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                                                                مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراكمقاله پژوهشی                                                

 40-46، 1391ریور ، شه)63شماره پیاپی  (4، شماره15                                                                                                                     سال 
 

 در بیماران با سابقۀ VKORC1 ژن 1639G>Aمورفیسم  بررسی فراوانی پلی
  غرب ایران  عروقی منطقۀ شمال-اختلالات قلبی

  
  4شهرام دبیري اسکوئی، 3 نسرین بارگاهی،2* امیر منفردان،1سید محمود طباطبائی

  
 اه آزاد اسلامی، واحد تبریز، تبریز، ایراندانشگگروه فیزیولوژي،دکتراي تخصصی نوروساینس، ، استادیار -1

  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز ، تبریز، ایرانگروه علوم آزمایشگاهی و میکروبیولوژي، ،  کارشناسی ارشد هماتولوژي-2
  ، تبریز، ایراندانشگاه تبریزدانشکده علوم، ، پشمینهمرکز تحقیقات دارویی ،  کارشناسی ارشد ژنتیک-3
  ، تبریز، ایران دانشگاه علوم پزشکی تبریز،گروه طب هسته اياي،  دکتراي تخصصی طب هسته استاد، -4
  

 11/8/90: تاریخ پذیرش 20/3/90: تاریخ دریافت
 

  چکیده 
، )CVD(هاي قلبی عروقی   علاوه بر عوامل اکتسابی و محیطی موثر شناخته شده در بیماري:هدف و زمینه

ترین عوامل ژنتیکی دخیل در تغییرات دوز مورد نیاز  ، به عنوان اصلیCYP2C9و  VKORC1مورفیسم دو ژن پلی
، جهت تعیین VKORC1 در ژن G1639Aبا این رویکرد بررسی فراوانی  .وارفارین در این بیماران، شناسایی شده است

  .باشد دوز اختصاصی مورد نیاز هر فرد، به عنوان هدف اصلی این مطالعه مد نظر می
شامل ( بیمار با اختلالات قلبی عروقی در منطقۀ شمال غرب کشور 200 در این مطالعه تجربی، از :ها مواد و روش

 RFLP-PCRگیري وریدي به عمل آمد و با استفاده از تکنیک  خون) هاي آذربایجان شرقی و غربی و اردبیل استان
  . اقدام گردیدVKORC1 ژن 1639G>Aمورفیسم نسبت به تعیین پلی

 در دو جنس 1639G>Aاستفاده از قانون هاردي وینبرگ، میزان فراوانی پلی مورفیسم و نوع ژنوتیپ درگیر  با :ها یافته
 و 6/60 ،3/22 درصد در زنان و 5/24 و 7/53،  6/21مونث و مذکر ژنوتیپ نرمال، هتروزیگوت و هموزیگوت به ترتیب 

  . درصد در مردان مشاهده شد02/17
گر، بحث   یکی از عوامل مهم تاثیرگذار بوده که به همراه سایر عوامل مداخلهVKORC1 تعیین ژنوتیپ :گیري نتیجه

تواند  ، میAهاي ژنوتیپی و فراوانی بالاي الل  تفاوت. دهد آزمون و خطا را در بیماران قلبی عروقی تا حد ممکن کاهش می
  .ن با وارفارین را توجیه نمایدهاي متنوع در قبال درمان با وارفارین و اهمیت بررسی قبل از شروع درما پاسخ

   دوز بهینه، چند شکلی ژنتیکی، وارفارین:واژگان کلیدي
 
  
  
  
  
  
  
 گروه علوم آزمایشگاهی و میکروبیولوژي اسلامی واحد تبریز، دانشکده پزشکی، آزاد دانشگاه  تبریز،:مسئول  نویسنده*

Email: amir.monfaredan@yahoo.com
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  مقدمه
 Cardio vascular)هاي قلبی عروقی  بیماري

Disease-CVD)اي از اختلالات عملکردي   به مجموعه
ترومبوز به عنوان . شود ها و وریدها اطلاق می قلب، شریان

ها در سراسر دنیا به  ترین عامل موثر در بروز این بیماري مهم
  ژنتیکیعواملتواند ناشی از  ها می  این آسیب.رود شمار می

 در سیستم انعقادي خون تغییرات اکتسابی دخیل و یا
   .)1(باشد

آسپیرین شاید بهترین داروهایی باشند  وارفارین و
هاي   بیماريۀهاي ثانوی که به عنوان مهار کننده

روند و استفاده از این داروها  آتروترومبوتیک به شمار می
گیري  هاي ترومبوامبولیک را به صورت چشم میزان آسیب
مصرف داروهاي ضد انعقاد حال   با این.)1-4(اند کاهش داده

