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Abstract 
 
Background: Warfarin is the most commonly prescribed anticoagulant drug for treating thromboembolic 
events. There is a variation in dose requirements for each individual due to nongenetic factors and gene 
polymorphisms. In this study, we performed Tetra-ARMS PCR molecular technique in order to investigate 
the association between 5 gene polymorphisms and patient characteristics with warfarin dose requirements in 
all Iranian ethnic groups.   
Materials and methods: This study was done on 68 Iranian patients on warfarin treatment who attended the 
cardiovascular centers in Tehran Province for regular INR monitoring. Genotyping of VKORC1 (rs9923231 
and rs2884737), CYP4F2, and CYP2C9*3 were performed using Tetra-Arms-PCR and conventional PCR 
was done for the detection of CYP2C9*2 (rs1799853) SNP. Multiple regression model was performed for 
statistical analyses and P<0.05 was considered as the significance level.  
Results: Of 5 SNPs, VKORC1 rs9923231, CYP2C9*2, and CYP2C9*3 variants alleles had a significantly 
lower mean warfarin daily dose compared with the wild-type genotypes, whereas no significant association 
was seen between VKORC1 rs288473710, CYP4F2, and warfarin maintenance doses. Furthermore, despite a 
significant association between patients’ age and warfarin dose (p=0.021), it was not statistically significant 
for other demographic characteristics. 
Conclusion: It can be concluded that VKORC1 rs9923231, CYP2C9*2, and CYP2C9*3 gene 
polymorphisms and patients’ age had a significant effect on warfarin dose. The new warfarin-dosing 
algorithm was developed based on VKORC1 rs9923231, CYP2C9*2, and CYP2C9*3 genotypes for 
predicting the required dose of warfarin. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  161تا  151صفحات ، 1402 تابستان، 2، شماره 33 ورهد

  

 CYP2C9*2 (rs1799853), CYP4F2 ,هايتعیین ارتباط بین پلی مورفیسم هاي ژن

(rs2108622) VKORC1 (rs9923231,rs2884737)  با میزان دز درمانی داروي

  قلب و عروق استان تهران عه کننده به مراکزوارفارین مورد نیاز در بیماران مراج

 6، مهدي افشاري5، محمود تولایی3،4مریم اسلامی، 2شیرین قدمی، 1فر شهرزاد زاهدي

     
 کارشناسی ارشد ژنتیک، دانشکده علوم و فناوري هاي نوین، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران  1
  اجر(س)، دانشگاه علوم پزشکی ارتش، تهراناستادیار، مرکز ژنتیک بیمارستان ه 2
  هاي نوین، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهراناستادیار، گروه ژنتیک، دانشکده علوم و فناوري 3
  استادیار، مرکز تحقیقات زیست فناوري کاربردي، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران 4
  تیک انسانی، دانشگاه علوم پزشکی بقیه االله، تهراناستاد، مرکز تحقیقات ژن  5
 دانشیار، گروه اپیدمیولوژي، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی زابل، زابل 6

   کیدهچ

به عوامل ژنتیکی و  درمان و پیشگیري از حوادث ترومبوآمبولی است. با توجهدر قادي عترین داروي ضدانوارفارین متداول :سابقه و هدف

در تمام اقوام  مهم مورفیسمپنج پلیTetra-ARMS . در این مطالعه با استفاده از تکنیک مولکولی شودمیتجویز  دوز متفاوت وارفارین، محیطی

 . شدیابی و ارتباط آنها و مشخصات دموگرافیک بیماران با دوز درمانی وارفارین جهت تجویز دوز مناسب دارو ارزشد بررسی ایرانی 

راي ب ، بررسی شدند.نده بودبیمار قلبی تحت درمان با وارفارین که به مراکز قلبی عروقی استان تهران مراجعه کرد 68 :روش بررسی

و جهت ژنوتایپینگ  Tetra-Arms-PCRاز  CYP2C9*3و  CYP4F2و  VKORC1(rs9923231, rs2884737) هايمورفیسمژنوتایپینگ پلی

 . استفاده شد Conventional-PCRاز  CYP2C9*2 مورفیسم ژنپلی

به میزان  CYP2C9*3 در  Cالل و CYP2C9*2 در  Tالل ،VKORC1 rs9923231در   A، بیماران حامل اللبررسیمورد  SNP 5از  ها:یافته

  .)p=021/0(وجود داشت سن بیماران داري بین دوز ثابت روزانه وارفارین با یتري نیاز داشتند. ارتباط معنمتوسط دوز روزانه وارفارین پایین

 VKORC1مورفیسم هاي که در بیماران قلبی تحت درمان با داروي وارفارین، در نظر گرفتن پلیداد این مطالعه نشان  :گیرينتیجه

rs9923231 ،CYP2C9*2  وCYP2C9*3 ین و ااست ویژه سن در تجویز دور مناسب وارفارین مفید ه در کنار اطلاعات دموگرافیک ب

  .نیز به نوبه خود عوارض ناشی از مصرف میزان نامناسب وارفارین را کاهش خواهد داد

 .VKORC1  ،CYP2C9 ،CYP4F2ن،یوارفار واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

اسـت  ترین داروي ضد انعقاد خوارکی وارفارین وسیع الطیف

و میزان دوزاژ مورد نیاز در بین افراد مختلـف، تحـت تـاثیر    

                                                
گـروه  &ارتـش  یهاجر(س)، دانشگاه علـوم پزشـک   مارستانیب کیمرکز ژنت، تهران: آدرس نویسنده مسئول

 می، مـر یقـدم  نیریش ـ، یسـلام دانشـگاه آزاد ا  ،یعلوم پزشـک  ن،ینو يها يدانشکده علوم و فناور ک،یژنت

