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 خلاصه 

 مقدمه
در B (HBV )هپاتیت ویروس  نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی هایهای جهش یافته مقاوم به آنالوگسویه

های گریز ( و جهشSNPمرفیسم تک نوکلئوتیدی )بروز پليو مصرف  زمان دننتیجه طولاني ش

ژن  در ایمني فرار جهش و انتخابي فشارهای شناسایي حاضر، مطالعه از هدف شوند.پدیدار مي

HBsAg (S )به مبتلا بیماران در HBV است مزمن. 

 روش کار

مزمن  Bپنجاه بیمار مبتلا به هپاتیت  در شهر کرج انجام شد، 1692 در این مطالعه مقطعي که در سال

ویروس هر بیمار با  DNAهای بندی شدند. تعداد کپيدسته و بدون درماندر دو گروه تحت درمان 

real time PCR توالي ژن  ه وبرآورد شدS  تعیین شد. اثر هرSNP  بر پایداری پروتئینS  باI-

mutant   و برآورد میزان انرژی آزادDDG پیش بیني شد . 

 نتایج 

کپي برآورد شد.  ml/019  ×6/4و  1/1×  119کمترین میزان بار ویروس و بیشترین آن به ترتیب  

با  فردیک در  Q129P، و Q101R ،T115N ،S143Lبیشترین تعداد جهش منجر به تغییر شامل 

مشاهده  L175Sو  M133Tهای تعیین شد. در یک بیمار بدون درمان، جهش سابقه مصرف دارو

مشاهده شد. از مجموع  درماننیز در افراد دیگر با سابقه  Y134Cو  Q129P ،S174Nد. جهش ش

بیشترین اثر کاهشي را بر پایداری  -Kcal/mol 02/1برابر با  DDGبا  L175Sتغییر اسید آمینه،  0

 داشت. Sپروتئین 

 نتیجه گیری

های یافتهتباط وجود دارد. ویروس و پیدایش جهش گریز ار Sژن  SNPها، بین براساس این داده

اثر  Bعفونت مزمن هپاتیت  تواند بر بهبود درمان و ایمن سازی علیهگریز مي یهاجهشهای بررسي

 .گذار باشد

 کلمات کلیدی
 پلي مرفیسم تک نوکلئوتیدی، S، جهش گریز، ژن Bعفونت مزمن هپاتیت  

 .باشدمياین مطالعه فاقد تضاد منافع  پی نوشت:
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 مقدمه 

ترین مشكلات بهداشتي یكي از مهم Bعفونت مزمن هپاتیت 

سازمان جهاني بهداشت این عفونت را . باشدانسان در جهان مي

ویروس  انساني قرار داده است.های در گروه یک کارسینوژن

کوچک دارای پوشش، ای ازهاند( باHBVعامل این بیماری )