هاي متفاوتی به دنبال داشته و به کار  بین بیماران، پاسخ
  INRگري دقیق ی از این قبیل به غربالهای گرفتن درمان

)International Normalized Ratio (نیاز مبرم دارد .
 درصد 50علاوه بر تاثیرپذیري درمان از تنظیم دوزاژ، در 

، خارج از مبناي INRر اساس موارد، مبناي تنظیم دوزاژ ب
گیرد و همین موضوع منجر به ناموفق   واقعی قرار میةمحدود

  .)6، 5(گردد یماندن درمان و یا بروز وقایع جبران ناپذیري م
ترین داروي ضد انعقاد  وارفارین وسیع الطیف

 مختلف،  و میزان دوزاژ مورد نیاز در بین افراد بودهخوارکی
ز قبیل نحوة تغذیه، وزن، استعمال  اعاملتحت تاثیر چندین 

سایر  دخانیات، تغییرات فارماکوکنتیک، فارماکودینامیک و
این امر حتی در یک فرد در شرایط .  متغیر استموارد

 با توجه به این. )7(باشد  میفیزیولوژیکی مختلف نیز متفاوت
 تغییرات دوزاژ در بین افراد مختلف متفاوت بوده و که

تنظیم  ،کند هاي خطرناك می خونریزيبیماران را مستعد 
دوزاژ مورد نیاز براي درمان با وارفارین همواره با چالش 

ترین مشکل در  خونریزي به عنوان پیچیده. )8-10(همراه است
 11(مقابل درمان با داروهاي ضد انعقاد خوراکی مطرح است

 اکتسابی و محیطی موثر شناخته شده عواملعلاوه بر . )12،
مورفیسم دو   دوزاژ مورد نیاز وارفارین، پلیدر تغییرات

 VKORC1 )Vitamin K epoxide reductaseژن

complex1 ( وCYP2C9) Cytochrome P450 2C9 (
  .اند  ژنتیکی دخیل، شناسایی شدهعواملترین  به عنوان اصلی

 ۀداروي ضد انعقاد وارفارین باعث مهار مجموع
 بازگشت ویتامین  شده و مانعK آپوکسید ویتامین ةاحیاکنند

K شود و با این مکانیسم   طبیعی انعقاد میفرایند احیا شده به
حضور . کند خاصیت ضد انعقادي خود را اعمال می

 باعث کاهش VKORC1 در ژن 1639G>Aمورفیسم  پلی
-14(میزان وارفارین دریافتی مورد نیاز در بیماران خواهد شد

12(.  
ه شمار ها ب وارفارین یکی از مشتقات کومارین

 مسئول K ردوکتاز آپوکسید ویتامین  آنزیمرود، می
 هیدروکینون Kآپوکسید به ویتامین   Kبازگرداندن ویتامین

شود که به عنوان کوفاکتور اصلی در گاما  می
 نقشی اساسی 10و 9 ،7 ،2 انعقادي عواملکربوکسیلاسیون 

  .)15-18(دارد
  این آنزیمةتغییرات ژنتیکی در ژن کد کنند

)VKORC1 ( متفاوت بودن حساسیت به وارفارین را به
براي تصدیق این گفتار ثابت شده است که بروز . دنبال دارد

 ، به صورت ثانویهVKORC1هایی در ساختار ژن  جهش
چنین ایجاد مقاومت به   انعقادي و همعواملعامل اختلال 

مطالعات بالینی متفاوتی در . )20، 19(آید وارفارین به شمار می
داري را بین   جغرافیایی مختلف حضور ارتباط معنیمناطق

مورفیسم این ژن و میزان دوزاژ مورد نیاز وارفارین  نوع پلی
  .)21(مشخص کرده است

 در این ژن در ناحیه 1639G>Aپلی مورفیسم 
مورفیسم از نظر کیفیت و این پلی. پروموتور قرار دارد

 را Kن  میزان بیان آنزیم ردوکتاز اپوکسید ویتامی،کمیت
  .)22(دهد تغییر می

 G با حضور نوکلئوتید VKORC1پروموتور ژن 
 درصد افزایش فعالیت نسبت 44، در حدود 1639در ردیف 

، بنابراین پلی )22(دهد  را نشان میAبه حضور نوکلئوتید 
از فعالیت پروموتوري این ژن کاسته  1639G>Aمورفیسم 

 ژن کاهش  و پروتئین اینmRNAو به دنبال آن سطح بیان 
مورفیسم شاید بتواند  از این جهت تعیین این پلی. یابد می

