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چيکده
سابقه و هدف: هپاتيت B، بيماري بسيار خطرناکي است که به صورت اندميک در بسياري از مناطق جهان مشاهده مي شود.

نواحی  به  )%98(، بطوری که  بوده  از جمله لاميوودين حساس  به يک سري داروهاي ضد ويروسي  )HBV( نسبت  هپاتیت    ويروس 
ويروسي   DNA سازي  همانند  و  معکوس  کريپتاز  ترانس  عمل  مانع  و  گردد  می  متصل  ويروس  مراز  پلی   DNA آنزيم  از  خاصي 
شود  می  ايجاد  ويروس  پليمراز  ژن   C دومین  در   YMDD موتيف  در  جهشی  دارو،  مدت  طولاني  مصرف  اثر  در  شود.  می 
موتاسیون  تر  دقیق  و  تر  سریع  شناسایی  منظور  به  مطالعه  این  در  گردد.  می  دارو  اين  به  نسبت  ويروس  مقاومت  سبب  که 
ژنومی  تغيير  اين  بین  ارتباط  طرفی  از  دارو،  به  نسبت  ویروس  مقاومت  جهت  فوق،  موتاسيون  شيوع  اهمیت  بنابر  و   YMDD

گرفت. قرار  استفاده  مورد   LCR روش  درمان،  به  پاسخ  و  زايی  بيماری  سير  روی  بر  آن  اثر  و  کبدی  های  بيماری  پيشرفت  با 
مورد   LCR تکنيک  از طريق   HBV ويروس  مراز  پلي  ژن   Nested PCR از  نمونه حاصل  مطالعه، 62  این  در  مواد و روش ها: 
بررسي قرار گرفت. سه جفت اليگونوکلئوتيد bp 26-21 براي ناحيه YMDD هم براي نمونه نرمال و هم برای نمونه موتان طراحي گرديدکه 

سبب تکثیر ناحیه bp 47 شد.
یافته ها: از 62 نمونه مورد بررسی، 51 نفر )82/25%(، بدون موتاسیون در ناحیه YMDD و 11 بیمار )17/74%( دارای موتاسیون 

در ناحیه فوق بودند.
نتیجه گیری : بررسی نتایج حاصل از LCR نشان دادکه در بیماران هم نوع وحشی و هم نوع موتان HBV وجود دارد در نتیجه برای 
بررسی وجود یا عدم وجود موتاسیون از الیگونوکلئوتیدهای موتان استفاده شد. نتایج حاصل از روش LCR مطابقت کامل با نتایج حاصل 

از تعیین توالی نشان داد.
LCR روش ،YMDD موتاسيون ،B ژن پلي مراز ويروس هپاتیت ،B واژه کليدي: هپاتيت

مقدمه
ويروس هپاتيت HBV( B1( يکي از مهم ترين و خطرناک ترین
عوامل بروز هپاتيت B در انسان است. در اين بيماري کبد دچار

 Kew et al.,( گردد  مي  پاتولوژيک  تغييرات  و  آماس  نکروز، 
بدون  عفونت  حاد،  انواع  به  ويروس  اين  به  آلوده  افراد   .)1998

بروز علائم و مزمن طبقه بندي مي شوند. در افراد مبتلا به نوع 
سيروز2 جمله  از  کبدي  هاي  بيماري  پيشرفت  احتمال  مزمن، 

 1-Hepatitis B Virus
2-Cirrhosis
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يابد  مي  افزايش  کبدي1  هاي  سلول  اوليه  سرطان  و 
)Collier et al., 1998(. از جمله درمان هاي ضد ويروسي شايع 

در اين بيماري داروي لاميوودين2 است. اما از مشکلاتي که در 
ويروس  مقاومت  ايجاد  دارد،  وجود  مهم  اين  به  رسيدن  جهت 
 Zhang et al.,( است  دارو  مدت  طولاني  مصرف  در  دارو  به 
Stanley et al., 1998 ;2003 (. لاميوودين )2 و 3 دي داکسي 

بصورت خوراکي  است که  نوکلئوزيدي  آنالوگ  سياتيدين( يک 
مانع  اين دارو  بزرگسالان تجويز مي شود.  )mg/day 100( در 
عمل ترانس کريپتاز معکوس شده و در نهایت از همانند سازي 
DNA ويروس جلوگيري به عمل می آورد که براي افراد داراي 

