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Background People who take statins respond differently to them due to genetic differences. One of the 
most significant enzymes involved in drug metabolism is cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) enzyme, coded 
by the CYP2D6 gene. Individuals who carry two non-functional alleles in this gene are considered as poor 
metabolizers. Recognizing poor metabolizers may help prevent adverse effects of drugs. 
Objective This study aims to assess the association of CYP2D6*4, as the most frequent non-functional 
allele of CYP2D6 gene, and response to atorvastatin in patients with high low-density lipoprotein (LDL) 
level in northern Iran.
Methods A total of 180 patients with high LDL level underwent treatment with atorvastatin for 8 weeks 
to assess their response. They were assessed in terms of CYP2D6*4 polymorphism using the amplifica-
tion-refractory mutation system/polymerase chain reaction method and the results were validated by 
the sanger sequencing method. At the end, the association between CYP2D6*4 allele and response to 
atorvastatin was assessed. 
Results In patients, the percentage of the CYP2D6*4 variant was 7%. This allele was not observed in 
homozygous patients. There was no significant association between CYP2D6*4 polymorphism and re-
sponse to atorvastatin, which might be due to low frequency of CYP2D6*4 in patients. The observed 
allelic frequency was close to the frequency reported in previous studies for healthy Iranian people.
Conclusion It seems that CYP2D6*4 polymorphism is not the cause of poor metabolism in poor metabo-
lizers in northern Iran. Therefore, to diagnose poor metabolizers in this region, further studies on other 
genes are recommended.
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S
Extended Abstract

Introduction

tatins are inhibitors of Hydroxymethylglu-
taryl-CoA (HMG-CoA) reductase and statin 
therapy is used for prevention of atheroscle-
rosis [1]. People who take statins respond 
differently to these drugs. Genetic differ-

ences are one of the factors in these different responses [2]. 
Given that the serum level of Statins increases in patients 
with poor metabolizers and results in side effects that occur 
more rapidly, it is important to diagnose poor metabolizers 
[3, 4]. One of the most significant enzymes involved in drug 
metabolism is the cytochrome P450 2D6 (CYP2D6) [6]. 
This enzyme is coded by the CYP2D6 gene, which is one 
of the most polymorphic genes in the cytochromes family 
[12]. The CYP2D6*4 polymorphism is the most frequent 
non-functional allele in the Middle East [14]. In this study, 
we aim to assess the association between CYP2D6*4 and re-
sponse to atorvastatin among patients with high low-density 
lipoprotein (LDL) in northern Iran.

Methods

A total of 180 patients (127 females and 53 males) with 
high LDL level were recruited in this study. All patients were 
treated with 10, 20 or 40 mg atorvastatin (Sobhan Darou, 
Tehran, Iran). The level of LDL was measured before and 
after atorvastatin therapy. 

DNA was extracted from the whole blood sample using 
the DNP kit (CinnaGen, Tehran, Iran). Genotyping of CY-
P2D6*4 allele was performed using amplification-refractory 
mutation system-polymerase chain reaction (ARMS-PCR) 
technique. Specific primers were designed for both wild type 
(G) and mutant (A) sequences using the online NCBI primer 
blast and Primer3Plus tools. The PCR was performed in 20 
μl volume, containing 10 μl master mix, 2 μl DNA, various 
volume of forward and reverse primers, and distilled water. 
The PCR included 0.5 μl of each forward and reverse prim-
ers to amplify wild-type (WT) sequence (forward: 5’-CCG-
CATCTCCCACCCCCAG-3’, reverse: 5’-AGACTCCTC-
GGTCTCTCGCT-3’) and 1 μl for each primer to amplify 
mutant sequence (forward: 5’-TTGGAGTGGGTGGTG-

Table 1. CYP2D6*4 allelic frequency among patients consuming various dose of atorvastatin

TotalCYP2D6*4 (A)WT (G)StatisticsDose

106898Count

10 mg
100.07.592.5Within dose )%(

29.432.029.3Within alleles )%(

29.42.227.2Total )%(

22816212Count

20 mg
100.07.093.0Within dose )%(

63.364.063.3Within alleles )%(

63.34.458.9Total )%(

26125Count

40 mg
100.03.896.2Within dose )%(

7.24.07.5Within alleles )%(

7.236.9Total )%(

36025335Count

Total
100.06.993.1Within dose )%(

100.0100.0100.0Within alleles )%(

100.06.993.1Total )%(
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Table 2. The LDL levels before and after treatment in individuals with WT/WT and CYP2D6*4/WT genotypes, taking different 
doses of atorvastatin

Dose Group

Mean±ُSُD

*PLDL

Baseline Secondary Change

10 mg

WT/WT 131±31 92±22 39±10.86 0.001

CYP2D6*4/WT 126±45 87±33 39±13.11 0.012

P** 0.670 0.634 0.951 -

20 mg

WT/WT 142±33 90±27 52±12.28 0.001

CYP2D6*4/WT 145±36 95±28 50±16.88 0.001

P** 0.637 0.496 0.747 -

40 mg WT/WT 151±37 81±24 70±16.84 0.001

CYP2D6*4/WT 143 72 71 -

P**
0.769 0.923 0.923 -

	* Wilcoxon test; ** Mann-Whitney U test

Figure1. Amplification bands of WT and mutant sequences with WT and CYP2D6*4 allele. Lane A: 100bp DNA ladder; lanes B 
and C: 206bp band amplified in presence of WT allele G; and lane D: 327bp band amplified in presence of CYP2D6*4 allele A.
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GATGG-3’, reverse: 5’-GGGGCGAAAGGGGCGTCT-3’) 
(Table 1). The PCR started with 5 minutes of initial dena-
turation at 95ºC, followed by three-step cycles: incubation 
for 30 seconds at 95ºC, 30 seconds at annealing temperature 
(68.5ºC for WT sequence and 71.5 for mutant sequence), and 
30 seconds at 72ºC. The PCR was finalized by incubation 
at 72ºC for 7 minutes. The three-step cycle was repeated 28 
times to amplify the WT sequence and 27 times to amplify 
the mutant sequence (Figure 1). 