ای ي از آن تک رشتهحلقوی که قسمتای دو رشته DNAژنوم 

است، و آنزیم نسخه برداری معكوس با فعالیت ریبونوکلئازی 

از سه گلیكوپروتئین اینتگرال غشایي با  HBVباشد. پوشش مي

آغاز متفاوت و های های انتهای آمیني متفاوت که جایگاهدمین

به صورت هم  Lو  M ،Sشامل  جایگاه پایان یكساني دارند

( ORFست که توسط قالب خواندن باز )پوشان تشكیل شده ا

های شوند و آنتي ژنرمزدهي مي S1/S2/S-preمربوط به 

-1)کنند پوششي سطحي، مرکزی، و محلول در آب را بیان مي

یا آنتي ژن سطحي  S ي پپتیدپلترین پروتئین یعني . کوچک(6

HBsAg 773متشكل از  کیلو دالتون و 74وزن مولكولي  با 

ناحیه هیدروفیلیک  99-139است. اسیدهای آمینه  اسیدآمینه

شوند، و نامیده مي یا ایمونودمین "determinant "aاصلي که 

شامل دو لوپ که ناحیه اپي توپي آن  174-142اسیدهای آمینه 

د. این ناحیه اپي توپي سبب برانگیخته شدن دهنرا تشكیل مي

شده و هدف اصلي  +T CD8و  +T CD4های پاسخ سلول

خنثي کننده های و در نتیجه آنتي بادی Bهای پاسخ سلول

اگر  .باشندمي HBVموجود در خون افراد واکسینه شده علیه 

determinant "a" فشار  از ناشيهای جهش تأثیر تحت

 و القا ایمني درمهمي تغییرات است ممكن یرد،گ قرار انتخابي

 .(5, 4)شود  ایجاد HBV عفونت در برابر حفاظت

وشیمیایي و ژنتیكي بر اساس متغیرهای سرولوژیكي بی

HBsAg ،HBV  به هشت ژنوتیپ ازA  تاH  طبقه بندی

 شود که از نظر پراکندگي جغرافیایي، الگوی جهش ومي

. (3)تظاهرات بالیني، و پاسخ به درمان مؤثر باهم متفاوت هستند 

ماران آلوده شده بیدر و  (2) باشدمي Dژنوتیپ غالب در ایران 

 خطرو  سلولارزان ابتلا به کارسـینومای هپاتومی یپتژنواین با 

ایران با . (0) اسـت زیادتر A عــود ویــروس نسبت به ژنوتیپ

 در گروه Bهپاتیت به عفونت مزمن  %7-5/6میزان آلودگي 

مختلف های گیرد و پراکندگي در استانمتوسط ابتلا قرار مي

در مبتلایان به نوع . (11-9, 2)گزارش شده است  0/6-6/1

مزمن بیماری، ممانعت از پیشرفت سیروز از طریق درمان با 

پذیر است. در این بیماران، درمان با داروهای ضدویروسي امكان

با هدف  نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدیهای آنالوگاینترفرون و یا 

 غیـر قابـل برگشت کبدیجلوگیری از تكثیر ویروس و تخریب 

این مصرف طولاني مدت اما  .(16, 17) شودتوصیه مي

که با هدف درمان مبتلایان و جلوگیری از تزاید ها آنالوگ

افزون بر ایجاد عوارض  باشدویروس و ایجاد آسیب کبدی مي

جهش های سبب پیدایش سویهو استخواني در بیمار،  کلیوی

یافته مقاوم به دارو و ایجاد مقاوت دارویي در نتیجه بروز پلي 

شوند گریز ميهای ( و جهشSNPمرفیسم تک نوکلئوتیدی )

تغییر  .(15, 14) که بر افزایش یا کاهش حدت بیماری موثرند

به عنوان یكي راهكارهای مهم  HBVتوالي پروتئین کور 

ویروس برای فرار از شناسایي توسط سیستم ایمني میزبان و در 

نتیجه سبب تداوم بیماری در عفونت مزمن در نظر گرفته 

از آنزیم نسخه برداری معكوس  HBVاز آنجایي که  شود.مي

یزان جهش کند، ماستفاده ميژنومي DNAبرای کپي برداری 

بسیار بالاست. فراواني جهش در  Sدر ژنوم آن به ویژه در ژن 

HBV  به ازای هر جایگزیني  4/1-7/6×  519حدود

شود که ده برابر بیشتر از نوکلئوتیدی در سال تخمین زده مي

 توان آنتي روی بر تغییرات باشد. اینميها ویروس DNAدیگر 

 یمني است تاثیرویروس هدف اولیه سیستم ا Sژن  ژنیک

 منفي نتایج گذاشته و با کاهش سطح بیان پروتئین سبب بروز

 درمان از ، فرارHBsAg تشخیصهای آزمایش در کاذب

سیستم ایمني میزبان  از فرار ، وHBV ضد ایمنوگلوبولین

 .(12, 13)شود مي

مبتلایان به در  Sژن های SNP، شناسایي هدف پژوهش حاضر

جهش گریز بار ویروس و و تعیین ارتباط آن با مزمن  Bهپاتیت 

 باشد.مي
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 روش کار

ه پنجاه بیمار مبتلا ببر روی  1692 سالدر این مطالعه مقطعي 

مزمن مراجعه کننده به آزمایشگاه تشخیص طبي آراد  Bهپاتیت 

در دو گروه دسته بندی انجام شد. بیماران شهر کرج، استان البرز 

شدند شامل گروهي که بین یک ماه تا هشت سال تحت درمان 

نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی قرار های آنالوگبا دست کم یكي از 

پـس از همـاهنگي  کنند.نميدارند و گروهي که دارو دریافت 

بـا مـسوول آزمایشگاه، اطلاعات دموگرافیک مورد نیاز مانند 

سن، جنس، نوع دارو، و مدت زمان استفاده از دارو از بیماراني 

با رعایت که مایل به شرکت در مطالعه بودند اخذ شده و 

در قالب یک پرسشنامه محرمانه بودن اطلاعات پزشكي ایشان 

  ثبت شد.