هپاتيت مزمن توصيه مي شود. اين دارو در بيشتر بيماران موثر 
بوده )98 درصد( و باعث کاهش DNA ويروس و پايين آمدن 
آنزيم کبدي )ALT(3 مي گردد. يکي از مشکلات داروي نامبرده، 
هاي     ژن  در  موتاسيون  دليل  به  ويروس  بالاي  مقاومت  ايجاد 
 23( آن  مصرف  زمان  با  ويروس   Precore و   Core مراز،  پلي 
درصد در يک سال، 38 درصد در دو سال، 50 درصد در سه 
 Monjardino et al .,( مي باشد )سال و 67 درصد در چهار سال
Bosch et al.,1988 ;   1998(. با توجه به مطالعات مختلف انجام 

شده، درمان ضد ويروسي مهم ترين عامل مشاهده شده در ايجاد 
معکوس/ رونويسي  آنزيم  ژن  ناحیه  در  مهم  هاي  موتاسيون 

ويروسي(  ضد  داروهاي  براي  هدف  ترين  )مهم  ویروس  مراز  پلي 

و  گزارشات  طبق   .)Chun-Tao Wai et al., 2006( است 
 YMDD موتيف  که  است  شده  مشخص  گذشته  تحقيقات 
تيروزين،  شامل  که  مراز  پلي   C دومن  کاتاليتيک  )ناحيه 
متيونين، آسپارتات و آسپارتات مي باشد( در همه هپادنا ويروس ها 
در  ناحيه  ترين  اصلي   ،YMDD ناحیه  است.  شده  حفاظت 
ويروسي خصوصا  داروهاي ضد  عليه  بر  ویروس  مقاومت  ايجاد 
لاميوودين است که تمايل اتصال دارو به سويه هاي موتاسيون 
 Zhang et al., 2003; Valenzuela et al.,( يافته را کاهش مي دهد
موتاسيون  ميزان  تراپي  لاميوودين  سال  يک  از  پس   .)  1979

افزايش          14-32% ميزان  به  مراز  پلي  ژن   YMDD موتيف  در 
مي يابد )Stanley et al., 1998(. موتيف YMDD در اثر تعويض 
 )240M V/I/S( اسيد آمينه متيونين به والين/ ايزولوسين/ سرين
YVDD تبدیل می شود )جدول 1( و در  YIDD و  به موتیف 
ناحیه  این  به  دارو  باند شدن  مانع  تغییرات ساختماني  این  اثر 
مشکلات  به  توجه  با   .)Balakrishna et al., 2005( گردد  می 
ناشي از ويروس هپاتيت B در بروز بيماري هاي عفوني کبدي 
و   B هپاتيت  انواع  بروز  در  ويروس  اين  از  حاصل  اختلالات  و 
بيماري هاي سيروز کبدي و هپاتوسلولار کارسينوما و با توجه به 
ظهور موتاسيون در موتيف YMDD با مصرف طولانی مدت دارو 
 Hosseini et( که معمولا با تشديد بيماري هاي کبدي همراه است

.)al., 2006; Sattler et al., 1979

جدول 1- مقايسه توالي ناحيه YMDD ژن پلي مراز با انواع جهش يافته های آن

1-Hepatocellularcarcinoma                    
 2-Lamivudine                  
 3-Alanine aminotransferase                   
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توالي نوکلئوتيدی

YMDD T A T A T G G A T G A T

YIDD T A T A T T G A T G A T

YVDD T A T G T G G A T G A T
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)LCR(

مطالعات جديد حاکی از  موتاسيون در اين ناحيه با تغییر وضعيت 
باليني بيماران است، بطوري که در افراد مبتلا به سرطان کبد 
)HCC(، درصد شيوع اين موتاسيون بالاتر از گروه هاي ديگر است و

مي توان آن را با مدت زمان مصرف بيشتر دارو مرتبط دانست 
)Sattler et al., 1979; Fields et al., 2001(. پس بايد آگاهي 

ماه  بيماران مصرف کننده دارو داده شود که هر 3-2  به  لازم 
نمايند  مراجعه  کلينيک  به  موتاسيون  تشخيص  براي  بار  يک 
مختلفي  هاي  روش  از  امروزه  گيرند.  قرار  آزمايش  مورد  و 
 PCR ل  محصو روي  بر  مستقيم1  يابي  توالي  همچون 
 ,(Saiki et al., 1988), 2 RFLP (Chun-tao et al., 2006

