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  چكيده 
. يكي از شايع ترين سرطان هاي موجود در دنيا است HCC( Hepatocellular Carcinoma(كبد يا سرطان : سابقه و هدف

واريانت  ،HBVدر طي عفونت مزمن با . باشد يكي از مهمترين عوامل ايجاد كننده آن مي )B )HBVعفونت مزمن با ويروس هپاتيت 
اين واريانت ها ممكن است در بروز . باشند مي PreS2هايي از ويروس ايجاد مي شود كه داراي موتاسيون هاي حذفي در ناحيه 

HCC هدف از اين مطالعه تعيين وجود اين موتانت ها در بيماران مبتلا به سرطان كبد در ايران مي باشد. نقش داشته باشند .  
ناحيه از  و تعيين توالي اين PreSپس از تكثير ناحيه . استخراج گرديد HCCبيمار مبتلا به  10ويروس از سرم  DNA: روش كار

  .مورد بررسي قرار گرفت Databaseدر اين بيماران در مقايسه با  PreS2ژنوم، وجود موتانت هاي 
 deletionدر سه مورد از ايزوله ها، . در دو مورد از نمونه ها مشاهده شد  PreS2موتاسيون نقطه اي در سطح كدون آغازي: يافته ها

  .وجود داشت  PreS2حيهبه طول چند اسيد آمينه در انتهاي آميني نا
در . حذف مي شود PreS2موجود بر محصول ناحيه  B cellو  T cell، اپي تپ هاي PreS2در موتانت هاي حذفي : نتيجه گيري

در شبكه   PreS2اين پروتئين هاي موتانت يافته. نتيجه شرايطي فراهم مي شود كه ويروس احتمالا بتواند از سيستم ايمني فرار كند
به اين ترتيب علاوه بر اينكه شرايط نا پايداري در ژنوم . را سبب مي شوند ER تجمع يافته و استرس (ER) ندوپلاسميرتيكولوم آ

به سمت  در نتيجه اين امكان وجود دارد كه سلول ها. سلول ايجاد مي شود از طرق غير مستقيم تكثير هپاتوسيت ها تحريك مي شود
  . سرطاني شدن پيش روند

   HBV, HCC, PreS2 :واژگان كليدي
  
  

  مقدمه
طيف وسيعي از بيماري هاي حاد و مزمن  ) B )HBVويروس هپاتيت 

معمولا خود  HBV در اكثر موارد، عفونت هاي حاد . كبد را ايجاد مي كند
در حاليكه عفونت مزمن معمولا در تمام طول عمر . محدود شونده است

: شامل حالتهاي HBVتظاهرات باليني عفونت مزمن . باقي خواهد ماند
 ،)chronic hepatitis(هپاتيت مزمن ،)chronic carrier(ناقل مزمن
). 1(مي باشد Hepatocellular Carcinoma)  HCC(سيروز و 

HCC  يكي از مهمترين سرطان هاي رايج در دنيا به خصوص در آفريقا و
  همچنين سومين دليل مرگ ناشي از . شرق آسيا است

  

  
و هفتمين عامل مرگ ناشي از سرطان در بين زنها سرطان در بين مردان 

. است و سالانه باعث مرگ يك ميليون نفر در سرتاسر دنيا مي شود
از عوامل  HBVمطالعات اپيدميولوژي نشان مي دهد كه عفونت مزمن با 

 ). 2(مي باشد HCCعمده بروز 
است كوچك و پوشش دار كه متعلق  ويروسي )B)HBV ويروس هپاتيت 

طول  Kb2/3مي باشد ژنوم اين ويروس  Hepadnaviridaeاده به خانو
كه  )ORFs ،Open reading frame(دارد و از چهار قالب خواندن باز  

ويروس را كد مي  ، پلي مراز و پروتئين هاي سطحيX ،Coreپروتئين 
  .كنند، تشكيل شده است
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،  S ( Small(پروتئين هاي سطحي ويروس شامل پروتئين هاي 

)M(Middle ،)L(Large  بوده كه همگي محصول يكORF ستندواحد ه .
اسيد  PreS2 ،55بوده و ناحيه  S و PreS2 ناحيه محصول  ،Mپروتئين 

 انتهاي آميني ناحيه . را كد مي كند Mآمينه انتهاي آميني پروتئين 
PreS2حاوي اپي تپ هايي است كه توسطB cell  و  T cell مي شناسائي

ظت آنتي بادي هاي القا شده توسط پپتيد هاي اين ناحيه خاصيت محاف. شوند
را  Pre-S2حاوي  HBsدر تعدادي از كشورها، پارتيكل هاي . كنندگي دارند

به سلول هاي تخم هامستر چيني منتقل كرده به اين طريق واكسن هاي 
HBs  حاويPre-S2 3- 5. (توليد كرده و مورد استفاده قرار مي دهند .( 