 µlمقدار در سرم خون مبتلایان،  HBVی تعیین میزان بار برا

ویروس با  DNAسرم از نمونه خون هر بیمار تهیه شده و  499

های تعداد کپياستخراج شد.  Magcoreاستفاده از کیت 

DNA ویروس با آزمایش کميreal time PCR  و استفاده

تعیین شد. این کیت بر مبنای توالي  GeneProofاز کیت 

ویروس طراحي شده و اختصاصي  Xژن  ORFظ شده حف

 .است H-Aهای ژنوتیپ

با مقایسه و تعیین هم ردیفي  ،ویروس Sژن برای تعیین توالي 

، GenBankویروس ثبت شده در پایگاه داده  Sهای ژن توالي

ها تعیین شد. پرایمرهای نواحي کاملا حفاظت شده آن

 bp 346به طول  اختصاصي رفت و برگشت برای تكثیر این ژن

 های زیر طراحي شد: با توالي
HBSF: 5’ CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC 3’ 

HBSR: 5’ CGAACCACTGAACAAATGGCACT 3’  

 C 95°به صورت یک مرحله ابتدایي  PCRچرخه دمایي برای 

به شكل مرحله  PCRو سپس سه مرحله  min 5به مدت 

، s 45به مدت  C 52°، اتصال  s 69به مدت  C 94°واسرشت 

چرخه و یک مرحله  69به تعداد  s 39به مدت  C 27°گسترش 

انجام شد.  min 19به مدت  C 27°گسترش نهایي به شكل 

 DNA (100bpهمراه با مارکر وزن مولكولي  PCRمحصول 

plus DNA Ladder, Fermentas)  دارای  %1روی ژل آگارز

از  PCRالكتروفورز شد. محصول  Safe Redمحلول رنگي 

 (GeneAll, Korea)ژل با استفاده از کیت  روی

Plasmid SV TMExprep  خالص شده و توالي نوکلئوتیدی

توالي ای تعیین شد. بررسي مقایسهبا خوانش دو طرفه ها آن

ویروس مربوط به هر  Sژن ای نوکلئوتیدی و توالي اسید آمینه

 به شماره رهگیری 1990سال  Okamotoنمونه و توالي مرجع 

AB033559  ثبت شده در پایگاه دادهGenBank  با برنامه

MEGA6  انجام شد. وجودSNP ژن  در تواليS  ویروس در

های آنالوگمبتلایاني که تحت درمان با 

نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی هستند و بیماراني که دارو دریافت 

اثر برای ارزیابي شد.  تعیینروش توالي یابي مستقیم  با کنندنمي

میزان تغییر انرژی آزاد ویروس،  Sبر پایداری پروتئین  SNPهر 

. شاخص شد برآورد اینقطه جهش در اثرایجاد شده 

 بیان کننده میزان تغییر Kcal/molدر مقیاس  DDGکمي

پروتئین با  شده باز و تاخورده ایجاد شده در دو حالت انرژی

 پایدار جهش (،DDG >-5/9کننده ) ثبات بي تفسیر جهش

(5/9< DDG) جهش خنثي و (5/9< DDG <5/9-) باشد مي

که به ترتیب سبب کاهش پایداری یا افزایش پایداری پروتئین 

شده، و یا این که خنثي هستند و اثری بر ساختار پروتئیني ندارند. 

-Iبا استفاده از برنامه بیوانفورماتیكي  DDGمیزان  پیش بیني

mutant ver 3.0 بردار ابزار ه یکصورت گرفت. این برنام 

 پایداری تغییرات خودکار بیني پیش بر مبتني( SVM) پشتیباني

با  اطلاعاتتمامي .است اینقطه تک هایجهش بر پروتئین

از نظر آماری  SPSSافزار  نرم طرفه ویک  ANOVAآزمون 

 کای آزمون باها گروه بین و پردازش شد. ارتباط بررسي

ای مورد پذیرش، باضریب بیشینه خط .شد بررسي اسكوئر

 در نظرگرفته شد.  95/9درصد، برابر  95اطمینان 

 نتایج 

اطلاعات دموگرافیک هر بیمار شامل سن، جنس، تحت درمان 

نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی، نوع دارو، مدت های آنالوگبودن با 

ویروس در سرم که با  DNAهای زمان استفاده، و تعداد کپي

بدست آمده بود در قالب  real time PCRآزمایش کمي

 (.1)جدول  یک پرسشنامه ثبت شد
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 های آنالوگ تحت درمان بامزمن  Bنمونه پرسشنامه تكمیل شده اطلاعات دموگرافیک مبتلایان به هپاتیت  -1جدول

 نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی و بیماراني که درمان نمي شوند