 Guatrlli et al., 1990), 3LiPA (Wu et al., 1989; Barrniger

et al., 1990( براي تشخيص موتاسيون هاي فوق به کار برده مي 

      Ligase chain reaction                شود. روش نوین دیگری به نام
تک  های  موتاسیون  شناسایی  برای  که  است  شده  شناخته 
 PCR LCR برخلاف  نوکلئوتیدی مورد استفاده قرار می گیرد. 
اتصال   ،)Denaturation( شدن  واسرشته  مرحله  سه  از  که 
است  تشکيل شده   )Extension( و طویل شدن   )Annealing(
دو مرحله  )Saiki et al.,1988; Conner et al., 1983(، شامل 

Denaturation و Annealing مي باشد، يعني در يک مرحله، 

دو رشته DNA در دماي بالاي 94ºC از هم باز مي گردد و در 
اليگونوکلئوتيدهاي طراحي شده   Annealing مرحله بعد يعني
با در نظر گرفتن زمان خاص  الگو متصل مي گردند.  به رشته 
مثلا 4 دقيقه فرصتی فراهم می گردد که اگر دو اليگونوکلئوتيد 
مجاور که کاملا به DNA الگو متصل شده اند، با پيوند فسفودي 
-30 با  و   )  Tooley et al., 2002( شوند  متصل  هم  به  استر 

اليگونوکلئوتيد  دو  طول  اندازه  به  باندي  انتها  در  سيکل،   25
در  توجه  قابل  نکته   .)Osiowy., 2002( شد  خواهد  حاصل 
 ،PCR روش  برخلاف  که  است  اين   LCR پرایمرهای  طراحی 
اليگونوکلئوتيد ها بايد به صورت جفت باشند )يعني براي يک 
قطعه خاص مثلا 20bp بایستی هم الیگونوکلئوتید Forward و 
باند طراحي  افزايش شدت  برای   Reverse الیگونوکلئوتید   هم 
گردد( و بايد طوري طراحي شوند که کاملا در کنار هم قرار گيرند 
به  تحقیق،  این  در   .)Osiowy., 2002; Dahl et al., 2007  (

 YMDD منظور شناسایی موتاسیون های تک نوکلئوتیدی ناحیه
ژن پلی مراز، روش LCR مورد استفاده قرار گرفت. از مزایای این 
روش نسبت به سایر روش ها، می توان به صرفه جویی در هزینه 

و وقت بیمار اشاره کرد.
مواد و روش ها

جامعه مورد پژوهش 
نمونه   120  ،)Bahramali et al., 2008( قبلی  پروژه  طی  در 
طبي  مرکز  به  کنندگان  مراجعه  از  مثبت   HBsAg سرم 
هاي  سال  طي  در  شيراز  نمازي  بيمارستان  و  ايران  هپاتيت 
با  ويروسي   DNA استخراج  شد.  آوری  جمع   83-84
nano-particle magnetic beads kit کیت  از  استفاده 

)BILATEC AG, Viernheim, Germany( از 62 بيمار که در 

سيروز،  به  مبتلا  افراد  مزمن،   B هپاتيت  داراي  بيماران  گروه 
بندي  طبقه  علامت  بدون  ناقلين  و  کارسينوما  هپاتوسلولار 
نواحی مختلف ژن پلی مراز  بودند و دارای موتاسیون در  شده 
فرم  و  گرفت  صورت  بودند،   core و   Pre-core ناحیه  ویروس، 
پرسش نامه کامل بيماران که شامل وضعيت باليني، آزمايشات 
کبدي، سرولوژي و ميزان DNA ويروسي مي باشد، براي تمامي      
 ،Nested PCR نمونه ها دريافت گرديد و در نهايت بعد از انجام

