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 فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري هاي عفوني و گرمسيري
  1ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 1386تابستان ، 6 تا 1 ، صفحات 37 ، شماره دوازدهمسال 
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 چكيده 
. بـه كـار مـي رود       ) CHB (Bه جهت درمان بيمـاران مبـتلا بـه هپاتيـت مـزمن              به طور گسترد   ) LAM( لاميوودين   :سابقه و هدف  
مطالعات اخير . مشاهده مي گردند LAM مي شوند پس از درمان طولاني مدت با LAM كه موجب مقاومت به YMDDموتاسيونهاي 

ه تحت درمان با لاميـوودين قـرار         ك CHB مي توانند به صورت يك تغيير ژنتيكي در بيماران           YMDDنشان داده اند كه موتاسيونهاي      
 درمان نشده با لاميوودين     CHB در بيماران    YMDDفراواني موتانتهاي طبيعي     اين مطالعه با هدف  تعيين     . نگرفته اند نيز ديده شوند    

 . انجام شد
م ايـن بيمـاران توسـط       سر.  مورد مطالعه قرار گرفتند    LAM بدون سابقه درمان با      CHB بيمار مبتلا به     77در اين تحقيق       :روش كار 

 از نظـر وجـود   polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)روش 
wild-type YMDD motif mutants در تمـام بيمـاران آنزيمهـاي كبـدي     .  مورد بررسي قرار گرفـت)AST,ALT (  ،HBeAg و 

anti-HBeنيز آزمايش شدند  . 
 بيماران به AST و ALTميانگين . سال بودند4/27/+ - 3/9زن  با  ميانگين سني % 27مرد و % 73 بيمار مورد مطالعه، 77از : يافته ها

.  مثبت بودندHBeAbآنها از نظر %60 و HBeAgبيماران از نظر %40. بودIU/L  81 - +/1/103  وIU/L 4/73 - +/4/124 ترتيب
 و HBeAg  علي رغم ميزان آنزيمهاي كبدي و وجود يا عدم وجودwild-type YMDD motif mutantsدر هيچيك از بيماران، 

anti-HBeيافت نگرديد .  
 كه تحت درمان با لاميوودين قرار نگرفته اند، گـزارش گرديـده   CHB در بيماران YMDD اگرچه موتاسيونهاي طبيعي : ينتيجه گير 

 . مشاهده نگرديدLAM  ايراني درمان نشده باCHBاست، اين موتاسيونها در بيماران 
 LAM(  ،polymerase chain reaction-restriction(،لاميــوودين  )B) CHBهپاتيــت مــزمن: واژگــان كليــدي

fragment length polymorphism (PCR-RFLP) موتانتهاي ،YMDD 
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 37، شماره دوازدهم فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال 
  2ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ Bن هپاتيت مزمن در بيماراYMDDموتانتهاي 

 
 مقدمه
 350بـيش از    .  يكي از شايعترين بيماريهاي عفوني در جهـان اسـت          Bهپاتيت  

بـدي يـا     در خطـر توسـعه سـيروز ك        Bميليون بيمار آلوده به هپاتيـت مـزمن         
در  B (CHB)شيوع كلـي هپاتيـت مـزمن        ). 1(كارسينوم هپاتوسلولار هستند  

) در آفريقا، آسيا و پاسيفيك غربي     % 8حدود  ( جهان متغير بوده و از ميزان بالا        
در اروپـاي غربـي،     % 2حدود  ( و پائين )در جنوب و شرق اروپا    % 7-2( تا متوسط 

 ).2(متغير مي باشد) آمريكاي شمالي و استراليا
  پلـي مـراز وابسـته بـه      DNAمهـار كننـده قـوي       يك ) LAM(لاميوودين

RNA     در ويروس هپاتيت B        است كه به طور موثر تكثير ويروس هپاتيـتB  را 
سركوب كرده، فعاليت بيماري را كاهش ميدهد، هيستولوژي كبد را بهبود مـي             

 مهمتـرين محـدوديت   ). 3،4(بخشد و پيشرفت بيماري را به تـاخير مـي انـدازد           
باليني لاميوودين انتخاب سريع موتانت هاي مقاوم بـه دارو مـي باشـد كـه بـه                  

