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چکیده
سابقه و هدف: اندومتریوزیس یک اختلال ژنیکولوژی شایع است که اطلاعات کمی در موردش وجود دارد. این بیماری با وجود بافت 
اندومتریال رحمی، در فضای بیرون رحمی مشخص می‌شود و عمدتاً با درد شدید لگن و یا نازایی همراه ست. ما فرض کردیم که عفونت 
های ویروسی آندومتر نظیر Human Papillomavirus) HPV (، می‌توانند توانایی تهاجم لایه بازال را خصوصاً همراه با بدرون برگشتگی 

قاعدگی بداخل شکم یا درون عضلات رحمی افزایش دهند.
مواد و روش ها: در این تحقیق 46 بلوك پارافيني اندومتريوزيس و50 بلوك پارافيني نرمال اندومتر به عنوان شاهد انتخاب شدند. 
‌L1 HPV- Common همه نمونه‌ها برای حضور ژن بتاگلوبین بررسی شده و نمونه‌های مناسب برای حضور ژن ،DNA پس از استخراج

با )PCR (Polymerase Chain Reaction جستجو شدند.

یافته ها: HPV بوسیله PCR در 11 مورد از 43 )25/58%( نمونه بافت اندومتریوزیس و 7 مورد از 43 )16/27%( نمونه بافت اندومتر 
شناسایی شد. در مجموع از 86 نمونه، 18 مورد )20/93 %( با مارکرهای عمومی HPV مثبت بودند.

نتیجه گیری: عفونت HPV در ضایعات اندومتریوزیس مشابه بافت های کنترلی بوده و از گسترش ویروس بوسیله سلول های اندومتر 
آلوده به HPV از طریق بدرون برگشتگی قاعدگی حمایت می‌کند. بخاطر ارتباط HPV با سرطان ها، پایداری عفونت HPV در ضایعات 

اندومتریوزیس نیز می‌تواند به پیشرفت بدخیمی کمک نماید.
 )PCR( واکنش زنجیره ای پلیمراز ،‌)HPV( کلمات کلیدی: اندومتریوزیس، پاپیلوماویروس انسانی

مقدمه
اندومتریوزیس یک بیماری پیچیده با بافت های شبیه اندومتر 
است که در محل های بیرون از رحم یافت می‌شود. گرچه علائم 
آن بسیار متغیر است ولی معمولاً با درد شدید لگن‌، خونریزی های 
دیسمنوره ) دوره های ماهیانه دردناک( و کاهش باروری همراه 
بیماری،  با  مرتبط  پاتولوژیکی  اصلی  فرایندهای   .)12،7( است 
التهاب صفاق، فیبروز و تشکیل کیست های چسبنده تخمدان 

