ساختگی  این پژوهش  نویسندگان 
یا پردازش شده در اثر ارسالی خود استفاده نکرده اند و صداقت علمی 
منابع  از  استفاده  گونه  هر  است.  شده  رعایت  نویسندگان  همه  توسط 

توسط نویسندگان در اثر با قید منبع ذکر شده است.

مشارکت نویسندگان 
اجرا  و  طراحی  برنامه ریزی،  را  مطالعه  انجام  روش  اسماعیلی  فرزانه 
نموده است، همچنین ترسیم اشکال و جداول، تجزیه و تحلیل داده ها و 
پیش نویس مقاله را تألیف و نسخه نهایی را تأیید کرد. سمانه ذوالقدری 
نسخه  و  کرده  بررسی  را  مقاله  پیش نویس  که  است  مسئول  نویسنده 

نهایی را تأیید کرده است. 

منابع مالی
این پژوهش با هزینه شخصی انجام شده است.   

تشکر و قدردانی
از معاونت علمی دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم در راستای انجام این 

تحقیق سپاس گزاری می گردد. 

تعارض منافع
برای نویسندگان تعارض منافع وجود ندارد. 
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