 ها ميچندين فرضيه وجود دارد از مهمترين آن HBVدر ارتباط با سرطانزايي 
 PreS2و واريانت هاي حذفي  Xتوان به نقش ترانس اكتيويتوري پروتئين 

دسته اول به واريانت هايي : اين واريانت ها دو نوع هستند. )6-8(اشاره كرد
اطلاق مي شود كه به دليل ايجاد موتاسيون در سطح كدون آغازي اصلا قادر به 

را در بر مي گيرد كه  نيستند و دسته دوم واريانت هايي  M ساخت پروتئين
بوده در نتيجه  PreS2داراي موتاسيون حذفي در نيمه انتهاي آميني ناحيه 

هر دو نوع ). 9(در اين گروه كوتاهتر از حد معمول توليد مي شود Mپروتئين 
شواهد . ممكن است ايجاد شوند HBVاين واريانت ها، در طي عفونت مزمن 

ر نقاط دنيا نشان مي دهد كه به دست آمده از مطالعات مختلف در ساي
نقش  HCCموتاسيون هاي حذفي اين ناحيه از ژنوم ممكن است در بروز 

هدف اين مطالعه تعيين وجود احتمالي موتانت هاي حذفي . داشته باشد
  . در ايران مي باشد HCCجدا شده از بيماران مبتلا به B ويروس هپاتيت 

    
  روش كار 

، كه به صورت HCCبوط به بيماران مبتلا به نمونه سرم مر 10مطالعه بر روي 
اين بيماران مراجعين به بيمارستان امام . آلوده بودند انجام شدHBV مزمن به

و  Dهيچ يك از بيماران به ويروس هپاتيت .  خميني و آزمايشگاه كيوان بودند
C و ياHIV  آلوده نبودند.  

 QIAamp DNA Blood Mini Kitبا استفاده از كيت تجاري
)(QIAGEN, CA DNA  ميكروليتر سرم، طبق  200ويروس از

 استخراج شده توسط  DNAدستورالعمل كيت استخراج گرديد و در نهايت 
ul50 سپس ناحيه . بافر جدا كننده از غشاي سليكايي جدا گرديدPre-S 

و با استفاده از كيت  Semi-Nested PCRبا روش B ويروس هپاتيت 
 .تكثير يافت Taq DNA Polymerase Kit (QIAGEN, CA )تجاري 

 دستورالعملمخلوط واكنش طبق  ul100  بر روي PCRواكنش هر دو مرحله 
 ودر مرحله دوم از  ul5 DNAدر واكنش مرحله اول از . كيت صورت گرفت

ul1 DNA استفاده گرديد.  

ازپرايمرهــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــاي
5'TCAGAATTCTCACCATATTCTTGGGAACAA3'و

nucleutides2817-2839) Sense, PS1,( 
 ,CACTAGTAAACTGAGCCA3' (PS2, antisense'5و

nucleutides668-687)     1085(به عنـوان پرايمرهـاي خـارجي bases ( و
ازپرايمـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــر 

5'AGTAAGCTTAGAAGATGAGGCATAGCAGC3'      
(PS3, antisense nucleotides 415-434)      بـه عنـوان پرايمـر داخلـي

  ). 10(استفاده شد 
% 1باز طول داشتند روي ژل آگارز  834كه  PCRمحصولات مرحله دوم 

منتقل گرديد و بعد از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد توسط دستگاه ترانس 
به طور  PCRسپس توالي محصولات مرحله دوم . لوميناتور مشاهده شدند

مدل  ABI sequencerمستقيم و به صورت دوطرفه با استفاده از دستگاه 
XL 3130  و پرايمر هايPS1  وPS3 توالي هاي به دست . مشخص گرديد

. اصلاح و قسمت هاي اضافي به آنها شد  Chromasآمده توسط نرم افزار
و  NCBIكه در سايت  GenBankتوالي هاي فوق با توالي هاي موجود در 

. موجود مي باشند به منظور تعيين ژنوتيپ مقايسه گرديد  Blastدر بخش
ه، با توالي هاي موجود در رديف نوكلئوتيد و اسيدهاي آمينه مربوط

GenBank از جمله توالي هاي مربوط به ويروس هاي جدا شده از ايران و ،
). 11(مقايسه گرديد ABO33559با شماره  Dتوالي مربوط به ژنوتيب 

  . صورت گرفت3 ,5 ,0 ,7 مدل   BioEditمقايسه توسط نرم افزار
  

  يافته ها  
 GenBankي هاي موجود در با توال Pre-Sاز طريق مقايسه كل توالي 

. قرار دارند Dويروس جدا شده در گروه ژنوتيپ  10مشخص گرديد كه هر 
ويروس هاي جدا شده از بيماران و  Pre-S2سپس با مقايسه توالي ناحيه 
نتايج زير به دست  GenBankموجود در   Dتوالي هاي مربوط به ژنوتيپ