می‌باشد )7(. هنوز مشخص نشده که چگونه بافت ها در محل 
اندومتریوتیک  ضایعات  می‌توانند  و  می‌گیرند  قرار  نادرست 
شخص  ایمونولوژیکی  فاکتورهای  احتمالاً  دهند.  گسترش  را 
را  اندومتریوزیس  به  ویروسی حساسیت  های  عفونت  با  همراه 
ایپدمیولوژیکی  و  بالینی  مطالعات   .)17 ،16( افزایش می‌دهند 
نشان می‌دهد که پاپیلوما ویروس ها‌ نقش اصلی را در گسترش 
عوامل  بعنوان  بنابر ‌این  دارند.  رحمی  ضایعات  مختلف  انواع 
عفونی اصلی در ضایعات ژنیتال و همچنین سرطان ها در نظر 
گرفته می‌شوند )5(. خانواده پاپیلوماویروس ها HPV از جمله 
ها  آن  از  متفاوت  نوع  از 200  بیش  که  هستند  هایی  ویروس 
از دستگاه  از 40 نوع مختلف آن  شناسایی شده )19( و بیش 
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تناسلی جدا شده است. برخی از آن ها بطور پایدار در زنان آلوده 
 .)8( می‌شوند  رحمی  نئوپلازیای  گسترش  سبب  و  مانده  باقی 
این ویروس ها در دو گروه کم خطر و پرخطر بالا دسته بندی 
بالای  پر خطر  با  انواع  دهندگی  تغییر شکل  فعالیت  می‌شوند. 
به  که  می‌شود  مرتبط   E7 و   E6 های  انکوپروتئین  به  ها،  آن 
 P53 )6( را بر عهده دارند pRb و P53 ترتیب غیر فعال کردن
)مرگ  آپوپتوزیس  و  تمایز  سلولی،  تکثیر  نرمال  بطور   pRb و 
برنامه ریزی شده سلول( را کنترل می‌کنند. اختلال در عملکرد 
بیولوژیکی طبیعی آن ها، سلول را در معرض بدخیمی پیشرونده 
قرار می‌دهد )10(. عفونت پاپیلوماویروس ها در دستگاه تناسلی 
زنان با محل های خاص نظیر فرج، مهبل، گردن رحم ، اپی‌تلیوم 
خاص و سلول های اپی‌تلیوم طبقه بندی شده ارتباط داشته و اغلب 
به تکثیر سلول اپی‌تلیال و بدخیم شدن آن ها منتهی می‌شود 
اندومتریوزیس  ایمونولوژیکی  و  بدخیمی  فرآیندهای   .)18،11(‌
است  عفونی  عوامل  با  آلودگی  وجود  احتمال  دهنده  نشان  نیز 
)15(‌. در این مطالعه‌ حضور پاپیلوما ویروس‌، به عنوان مهم ترین 
ویروس مرتبط با دستگاه تناسلی‌، در ضایعات اندومتریوزیس و 
برای  و  قرار گرفته است  بررسی  زنان سالم مورد  اندومتر  بافت 
 L1 ژن‌ عمومی  پرایمرهای  از  ویروس،  متفاوت  انواع  شناسایی 

استفاده شده است. 
مواد و روش ها

 DNA تهیه نمونه و استخراج
بلوك  و50  اندومتريوزيس  پارافيني  بلوك   46 تحقیق  این  در 
پارافيني نرمال اندومتر به عنوان شاهد از بیمارستان های امام 
خمینی و میرزا کوچک خان تهران جمع آوری شد. افراد انتخاب 
بيمار  افراد  سني  طيف  در  سني  نظر  از  شاهد،  عنوان  به  شده 
برای  جداگانه  دستکش  و  اسکالپل  از  استفاده  با  داشتند.  قرار 
هر نمونه و با مراقبت زیاد برای جلوگیری از آلودگی‌، برش های 
بسیار نازک 10 میکرونی به تعداد 4 عدد از بلوک های پارافینی 
تهیه شد و در میکروتیوپ های 1/5 میلی‌لیتری اپندورف فاقد 
 Xylene ریخته شد. پس از دپارافینه کردن با DNase/RNase

و اتانول مطلق‌، بافت ها با پروتئیناز K کاملًا هضم شدند و در 
انتها برای غیر فعال کردن پروتئیناز K نیز از گرما استفاده ‌شد‌. 

نمونه‌ها  ی   DNA  )2( فنل-کلروفرم  استخراج  روش  با  سپس 
استخراج ‌گردید. 

ارزیابی خلوص و کیفیت DNA ی استخراج شده
مقدار و خلوص DNAی استخراج شده با استفاده از فتونانومتر 
)IMPLEN GmbH, Germany( تعيين شد‌. نسبت جذب نوری 

)Optical Density: OD( طول موج های 260 نانومتر به 280 

حدود  در  را  نسبت  این  که  نمونه‌هایی  و  شد  سنجیده  نانومتر 
1/7 تا 2 داشتند برای انجام PCR استفاده شدند. از طرف دیگر 
برده  آگارز %1/5  ژل  روی  بر  نمونه  هر  از  میکرولیتر   2 حدود 
استخراج  از  پس  شوند.  مشاهده  احتمالی  آلودگی‌های  تا  شد 
DNA، تمامی نمونه‌ها با پرایمرهای ژن بتاگلوبین PCR شدند تا 