بيمـاران،  % 32 تا   14 در   LAMموتانتهاي مقاوم به    . مدت درمان بستگي دارد     
% 65با ادامه درمان اين ميزان بـه    ). 5،6(يكسال پس از درمان مشاهده مي شود      

يونهائي در  در اثــر موتاســLAM مقـاوم بــه  HBV). 7( سـال مــي رســد 5در 
YMDD motifموتاســيونهاي اصــلي .  در ژن پلــي مــراز ايجــاد مــي گــردد

 ,rtM204I) بـا ايزولوسـين  rtM204 (domain C)جايگزيني متيونين در 
YIDD variant) يــا والــين (rtM204V, YVDD variant) مــي 

 در rtL180M هميشه با موتاسيون اضافي rtM204V variant). 8،9(باشد
domain B10-12(ست همراه ا .( 

 كـه   HBV در بيماران آلـوده بـه        YMDD داراي موتاسيون    HBVموتانتهاي
ظهـور زود   ). 13،14( قرار نگرفته اند، گزارش شده اسـت       LAMتحت درمان با    

 از قبـل    LAMهنگام اين موتانتها نشاندهنده اين حقيقت است كه مقاومت به           
 بـدان معناسـت كـه    اين. از شروع درمان در كبد اين بيماران وجود داشته است       

سويه هاي موتاسيون يافته در جمعيت وجود داشته و لـذا تعـدادي از حـاملين                 
HBV     و يا بيماران CHB          در نقاط جغرافيائي مختلف ممكن است داراي ايـن 

 ).15(اشكال جهش يافته باشند
 قبل از درمان ميتواند دليلي براي انتخـاب         HBVوجود اشكال مقاوم به داروي      

بنابراين آزمايش روتين مقاومت به دارو ممكـن اسـت در       . ن باشد داروي جايگزي 
براي قضاوت در اين مورد اطلاع قبلي       ). 15(بيماران كانديداي درمان مفيد باشد    

اين مطالعـه بـا هـدف       . از شيوع اين اشكال در جمعيت مورد نظر لازم مي باشد          
ه بـا   درمان نشـد CHB در بيماران   YMDDفراواني موتانتهاي طبيعي     تعيين

 .لاميوودين در ايران انجام شده است
 

 روش كار 
 فاقد B بيمار مبتلا به هپاتيت مزمن  77 مقطعي بر روي-اين مطالعه توصيفي

بيماران انتخاب شده بر اساس مندرجات . سابقه مصرف لاميودين انجام شد
 بوده و هپاتيت اتوايميون و HDV و HCVپرونده فاقد عفونت هم زمان با 

 HIVاشته و بر مبناي گزارش آزمايشگاه فاقد آنتي بادي بر عليه الكلي ند
 .بودند

 يكي از دو شاخص مثبت B در اين مطالعه معيار تشخيص هپاتيت مزمن 
(  ماه همراه با افزايش آنزيم هاي كبدي 6 به مدت بيش از HBsAgبودن 
ALT و AST (  برابر طبيعي يا مثبت بودن 5/1به ميزان حداقل HBsAg 

 B ماه همراه با يافته هاي بيوپسي منطبق بر هپاتيت مزمن 6مدت بيش از به 
 . در زمان انجام مطالعه بود

پس ازاخذ رضايت نامه و تكميل فرم اطلاعاتي شامل مشخصات دموگرافيك از 
 .  انجام شدAST و ALTتمام بيماران نمونه خون گرفته شد و آزمايشات 

HBeAg و anti-HBe نيز با روش ELISA با استفاده از كيتهاي مربوطه 
)Radim, Spain (بررسي شدند. 

 به منظور مشحص نمودن ويرمي PCRبر روي نمونه خون  بيماران آزمايش 
 wild- type YMDD براي بررسي Sensitiveانجام شد و نمونه هاي 

motif mutants  تحت آزمايش با PCR-RFLPقرار گرفتند   . 
ايزواميل الكل استفاده   -كلروفرم-ز روش فنل   از ويروس ا   DNAجهت استخراج   

 15µlحـاوي  TES  ميكروليتر بـافر  150 ميكروليتر از سرم بيمار با 100. شد
 )mg/ml  10(K پروتئينـاز  20µlو  % 10 ) SDS(سديم دودسيل سـولفات  

پس .  درجه انكوبه گرديد   60 ساعت در حرارت     1سپس به مدت    .مخلوط گرديد 
ن افـزوده و    آ ميكروليترفنل اشـباع شـده بـه         K ،100 پروتئيناز   از هضم توسط  