از محصولات آن ها در این تحقیق استفاده شد. 
واکنش زنجیره ای لیگازی

مراز  پلي  ژن   YMDD ناحيه  در  موتاسيون  بررسي  منظور  به 
بوسيله  موتان  و  نرمال  اليگونوکلئوتيد  HBV، 3 جفت  ويروس 
و  طراحي   gene runner (Hasting Soft Wair Inc( افزار  نرم 
بهینه  تکاپو زیست خریداری شد )جدول 2(. جهت  از شرکت 
ssDNA، غلظت  Annealing، غلظت  زمان   ،LCR سازی روش 
تشکیل  مواد  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  سیکل  تعداد  و  نمونه 
الگو   DNA ماکرولیتر  یک  از  متشکل   LCR واکنش  دهنده 
با  روش  این  که  طوری  به  کمتر،  یا   100ng/ml غلظت  )با 
از  40ng/ml است(،  پاسخ  دارای  هم  الگو   DNA مولکول  یک 

1-Direct Sequencing 
2-Restriction Fragment Lengh Polymerase 
3-Line Probe Assay 
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LCR ژن پلی مراز با استفاده از تکنیک YMDD جدول 2- توالی پرایمرهای مورد استفاده در تشخیص موتاسیون تک نوکلئوتیدی در ناحیه

نام پرايمراندازه پرايمرتوالي پرايمر

P5َ- CGCATTGCCTGGCGTTTAGCTATATG -3›OH26bp1- Forward

P5َ- CATATAGCTAAACGCCAGGCAATGCG -3َ OH26bp1- Reverse

P5َ- CGCATTGCCTGGCGTTTAGCTATATT -3َ OH26bp1-Mut- Forward

P5َ -AATATAGCTAAACGCCAGGCAATGCG -3َ OH26bp1- Mut- Reverse

P5َ - GATGATGTGGTGCTGGGCGCG -3َ OH21bp2- Forward

P5َ- CGCGCCCAGCACCACATCATC -3َ OH21bp2- Reverse

 1-Mut-F، 1-Mut- یا   2-Rو  1-F، 1-R، 2-F پرایمرهای 
واحد   8  ،  LCR10X بافر  از  ماکرولیتر   2.5  ،2-R و   2-F

،Termostable Taq DNA Ligase (40,000 u/ml  ( آنزیم 
اضافه  و   SS DNA Salmon sperm DNA از   4μg/µl

برسد. واکنش    25μl به حجم کلی تا  استریل  آب مقطر  نمودن 
آلمان   CORBETT دستگاه  در   LCR لیگازی  ای  زنجیره 
 94 اولیه  شدن  واسرشته  دمای  شد.  انجام   96-CG1 مدل 
اولیه  اتصال  دمای  و  دقیقه   4 مدت  به  گراد  سانتی  درجه 
به  و  شد  تنظیم  دقیقه   3 مدت  به  گراد  سانتی  درجه   64/2
شد: انجام  زیر  شرح  به  لیگازی  واکنش  سیکل   30 آن  دنبال 

یک  مدت  به  گراد  سانتی  درجه  دمای 94  در  واسرشته شدن 
 4 به مدت  گراد  سانتی  درجه   64/2 دمای  در  اتصال  و  دقیقه 
دقیقه در نظر گرفته شد. محصولات LCR روی ژل آگارز 2/5 
 0/5mM شامل   (  TBE 0/5 x بافر  از  استفاده  با  که  درصد 
EDTA با pH=8 و Tris/Borate 44/5 mM( ساخته شده بود، 

الکتروفورز گردید و نهایتا با رنگ اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی 
شد و با نور UV مورد بررسی قرار گرفت. 

یافته ها
طبق گزارش قبلی از 120 نمونه سرمی HBsAg مثبت، پس از 

آزمایش Nested PCR مشخص شد که 62 نفر دارای موتاسیون 
در نواحی مختلف ژن پلی مراز ویروس، pre-core و core بودند 
)Bahramali et al., 2008(. نتیجه واکنش Nested PCR تکثیر 

قطعه bp 402 بود که در شکل 1 نمایش داده شده است. این 
ناحیه شامل موتیف YMDD ناحیه ژن پلی مراز ژنوم ویروس 
موتاسیون  برای مطالعه   PCR این محصول  از  نتیجه  است، در 
مورد  در  آمده  بدست  نتايج  کليه  گردید.  استفاده  نظر  مورد 
با  تشخيص موتاسيون موجود در ناحيه YMDD ژن پلي مراز 
استفاده از تکنيک LCR به شرح ذيل مي باشد، بررسی تکثیر 
DNA ویروسی نرمال با پرایمرهای نرمال با توجه به شکل 1، 