محصولات bp 250 بر روی ژل ظاهر گردند.
 L1 HPV برای ژن PCR انجام واکنش

 HPV-DNA تمامی نمونه‌های بتاگلوبین مثبت، برای شناسایی
تکثیر شدند. برنامه تکثیر شامل كي چرخه، مرحله تخريب اولیه 
شدن  جدا  )‌تا  دقيقه  سه  براي  سانتي‌گراد  درجه   95 دماي  با 
تخریب  شامل  سیکل   45 و  گيرد(  صورت  هدف   DNA كامل 
ثانیه،   30 برای  سانتی‌گراد  درجه   95 دمای  در  زنجیره  دو 
ثانيه  براي 40  پرايمرها در دمای 63 درجه سانتي‌گراد  اتصال 
و گسترش پرایمر در 72 درجه سانتي‌گراد براي 40 ثانیه و در 
انتها مجدداً در دمای 72 درجه سانتی‌گراد برای 5 دقیقه باقي 
كاملًا محصول طويل شده  كه  اطمينان حاصل شود  تا  ‌ماندند 
به  % که  آگارز 1/5  بر روی ژل   PCR است. سپس محصولات 
آن رنگ اتیدیوم بروماید‌‌ نیز افزوده شد‌ه بود، الکتروفورز ‌شدند 
تا قطعات bp 450 بر روی ژل آشکار گردد. در تمامی مراحل 
برای شناسایی آلودگی‌های احتمالی از کنترل منفی ) نمونه آب 
بجای DNA( استفاده شد. کنترل مثبت استفاده شده نیز نمونه 
 HPV-16 استخراج شده از بافت سرطان رحم آلوده به DNA

بود که برای اطمینان از نوع.ویروس، تعیین توالی نیز شده بود.
یافته‌ها 

نتایج حاصل از تکثیر ژن بتاگلوبین نشان می‌داد که از 46 نمونه 
حاوی بافت اندومتریوزیس 3 نمونه و از 50 نمونه بافت اندومتر 
نرمال 7 نمونه از لحاظ کیفی جهت تست ‌‌PCR مناسب نبودند‌.

68

Archive of SID

www.SID.ir


www.SID.ir

- مولکولی دوره دوم، شماره ششم، زهرا معینی و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
 

 PCR

Product

PCR

 Description
 ´Sequence 5´→3Primer

250bp

’GCTCGGTGCCTTTAGTGATGG 3 ’5

’CGATCCTGAGACTTCCACACTG 3 ’5

Forward

Reverse

Β-globin

450bp

  g=G/C   R=A/C

W=A/T   M=A/T

 g=G/C   M=A/C

W=A/T   Y=C/T

’CgTCCMARRggAWACTgATC 3 ’5

’gCMCAggWCATAAYAATgg 3 ’5

Forward

Reverse

HPV-Com-

mon

L1-HPV جدول 1 - توالی پرایمرهای استفاده شده برای ژن بتا گلوبین و ژن

براي   DNA نمونه  كه  مي‌دهد  نشان  بتاگلوبين  ژن  تكثير  زیرا 
ندارد. وجود   PCR كننده  ممانعت  هيچ  و  بوده  مناسب  آناليز 

تکثیر   HPV عمومی  پرایمرهای  با  مناسب،  DNAهای  تمامی 
شدند. نتایج بیانگر این بود که از 43 نمونه بافت اندومتریوزیس 
مورد   7 اندومتر  بافت  نمونه   43 از  و   )%25/58( مورد   11
)16/27%( مثبت شدند. در مجموع از 86 نمونه مورد بررسی 18 

مورد )20/93( مثبت مشاهده شد و باند bp 450 حاصل تکثیر 
باندهای   1 شکل  گردید.  ظاهر  ژل  روی  بر   HPV-Common‌
در  که  است   L1 -HPV ژن  و  بتاگلوبین  ژن  تکثیر  از  حاصل 
کنترل  و  مارکر  همراه  به  منفی  و  مثبت  نمونه‌های  از  تعدادی 

مثبت و کنترل منفی نشان داده شده است.