 جنسیت ردیف
 سن

 )سال(

 مدت زمان مصرف تحت درمان

 داروهای ضد هپاتیت
DNAتعداد کپي های  ویروس   

 خیر بله

 /ml7/4 × 196 - √  70 زن 1

ماه 6  √ 66 مرد 7  ml1/9 × 191/ 

سال 5  √ 66 مرد 6  ml1/0 × 194/ 

سال 4  √ 79 مرد 4  ml7/0 × 194/ 

 /ml1/1 × 191  سال 0  √ 66 مرد 5

 /ml6/1 × 196 - √  79 زن 3

 /ml4/6 × 190 - √  75 زن 2

ماه 1  √ 65 مرد 0  ml2/9 × 193/ 

سال 7  √ 27 مرد 9  ml1/5 × 196/ 

 /ml0/2 × 196 - √  52 مرد 19

سال 7  √ 71 مرد 11  ml7/0 × 191/ 

 /ml7/6 × 196 - √  35 مرد 17

 /ml4/1 × 194 - √  49 زن 16

سال 6  √ 49 زن 14  ml7/9 × 191/ 

 /ml9/6 × 197 - √  32 مرد 15

از پنجاه بیمار مورد مطالعه، تعداد بیست نفر زن و باقیمانده مرد  

این  فراواني توزیع سال بودند. 27تا  71با محدوده سني 

نفر از  71تعداد آورده شده است.  7جدول در  اطلاعات

قرار داشته و همگي  HBVآزمایش شوندگان تحت درمان علیه 

را به صورت روزانه   میلي گرم 699مقدار به تنوفوویر  قرصفقط 

هیچ یک از مراجعه کنندگان کردند. مصرف ميتک رژیمي

 realدر آزمایش را نداشتند.  Bهپاتیت سابقه واکسیناسیون علیه 

time PCR  کمترین میزانDNA  ویروس در سرم مبتلایان

 ml/019کپي و بیشترین آن  ml/119  ×1/1مزمن  Bبه هپاتیت 

کپي از  ml/619بتلایان دارای کپي برآورد شد. بیشتر م 6/4× 

DNA  .ویروس در سرم خود بودند 

ویروس در هر یک از  Sحاصل از تكثیر ژن  PCRمحصول 

آنالوگ مزمن دریافت کننده یک  Bمبتلایان به هپاتیت 

شوند با نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی و بیماراني که درمان نمي

 DNAجفت پرایمر اختصاصي همراه با مارکر وزن مولكولي 

الكتروفورز شد. نتیجه آزمایش نشان داد ژن  %1روی ژل آگارز 

S های ویروس در همه نمونهDNA  استخراج شده از سرم

 . (1)شكل  تكثیر یافته است DNAمبتلایان 

 

در مبتلایان به نوع مزمن بیماری به طول  Bویروس هپاتیت  Sتكثیر ژن  .1شکل 

 . 2و کنترل منفي شماره  DNAولي گر وزن مولكدر کنار نشان bp 346تقریبي 
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مربوط به هر  S، توالي ژن PCRپس از خالص سازی محصول 

نوکلئوتیدی توسط برنامه های نمونه تعیین شد. نتایج توالي

MEGA6  مورد بررسي قرار گرفت و هر توالي نوکلئوتیدی

ای حضور جهش نقطهسپس ترجمه شد. ای به توالي اسید آمینه

نوکلئوتیدی و امكان تغییر در توالي اسید آمینه آن در هر توالي 

پنج نفراز مبتلایان بروز  Sردیابي شد. در توالي نوکلئوتیدی ژن 

مشاهده شد. بیشترین تعداد جهش در یک ای نقطههای جهش

 HBVی ضد سال دارو 0ساله تعیین شد که به مدت  66مرد 

×  ml/119ویروس در سرم او  DNAمصرف کرده و میزان 

منجر  SNPکپي برآورد شده بود. در این فرد تعداد چهار  1/1

، و Q101R ،T115N ،S143Lبه تغییرات اسید آمینه شامل 

Q129P  ساله بدون مصرف داروی  75تعیین شد. در یک زن

جهش  ،کپي ml/019  ×6/4ویروس  DNAتنوفوویر با میزان 

به سایر نسبت  که مشاهده شد L175Sمنجر به تغییر اسید آمینه 

مبتلایان، این فرد بیشترین میزان بار ویروس را داشت. در یک 

، HBVساله با سه سال سابقه ابتلا به عفونت مزمن 65مرد 

 ml/319  ×9/2دریافت یک ماه تنوفوویر، و میزان ویروس 

ساله با میزان  49مشاهده شد. در یک مرد  S174Nکپي، جهش 

DNA  ویروس برابر باml/319  ×5/1 که سابقه دریافت  کپي

منجر به تغییرات اسید آمینه شامل های دارو ندارد، جهش

M133T  وY134C  مشاهده شد. جهشQ129P  در یک

 DNAسال سابقه مصرف تنوفوویر و میزان  4ساله با  71مرد 

اسید های جایگزینيکپي تعیین شد.  ml/119  ×0/7ویروس 

 determinantدر  146، و 164، 166، 179های آمینه در مكان

"a"  پروتئینS گریز در نظر های قرار دارند و به عنوان جهش

در خارج از این ناحیه قرار ها شوند. بقیه جایگزینيگرفته مي

دارند. در پردازش آماری، بیماران تحت درمان با این آنالوگ 

گریز در های دارای جهش %14 نوکلئوتیدی/نوکلئوزیدی

HBsAg یزان در گروهي که تحت درمان دارویي بودند. این م

درصد برآورد شد. اختلاف مشاهده شده بین فراواني  2نبودند 

( >p 95/9گریز در دو گروه بیمار از نظر آماری )های جهش

 معني دار نبود. 