نتايج حاصل از LCR براي ناحيه YMDD با پرايمرهاي نرمال 
و نمونه نرمال در ناحيه فوق، تشکيل يک باند 47bp است که 
 26 bp 1( به طول-R 1 و-F( حاصل اتصال اليگونوکلئوتيدهای

با اليگونوکلئوتيدهای ديگر )F-2 و R-2( به طول 21bp بود.
نرمال  پرایمرهای  با  نرمال  DNA ویروسی  تکثیر  بررسی 

و موتان
YMDD براي ناحيه LCR با توجه به شکل 2، نتايج حاصل از

با پرايمرهاي نرمال و نمونه نرمال در ناحيه فوق، تشکيل يک
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و   1-F( اليگونوکلئوتيدهای  اتصال  است که حاصل   47bp باند 
)2-R 2 و-F( 26 با اليگونوکلئوتيدهای ديگرbp به طول )1-R

به طول 21bp بود. بررسي تکثير DNA موتان بيمار با پرايمرهاي 
Sp e( اختصاصي  اتصال  از  اطمينان  جهت  موتان  و   نرمال 

متصل  و  بيماران  موتان   DNA به  موتانت  پرايمرهای   )cific

 LCR آزمايش  موتان،  فرد   DNA به  نرمال  پرايمرهاي  نشدن 
با شرايط ذکر شده انجام گرديد و نتايج زير طبق شکل 3 حاصل 
به  موتان  و  نرمال  پرايمر  جفت  دو  هر   3 شکل  طبق  گرديد. 
DNA موتان متصل گرديدند )رديف2، 3، 4 و 5(، در صورتي 

در   ( موتان  نمونه هاي  مورد  در  نرمال  پرايمر  اتصال جفت  که 

است  این  آن  علت  شود.  می  مشاهده  نبايد  نظر(  مورد  نواحي 
که افراد مبتلا به هپاتيت B، مخلوطي از گونه هاي نوع وحشي 
براي  نتيجه،  در  باشند.  مي  دارا  موتان  گونه  همراه  را  ويروس 
بررسي موتاسيون در نواحي مختلف ژنوم ويروس از جمله ناحيه 

پلي مراز ژنوم ويروس از طريق روش LCR با طراحي پرايمرهاي 
نرمال در نواحي مورد نظر مناسب نيست و مراحل بعدی مطالعات 

تشخيصي بر مبناي پرايمرهاي موتان قرار داده شد.

 براي تاييد نتايج آزمايش قبلي، DNA نرمال با پرايمرهاي نرمال 
و موتان، LCR گرديد. نتایج حاصل از این آزمایش نشان دهنده 
آن است که پرايمرهاي نرمال بصورت اختصاصي به DNA نرمال 
متصل مي شود و DNA نرمال توسط پرايمرهاي موتان تکثير 
نمي گردد ) شکل 4، رديف 3(. بنابراين نتايج منعکس کننده 
نتايج شکل  تاييد  و  به جايگاه خود  پرايمرها  اختصاصي  اتصال 

قبلي مي باشد.

1                2                3                    4

402bp

100bp

500bp

شکل 1- نتيجه حاصل از Nested PCR بر روي ژن پلي مراز ويروس 
.B هپاتيت

1               2             3             4             5    

47bp 47bp

25bp

و  موتان  پرايمرهاي  از جفت  استفاده  با   LCR از  نتايج حاصل   - شکل 3 
.YMDD نرمال و نمونه داراي موتان در ناحيه
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 ،100bP (Fermentaz ( رديف 2- مارکر ،)402bp( PCR رديف 1- محصول
.)402bp( PCR رديف 4- محصول ،)402bp( PCR رديف 3- محصول

DNA نمونه
402 bp

500bp

50bp

25bp

1                      2             3       4       

.LCR از طريق روش YMDD شکل 2 - نتيجه ارزيابي ناحيه

YMDDبا  ناحيه  براي   LCR  -2 رديف   ،25/100bp مارکر   -1 رديف 
پرايمرهاي نرمال و نمونه نرمال 1، رديفLCR -3 براي ناحيه YMDD با 
پرايمرهاي نرمال و نمونه نرمال 2 و رديف 4- کنترل منفي )بدون آنزيم(.