 )  email: sghadami2020@gmail.com- drmaryam.eslami2020@gmail.com(یاسلام

ORCID ID: 0000-0003-2251-9690- 0000-0002-9703-3890  

    16/7/1401: تاریخ دریافت مقاله

    28/10/1401: تاریخ پذیرش مقاله

از قبیل نحوه تغذیه، وزن، استعمال دخانیات، چندین عامل 

تغییــرات فارماکوکنتیــک، فارماکودینامیــک و ســایر مــوارد 

ــرایط      ــرد در ش ــک ف ــی در ی ــر حت ــن ام ــت. ای ــر اس متغی

. با توجه به ایـن کـه   استفیزیولوژیکی مختلف نیز متفاوت 

و بیماران  استتغییرات دوزاژ در بین افراد مختلف متفاوت 

کنـد، تنظـیم دوزاژ   هاي خطرنـاك مـی   را مستعد خونریزي

مورد نیاز براي درمان با وارفارین همواره بـا چـالش همـراه    

است. بنابراین تعیین دوزاژ وارفارین براي هر بیمار باید بـه  
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 153/ ن و همکارا فر	يشهرزاد زاهد                                                                                     1402تابستان     2 شماره   33 دوره

ــق       ــالگري دقی ــه غرب ــه ب ــا توج ــردي و ب ــورت ف  INRص

)International Normalized Ratio( انجـــام شـــود )1( .

علت از جمله نیاز به مدیریت وارفارین براي درمان به چندین 

تعیین دوز ایمن و موثر در طی مرحله اولیه درمان و ایـن واقعیـت   

که دوزها باید براي جبران تغییـر در وزن، رژیـم غـذایی، وضـعیت     

بیماري، استفاده همزمان از سایر داروها و عوامل ژنتیکـی بیمـاران   

وارفـارین یکـی از مشـتقات     شـود، چـالش برانگیـز اسـت.     تنظـیم 

ــارین ــا بــه شــمار مــی   کوم ــاز آپوکســید    .روده آنــزیم ردوکت

ــامین ــدن ویتــامین  		K		ویت ــید		K		مســئول بازگردان ــه  آپوکس ب

هیدروکینون می شود که به عنوان کوفاکتور اصـلی در  		K		ویتامین

 نقشـی اساسـی   10و 9، 7، 2گاما کربوکسیلاسیون عوامل انعقادي 

 .)2( دارد

اساس آزمـون و خطـا   الگوریتم سنتی تعیین میزان دوز وارفارین بر

 5/3هـا و  میلـی گـرم در قفقـازي    10یا  5پس از دوز اولیه است (

ها) که بـه دسـت آوردن دوز پایـدار چنـدین     میلی گرم در آسیایی

معمولا پزشک، مقدار دوز وارفارین را بـر   .)3- 6( بردهفته زمان می

 ـ  ،کندو تجربه خویش تعیین می INR اساس نتایج آزمایش ه امـا ب

میـان افــراد،   )Genetic Variability( هـاي ژنتیکـی  دلیـل تفـاوت  

 تعیین دوز وارفارین معمولا پیچیده و غیرقابـل پـیش بینـی اسـت    

- . مطالعات اخیر نشان داده است که پلـی مورفیسـم ژن  )8, 7, 1(

 ،)VKORC1 )Vitamin K epoxide reductase complex1هـاي 

CYP2C9 )Cytochrome P450 2C9(،  CYP4F2 

)Cytochrome P450 4F2( وGGCX وEPHX1 تواند بـه طـور   می

. بنـابراین بـراي   )9- 13( قابل توجهی بر دوز وارفارین تأثیر بگـذارد 

- گسالان استفاده می شوند. در مطالعـه تخمین دوز وارفارین در بزر

ــأثیر   Henderson 2019اي در ســال  ــه بررســی ت و همکــارانش ب

 ,CYP2C9, VKORC1, GGCXواریانـت هـاي شـناخته شـده     

CYP4F2 و CYP4F11    بر دوز مورد نیاز وارفارین جهـت رسـیدن

هنــدي و بــومی - بــه دوز درمــانی مناســب در جمعیــت آمریکــایی

 VKORC1هـاي ژن  نشان داد که ژنوتیـپ نتایج  آلاسکا پرداختند.

هنـدي  - درصد بـالاتري از تغییـرات دوز را در جمعیـت آمریکـایی    

 G-1639Aهـاي  ژنوتیپ ونسبت به جمعیت جهانی به دنبال دارند 

ــاهش دوز  1173Tو  ــا ک ــی 7/1ب ــد. میل ــرتبط بودن ــرم در روز م گ

همچنین، وجود یـک پروتکـل ژنتیکـی و پنـل پزشـکی شخصـی       

ي این دارو در کشور در این مطالعه ما واریانـت جدیـد   استاندارد برا

CYP2C9 N218I داري نیــاز بــه دوز مصــرفی را بــه طــور معنــی

گـرم در روز نسـبت بـه دوز    میلـی  1/1دهـد (کـاهش   کاهش مـی 

ــپ   .)14( مرجــع) ــاثیر ســه ژنوتی ــا ت ــاکنون تنه  CYP2C9*2ت

(C430T = rs1799853) ،(1075A>C= rs1057910) 