 و I-mutantویروس با  Sبر پایداری پروتئین  SNPاثر هر 

  (.7ل آن پیش بیني شد )شك DDGبرآورد میزان 

 

 .مزمن Bویروس مبتلایان به هپاتیت  S( برای تعیین اثر جهش نقطه ای بر پایداری پروتئین DDGبرآورد میزان تغییرات انرزی آزاد ). 2شکل 

در این برنامه یک جهش نوکلئوتیدی منجر به تغییر در توالي 

اسید آمینه پپیتد براساس میزان تغییرات انرزی آزاد در یكي از 

بي  یا جهش و جهش پایدار، کننده، ثبات بي های جهشگروه

تغییر اسید آمینه در پروتئین  0از مجموع قرار خواهد گرفت.  اثر

S  با  125ویروس، جایگزیني لوسین با سرین در موقعیتDDG 

بیشترین اثر کاهشي را بر پایداری  -Kcal/mol 02/1برابر با 
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 .(6)جدول  گیرنددر گروه جهش بي ثبات کننده قرار مي 166و  164های پروتئین دارد و پس از آن جایگزیني در موقعیت

آنالوگ مزمن دریافت کننده یک  Bمبتلایان به هپاتیت  HBsAgویروس بر بر پایداری  Sهای تعیین شده در توالي نوکلئوتیدی ژن  SNPپردازش  -3 جدول

 نوکلئوزیدی/نوکلئوتیدی و بیماراني که درمان نمي شوند

موقعیت در 

واليت  
 تغییرات انرژی آزاد  اسید آمینه جایگزین اسید آمینه اولیه

(Kcal/mol) 
یناثر بر پایداری پروتئ دفعات مشاهده  

-79/9 آرژنین گلوتامین 191  خنثي 1 

-56/9 آسپاراژین ترئونین 115  کاهش جزیي 1 

-15/9 پرولین گلوتامین 179  خنثي 7 

-29/9 ترئونین متیونین 166  کاهش زیاد 1 

-19/1 سیستئین تیروزین 164  کاهش زیاد 1 

-40/9 لوسین سرین 146  خنثي 1 

-79/9 آسپاراژین سرین 124  خنثي 1 

-02/1 سرین لوسین 125  کاهش زیاد 1 

ساله  75در یک زن  M133Tهمراه با  L175Sجایگزیني  

کپي  ml/019  ×6/4ویروس  DNAبدون مصرف دارو با میزان 

 مشاهده شد.