 bp 25/100 رديف-1 مارکر
رديف-LCR 2 براي ناحيه YMDD با پرايمرهای موتان و نمونه موتان 1
رديف-LCR 3 براي ناحيه YMDD با پرايمرهاي نرمال و نمونه موتان 1
رديف-LCR 4 براي ناحيه YMDD با پرايمرهای موتان و نمونه موتان 2
رديف-LCR 5 براي ناحيه YMDD با پرايمرهاي نرمال و نمونه موتان 2

402bp
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1                      2               3           4         

DNA
402bp

47bp
25bp

شکل 4- نتايج حاصل از LCR از طريق پرايمرهاي نرمال و موتان در 
ناحيه YMDD با نمونه نرمال1 و نمونه موتان 1

شکل 5 - نتايج بررسي نمونه هاي نرمال با پرايمرهاي موتان
25bp رديف 1-مارکر

رديف LCR -5 ،4 ،3 ،2 با نمونه نرمال و پرايمر موتان براي 
.YMDD ناحيه

1          2        3        4         5         

500bp

50bp
25bp

ناحيه  در  موجود  موتاسيون  ميزان  بررسي  نتايج 
YMDD ژن پلي‌مراز ويروس HBV در نمونه هاي 

طريق  از  موتان  پرايمرهاي  از  استفاده  با  بيمار 
LCR تکنيک

با توجه به نتايج بدست آمده تصميم به تکثير ناحيه YMDD با 
یک جفت پرايمر موتان گرديد. ناحيه پلي‌مراز ويروس در موتيف 
با مقاومت دارويي  را  ارتباط  YMDD )ناحيه اي که بيشترين 

بيمار )%82/25( بدون موتاسيون  لاميوودين داراست( در 51 
)شکل 5( و در 11 بيمار )%17/7(، موتاسيون شايع YIDD که 
بودند، مشاهده شد  معمولا 2-3 سال لامیوودین دریافت کرده 

)شکل 6 (.

بحث
ايران،  در  بيماري  اين  اهميت  و   B هپاتيت  شيوع  رغم  علي 
با  است.  گرفته  صورت  ويروس  اين  روي  بر  اندکي  مطالعات 
توجه به اهميت بيماري و بررسي هاي به عمل آمده مبني بر 
شيوع و موتاسيون در نواحي مختلف ژنوم ويروس مورد نظر در 
جهت فرار از سيستم هاي دفاعي ميزبان، تشخيص و همچنين 
مقاومت در برابر دارو، در مناطق و کشورهاي مختلف جهان و 
با پيشرفت بيماري هاي  اين تغييرات ژنومي  ارتباط  همچنين 
درمان  به  پاسخ  و  زايي  بيماري  سير  روي  بر  آن  اثر  و  کبدي 
اثر  در  مراز  پلي  ژن   YMDD ناحيه  در  موتاسيون  همچون 
به  نسبت  مقاومت  و  لاميوودين  داروي  مدت  طولاني  مصرف 
آن، ما را برآن داشت که مطالعات خود را بر مبناي اين ويروس 
روش  گزارش  اين  در  دهيم.  قرار  موتاسيون  اين  تشخيص  و 
        DNA در ژنوم YMDD برای مطالعه و تشخيص موتيف LCR

پلي مراز ويروس HBV، بدون استفاده از تکنيک تعيين توالي 
که زمان بر و هزينه بر است، اقدام گرديد. نکته حائز اهمیت در 
این روش، بهینه سازی شرایط LCR بود که با توجه به مطالعات 
هاي  نام  به  آمد. محققيني  بدست  تحقیق  در حین  و  گذشته 
از   PCR-LCR حساسيت  که  دادند  نشان   Barany و   Tooley

LCR بيشتر مي باشد. به همين دليل براي انجام LCR از 62 

نمونه محصول PCR استفاده گرديد )DNA هدف بيشتري در 
ليگاسيون  براي يک دقيقه   LCR باشيم(. روش  اختيار داشته 
جواب نداد و لذا زمان ليگاسيون 4 دقيقه قرار داده شد و باند 

1          2          3           4          5           6

50bp

25bp

تشخيص  جهت  موتان  پرايمر  با  موتان  هاي  نمونه  بررسي  نتايج   -6 شکل 
.YMDD موتاسيون در ناحيه