CYP2C9*3  و(−1639 G>A=rs9923231) VKORC1 ه بـــــ

عنوان ژنوتیپ هاي موثر در متابولیسم وارفارین مطرح شـده اسـت   

هـاي  و بـا توجـه بـه تغییـرات میـزان دوراژ وارفـارین در جمعیـت       

براي اولین بار در ایران با قـرار دادن تمـام    مختلف، ما در این پروژه

انی در جمعیت هدف خود، علاوه بر این سه ژنوتیپ شـایع  اقوام ایر

 VKORC1و    CYP4F2 (rs2108622)ژنوتیـــپ  2مـــذکور،  

(rs2884737) دهیم. دلیلی کـه در ایـن   را نیز مورد مطالعه قرار می

ــپ مشـــــخص ژن  ــق دو ژنوتیـــ ــاي تحقیـــ و  CYP2C9هـــ

VKORC1(rs9923231)   ــر ــلاوه بــــــــ و  CYP4F2عــــــــ

VKORC1(rs2884737)شوند آن است کـه  ل بررسی میمورد سوا

یک برآورد نهـایی از  باید در نتیجه گیري نهایی تعیین دوز درمانی 

هاي موثر بر متابولیسم وارفارین داشت که بـا داشـتن   تمام ژنوتیپ

هاي حاصل از ژنوتیپ هاي شناخته شده، ما بـه جـواب قابـل    داده

اروي رسیم. از طرفی نظر به اهمیت پنجره درمـانی د تري میقبول

وارفارین که دوزهاي کمتر یا بیشتر از یک میلی گرم ایـن دارو بـه   

انجامـد و بـا توجـه بـه عـدم      عوارض ناخواسته جبران ناپذیري می

 برآنیم تا با بررسی پلی مورفیسم هاي بیشتري پلـی مورفیسـم ژن  

CYP4F2  وVKORC1(rs2884737)    که در مطالعـات پیشـین در

هـاي  اما طبـق وب سـایت   ،استسطح کشور به آن پرداخته نشده 

ClinVAR  وEnsembl  اثــرات فارماکوژنومیکســی مطــرح دارد بــه

طراحــی یــک پنــل تشخیصــی براســاس ژنوتیــپ فــرد (پزشــکی  

شخصی) بـراي درمـان دارویـی وارفـارین  بـا اسـتفاده از تکنیـک        

Tetra-ARMS     و اسـت  که از نظر دقت مشابه تـوالی یـابی سـنگر

-PCR) شـده در مقـالات قبلـی    نسبت به روش متـداول اسـتفاده  

RFLP)   شــود و از دقـت بــالایی  تــري را شـامل مـی  هزینـه پـایین

      .برخوردار است بپردازیم

  

  مواد و روشها

بیمار تحت درمان با داروي وارفارین تحت نظر پزشـک   200 تعداد

متخصص قلب و عـروق انتخـاب شـدند. معیارهـاي ورود بـه ایـن       

نظر پزشک معـالج روي مصـرف   مطالعه بیماري قلبی بود که تحت 

وي چـک گـردد. در    INR ايوارفارین رفته باشـد و بصـورت دوره  

صورت وجود عوارض مصـرف وارفـارین و قطـع مصـرف ایـن دارو      

 پـس از ارجـاع   ند.شـد مـی توسط پزشک فرد از این مطالعه خارج 

بیماران توسط متخصص قلب و عروق، در تمام موارد این افـراد در  

سپس جهـت انجـام مشـاوره ژنتیـک توسـط      بخش ژنتیک ثبت و 

  پزشک مشاور پذیرش شدند.  
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اي کـه حـاوي   پس از ارجاع متخصص ژنتیک بـالینی، پرسشـنامه  

اطلاعات بیوگرافی، نژاد، مشکلات بالینی و داروهاي مصرفی اسـت  

توسط بیمار تکمیل شـد. هـدف از ایـن کـار بررسـی فاکتورهـاي       

ن در کنـار عوامـل   محیطی دخیل در میـزان دوز مصـرفی وارفـاری   

. سپس در صورت رضـایت بیمـاران و پـر کـردن فـرم      بودژنتیکی 

از   EDTA میلی لیتر خون وریدي در لولـه حـاوي   6رضایت نامه، 

    .بیمار گرفته شد

میلـی گـرم در روز    5/1حجم نمونه مورد نیاز براي تعیـین تفـاوت   

 ـ) GG )13/51±2/5دوز مورد نیاز وارفارین در افراد بـا ژنوتیـپ    ا ب

بـر اسـاس نتـایج مطالعـه     ) AA )67/99±1/3افراد داراي ژنوتیپ 

Harikrishnan بـا در نظـر گـرفتن خطـاي نـوع اول      شو همکاران 

 Stataو با استفاده از نـرم افـزار آمـاري     09/0 و توان آماري 05/0

version11  نفره از هر یک از افـراد بـا و بـدون     34برابر با دو گروه

  .داین ژنوتیپ برآورد گردی

  
  ژنـومی از کیـت اسـتخراج رسـوبی شـرکت      DNA استخراججهت 

GeneDia پلـی  ژنوتایپینـگ  . در این مطالعـه جهـت  استفاده شد -

و  (PCR)اي پلیمــراز واکــنش زنجیــره از CYP2C9*2 مورفیســم

یابی سنگر استفاده شـد و جهـت ژنوتایپینـگ سـایر     تکنیک توالی

بـه روش   (PCR)اي پلیمـراز  هـا از واکـنش زنجیـره   مورفیسـم پلی

Tetra-ARMS  اســتفاده شــد. در مرحلــه ســتاپ تکنیــکTetra-

ARMS-PCRبـا   ،ایپینـگ ژنوت جینتـا  دیی ـتا ها جهـت ، تمام نمونه

و در نهایـت تعـدادي از    قرار گرفتنـد  یر مورد بررسنگس یابییتوال

و توسـط   ندهاي بیماران به صورت کاملا تصادفی انتخاب شدنمونه

-Tetra روش در .نــدبررسـی قــرار گرفت تـوالی یــابی سـنگر مــورد   

ARMS-PCR ) کنـیم عـدد) پرایمراسـتفاده مـی    4ما از دو جفت .