 بحث 

به ویژه در نوزادان و  Bهپاتیت همگاني علیه  یناسیونواکس

 را میزان بروز این بیماریبا ایجاد ایمني طولاني مدت،  کودکان

شامل  Bساخته شده علیه هپاتیت های واکسن .است داده کاهش

هستند که با  Mو  Sهای نانومتری حاوی پروتئین 77های ذره

درون عضلاني تزریق  طورتولید، و به CHOهای بیان در سلول

شوند تا پاسخ ایمني نسبت به شاخص بسیار حفاظت شده بین مي

در دمین  "determinant "aهای ویروس یعني همه ژنوتیپ

ایجاد گردد. این  142تا  174هیدروفیل بین اسیدهای آمینه 

بادی ضد بسیار ایمنولوژیک بوده و عیار بالایي از آنتيها واکسن

همگام با کنند. افراد واکسینه شده القا مي %95ویروس را در 

های درماني در دو دهه گذشته استفاده از رژیمایمن سازی، 

به طور موفقیت نوکلئوتیدی /نوکلئوزیدیهای آنالوگبا جدید 

 در کشورو  اندرا کاهش داده HBVآمیزی میزان عفونت 

در این  .(2) گرفته است قراربه سمت شیوع کم  گذار وضعیت

مبتلایاني که  ویروس در سرم DNAهای تعداد کپي پژوهش،

تحت درمان با تنوفوویر قرار داشتند به طور معني داری کمتر از 

 RTبا مهار آنزیم  شدند. این داروافرادی بود که درمان نمي

کاهش تیتر ویروس و  کاهش میزان تكثیر ویروس در خون سبب

شوند. بالیني ميهای ایجاد نشانه به کمتر از حد آستانه لازم برای

های طوری که میزان ویروس برای آلوده نمودن هپاتوسیتبه

 cccDNAدختری کم است و از طرف دیگر، میزان 

های دختری بعد از برای به ارث رسیدن در سلولژنومي

 .(79, 19)های میتوز ناکافي است دوره

گام  ینوکلئوتیدی/های نوکلئوزیدآنالوگاگرچه استفاده از 

مزمن محسوب مي شود  B بزرگي در درمان مبتلایان به هپاتیت

 بروزبه ها به هنگام درمان با آن تحمیل شدهفشارهای انتخابي اما 

خواهند منجر ویروس  RTبه ویژه ژن خاص های جهش

 Sبا ژن  این ژن ORFهم پوشاني نسبي . به دلیل (75, 71)شد

 پدیدار شدن کننده استبادی خنثيکه هدف اصلي آنتي

عفونت و  بالیني اثر منفي بر تشخیص HBsAg گریزهای جهش

هایي زیرا جهش .(72, 73)خواهد داشت واکسیناسیون های یافته

دهند که به واسطه مقاومت دارویي در ژن پلیمراز رخ مي

ین شوند. همچن HBVتوانند سبب تغییر در پروتئین سطحي مي

علیه آن را کاهش دهند،  بادیبا آنتي HBsAgتوانند اتصال مي

که  HBsAgکه در لوپ هیدروفیلیک اصلي به ویژه هنگامي

در این پژوهش، . (70)باشد، رخ دهند بادی ميکننده آنتيخنثي

منجر به  SNPهشت ویروس  S ای توالي ژنبا بررسي مقایسه

، Q101R ،T115N ،S143Lتغییرات اسید آمینه شامل 
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Q129P ،M133T ،Y134C ،S174N و ،L175S  در

HBsAg  مبتلایان به هپاتیتB  و  تنوفوویرمزمن دریافت کننده

شوند تشخیص داده شد. فراواني بیماراني که درمان نمي

و در گروهي که  %14های گریز در بیماران تحت درمان جهش

برآورد شد که این اختلاف از نظر آماری  %2شدند درمان نمي

، بقیه L175Sو  S174Nهای معني دار نبود. به جز جایگزیني

. بر این اندرخ داده "determinant "aدر ناحیه ها جهش

تنوفوویر با پیدایش توان نتیجه گرفت مصرف داروی اساس مي

مطالعات دیگری نیز  ارتباطي ندارد. HBsAgهای گریز جهش

های نوکلئوتیدی بر ایجاد جهش/نوکلئوزیدیهای تاثیر آنالوگ

در مطالعه مهین روستا و کنند. را رد مي HBsAgگریز 

سال لامیوودین  2ماه تا  3همكاران بر روی بیماراني که به مدت 

بین مصرف این داروها ای کردند، رابطهصرف ميآدفویر م و یا

مطالعه  در. (79)مشاهده نشد  HBsAgگریز های جهشو بروز 

گریز های سایان و همكاران در کشور ترکیه، فراواني جهش

HBsAg های را در مبتلایاني که تحت درمان با آنالوگ

که  و در بیماراني %6/0 نوکلئوتیدی قرار داشتند،/نوکلئوزیدی

ارزیابي کردند.  %5/0کردند داروی ضد ویروسي دریافت نمي

های آماری در این مطالعات به عنوان سطح غیرمعني دار داده

. در تحقیق آولون و (69)اختلاف در نظر گرفته شده است 

گزارش شده  %60های گریز همكاران در اسپانیا میزان جهش

 . (5)است

در  HBsAgهای ایمني گریز گریز، جهشهای در بین جهش

ن دوباره ویروس در بیماراني که سیستم بالا بردن خطر فعال شد

هایي که ها سرکوب شده است نقش دارند. در جهشایمني آن

 تصالشوند ا S پپتیدتوپي سبب تغییر شكل فضایي ناحیه اپي

HBsAg این (67, 12)یابد ميکاهش  آنتي بادی علیه آن و .

که برای القا آنتي بادی  HBsAgامر بر خاصیت آنتي ژني 

عدم ایجاد پاسخ  حفاظتي ضروری است تاثیر گذاشته و سبب

. در این پژوهش برای (61, 4)شود ميایمني مناسب به واکسن 

 پایداری بر ممكن است جهش پاسخ به این سووال که کدام

 اثر هر بگذارد، تاثیر Sو در نتیجه عملكرد پروتئین  ساختار

SNP  بر پایداری این پروتئین با استفاده از برنامه بیوانفورماتیكي

I-mutant ver 3.0 تغییر اسید  0از مجموع  .پیش بیني شد

 125پروتئین، جایگزیني لوسین با سرین در موقعیت این آمینه در 

برابر با  DDGبا قرار دارد  Tهای سلولکه در ناحیه اپي توپي 

Kcal/mol 02/1-  بیشترین اثر کاهشي را بر پایداری پروتئین

که  ه شده استو همكاران نشان داد Salpini مطالعهدر . دارد

بیش از یک  HBVدرصد بیماران با عود دوباره عفونت  9/25

 "a"های اسید آمینه در دارند شامل مكان HBsAgجهش در 

determinantهای های سلول، و در اپي توپT این امر .