مايع رويي  .  سانتريفوژ گرديد  rpm13000 دقيقه در    15پس از مخلوط نمودن     
زواميـل  يفرم و ا  ون محلول كلر  آبه ميكروتيوپ جديدي منتقل شده و هم حجم         

 دقيقــه در 5ســپس بــه مــدت .  اضــافه و مخلــوط شــد24:1الكــل بــه نســبت 
rpm13000  حجم % 70گرديده و به نسبت     اد و مايع رويي جد     سانتريفوژ گردي

 دقيقه در دماي    20 مولار افزوده شد و      3 استات سديم    سپسن ايزوپروپانول و    آ
انجام rpm13000 دقيقه در    5سپس سانتريفوژ به مدت     . درجه قرار گرفت   -20

 37گرفت و پس از تخليه مايع رويي و خشك كـردن كامـل رسـوب در دمـاي                   
ــده    ــك ش ــوب خش ــه رس ــافر ميكروليتر 30در درج ــد TEب ــل گردي  10.  ح

 . استفاده شدPCR جهت DNAاز نمونه استخراج شده ميكروليتر
 mmol Tris (pH 8.3) 0.2 mmol KCl, 1.5 20 از PCRجهت 

mmol MgCl2, 18 mmol NaCl, 0.2 mmol dNTPS, 0.5 μmol 
each  primer, 2.5U Tag polymerase per 50μl of reaction 

 دقيقه در 3شامل دناتوراسيون اوليه به مدت  PCR برنامه . داستفاده ش
سيكل آمپليفيكاسيون همراه با دناتوراسيون به 35درجه سانتي گراد، سپس 94

 50به مدت primer annealing درجه سانتي گراد ،94ثانيه در 35مدت 
ثانيه 50 به مدت extension of primer  درجه سانتي گراد ، 56ثانيه در  

 دقيقه در 5به مدت final extension  درجه سانتي گراد و در نهايت72در 
 .  درجه سانتي گراد بوده است72

 :  جداگانه به شرح زير انجام شدPCR-RFLP 3براي هر نمونه بيمار 
 AAA CCT TCG-'5(  با استفاده از پرايمرهايbp 274 قطعه اي-الف

GAC GGA AAC TGC-3' (P2و    P4 (5'-CTG GAT CCA 
GGG TTT AAA TGT ATA CCC-3')تكثير گرديده و با انزيمI 

Fok هضم گرديد كه تواليهاي  wild-typeYMDD  وYVDD variant 
 243 را به قطعات YIDD برش داده و توالي bp31و 143،100را به قطعات 

 .برش مي دهدbp31و 
 P6 (5'-CAG ACT TGGبا استفاده از پرايمرهاي bp181 قطعه -ب

CCC CCA ATA CCA CAT CGT GCA-3')وP5(5'-TGG 
AAT TCA CCT GTA TTC CCA TCC CAT-3')  تكثير 

 را به قطعات YVDDهضم گرديد كه توالي  Alw441گرديده و با انزيم 
 . برش مي دهد bp23 و 158

 P3(5'-TTT CCC CCA با استفاده از پرايمرهاي bp138 قطعه اي -ج
CTG TTT GGC TTT CAG TAA TAT-3') وP4(5'-CTG 

GAT CCA GGG TTT AAA TGT ATA CCC-3')  تكثير ، 
 و 138 ، قطعات YIDDبرش داده شد كه درتوالي  SspIگرديده و باآنزيم 

bp29 ايجاد مي گردد . 
 P3 به ترتيب به پرايمرهاي Alw441و SspI سپس محلهاي برش آنزيمهاي 

 ).16(  معرفي گرديد P6و 
مـاري   و  -tchi و آزمونهـاي  آSPSS 11.5ر يافته ها با استفاده از نـرم افـزا  

square) تجزيــه و تحليــل شــد و مــرز معنــي داري ) يــا تســت دقيــق فيشــر
ــات روي  ــورت   05/0اختلافـ ــه صـ ــا بـ ــد . P > داده هـ ــرار داده شـ  قـ

means ± standard deviations   و در صورت لزوم عدد مطلق يـا در صـد 
 .گزارش شدند
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 37، شماره دوازدهم  ، سال فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري
   3ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــآميتيس رمضاني و همكاران 