بـراي ناحیـه دو    معکـوس ابتدا یک جفت پرایمر عمومی فوروارد و 

نماییم که اسم ایـن پرایمـر هـا را پرایمـر     طرف جهش طراحی می

 و پرایمـر معکـوس بیرونـی    (Outer Forward) فـوروارد بیرونـی  

(Outer Reverse) بـراي بخشـی از   هـاي  طراحـی پرایمر  نامیم.می

 .)1(جدول  انجام شد CYP4F2و  VKORC1 ،CYP2C9هاي ژن

 مورفیســمپلــی (PCR)اي پلیمــراز جهــت انجــام واکــنش زنجیــره

CYP2C9*2 ،میلـی   2/0بتدا براي هـر نمونـه یـک میکروتیـوب     ا

 هـر میکروتیـوب حـاوي    .در نظر گرفته شد PCR لیتري مخصوص

ــترمیکس  10 ــر مسـ  5/0 ، (Ampliqon,Denmark) میکرولیتـ

 5/0میکرولیتـر پرایمـر معکـوس،     5/0پرایمـر فـوروارد،    میکرولیتر

آب  میکرولیتـر  5/13اسـتخراج شـده و    DNAمیکرولیتر از نمونه 

میکرولیتـر در   25است و حجـم نهـایی نمونـه     مقطر استریل شده

  نظر گرفته شد.  

بتدا براي هر نمونـه  انیز  Tetra-ARMS-PCR  جهت انجام واکنش

در نظـر گرفتـه    PCR میلی لیتري مخصوص 2/0یک میکروتیوب 

میکرولیتـر آب مقطـر اسـتریل     4شد که هـر میکروتیـوب حـاوي    

  هاي مورد استفادهتوالی پرایمر .1جدول 

  مورفیسمپلی توالی پرایمر

CATGCGTAGCTTCTTTGGTGAC  فوروارد خارجی VKORC1 1639 

TACGTACAACGTAACCGCACGA ریورس خارجی  

GAAGACCTGAAAAACAACCATCTAAAGTTT فوروارد داخلی  

TACGATCGTACGTGAGCCACCGCAACT ریورس داخلی  

TTATTCTGGCGATCGTAGATCGG فوروارد خارجی VKORC1 497 

AGATTCGTAGCTACCTGGACCC ریورس خارجی  

GATGGTCTCAAGGACGTATCGAGCAAGT فوروارد داخلی  

CCATCGCGTAGCTAGCATCCTCCC ریورس داخلی  

TCATCCCCGTACGTACGTCTCACA فوروارد خارجی CYP4F2 

ATCTACAGTCATGCATGCCCCTTTTCC ریورس خارجی  

TTTCGGAACCCGTACGTACGCAGATG فوروارد داخلی  

GCACCCGTAGTCATGGCCAAAT ریورس داخلی  

CGTAAAGTCCAGGGCTAGATTG فوروارد خارجی CYP2C9*3 

GGATGCCTAAGAGTAGCCAAACC ریورس خارجی  

GCTCGAGGTCCAGACGTACCA فوروارد داخلی  

CGTGCGGGGAGAATCTCGAG رس داخلیریو  

CGGGTTTAGCTACTTACAGAGC فوروارد CYP2C9*2 

GATCATATAGGCCTTGGATCGACTC ریورس  
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 مـــــولتی پلکـــــس میکرولیتـــــر مســـــترمیکس 5شـــــده، 

(Ampliqon,Denmark) ،1   ،ــر ــیکس پرایمــ ــر مــ  1میکرولیتــ

د از اسـپین  استخراج شده اسـت کـه بع ـ   DNA میکرولیتر از نمونه

شرایط تکثیـر بـراي هـر    . دهیمکردن آنها را درون دستگاه قرار می

  ه است.ذکر شد 2 پلی مورفیسم در جدول

 2را بـا   PCR میکرولیتر از محصول 5جهت انجام الکتروفورز 

مخلـوط گردیـد و بـه آرامـی      Power Load رنـگ   میکرولیتر

ز به تانک الکتروفور سپس. ریخته شدژل آگارز درون چاهک 

دستگاه مولد الکتریسیته متصل گردید و دسـتگاه روي ولتـاژ   

سـاعت از انجـام الکتروفـورز،     2تنظیم و پس از گذشـت   90

جهت انجـام   PCRمحصول . دستگاه مولد جریان خاموش شد

 Tetra-ARMS محصولو  درصد 5/1سکانس روي ژل آگارز 

PCR  درصد (جهت تفکیک بهتر) الکتروفورز  3روي ژل آگارز

 Gel Doc  ژل از تانـک خـارج و بـه دسـتگاه    نهایـت  در . دش

از ژل عکسـبرداري و بانـد    UV منتقل گردید و با کمک پرتو

 PCR محصـولات   .هاي حاصل بر روي ژل آگارز بررسی شـد 

ــی ــمپل ــابی      CYP2C9*2مورفیس ــوالی ی ــام ت ــت انج جه

به مرکز نیاژن نور ارسال شد و   (Sanger Sequencing)سنگر

تعیین ژنوتیـپ   Chromasد نهایی توسط نرم افزار پس از تایی

هـاي درصـد   هاي مختلـف بـا شـاخص   فراوانی ژنوتیپ .شدند

فراوانی توصیف شد. مقایسه میانگین وارفارین مـورد نیـاز در   

هاي سنی هاي متفاوت و نیز گروههاي مختلف با ژنوتایپگروه

 T-test، Mannهـاي آمـاري   و جنسـی و قـومیتی بـا آزمـون    

Whitney، طرفه و کروسکال والیس صورت گرفت. نوواي یکآ

هـاي رگرسـیون   هـا از مـدل  براي کنترل اثر مخدوش کننـده 

هـاي آمـاري بـا کمـک نـرم      خطی استفاده شد. کلیه تحلیـل 

 P-valueصورت گرفـت.   STATA 14 و   SPSS 21افزارهاي 

 دار آماري در نظـر گرفتـه شـد.   به عنوان معنی 05/0کمتر از 

  است. IR.IAU.PS.REC.1400.329ق این مقاله شناسه اخلا

  