ممكن است تغییر شكل فضایي ساختاری و ایمونوژنیسیتي 

HBsAg توپ سلول و ساختار اپيT یر دهد، و به دنبال را تغی

آن ویروس از شناسایي به وسیله سیستم ایمني میزبان فرار 

های انساني ر جمعیتهای ایمني گریز دانتشار جهش. (66)کند

تواند بر میزان اثرگذاری واکسیناسیون موثر باشد. حضور این مي

توانند نقش مي HBVها در افراد واکسینه شده علیه جهش

مثبت واکسینه  HBsAgبسزایي در انتقال عفونت از مادران 

توسط  HBsAgمانع شناخت  شده به فرزند ایفا کنند. زیرا

در نتیجه یک  شده ووسط واکسن های القا شده تبادیآنتي

پتانسیل تهدید برای برنامه واکسیناسیون جهاني و همچنین انتقال 

در  G145Rجهش  .(64)آیند از مادر به فرزند به شمار مي

زیرا  ه استمسوول فرار از ایمني در نظر گرفته شد HBVژنوم 

ژنین در این جایگاه، برجستگي حلقوی جایگزیني اسید آمینه آر

کند ایجاد مي "determinant "a( در 169-142)اسیدآمینه 

در نتیجه آنتي بادی خنثي کننده القا شده توسط واکسناسیون در 

 ORF. از آنجا که (65) شوداپي توپ جهش یافته شناسایي نمي

همپوشاني دارد، بروز این جهش  Sژن پلیمراز تاحدودی با ژن 

احتمالا به جایگزیني اسید آمینه تریپتوفان به گلوتامین در جایگاه 

156 (W153Q ژن پلیمراز وابسته است که در ) نتیجه آن بیان

یابد. این پلیمراز جهش یافته کارایي محصول ژن پلیمراز تغییر مي

که دهد و هنگاميویروس را کاهش مي DNAهمانندسازی 

برداشته شود، نوع جهش یافته  HBsAgفشار انتخابي ضد 

HBV  به عنوان شكل عفونت زای ویروس در یک جمعیت

ها ممكن است مانع کنترل ایمني این جهش .(63) شودغالب مي

 HBVکامل ویروس حتي در موارد درمان با داروهای ضد 
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تواند وجود یک رابطه بین مقاومت دارویي و شود. این مساله مي 