  .دنمایتفاوت افراد در پاسخ متفاوت به وارفارین را توجیه 
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  ها  مواد و روش
با رویکرد تعیین فراوانی پلی تجربی این مطالعۀ 

 بیمار مبتلا به اختلالات 200 در بین1639G>Aمورفیسم 
لب و عروق به مرکز قلبی عروقی که توسط متخصصین ق

 انجام ،تشخیص طبی پلاسماي تبریز ارجاع داده شده بودند
از بیماران مراجعه کننده به مرکز آزمایشگاهی تبریز . گرفت

 اخلاق دانشگاه علوم ۀ کتبی مورد تایید کمیتۀرضایت نام
، اخذ شد و )15/9/89 مورخ 8940به شماره  (پزشکی تبریز

نامۀ اختصاصی  ، پرسشبا توضیح براي لزوم انجام کار
 این بیماران طوري  INR.، تکمیل گردید شدهطراحی

 5/1 مدنظر بود، حداقل 2 پایه که INRانتخاب شد که از 
معیار ورود نمونه به این بررسی،  .واحد متفاوت باشد

 با استفاده از آنژیوپلاستی و معیار خروج CADتشخیص 
  مورد و سابقه 2ها، سابقه انفارکتوس قلبی بیشتر از  نمونه

 INR فاصلۀ .نظر بود  سال مد20مصرف سیگار بیشتر از 
سپس با استفاده از سیستم  . در نظر گرفته شد7 الی 5/3مابین 

. عمل آمده گیري وریدي ب وکیوم شرکت تریمو ژاپن خون
DNAهاي سفید به صورت مستقیم با   ژنومیک از گلبول

 QIAamp DNA Blood Mini Kitاستفاده از کیت 
 پیشنهادي این کیت پروتکلو با استفاده از ) کیاژن(

  .استخراج شد
 120مراز با استفاده از  اي پلی واکنش زنجیره

 میلی مول 10 ژنومیک در محیط حاوي DNAنانوگرم 
از   میکرومول5/0 شرکت تاکاراي ژاپن، dNTPمخلوط 

  مدنظر شامل پرایمرDNAپرایمرهاي تکثیر دهندة قطعۀ 
 GCCAGCAGGAGAGGGAAATA با توالی رفت

 توالی با برگشت پرایمر و

AGTTTGGACTACAGGTGCCT ،1 واحد از 
 5/2 ، شرکت تاکاراي ژاپنTaq Polymeraseآنزیم 

و ) =TAPS )3/ 9pH محتوي 10Xمیکرولیتر از بافر 
DNA میلی گرم در میلی لیتر25/0 و مرکاپتواتانول به میزان  

در حجم نهایی  مول میلی MgCl2 50 میکرولیتر از 25/1و 
 میکرولیتر با استفاده از دستگاه ترمال سایکلر تاکاراي 25

  .ژاپن انجام گرفت

 مورد نظر، تعیین DNAپس از تکثیر قطعۀ 
بر اساس قطعات حاصل از برش با 1639G>A ژنوتیپ 

-PCR( شرکت فرمنتاز فرانسهMSPIاستفاده از آنزیم 

RFLP (اي  رهپس از انجام واکنش زنجی. انجام گرفت
 جفت 288 ةمراز محصولات به دست آمده که به انداز پلی

 شرایط .باز بودند، تحت تاثیر این آنزیم برش داده شدند
  :برش به ترتیب زیر اعمال شد

 18 کنترل شده، PCR میکرولیتر از محصول 10
 میکرولیتر 1 میکرولیتر بافر تانگو و 2میکرولیتر آب مقطر، 

 به صورتاز مخلوط شدن این ترکیب پس . MSPIآنزیم 
 ساعت 5گراد به مدت   درجه سانتی37کامل، در دماي 

پلی انکوبه شده و محصولات حاصل از برش بر روي ژل 
 جفت بازي شرکت 50در کنار مارکر  درصد 10 اکریلامید

فرمنتاز فرانسه الکتروفورز گردید و الگوي به دست آمده 
  .مورد بررسی قرار گرفت

 ژنوتیپ در دو گروه مونث جهت مقایسه فراوانی
 15 نسخه  SPSSو مذکر، با استفاده از نرم افزار آماري

  . انجام شدآزمون کاي اسکوئر
وارفارین پارامترهاي نرم افزار بیوانفورماتیک 

 دانشگاه واشنگتن به آدرس اینترنتی دوزاژینگ
http://warfarindosing.org مبناي تحقیق حاضر قرار 