  هایافته

هاي مختلف از قومیت قلبی بیمار 200دراین مطالعه ابتدا پرونده 

در سراسر ایران که تحت نظر پزشک متخصص قلب و عروق 

با توجه به کنند انتخاب شدند. داروي وارفارین مصرف می

هت همکاري معیارهاي ورود به مطالعه از جمله موافقت بیمار ج

اي و تشخیص به صورت دوره   INRدر روند فالوآپ و چک کردن 

بیمار جهت ورود به  100پزشک متخصص قلب و عروق، تعداد 

- طرح انتخاب شدند و از آنها جهت شرکت در طرح و انجام تست

- هاي ژنتیکی وارفارین به صورت رایگان دعوت به عمل آمد. علی

ژنتیکی جهت تعیین دوز هاي رغم توضیح فواید انجام تست

نفر جهت انجام مشاوره ژنتیک و تشکیل پرونده  80وارفارین تنها 

دلیل فوت برخی بیماران در حین ه مراجعه کردند و در نهایت ب

نفر وارد  68مطالعه و با توجه به آزمون آماري متناسب با مطالعه 

طرح شدند و پس از تکمیل پرسشنامه و رضایت نامه، خونگیري 

پراکنش دوز روزانه وارفارین در میان تمام راد انجام شد. از اف

میلی  5میلی گرم/ روزانه، و میانگین دوز  10تا  25/1بیماران بین 

گرم بود. تاثیرتغییرات ژنتیکی در نواحی مذکور با میزان دوز ثابت 

. علاوه بر فاکتورهاي ژنتیکی، شدروزانه وارفارین بررسی 

از جمله جنس، سن، قد، وزن، ینی فاکتورهاي دموگرافیک و بال

به  INRسابقه مصرف سایر داروهاي ضد انعقاد و تغییرات قومیت، 

و روابط بین متغیر ها و دوز ثابت  ندصورت ماهانه آنالیز شد

  . )3 (جدولشد گزارش 

ژن  %3هاي حاصل از الکتروفورز ژل آگارز باند 1شکل 

VKORC1 (rs9923231) هايرا نشان می دهد. باند bp 

(  GGمورفیسم هموزیگوت نشانگر پلی bp 385و  194

 bp194 ،bp هاي باندو   A, E, F, G, I, J, K)هايستون

(  GAمورفیسم هتروزیگوت نشانگر پلی bp 385و  238

 bp 238هاي باند وجود .باشد) میB, C, D, Hهاي ستون

   .است AAمورفیسم هموزیگوت نشانگر پلی bp 385و 

  

 Tetra-ARMS-PCRشرایط چرخه دمایی در انجام واکنش  .2جدول

  تعداد سیکل  دما   (C°)  زمان مراحل

 1    95 دقیقه 10  واسرشت سازي اولیه

 30 95 ثانیه 30 واسرشت سازي

 30 * ثانیه 30 شته الگواتصال پرایمر به ر

 30 72 ثانیه 30 بسط پلیمراز

 1 72 دقیقه 10 بسط نهایی

  - 4  ∞ نگهداري
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خصات دموگرافیک و بالینی بیماران مصرف کننده مش. 3جدول

  وارفارین و روابط این عوامل با دوز وارفارین

     

  جنسیت    

33 )5/48(  

35 )5/51(  

 مرد

 زن

 

  قومیت   

26 )2/38(  

19 )9/27(  

4 )9/5( 

5 )4/7( 

8 )8/11( 

3 )4/4( 

3 )4/4( 

 فارس

  ترك

 کرد

 لر و بختیاري

 گیلک و مازنی

 عرب

 بلوچ

 

  یگارمصرف س   

6 )8/8(  

62 )2/91(  

 بلی

  خیر

 

  سن   10±9/61) 82-33(

  قد (سانتی متر)    7/6±7/166) 180-151(

  وزن (کیلوگرم)    10±77) 105-42(

  نمایه توده بدنی     4/3±4/27) 5/38-17(

  (کیلوگرم بر مترمربع)

)15/5-1/1 (98/0±93/2    INR  

 

  
    VKORC1 1639        باند هاي حاصل از الکتروفورز ژن . 1شکل

  VKORC1 باند هاي حاصل از الکتروفورز ژن .2شکل

  

ژن  % 3هاي حاصل از الکتروفورز ژل آگارز باند 2شکل 

VKORC1 (rs2884737) هاي بانددهد. را نشان میbp 

 TTمورفیسم هموزیگوت نشانگر پلی bp 418و  179

 bp 179 ،bpهاي باندو   B, C, F, H, I, J, K)هاي(ستون

 TG مورفیسم هتروزیگوتنشانگر پلی bp 385و  238

و  bp 290هاي باند وجود .است)  A, D, E, Gهاي(ستون

bp 418 مورفیسم هموزیگوت نشانگر پلیTT است.  

  

  
            CYP4F2  1297باند هاي حاصل از الکتروفورز ژن. 3شکل 

     

ژن  %3هاي حاصل از الکتروفورز ژل آگارز باند 3شکل 

CYP4F2 (rs2108622) هاي بانددهد. را نشان میbp 

 GGمورفیسم هموزیگوت نشانگر پلی bp 518و  389

و  bp180  ،bp 389 هاي باندو   B, C, D, H)هاي(ستون

bp 518 مورفیسم هتروزیگوت نشانگر پلیGA هاي (ستون

A, E, F, G (هاي باند وجود .استbp 180  وbp 518 

و  Aهاي ستون .است AAموزیگوت مورفیسم هنشانگر پلی

B هتروزیگوت و هموزیگوت  به ترتیب بیانگر کنترلGG 

صحت نتایج ژنوتایپینگ به روش  ز. جهت اطمینان ااست

Tetra-ARMS-PCR از روش تاییدي توالی یابی سنگر ،

یابی شد و نتایج نمونه بیمار توالی 30استفاده شد. تعداد 

درصد با  Tetra-ARMS-PCR   100شده توسطتعیین 

  .)5(شکل  یابی مطابقت داشتشده توسط توالینتایج تعیین

  

  
به روش تعیین  CYP2C9*2مورفیسم پلی ژنوتایپینگ. 4شکل

  ) CTتوالی سنگر (فرد داراي ژنوتیپ هتروزیگوت 
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مورفیسم ژنوتاپینگ به روش توالی یابی سنگر. پلی. 5شکل