 

500bp 

250bp 

  1           2            3            4           5           6            7            8 

شکل 1- نشان دهنده تکثیر ژن بتاگلوبین در تعدادی از نمونه‌های مثبت و منفی در کنار مارکر و کنترل مثبت و منفی:
چاهک شماره 1:کنترل مثبت، 2 و 3 و 4:نمونه مثبت، 5: سایز مارکر،6 و 7:نمونه منفی، 8:کنترل منفی.
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بحث	
که  است  پیچیده  و  عاملی  چند  بیماری  یک  اندومتریوزیس 
بیماری  این  دخیلند.  آن  در  ژنتیکی  و  محیطی  فاکتورهای 
خصوصیاتی مشابه بدخیمی نظیر تهاجم و گسترش پیشرونده 
به  اندومتریوزیس   .)3( می‌دهد  نشان  را  مجاور  های  ارگان  به 
به  آن  از  بخشی  است.  مانده  باقی  مرموز  بیماری  یک  صورت 
مدل  است.  آن  برای  مناسب  حیوانی  های  مدل  فقدان  خاطر 
با آن  بیماری خیلی مشابه  فنوتیپ های  بابون،  اندومتریوزیس 
چه که در زنان یافت می‌شود، را نشان می‌دهد. یکی از فواید این 
مدل قرار دادن بافت اندومتر بیرونی در محل های خاصی یا در 
بالای  شیوع   .)1( است  ماهانه  چرخه  از  خاصی  های  زمان 
بیماری های خود ایمنی، درد های مزمن و حالت های خستگی 
گزارش  همواره  داشته‌اند،  اندومتریوزیس  جراحی  که  زنانی  در 
همچنین  ایمنی  های  پاسخ  تغییرات  و  ها  ناهنجاری  می‌شود. 
التهاب در زنان مبتلا به اندومتریوزیس هموار مورد توجه بوده 
زیرا آن ها را به داشتن سرطان و عفونت ها مستعد می‌نماید )4(. 
تحقیقات نشان می‌دهد که آپوتپوز در سلول های اندومتریوزیس 
پر  با  انواع  که  آنجا  از   .)15( دارد  کاهش  سالم  زنان  به  نسبت 
خطر بالا HPV مثل 16، 18، 31، 33 و 45 که به طور پایدار در 
 ،E6 دستگاه تناسلی باقی می‌مانند، می‌توانند با تولید پروتئین
منجر به تخریب P53 )آپوتپوز یا توقف چرخه سلولی را در پاسخ 
به صدمه DNA القا می‌کند( )14( شده و آپوتپوز را مهار کنند 
)21( و از طرف دیگر، حضور DNA HPV در چندین سرطان 
زنان با روش PCR گزارش شده است )9(. بنابر این، این ویروس 
می‌تواند به عنوان یکی از عوامل دخیل مورد بررسی قرار گیرد. همه 
انواع HPV از هر دو نوع کم خطر و پر خطر بالا در بافت های 
و   oppelt توسط  که  تحقیقی  در  شده‌اند.  شناسایی  اندومتر 
همکارانش انجام شد ژن HPV L1 به روش PCR در بافت های 
با  و  الایزا  روش  با  سپس  شد  تکثیر  اندومتریوزیس  و  اندومتر 
و خطرناک  کم خطر  انواع  ها،  پروب  هیبریداسیون  از  استفاده 
ویروس شناسایی گردید. آن ها 62 نمونه بیمار اندومتریوزیس 
و 29 بافت اندومتر به عنوان کنترل مورد بررسی قرار دادند و از 
این تعداد 7 تا از 62 مورد )11/3% ( و 8 تا از 29 مورد کنترلی 