 
 يافته ها

 آنها %73.  بررسي شدندB بيمار مبتلا به هپاتيت مزمن 77در اين مطالعه 
 11حداقل (  سال 4/27/+ - 3/9آنها   زن  با  ميانگين   سني % 27مرد و 

  بيماران به ترتيبAST و ALTميانگين  .بودند) سال 50و حداكثر 
IU/L 4/73 - +/4/124 )  500 و حداكثر 28حداقل (  IU/L 81 - +/

 HBeAgبيماران از نظر %40  .بود ) 500 و حداكثر 22حداقل  ( 1/103
 .  مثبت بودندHBeAbآنها از نظر %60و 

نفر بر اساس  مزمنتشخيص هپاتيت بيوپسي كبدي و در بقيه بر  46 در 
 Knodal ميانگين . اساس يافته هاي باليني و آزمايشگاهي انجام گرفت

Score ،Gradeو Stage 9/5/+ -4/2 بافت بيوپسي شده به ترتيب ) 
 1/1و  ) 9ل صفر و حداكثر حداق ( 6/3/+ - 3/2، ) 13 و حداكثر 2حداقل 

 نفر 40 بيمار بررسي شده 77از  . بود ) 3حداقل صفر و حداكثر  ( 2/1/+ -
 اين RFLPدر آزمايش .  مثبت بوده و ويرمي داشتندPCRداراي %) 52( 

 .  ديده نشدwild-typeYMDD motif mutantsبيماران نشاني از 
 

بحث
 و طبيعـي شـدن   HBV در كاهش تكثير   LAM با   CHBدرمان بيماران   

با اين حـال ظهـور موتانتهـاي ويروسـي          ). 15( موثر مي باشد   ALTميزان  
ميـزان  ). 17( مـي باشـد    LAMمقاوم به درمان نگراني اصـلي در مصـرف          
در سـال   % 39در يكسال تـا   % 17مقاومت بستگي به طول درمان داشته واز        

 در LAM مقاوم به HBV ).18،19( استدر سال سوم متغير% 57دوم و 
  در ژن پلي مـراز ايجـاد مـي گـردد    YMDD motifثر موتاسيونهائي در ا
 مـي شـود در      LAMترين موتاسيوني كه سبب مقاومت به       ع شاي ).20،21(

اسپارتات است كه ناحيه فعـال در ژن        , اسپارتات, تيروزين, موتيف متيونين 
 بــا 204مــي باشــد،جايي كــه متيــونين در امينواســيد  HBVپلــي مــراز 

-24(جايگزين مي شـود  )rtM204V or) rtM204Iالين ايزولوسين يا و
22 .( 

 در كـره    LAM در عرض چند هفته بعد از درمان بـا           YMDDموتانتهاي  
جنوبي گزارش شده اند كه نشان ميدهد كه اين موتانتها ممكن است حتي             

گزارشاتي از ظهـور طبيعـي      ). 25( وجود داشته اند   LAMقبل از درمان با     
  از ژاپن و فرانسه انتشار يافته        CHBان در بيماران    موتانتهاي مقاوم به درم   

برخي محققين گزارش كردند كه سويه هاي جهـش يافتـه           ). 23،26(است  
YMDD  ــاران ــرم بيم ــا   CHB در س ــده ب ــان نش ــود LAM درم  وج

 110 بيمـار از  19 و همكارانش نشـان دادنـد كـه       Yan). 14،23،27(دارند
 YMDDراي موتاسـيون     درمان نشده بودند دا    LAM كه با    CHBبيمار  
% 4در مطالعه اي در اسپانيا گزارش شـد كـه ايـن موتانتهـا در                ). 27(بودند

 و همكاران گزارش    Fontaine). 15( وجود دارند  Bحاملين مزمن هپاتيت    
 نفر داراي موتاسيون    B 5 بيمار ناقل بدون علامت هپاتيت       18كردند كه از    

YMDD  بيمـار  5 موتاسيونها در در مطالعه اي در ژاپن اين    ). 28( بوده اند 
و Zhang بـه عـلاوه   ). 23(درمـان نشـده يافـت شـدند    CHB بيمار18از 

 تحت مطالعـه آنهـا      CHBاز بيماران   % 2/26همكارانش گزارش كردند كه     
% 9/26 اين ميزان را     Matsuda). 29( بوده اند  YMDDداراي موتاسيون   