هاي مناسب طراحی و توسط  نامه سشپربر این اساس . گرفت
از .  تکمیل گردیدمطالعهبیماران شرکت کننده در این 

 در 1639G>Aمورفیسم  ترین این پارامترها تعیین پلی مهم
به این منظور این بررسی  .آمد  به حساب میVKORC1ژن 

   .در اولویت قرار گرفت
  ها یافته

براي  نتایج به دست آمده حاصل از برش آنزیمی
روش ، با استفاده از یین ژنوتیپ دو گروه مونث و مذکرتع

PCR-RFLPالگوي مورد انتظار . مورد تفسیر قرار گرفت 
  : به شرح زیر بودMSPIپس از انجام برش توسط 

 در ردیف Gحضور نوکلوتید (طبیعیحالت 
   . جفت بازي168 و 120هاي  دو محصول به اندازه): 1639
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 در ردیف Aحضور نوکلوتید (حالت جهش یافته
 جفت باز به دلیل عدم برش 288اي به اندازة  قطعه): 1639

   .MSPI توسط آنزیم PCRمحصول 
حضور نوکلوتید ( حالت جهش یافته هتروزیگوت

Aو G سه محصول به ): 1639 در دو الل در ردیف
  . جفت بازي288 و 168 ، 120هاي  اندازه

 با استفاده از قانون هاردي وینبرگ میزان فراوانی
 در دو 1639G>Aو نوع ژنوتیپ درگیر پلی مورفیسم 

شامل ( جنس مونث و مذکر در منطقۀ شمال غرب کشور
یب به ترت) لی و اردبی و غربی شرقجانی آذربايها استان

و  7/53 ، 6/21ژنوتیپ طبیعی، هتروزیگوت و هموزیگوت 
در  د درص02/17 و 6/60 ،3/22د در زنان و درص 5/24

تایج به دست آمده حاکی از آن است ن  .مشاهده شدمردان 
 جهش یافتهداري در میزان فراوانی الل  که اختلاف معنی

جدول (در دو جنس وجود ندارد 1639G>Aمورفیسم  پلی
1.(  
  

 در دو گروه 1639G>A مقایسۀ فراوانی ژنوتیپ . 1جدول 
  مونث و مذکر
  ژنوتیپ

 جنسیت
VKORC1 
(1639AA) 

 هموزیگوت

VKORC1 
(1639GA) 

 یگوتهتروز

VKORC1 
(1639GG) 

 طبیعی

 21)3/22( 57)6/60( 16)02/17( )درصد(مرد
 23)6/21 ( 57)7/53( 26)5/24( )درصد(زن

P  05/0> 05/0> 05/0> 
  

اثر  VKORC1 تغییر در توالیدهد که  نتایج نشان می
  . بیشتري بر روي دوز مورد نیاز وارفاین دارد

  

  بحث
ل شدن به هاي قلبی عروقی در حال تبدی بیماري

ترین عامل مرگ و میر و ناتوانی بشر در اغلب  اصلی
ها در حال حاضر  این بیماري. )1(کشورهاي جهان هستند

جزو سه علت اول مرگ و میر و ناتوانی انسان در سراسر دنیا 
هاي عفونی و واگیر عامل عمده  درگذشته بیماري. هستند

 غیرواگیر هاي مرگ و میرهاي بشر بودند، اما امروزه بیماري
ها  این آسیب. )3(اند تر شده تبدیل به عوامل خطرناك

 ژنتیکی و تغییرات اکتسابی دخیل در عواملتواند ناشی از  می
 اکتسابی و محیطی عواملعلاوه بر . سیستم انعقاد خون باشد

و  VKORC1موثر شناخته شده، پلی مورفیسم دو ژن
CYP2C9در  ژنتیکی دخیلعواملترین  ، به عنوان اصلی 

تغییرات دوزاژ مورد نیاز وارفارین در این بیماران، شناسایی 
  .)4(شده است

هاي شایع این  مورفیسم  و پلیVKORC1آنزیم 
توانند از چندین نظر هدف مطالعات بالینی قرار  ژن می

مورفیک این ژن در میزان  که تغییرات پلی گیرند، اول آن
گذار است، از بیان و در نتیجه محصولات پروتئینی آن تاثیر

تواند  هاي ژنی منجر به تغییر بیان، می این رو تعیین جهش
 را Kمیزان فعالیت این آنزیم مهم در متابولیسم ویتامین 

  .مشخص کند
نکته حائز اهمیت در این بحث آن است که در 

 اجرا شده قبلی در سطح جوامع بین المللی، همسانی مطالعات
ان ژن به خوبی مشخص در میزان تاثیر پلی مورفیسم بر بی