CYP4F2  فرد داراي ژنوتیپGG مورفیسم لی(الف)، پVKORC1 

  VKORC1 1639مورفیسم (ب)، پلیAAفرد داراي ژنوتیپ  1639

 (ج)GGفرد داراي ژنوتیپ 

  

دهد که دوز وارفارین اپتیمال براي نشان می 6جدول 

-VKORC1حاملین ژنوتیپ هتروزیگوت از پلی مورفیسم 

پس از کنترل اثر مخدوش کننده جنسیت، نمایه  1639

 99/0داري به اندازه  طور معنی هتوده بدنی و قومیت ب

واحد کمتر از بیماران با ژنوتیپ وحشی بود. از طرف دیگر 

دوز وارفارین اپتیمال براي حاملین ژنوتیپ هموزیگوت از 

پس از کنترل اثر  VKORC1-1639پلی مورفیسم 

طور ه مخدوش کننده جنسیت، نمایه توده بدنی و قومیت ب

کمتر از بیماران با ژنوتیپ واحد  44/2داري به اندازه معنی

دوز وارفارین اپتیمال براي حاملین ژنوتیپ وحشی بود. 

پس از کنترل  CYP2C9*2هتروزیگوت از پلی مورفیسم 

ه اثر مخدوش کننده جنسیت، نمایه توده بدنی و قومیت ب

واحد کمتر از بیماران با  39/1داري به اندازه  طور معنی

وز وارفارین اپتیمال دژنوتیپ وحشی بود. از طرف دیگر 

براي حاملین ژنوتیپ هموزیگوت از پلی مورفیسم 

CYP2C9*2  ،پس از کنترل اثر مخدوش کننده جنسیت

 16/2داري به اندازه طور معنیه نمایه توده بدنی و قومیت ب

دوز واحد کمتر از بیماران با ژنوتیپ وحشی بود. همچنین 

یگوت از پلی وارفارین اپتیمال براي حاملین ژنوتیپ هتروز

پس از کنترل اثر مخدوش کننده  CYP2C9*3مورفیسم 

داري به طور معنیه جنسیت، نمایه توده بدنی و قومیت ب

 واحد کمتر از بیماران با ژنوتیپ وحشی بود.  55/1اندازه  

  

  بحث

ترین هاي قلبی عروقی در حال تبدیل شدن به اصلیبیماري 

ب کشورهاي جهان عامل مرگ و میر و ناتوانی بشر در اغل

د ناشی از فاکتورهاي نتوانها می. این بیماري)15( هستند

ژنتیکی و یا تغییرات اکتسابی دخیل در سیستم انعقاد خون 

 و VKORC1 پلی مورفیسم دو ژن ،براي مثال .باشد

CYP2C9در  ترین فاکتورهاي ژنتیکی دخیل، به عنوان اصلی

تغییرات دوزاژ مورد نیاز وارفارین در بیماران قلبی شناسایی 

انعقاد ترین داروي ضد. وارفارین از متداول)16( شده است

هاي ثانویۀ بیماري که به عنوان مهار کنندهاست خوراکی 

رود و استفاده از این دارو میزان آتروترومبوتیک به شمار می

هاي ترومبوامبولیک را به صورت چشمگیري کاهش داده آسیب

 است. اگرچه در حال حاضر ضد انعقادهاي جدیدي چون

dabigatran rivaroxaban و apixaban اما  ،اندوارد بازار شده

بسیار بالایی دارند و برخی از این داروها براي بیماران هزینه 

در صورت وجود عوارض جانبی سمیت  dabigatran ها مانندآن

 اندبسیار بیشتري نسبت به وارفارین براي بیمار نشان داده

با تعویض دریچه مکانیکی،  . علاوه بر این، براي بیماران)17(

وارفارین هنوز تنها ضد انعقاد مورد استفاده با قابل اعتمادترین 

دوزاژ فردي وارفارین، الگوریتم  اثر است. با توجه به تفاوت

تر براي تر و اقتصاديتر، ایمنمبتنی بر ژنوتیپ روشی سریع

 شودمدل ثابت در نظر گرفته می تجویز سیستمیک نسبت به

پنل تشخیصی براساس ژنوتیپ فرد . بنابراین، ایجاد )19, 18(

از اهمیت (پزشکی شخصی) براي درمان دارویی وارفارین  

 بالایی برخوردار است.

  ،VKORC1هاي مطالعه حاضر پنج پلی مورفیسم مهم ژن

CYP2C9 ،CYP4F2  بیمار از تمام اقوام ایرانی مورد  68را در

-قرار داد. با توجه به نتایج ما، برخی از بیماران را میبررسی 

توان به عنوان موارد حساس به وارفارین توصیف کرد که در 

 حال حاضر به دلیل گسترش اختلالات قلبی عروقی و

همچنین برخی مشکلات در فاز اولیه مصرف وارفارین، به 

 شود. استفاده ازان یک موضوع چالش برانگیز شناخته میعنو

 INR (International Normalized Ratio)غربالگري دقیق 

در  یتواند به عنوان شاخص مهمجنبه مهمی است که می

به  5/3تا  2درمان وارفارین معرفی شود. حفظ محدوده بین 

عنوان محدوده طبیعی براي این فاکتور در افرادي که بدون 

-توجه به ژنوتیپ از داروهایی از جمله وارفارین استفاده می

براي  INR. در نتیجه، تست )20( شودکنند در نظر گرفته می

در ادامه  شود.دستیابی به دوز درمانی بهینه وارفارین اعمال می

، بررسی نتایج و مقایسه با  هاي مذکورمورفیسمبه اهمیت پلی

  پردازیم.نتایج سایر مطالعات با تفصیل بیشتر می
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میانگین دوز  ،قابل مشاهده است 5که در جدول طور  همان