 ).13(گزارش كرد  CHBدر بيماران 

ايـن  ). 22(لعات اين موتانتهـا يافـت نشـده انـد         از سوي ديگر در برخي مطا     
 در HBVواريانهــاي طبيعــي بــه جــز يــك مــورددر عفونــت حــاد اوليــه  

ــه ــزان ) 26(فرانس ــاملين% 4و مي ــپانياHBVدر ح ــاير ) 15( در اس ،در س
در مطالعـه اي در چـين نيـز ايـن           . كشورهاي اروپائي گـزارش نشـده انـد         

 ).30(گرديده اند گزارش نCHBموتانتها در هيچيك از بيماران 
Kobayashi  ــه ــد ك ــزارش كردن در تمــام  anti-HBe و همكــارانش گ

ــيون   ــاران داراي موتاس ــت   YMDDبيم ــوده اس ــت ب و Ye ).23( مثب
 در اغلب بيماران داراي موتاسـيون       anti-HBeهمكارانش نيزدريافتند كه    

YMDD     در مطالعه اي در چين  ميزان موتاسـيون         ). 31( مثبت مي باشد
YMDDاران  در بيمــHBeAg و در بيمــاران % 1/27 مثبــتHBeAg 

گزارش گرديد كه اختلاف معنـي داري       % 7/26 مثبت   anti-HBeمنفي و   
 8 و همكـارانش گـزارش كردنـد در    Lee). 32(بين دو گروه وجود نداشـت   

 HBeAg بيمـار    16 بيمـار از     8 مثبـت و در      HBeAg بيمار   12بيمار از   
 ).12( دارد  قبل از درمان وجودYMDDمنفي موتاسيون 

 wild-type YMDD motifدرمطالعـه مـا در هيچيـك از بيمـاران،     
mutants        علي رغـم ميـزان آنزيمهـاي كبـدي و وجـود يـا عـدم وجـود  
HBeAg و anti-HBeايــن يافتــه بــا برخــي مطالعــات .  يافــت نگرديــد

ولــي مشــابه برخــي مطالعــات ديگــر مــي ) 23،27،28(همخــواني نداشــته 
افته هاي اين مطالعه بنظر مي رسد انجـام تسـت           بر اساس ي  ). 22،30(باشد

 در ايـران  B قبـل از درمـان بيمـاران هپاتيـت         YMDDروتين موتاسيون   
ــد  ــروري نباش ــدن   . ض ــت نش  wild-type YMDD motif ياف

mutants        در اين بررسي،  ممكن است به علت شرايط اپيـدميولوژيك و يـا
 اسـتفاده بـراي يـافتن   شرايط مطالعه مانند تعداد بيماران و يا روش مـورد  

wild-type YMDD motif mutantsاز آنجا كه موتانتهـاي  . نيز باشد
YMDD            قابليت تكثير پائيني داشته و تنها قسمت بسيار كوچكي از ژنوم 

HBV              را اشغال مي نمايند ، لذا روشهاي بسيار حساس براي اثبات وجـود 
معيتهـاي   غالبـا در نمونـه هـائي كـه ج          RFLP). 19(آنها لازم مـي باشـد     

ويروسي مختلف در آنها وجود دارند و يا در مورد ويروسهاي با قدرت تكثير              
 ).33(پائين به خوبي عمل نمي نمايد 

 
 نتيجه گيري

 كه تحت درمـان     CHB در بيماران    YMDD اگرچه موتاسيونهاي طبيعي  
با لاميوودين قرار نگرفته اند، گـزارش گرديـده اسـت، ايـن موتاسـيونها در                

بنابر اين بـه    .  مشاهده نگرديد  LAM ايراني درمان نشده با      CHBبيماران  
 قبل از درمان بيماران YMDDنظر مي رسد انجام تست روتين موتاسيون 

مطالعات بيشتر بر روي تعداد بيشتري      .   در ايران ضروري نباشد    Bهپاتيت  
 .از بيماران و با استفاده از روشهاي حساستر لازم مي باشد

 
 تشكر و قدرداني

سندگان اين مقاله از مركـز تحقيقـات بيماريهـاي عفـوني و گرمسـيري               نوي
دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي براي حمايت مالي از اين تحقيق تشكر            

 .مي نمايند
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