  .)2جدول(نشده است

  
 لف در مقایسه با مطالعهت در بین جوامع مخVKORC1 آنزیم G1639A میزان فراوانی هاي مشاهده شده و مورد انتظار جهش .2جدول 
  )19،20( حاضر

 ژنوتیپ  )درصد(فراوانی مشاهده شده 
G1639A ژن 

VKORC1  
rs9923231  

-آفریقایی
  آمریکایی

 )300=تعداد (

  آسیایی
 )102=تعداد (

سفید پوستان 
  قفقازي

 )106=تعداد (

  اسپانیائی
 )101=تعداد (

  یهودي
 )202=تعداد (

  شمالغرب ایران
  )مطالعه حاضر(
 )200=تعداد (

G/G  80/3)79/5 ( 22/5)11/1 ( 36/8)35/3 ( 30/7)31/8 ( 29/2)28/4 ( 19/16)20/25 ( 

G/A  17/7)19/3 ( 21/6)44/4 ( 45/3)48/2 ( 51/5)49/2 ( 48/1)49/8 ( 53/3)49/5 ( 

A/A  2/0)1/2 ( 55/9)44/4 ( 17/9)16/5 ( 17/8)19/0 ( 22/7)21/8 ( 27/5)30/25 ( 
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افزایش زمان ، اسشال کمپ، اخیراً در یک مطالعه
 را  CYP2C9رسیدن به دوز ثابت در بیماران با واریانت

از لحاظ داري است، اما هیچ تفاوت معنی  گزارش کرده
  در VKORC1ي هاپلوتیپ ها گروهآماري در میان 

کنند گزارش   مصرف میacenocoumoralبیمارانی که 
نشده است که با نتایج حاصل از تحقیق حاضر براي بیماران 

 و  اسشلمنبه علاوه،. )23-26(ینی مطابقت داردروارفا
داري میان  همکاران، عدم وجود تفاوت معنی

 رسیدن به دوز ثابت وارفارین  و زمان VKORC1وضعیت
که تحقیق   در حالی)27(در جمعیت قفقازي را بیان کردند

 مشخص با این مطالعه وارد به صورتتواند  حاضر نمی
اي بر بررسی تاثیر نوع  چرا که این مطالعه مقدمه؛ مقایسه شود

مورفیسم در زمان رسیدن به دوز ثابت  و فراوانی پلی
  . می باشدوارفارین

 به چگونگی تاثیر دي، پی بردنبعهدف 
غرب   شمالۀمورفیسم این ژن در نحوة بیان آن در منطق پلی

 آن تغییرات بیان ژن و تاثیر این تغییر در به دنبال وایران 
قدم، ، اولین منظوررسیدن به این براي  . استسطح پروتئینی

 به (1639G>A)مورفیسم مدنظر   میزان فراوانی پلیتعیین
  .باشد میجمعیتی صورت مطالعات 

 میزان فراوانی به دست آمده براي مطالعهدر این 
، حاکی از حضور شایع جهش (1639G>A)پلی مورفیسم 

که این میزان فراوانی   اما این. مورد بررسی استۀدر منطق
 و در VKORC1گیر، تا چه اندازه بر میزان بیان ژن  چشم

بعدي نتیجه فعالیت آنزیماتیک آن تاثیر گذار است قدم 
  .باشد می مطالعههمکاران در این 

هاي مختلف و برقراري  مقایسۀ فراوانی ژنوتیپ ژن
ارتباط مابین ژنوتیپ و فنوتیپ بیماري، موضوعی است که 

هاي مختلف تحقیقاتی و بالینی قرار  همواره مدنظر پروژه
هایی حالت  گرفته است، چرا که با برقراري چنین ارتباط

  .نوتیپی قابل دسترس خواهد بودنگري تغییرات ف ه آیند
  گیري نتیجه

 مورد Aهاي ژنوتیپی و فراوانی بالاي الل  تفاوت
هاي  تواند پاسخ مشاهده در جامعه آماري مورد مطالعه، می

متنوع در قبال درمان با وارفارین و اهمیت بررسی قبل از 
   .شروع درمان با وارفارین را توجیه نماید

  
  تشکر و قدردانی 

 طرح پژوهشی مصوب در دانشگاه آزاد عهمطالاین 
 باشد می 02-17-5 -19127اسلامی واحد تبریز به شماره 

وسیله از همکاري معاونت محترم پژوهشی دانشگاه که  بدین
عمل ه  کمال تشکر بیاري نمودنددر اجراي این تحقیق ما را 
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