مربوط به  AA و GA ژنوتیپ مصرفی وارفارین در بیماران با

داري کمتر از به طور معنی VKORC1 1639مورفیسم پلی

و  Salehبود. در پژوهشی که توسط  GGبیماران با ژنوتیپ 

 Aدر عراق انجام شد، بیماران با الل  2021همکارانش در سال 

تري از دوز پایین ،را نداشتند Aبه آنهایی که الل  نسبت

وارفارین را دریافت کرده بودند که با نتایج مطالعه ما همخوانی 

تر پایین . همچنین، نتایج مشابهی از نظر نسبت)21( دارد

نسبت به بیماران  Aحامل الل بودن دوز مورد نیاز بیماران 

 و )22( 2019چین در سال اي در در مطالعه Gحامل الل 

با توجه به آنچه  .گزارش شد )14( 2019آمریکا در سال 

توانند می  VKORC1 هايواریانت ،تاکنون بررسی شده است

درصد از تغییرات در دوز وارفارین را توضیح  30تا  20تقریباً 

دست آمده در این ه در همین راستا نتایج ب .)22( دهند

 ایران بین این پلی مورفیسم و مطالعه نیز نشان داد در جمعیت

در ادامه نتایج  داري وجود دارد.دوزاژ وارفارین ارتباط معنی

داري بین یدست آمده از این مطالعه ارتباط معنه آماري ب

و دوز وارفارین نشان نداد. با   VKORC1 288مورفیسم پلی

و  Liuتوسط  2017اي که در سال در مطالعهاین حال، 

 Gداري بین وجود الل یشده بود ارتباط معنهمکارانش انجام 

  هاهاي ژنمورفیسمی وارفارین و پلیارتباط بین میزان دوز مصرف. 4جدول 

ممورفیسپلی ژن  P-Value انحراف معیار  میانگین دوز اپتیمال وارفارین درصد فراوانی فراوانی ژنوتی 
 

  GG 46 6/67  29/5  92/0   

VKORC1  1639 G>A GA 20 4/29  25/4  07/1  < 0001/0  

  AA 2 9/2  75/2  35/0   

  TT ٦/٤٥ ٣١  ٩٨/٤  ١/١   

VKORC1  497 T>G TG ٩/٥٢ ٣٦  ٨٢/٤  ١٦/١  ٤٤٤/٠  
  GG ٥/١ ١  ٦ .  

  GG 32 1/47  98/4  05/1   

CYP4F2 1297 G>A GA 31 6/45  82/4  21/1  901/0  

  AA 5 4/7  5 22/1   

  CC 59 8/86  08/5  1  

CYP2C9*2 430 C>T CT 8 8/11  87/3  33/1  010/0  

  TT 1 5/1  3 .  

  AA 39 58/73  27/5  06/1   

CYP2C9*3  AC 14 42/26  68/3  67/0  0001/0  

  CC 0 0 - -  

  
  ارتباط بین میزان دوز مصرفی وارفارین و متغیرهاي دموگرافی و بالینی .5جدول 

 P-Value انحراف از معیار میانگین دوز وارفارین تعداد متغیر

 مرد جنسیت

 زن

35 

31 

45/5  

28/5  

96/1  

95/1  

668/0  

40-30  (سال) گروه سنی  

41-50  

51-60  

60>  

3 

3 

21 

39 

375/4  

0833/7  

2208/6  

8558/4  

08253/1  

72169/0  

47210/1  

06026/2  

 

021/0  

 بلی مصرف سیگار

 خیر

6 

60 

4167/5  

3648/5  

70783/1  

97750/1  

982/0  

>25 (کیلوگرم بر متر مربع) توده بدنی هنمای  

25-30  

30>  

13 

43 

10 

6 

23/5  

13/5  

128/1  

3 

06/2  

 

13/0  

 فارس قومیت

 سایر

26 

42 

92/4  

90/4  

1 

18/1  

921/0  
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) همچنین P=001/0( )23(و کاهش دوزاژ وارفارین دیده شد 

  )24(اي در کویت همین نتایج مشاهده شد در مطالعه

)0001/0=P برخلاف این مطالعات در مطالعه حاضر ) که

. البته این نکته حائز اهمیت است که نتایج شدمشاهده 

جمعیتی مورد بررسی  دلیل ساختار خاصه تواند بمتفاوت می

-قرار گرفته در این مطالعه باشد. با این حال، بررسی سایر پلی

- درجمعیت ایران در آینده میVKORC1 ي ژنمورفیسم ها

اي ایجاد یک پروتکل جامع و مدون جهت تعیین تواند در راست

 دوز وارفارین بسیار اثر بخش باشد.

 CYP2C9آلل نوع  آنزیم اصلی در متابولیسم وارفارین با یک

 (Polimorphic)، و دو نسخه چندشکلی CYP2C9*1وحشی 

CYP2C9*2 و CYP2C9*3  است.  آلل هايCYP2C9*2  و 

CYP2C9*3 قایسه با نوع وحشی متابولیسم وارفارین را در م

هدف، دوز  INRدهند. بنابراین، براي رسیدن به کاهش می

. با توجه به نتایج )26, 25( کمتري از وارفارین مورد نیاز است

میانگین دوز مصرفی وارفارین در بیماران با ده، مآ تدسه ب

به طور معنی  CYP2C9*2 مورفیسمپلی TT و CT ژنوتیپ

همچنین، میانگین . بود  CCداري کمتر از بیماران با ژنوتیپ

 CT ژنوتیپ هتروزیگوت دوز مصرفی وارفارین در بیماران با

داري کمتر از بیماران به طور معنی CYP2C9*3 پلی مورفیسم

بود. مشابه این موضوع در چندین مطالعه در  TTبا ژنوتیپ 

 بر تغییرات دوز CYP2C9 يهامورفیسمخصوص تاثیر پلی

 وارفارین در جمعیت هاي مختلف بررسی گردید. براي مثال

Higashi  و همکارانش بیان کردند وجود یک آلل 

CYP2C9*2 T  الل  در مقایسه باC  ي درصد 45کاهش دوز

 CYP2C9*3 C آلل را به دنبال دارد، همچنین وجود یک

 این ظاهرا آللکند. بنابردرصدي دوز را ایجاد می 48کاهش 

CYP2C9*3  27( بیشتري بر تغییر دوز وارفارین دارد تأثیر( .