ها دهد زیرا این نوع جهشنشان  های ایمني گریز راجهش

توانند مسوول عدم موفقیت درمان در بیماران بدون شواهدی مي

. مقاومت (19)های مقاومت دارویي اصلي باشند از جهش

نوکلئوتیدی /نوکلئوزیدیهای دارویي در نتیجه مصرف آنالوگ

مورد  HBVهای ژنوم ORFباید با در نظر گرفتن همپوشاني 

فت بیماری کبدی و نیز ضریب مطالعه قرار گیرد تا روند پیشر

مزمن مشخص  Bپاتوژنیسیته ویروس در بیماران مبتلا به هپاتیت 

توانند تولید ذره در دسترس مي HBVشود. داروهای ضد 

. اثری HBsAgویروسي را سرکوب کنند و بر تولید و ترشح 

تاثیر  RTهای مقاومت دارویي ژن ندارند اما برخي جهش

های دارند و در موقعیت HBsAgبر روی پروتئین مستقیمي

القا  Sهای خاتمه را در پروتئین توانند کدونمي 794و  101

ها هپادناویروسبین تمامي 39کنند. اسید آمینه سیستئین در مكان 

 HBsAgبسیار حفاظت شده است و وجود آن برای ترشح 

خاتمه زود هنگام در این ناحیه  ضروری است. پیدایش کدون

های کامل و ساختاری در تولید و ترشح شكل سبب نقص عمده

HBsAg شود. انباشتگي ميHBsAg های کوتاه شده در

شبكه رتیكولواندوپلاسمیک سبب القای تنش اکسیداتیو و فعال 

های انكوژنیک را شدن پروموترهای انكوژن شده که پروتئین

کنند. این امر بر پاتوژنیسیته و انكوژیک بودن رمز دهي مي

HBV گذاشته و به ترانسفورماسیون نئوپلاستیک  اثر

 (.62, 65)کند ها و افزایش سرطان کبد کمک ميهپاتوسیت

د مورد مطالعه در این پزوهش دارای میزان از افرابیش از نیمي

تواند با ویروس در سرم خود بودند. این مساله مي DNA کم

 پنهان مرتبط باشد. عفونت پنهان با حضور Bوجود هپاتیت 

DNA ویروس و عدم حضور HBsAg  در سرم افراد

شناسایي شده و با حضور یا عدم حضور مارکرهای سرولوژیک 

باشد. همراه مي HBs و یا آنتي HBc يعفونت قبلي مانند آنت

پنهان شناخته نشده است، اما  Bاگرچه علت اصلي هپاتیت 

 ویروس که آنتي ژنیسیته S پروتئینهای تواند با جهشمي

HBsAg های دهند و سبب شكست نتایج آزمونرا تغییر مي

 نتایج منفي کاذبدر افراد مبتلا و ارایه  HBsAg تشخیصي

 S143L،M133Iهای در ارتباط باشد. جایگزینيشوند مي

،R122K،P120S  و G145R که به عنوان جهش ایمني

های شوند علت شكست آزمونشناسایي مي S گریز در پروتئین

 ،69 ،4)هستند  B در افراد مبتلا به هپاتیت HBsAg تشخیصي

یكي از چالش برانگیزترین و گسترده  پنهان Bهپاتیت . (62

های تحقیقات است موضوعات در زمینه هپاتیت ویروسي در سال

د بالقوه برای انتقال خون و پیوند عضو اخیر بوده و یک تهدی

های باشد. بسیاری از مطالعات اطلاعات کافي درباره جهشمي

تنها ها مرتبط با عفونت پنهان ندارند چون در اغلب آن

بررسي و گزارش شده  HBVهای محدودی از ژنوم قسمت

 HBVبرای هر ژنوتیپ  عفونت پنهانهای مرتبط با جهش است.

، Y100Sهای اسید آمینه جایگزینيد است. منحصر به فر

Q101R ،P105R ،T115N ،T116N ،P120L ،

R122P ،T123N ،T126I ،P127H/L ،Q129P ،

M133T ،Y134C ،S143L ،S167L ،R169H ،

S174N ،L175S و ،V177A  بیشترین فراواني را در

پنهان مرتبط هستند. این  HBVدارند با عفونت  Dژنوتیپ 

 "a"دیده شده و فقط در ناحیه  HBsAgدر کل ها جهش

determinant (60) قرار ندارند.  

های ایمني گریز این مطالعات بیانگر این هستند که برخي جهش

در بیماراني که  HBVدر بالا بردن خطر فعال شدن دوباره 

توانند آنها سرکوب شده است نقش دارند و مي سیستم ایمني

مقاوم به درمان شوند.  HBVهای شروعي برای سازگاری سوش

انساني ممكن است مانع های ها در جمعیتگردش این جهش

کنترل ایمني کامل ویروس حتي در موارد درمان با داروهای ضد 

HBV شود. این مساله باید در راهبردهای درماني اخیر با هدف 

 در نظر گرفته شود. HBVدستیابي به درمان 

 یقدردان و تشکر

آزمایشگاه تشخیص مسوول محترم های بدین وسیله از همكاری

سرکار خانم دکتر کیاندخت  طبي آراد شهر کرج، استان البرز

شود. گزاری ميگردریز و نیز جناب آقای حسین مجیدی سپاس
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 Abstract 

Introduction: The mutated strains resistant to nucleoside / nucleotide 

analogues of hepatitis B virus (HBV) appear as a result of prolonged use 

time and the occurrence of single nucleotide polymorphism (SNP) and 

escape mutations. The aim of this study was to identify selective pressures 

and mutations in immune escape in the HBsAg (S) gene in patients with 

chronic HBV. 

Materials and Methods: In this cross-sectional study conducted in 1397 in 

Karaj, fifty patients with chronic hepatitis B were classified into two groups 

under treatment and without treatment. The number of DNA copies of each 

patient's virus was estimated by real-time PCR, and the sequence of the S 

gene was determined. The effect of each SNP on I-mutant protein stability 

and DDG free energy estimation was predicted. 

Results: The lowest virus load and the highest were estimated to be 1.10 10 

1.1 and 4.38 ml 10.3 ml, respectively. The highest number of mutations 

leading to the change, including Q101R, T115N, S143L, and Q129P, was 

determined in a person with a history of drug use. In one untreated patient, 

mutations in M133T and L175S were observed. Mutations in Q129P, 

S174N, and Y134C were also observed in other individuals with a history of 

treatment. Of the 8 amino acid changes, LD75S with DDG equal to Kcal / 

mol 1.87 had the greatest effect on S protein stability. 

Conclusion: Based on these data, there is a relationship between SNP virus S 

gene and mutant origin. Findings from studies of escape mutations can be 

effective in improving treatment and immunization against chronic hepatitis 

B infection. 

Key words Chronic hepatitis B infection, mutation, S gene, single nucleotide 

polymorphism  
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