  : آمد
يروس جدا شده از سه بيمار ، در وPre-S2در توالي نوكلئوتيدي ناحيه 

شكل (باز وجود داشت  24و 18، 9به طول هاي  deletionموتاسيون از نوع 
اسيد آمينه شده  8و 6، 3كه در سطح اسيد آمينه به ترتيب باعث حذف  .)1

 Start) (همچنين موتاسيون نقطه اي در سطح كدون آغازي ).2شكل (است
codon point mutation  ناحيه Pre-S2 وس جدا شده از دو بيمار وير

اين نوع موتاسيون در سطح اسيد آمينه منجر به تغيير ). 1شكل (ديده شد
هر دو نوع  )  (005در يكي از نمونه ها. شده است )M1I(متيونين به اينولين 

با   Start codon point mutation)و deletion( موتاسيون نامبرده شده 
  .هم اتفاق افتاده است

  
مربوط بـه ويـروس هـاي      PreS2لي نوكلئوتيدي ناحيه توا. 1شكل 

موجود  Dدر مقايسه با ژنوتيپ   HCCجدا شده از بيماران مبتلا به
  GenBankدر 

 

 
اقتباس شده از توالي  PreS2توالي اسيد آمينه ناحيه . 2شكل

  نوكلئوتيدي
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  بحث

جداشـده از   HBVويـروس   10مربـوط بـه    PreS2در اين مطالعه ناحيه 
مـورد  GeneBank  موجـود در  Wild typeبـا ويـروس    HCCبيماران 

 PreS2ما در اين تعداد نمونه سه الگو ازموتانـت هـاي   . مقايسه قرار گرفت
دسته اول در كدون آغازي دچار موتاسيون شده انـد كـه ايـن    . پيدا كرديم

 )M1I(موتاسيون در سطح اسيد آمينه منجر به تغيير متيونين به اينولين 
ازي داراي موتاسـيون  دسته دوم علاوه بر موتاسيون در كدون آغ. شده است

دسـته سـوم واريانـت هـا فقـط داراي      . نيـز مـي باشـند     deletionاز نوع 
موتاسيون هـاي نـوع   . در اين ناحيه مي باشند deletionموتاسيون از نوع 

deletion  ناحيه  5ٰهمگي در انتهايPreS2     در الگـوي  . واقـع شـده انـد
ر مرحلـه ترجمـه   ، به دليل وجود موتاسيون در كدون آغـازي د 1و2شماره 

اختلال ايجاد مي شود در نتيجه اين موتانت ها فاقد پـروتئين   Mپروتئين 
M ــوع . هســتند  2و3در الگوهــاي شــماره  Deletionموتاســيون هــاي ن

  .، اثر مي گذارندPreS2منحصرا بر انتهاي آميني ناحيه 
در گزارش موردي واريـانتي از ويـروس را از    Raimondo 1991در سال 

بـه   Deletion ,PreS2جدا كرد كه در ناحيـه   HCCمبتلا به يك بيمار 
، تحقيقـي در همـين   1998در سال ). 12(نوكلئوتيد وجود داشت 34طول 

 HCC 13,بيمار مبتلا بـه   40از . انجام گرفت Takahashiزمينه توسط 
در سـال  ). 13(مبـتلا بودنـد    PreS2بيمار به واريانت هاي حـذفي ناحيـه   

ناشـي از   HCCبيمار مبتلا به  16يروسهاي جدا شده از ، كل ژنوم و2003
HBV از بيمـاران مبـتلا بـه    % 50در اين مطالعه . مورد مطالعه قرار گرفت
HCC هاي حذفي  به واريانتPreS  همچنـين در سـال   ). 14(آلوده بودنـد
از نظـر وجـود واريانتهـاي    HCC بيمار مبتلا به 19در كشور ايتاليا  2003

PreS2  آنها به ايـن واريانـت هـا آلـوده     % 84قرار گرفتند كه مورد بررسي
در ژاپن در همان سال با در نظر گرفتن نوع ژنوتيپ، موتاسـيون  ) 15(بودند

اين تحقيق نشـان داد كـه فراوانـي موتانـت     . بررسي شد PreSهاي ناحيه 
بيشـتر   Cدر ژنوتيـپ  ( از طرفي به نوع ژنوتيـپ   PreSهاي حذفي ناحيه 

رف ديگـر بـه درجـه پيشـرفت بيمـاري كبـد بسـتگي        و از ط) مشاهده شد
علاوه بر اينها بر اساس مطالعـه اي كـه اخيـرا در تـايوان انجـام      ). 16.(دارد