رديف 1، 2، 3، 4 و LCR -5 با نمونه هاي موتان مختلف و پرايمر موتان 
.25bp و رديف 6-مارکر YMDD براي ناحيه
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رديفLCR -1 براي ناحيه YMDD با پرايمرهای نرمال و نمونه موتان 1، 
رديفLCR -2 براي ناحيه YMDD با پرايمرهاي نرمال و نمونه نرمال1،

رديفLCR -3 براي ناحيه YMDD با پرايمرهای موتان و نمونه نرمال 1 و 
.25/100bp. رديف4-مارکر
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ليگاسيون  زمان   LCR در  بنابراين  گرديد،  مشاهده  موردنظر 
بسيار مهم بوده و بايد بهينه سازي گردد. در طراحي پرايمرها 
دماي  داشتن  و  پرايمرها  بودن  اندازه  يک  جهت  لازم  دقت 
LCR مشاهده  تا مشکلي در  Annealing مشابه صورت گرفت 

 LCR نگردد. هر چند در مقالات منتشر شده تعداد سيکل هاي
را حداکثر 20 سيکل ذکر نموده اند )Tooley et al., 2002( و 
ليکن در تحقيق حاصل، بهترين باند در 30 سيکل بدست آمد. 
پرايمرها  این است که معمولا   LCR قابل توجه در روش  نکته 
تکثير  را  ها  آن  تا  گردند،  مي  طراحي  سالم   DNA اساس  بر 
نمايند و اگر تغيير در حد يک باز در DNA الگو در ناحیه مورد 
نظر اتفاق افتد، آنزيم ليگاز نمي تواند باند فسفودي استري را 
 LCR پايان  از  بعد  لذا  و  نموده  برقرار  الیگونوکلئوتید  دو  بین 
اما  باندي مشاهده نمي گردد.  بيمار موتاسيون دار  نمونه  براي 
با توجه به نتايج بدست آمده در این پژوهش مشخص شد که 
وحشي  تيپ  ويروس  حاوي  هم  هپاتيتي  درمان  تحت  بيماران 
HBV و هم ويروس موتاسيون دار، در ناحيه YMDD مي باشند، 

بنابراين روش LCR بر مبناي تشخيص موتاسيون YMDD ژن 
با پرايمر موتان براي دو ناحيه قرار داده شد. جهت  پلي مراز 
نرمال   DNA و  نرمال  پرايمرهاي  از   LCR روش  اندازي  راه 
پرايمرهاي  از  موتاسيون  تشخيص  براي  سپس  و  شد  استفاده 
موتان دار استفاده گرديد تا اگر باندي مشاهده گردد، مبني بر 
آلوده بودن بيمار به نوع موتان دار ويروس تلقي گردد. اين روش 
نوکلئوتيدي در کليه  تواند در تشخيص موتاسيون ها تک  مي 
بيماري هاي ژنتيکي  بسيار حائر اهميت باشد. به لحاظ اهميت 
درمان بيماري هپاتيت B به جهت جلوگيري از پيشروي بيماري 
و امراض كبدي و با توجه به استفاده طولاني مدت داروهاي ضد 
ويروسي جهت رسيدن به اين مهم )شامل اينترفرون، لاميوودين 
و ...( و همچنين مشكلات شايع در مصرف دارو به جهت ايجاد 
انجام  گذشته‌  در  زمينه  اين  در  مطالعاتي  ويروس،  به  مقاومت 
گرديده بود كه نشان مي‌داد پس از كي سال لاميوودين تراپي، 
 14-32% پلي‌مراز،  ژن   YMDD موتيف  در  موتاسيون  افزايش 
مورد  جمعيت  در  كه   )Zhang et al., 2003( ميي‌ابد  افزايش 
مطالعه با تکنيک LCR كه به طور ميانگين 2 سال دارو دريافت 
كرده بودند )Bahramali et al., 2008(، موتاسيون در 11 بيمار 

ارتباط معنا  و  YIDD مشاهده شد  )%17/7(، موتاسيون شايع 
اين  روي  بر  مربوطه  تغييرات  با  و  دارو  مصرف  بين  نيز  داري 
افزايش  نشان ‌دهندة  نتايج  اين  كه  گرديد  يافت  ژن  از  ناحيه 
موتاسيون در ناحيه مورد نظر در طي درمان و استفاده از داروي 
 Suzuki et( گذشته  مطالعات  طبق  بر  مي‌باشد.  ويروسي  ضد 
al., 2006( مصرف بيش از 6 ماه تك دارويي لاميوودين باعث 