ارانش که، مطالعات تانیرا و همکارانش و گان و همک درحالی

تأثیر بیشتري بر دوز وارفارین  CYP2C9*2 که آلل ندداد نشان

هاي ما در در جمعیت عمانی و هندي دارد. بدین ترتیب یافته

با توجه به  این مطالعه، با مطالعات مذکور قابل تطبیق است.

 مطالعات صورت گرفته اکثریت جمعیت آسیایی فاقد جاش در

CYP2C9*3  هایی در حتی تفاوت ،با این وجود )28( هستند

 از C شود. براي مثال اللمی سطح قومی نیز دیده

CYP2C9*3  اما با  ،شوددیده نمی هان چین در جمعیت

. )29(دیگر چینی وجود دارد درصد در قوم 10فراوانی بیش از 

-تر که اشاره گردید در بررسی فراوانی ژنوتیپطور قبل همان

در جمعیت مورد  CYP2C9*3 مربوط به پلی مورفیسم هاي

بیمار آنالیز شده  53در   CC اي داراي ژنوتیپمطالعه  نمونه

هاي این مطالعه در خصوص افتهیافت نشد. با توجه به اینکه ی

هاي مطالعات اشاره ، با یافتهCYP2C9*3 فراوانی الل هاي ژن

توان به ارتباط موقعیت جغرافیایی و ت دارد، میهشده مشاب

یک ژن و در نتیجه درجه اهمیت آن  هاياللتوزیع فراوانی 

ه کجاش پی برد. در ادامه، نتایج این مطالعه نشان داد 

 GA و GG ژنوتیپ رفی وارفارین در بیماران بامیانگین دوز مص

داري یاختلاف معن  CYP4F2 2108 مورفیسمپلی AA و

در برزیل محققان  2021اي در  سال اگرچه در مطالعه .ندارند

وارفارین  در افزایش دوز نگهدارنده CYP4F2 دریافتند که ژن

اما نتایج مطالعه حاضر نشان داد که این تاثیر از نظر  ،)30(دارد

دار نیست. با این حال بسیاري از محققان معتقدند یمعن آماري

قبل از  باید CYP4F2 هاي SNPکه این تأثیر ناچیز نیست و

در بسیاري از مطالعات  .تجویز وارفارین در نظر گرفته شوند

-Colàs توسط 2018اي در سال انجام شده از جمله مطالعه

Campàs ارتباط قابل توجهی بین پلیشد  و همکارانش-

و سکته مغزي زودرس در بیماران مصرف  CYP4F2 مورفیسم

. بنابراین علیرغم )31( ضد انعقاد یافته شد کننده داروهاي

و  ارینو دوز مصرفی وارف CYP4F2 دار بینیعدم ارتباط معن

مورفیسم در جمعیت ایرانی، با توجه به تنوع ژنوتیپی این پلی

تجویز داروي مناسب توسط  جهت CYP4F2 بررسی ژنوتایپی

  .استپزشک متخصص حائز اهمیت 

هاي دموگرافیک بیماران از جمله بررسی ویژگی ،در ادامه

نشان داد همبستگی منفی بین  BMIجنسیت، سن، قومیت و 

نیاز وارفارین وجود دارد. بیماران سالخورده  سن و میزان مورد

زیرا توده کبد و  ،نیاز به دوز کمتري از داروي وارفارین را دارند

بنابراین آنها  ؛یابدکبد کاهش می VKORدر نتیجه مقدار 

  شوند.حساس به وارفارین می

با توجه تنوع برندهاي تولید کننده داروي وارفارین در بازار 

ی متفاوت بیماران بر حسب برند دارو به ایران و دوز مصرف

-عنوان یکی از عوامل مخدوشگر در این مطالعه، پیشنهاد می

وارفارین مورد مصرف در  يشود در مطالعات آینده برند دارو

  نظر گرفته شود.

- مورفیسمتوان نتیجه گرفت که پلیاز این مطالعه می در پایان 

 VKORC1و  CYP2C9*2 ،CYP2C9*3 ،CYP4F2هاي 

rs9923231  پارامترهاي مهم تاثیر گذار هستند که به جمله از

گر، بحث آزمون و خطا را در همراه سایر فاکتورهاي مداخله

کنند. در این پروژه میزان این بیماران تا حد ممکن کم می

هاي مختلف، حاکی فراوانی به دست آمده براي پلی مورفیسم

سی الگوهاي توزیع لذا برر ؛است ایراناز حضور شایع جهش در 

فراوانی ژنوتیپی در منطقه مختلف کشور را براي رسیدن به 
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یک الگوریتم دوز مناسب وارفارین و درك بهتر رابطه بین 

هاي شایع و میزان حساسیت به وارفارین یک مورفیسمپلی

ست. همچنین با توجه به گستردگی کشور ایران ا اقدام ضروري

م نمونه بزرگتر جهت تایید لازم است مطالعات بیشتري با حج

نتایج این مطالعه انجام شود. ادامه این مطالعات در آینده با در 

نظر گرفتن سایر فاکتورهاي ژنتیکی و بالینی دخیل جهت 

ایجاد الگوریتمی براي تعیین دوز مصرفی وارفارین و پیشگیري 

از خطرات احتمالی مصرف این دارو حائز اهمیت است. مطالعه 

ات اساسی را براي مطالعات بزرگتر در جمعیت ما حاضر اطلاع

کند و به ایجاد پروتکل درمانی داروي وارفارین فراهم می

   .کندمبتنی بر پزشکی فرد محور در جمعیت ایران کمک می

  

  قدردانی تشکر و

و  ریمحتـرم تقـد   دیاسات ییو راهنما یگرام مارانیب ياز همکار

  .شودیتشکر م
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