در بيماراني كـه در  PreS2 گرفته است فراواني ميزان موتانت هاي حذفي 
هسـتند نسـبت بـه     HCCمراحل پيشرفته بيماريهاي كبدي به خصـوص  

اين مطالعات به همراه ساير گزارشاتي ). 17(افراد گروه كنترول بيشتر است
كه در اين زمينه وجود دارد، نشان داده اند كـه آلـودگي بـه ايـن واريانـت      

البتـه  . دارد HCCبـه خصـوص    HBVرابطه تنگاتنگي با عفونتهاي فعال 
انـد در   انجـام گرفتـه   B و C اكثر مطالعات ذكر شـده بـر روي ژنوتيپهـاي   

قـرار   Dمطالعه قرار داديم در گروه ژنوتيپ  حاليكه ويروسهايي كه ما مورد
  .كمتر صورت گرفته است Dمطالعات اين چنين بر روي ژنوتيپ . دارند

از ژن پلي مراز هم پوشـاني دارد كـه در    Spacerبا ناحيه  PreS2ناحيه  
بـه  ). 14(عملكرد آنزيم پلي مراز هيچ نقشي براي آن شناخته نشـده اسـت  

ويروس كـه داراي موتاسـيون حـذفي در ايـن     همين دليل واريانت هايي از 

و ترشـح ويريـون، بـا ويـروس وحشـي       ،DNAناحيه هستند از نظر تكثير 
مطالعاتي كه تا كنون در اين زمينه صورت گرفته نشان ). 18(تفاوتي ندارند

مي دهد كه در نيمه انتهاي آميني اين ناحيه از ژنوم، اپي تـپ هـاي مـورد    
در عفونـت مـزمن بـا    ). 9(قـرار دارد   T cell و  B cellشناسـايي توسـط  

HBV ايمني به تدريج اين موتانت ها  مبه مدت طولاني در اثر فشار سيست
اين شرايط يك مزيت انتخابي براي اين نوع واريانت ها است . پديد مي آيند
ايمني ميزبان فرار كرده و در بـين جمعيـت ويروسـي غالـب      مكه از سيست

شود كه در  باعث مي PreS2 در توليد  از طرفي نقص). 10و19و20(شوند
اين عدم تعادل همراه . ساخت پروتئين هاي سطحي عدم تعادل ايجاد شود

در داخل سلول و شبكه آندوپلاسمي  PreS1است با افزايش توليد و تجمع 
 و ظاهري شبيه شيشـه مـات   كه اين حالت براي سلول شديدا سمي است 

(Ground Glass Hepatocyte) 8و21و22(دهد مي بديبه سلول ك .(
مطالعه مشابهي در همين زمينه نشان داد كه ممكـن اسـت شـكل فضـايي     

  PreS2كـه در انتهـاي آمينـي ناحيـه     HBSپروتئين هاي موتانت يافتـه  
دچار موتاسيون هاي حذفي شده اند تغيير يافته و همين منجر بـه تجمـع   

. شـود  ERآنها در شبكه آندوپلاسمي و بـه دنبـال آن منجـر بـه اسـترس      
و ناپايداري ژنـوم   DNAدر نهايت منجر به آسيب اكسيداتيو  ERاسترس 

 signalاز يك سو و از سوي ديگر از طريـق فعـال كـردن چنـدين مسـير     
transduction   بنـابراين مـي   ). 23(منجر به تكثير سلول ها خواهد شـد

ممكن است در طـولاني   PreS2توان نتيجه گرفت كه موتانت هاي حذفي 
البته براي . نقش داشته باشد HBVوابسته به  HCCپاتوژنسيته مدت در 

 و In vivoروشن شدن بيشتر اين ارتباط به مطالعات بيشتري به صورت 
In vitro  نياز است .  

  
   نتيجه گيري

موجود بر  B cell و T cell، اپي تپ هاي PreS2در موتانت هاي حذفي 
يطي فراهم مي شـود  در نتيجه شرا. حذف مي شود PreS2محصول ناحيه 

ايـن پـروتئين هـاي     .كه ويروس احتمالا بتواند از سيستم ايمني فرار كنـد 
تجمع يافته و  (ER) در شبكه رتيكولوم آندوپلاسمي  PreS2موتانت يافته

 به اين ترتيب عـلاوه بـر اينكـه شـرايط نـا     . را سبب مي شوند ER استرس
تقيم تكثيــر غيــر مســ از طــرقپايـداري در ژنــوم ســلول ايجــاد مــي شـود   

سـلول   اين امكان وجود دارد كـه  در نتيجه. شود هپاتوسيت ها تحريك مي
  . سمت سرطاني شدن پيش روندبه  ها
  

  تشكر و قدرداني
نويسندگان اين مقاله از همكاران محترم بخش ويروس شناسي دانشكده 
بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران و خانم دكتر زهرا فرزادي تشكر مي 
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