نيز  مطالعات  حاصل  نتايج  كه  شده  به ‌درمان  مقاومت  ايجاد 
موتيف  در  تغيير  دچار  كه  افرادي  كليه  كه  بود  آن  از  حاكي 
شامل  را  بيماراني  بودند،  شده   )YVDD, YIDD) YMDD

مربوطه  داروي  با  درمان  تحت  سال  كي  حداقل  كه  مي‌شدند 
بودند. جهت مقابله با ويروس فوق به نظر مي‌رسد با تحت نظر 
اند  گرفته  قرار  درمان  تحت  که  ويروس  به  مبتلا  افراد  گرفتن 
مصرف  با  شده  ايجاد  موتاسيون  موقع  به  و  سريع  تشخيص  و 
طولاني مدت دارو در ژنوم ويروس به خصوص استفاده از تکنيک 
بررسي  و  است  تشخيص  براي  ارزان  و  آسان  روشي  که   LCR

دقيق نقطه اثر دارو، طراحي داروهاي جديد و استفاده همزمان 
استراتژي‌هاي  و  يافت  اين مهم دست  به  توان  به  دارو  از چند 

جديدي در جهت مديريت درمان بيماران آلوده پيشنهاد نمود.
داروهاي  مدت  بلند  مصرف  به  توجه  با  كه  است  ذكر  به  لازم 
ضد ويروسي آنالوگي و خطر افزايش موتاسيون و جلوگيري از

شناسايي  تست‌هاي  مي‌توان  داروها  اين  اندازة  از  بيش  مصرف 
موتيف YMDD به خصوص تشخيص از طريق تکنيک LCR را 
هر 3 ماه )بعد از هر دورة كوتاه‌مدت درمان( به طور مرتب براي 
بيماران جهت بررسي اين ناحيه توصيه نمود. در نهایت، جهت 
بررسی و مطابقت بیشتر و دقیق تر پیشنهاداتی به شرح ذیل 
جهت   PCR-ELISA با   LCR تکنيک  مقايسه  گردد.  می  ارائه 
روش  کارگيري  به  نوکلئوتيدي،  تک  هاي  موتاسيون  بررسي 
ژنوم  در  موجود  مختلف  هاي  موتاسيون  مطالعه  جهت   LCR

ويروس HBV، به دليل آسان و ارزان بودن روش LCR مي توان 
از آن براي تشخيص موتاسيون هاي در حد يک باز در بسياري 

از بيماري هاي ژنتيکي انساني استفاده کرد.
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Abstract 	

Aim and background. Hepatitis B and its incidence are considered as an endemic 

disease worldwide. In addition to creation of critical and chronic hepatitis B disease, in 

patients who suffer from chronic kind of this infection there are hepatocelullar carcinoma or hepatic 

cirrhosis presumptions or other kinds of defections. HBV (hepatitis B virus) is also up to 98 

percent sensitive to some medicines like lamivudine. Lamivudine blocks viral DNA polymerase 

enzyme reverse transcriptase action through binding to its specific regions. But problem may 

be formed in patients whom are exposed to lamivudine for long time; a new mutation occurs in 

C domain of YMDD motif and of viral DNA polymerase gene that leads to lamivudine 

resistance. Molecular diagnosis of this mutation is essential with regard to considerable 

relationship between mutation occurrence rate and infection incidence range due to host immune 

system. We chose LCR method due to its ease achievability compared with others to detect the mutation. 

Materials and methods. 62 Nested PCR viral polymerase gene samples of HBV using LCR 

were surveyed. Five pairs of 21_26bps oligonucleotides were designed for both wild type and mutant 

YMDD region which amplify a 47bps region.

Results. 51 of 62 patients have been non mutant in YMDD motif (82.25%) while 11 patients have 

been mutant in YMDD motif (17.74%). LCR. 

Conclusion. Investigation of LCR conclusions has shown that there is both wild and mutant type 

of HBV in patients. For this reason, we utilized mutant oligonucleotides and its bonds on gel were 

seen. Results are completely in conformation to sequencing conclusions.
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