علاوه  به   .)9( شد  گزارش  مثبت   DNA-HPV برای   )%27/5(
بر روی سلول های  Ruth و همکارانش  در تحقیقی که توسط 
 transitional cell carcinoma (TCC( شده  منتقل  سرطانی 
دستگاه تناسلی انجام گرفت، 4 تا از 6 )67%( نمونه بدست آمده 
از رحم و 2 نمونه از 8 ) 25% ( نمونه تهیه شده از اندومتریوم 
میزان  دیگری،  بررسی  در   .)13( بودند  مثبت   HPV-16 برای 
پائینی از شیوع DNA ویروس ها در بافت های اندومتریوزیس 
و اندومتر گزارش شده است. Vestergaard و همکارانش بر روی 
20 نمونه از بافت اندومتر بدون داشتن اندومتریوزیس و 32 نمونه 
حاوی بافت اندومتریوزیس مطالعه کردند. آن ها برای شناسایی 
ویروس از ژن L1 آن استفاده نمودند. نتایج آن ها نشان می‌داد 
که تنها 3% نمونه‌های اندومتریوزیس و 10% نمونه‌های کنترلی 
کسب  برای  متعددی  دلایل   .)15( بودند   DNA-HPV حاوی 
نتایج متغیر مطرح است که از جمله آن ها، تنوع ژنتیکی میزبان 
و ویروس، تفاوت در روش های تشخیصی بکار رفته، استفاده از 
بلوک های پارافینه ) بخاطر قطعه قطعه شدن DNA در هنگام 
استخراج ( دخول ژنوم ویروسی بدرون ژنوم میزبان که در این 
صورت تنها ژن های E6 و E7 باقی می‌مانند )این موضوع در 
یا  رفتن  دست  از  همچنین  است(‌  شده  مشاهده  رحم  سرطان 
بیان نشدن ژن L1 که در بیشتر تحقیقات از آن استفاده می‌شود 
از موارد مهمی هستند که می‌توان به آن ها اشاره کرد )21(. 
در تحقیق حاضر، از روش PCR برای تکثیر ژن HPV L1 در 
انواع متفاوت آن استفاده شد. نتایج ما نشان می‌داد که از 43 
اندومتریوزیس 11 مورد )25/58%( و از 43 نمونه  نمونه بافت 
بافت اندومتر 7 مورد )16/27%( مثبت شدند. این نتایج نشان 
عوامل  از  یکی  عنوان  به  می‌تواند  پاپیلوماویروس  که  می‌دهد 
آلودگی موجود در بافت های منتقل شده به محل های خارج 
و  بیولوژیکی  اپیدمیولوژیکی‌،  بیشتر‌  بررسی‌های  مورد  رحمی‌، 
در  تا  است  لازم  بیشتری  مطالعات  انجام  گیرد.  قرار  مولکولی 
با  بتوان  اندومتریوزیس،  ایجاد  در  ویروس  نقش  اثبات  صورت 
بهداشتی  برنامه  در  مناسب  ویروسی  ضد  داروهای  از  استفاده 

جوامع در خطر، از شیوع آن جلوگیری کرد.
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تشکر و قدردانی 
این تحقیق با حمایت مالی معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد 
واحد  آن  محترم  ریاست  های  و حمایت  رودهن  واحد  اسلامی 
از معاونت  انجام گرفته است. ضمناً  آقای دکتر حیدری  جناب 
میرزا  بیمارستان  و  خمینی  امام  بیمارستان  پژوهشی  محترم 
کوچک خان که در تهیه نمونه‌های آزمایشگاهی کمال همکاری 
یاری  تحقیق  این  انجام  در  را  ما  که  کلیه کسانی  و  داشتند  را 

دادند، تشکر و قدردانی می‌شود.

- مولکولی دوره دوم، شماره ششم، زهرا معینی و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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- مولکولی دوره دوم،شماره ششم، بهار 1391، بررسی ارتباط بین.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی 
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