The results were validated by the Sanger sequencing meth-
od in BIONEER company (Daejeon, South Korea) (Figure 
2). Statistical analysis was performed in SPSS v.16 software. 
The amount of reduced LDL in patients with different geno-
types (WT/WT and CYP2D6*4/WT) based on the used dos-
es of atorvastatin was compared by Kruskal-Wallis test. The 
Wilcoxon signed-rank test was used to compare the amount 
of reduced LDL with baseline LDL level and secondary 
LDL level (after treatment).

Results

In the patients, the percentage of the WT allele G was 93% 
(n=335) and the percentage of CYP2D6*4 allele A was 7% 
(n=25). The *4/*4 (AA) genotype was not observed in any 
patients. The majority of patients (n=155, 86.1%) were nor-

mal homozygous (WT/WT) with GG genotype. The percent-
age of WT/*4 (GA) genotype was 13.9% (n=25). In all three 
dosage groups, the number of CYP2D6*4 allele was lower 
than that of WT allele. The frequency of CYP2D6*4 and WT 
alleles was almost the same among the three dosage groups. 

The amount of LDL reduction was not significantly dif-
ferent between patients with WT/WT and CYP2D6*4/WT 
genotypes in any dosage groups (P>0.05) (Table 2). 

There was no significant association between different 
genotypes and LDL parameters (baseline LDL level, sec-
ondary LDL level, and LDL reduction rate) (P>0.05), al-
though the amount of reduced LDL was significant in indi-
viduals with two different genotypes using different dosages 
of atorvastatin (10, 20, and 40 mg) compared to baseline 
and secondary LDL levels.

Discussion

There is no association between CYP2D6*4 and response 
to atorvastatin. Low allelic frequency might be the reason 
for non-significance of this association. Considering the low 
frequency of CYP2D6*4 variant and *4/*4 genotype, CY-
P2D6*4 variant probably is not related to poor metabolizers, 
especially poor metabolizers of atorvastatin in northern Iran. 

Figure 2. PCR sequencing results. A: normal homozygous genotype (WT/WT, GG) and B: heterozygous genotype (CYP2D6*4/WT).
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Therefore, to distinguish poor metabolizers in this region, 
further studies on other genes are recommended.
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مقاله پژوهشی

پلی‌مورفیسم غیرعملکردی CYP2D6*4؛ گزارش فراوانی و بررسی ارتباط با پاسخ به آتورواستاتین 
در بیماران مبتلا به LDL خون بالا در شمال ایران، استان گیلان

 CYP2D6 ،زمینه تفاوت‌های ژنتیکی از علل مهم پاسخ متفاوت افراد به استاتین‌ها هستند. یکی از مهم‌ترین آنزیم‌های دخیل در متابولیسم دارو
است که توسط ژن CYP2D6 کدگذاری می‌شود. افرادی که حامل دو آلل غیرعملکردی در این ژن هستند به‌‌عنوان متابولیزکننده ضعیف در نظر 

گرفته می‌شوند. شناخت متابولیزکننده‌های ضعیف‌ می‌تواند در پیشگیری از عوارض جانبی داروها کمک‌کننده باشد. 
هدف در این مطالعه برای اولین‌بار ارتباط بین شایع‌ترین آلل غیرعملکردی ژن CYP2D6 یعنی CYP2D6*4 و پاسخ آن به آتورواستاتین 

در افراد ایرانی بررسی شد.
روش‌ها تعداد 180 فرد مبتلا به LDL بالا به‌مدت 8 هفته داروی آتورواستاتین مصرف کردند. سپس پاسخ آن‌ها به دارو ارزیابی شد. بیماران 
ازنظر وجود پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 با استفاده از روش ARMS-PCR بررسی شدند. نتایج بررسی ژنتیکی با توالی‌یابی سنگر تأیید شدند. 

درانتها ارتباط بین آلل CYP2D6*4 و پاسخ به آتورواستاتین ارزیابی شد.
یافته‌ها در جمعیت مورد مطالعه، فراوانی واریانت CYP2D6*4، 7 درصد بود و این آلل در حالت هموزیگوت مشاهده نشد. ارتباط آماری معنی‌داری بین 
این پلی‌مورفیسم و پاسخ به آتورواستاتین وجود نداشت. فراوانی آللی مشاهده‌شده مشابه با یافته‌های قبلی حاصل از بررسی افراد سالم ایرانی بود. عدم 
وجود ارتباط میان پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 و پاسخ به آتورواستاتین ممکن است به علت کم بودن فراوانی این واریانت در جمعیت مورد بررسی باشد.

نتیجه‌گیری باتوجه‌به یافته‌های این پژوهش، به نظر می‌رسد پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 عامل متابولیسم ضعیف در متابولیزکننده‌های ضعیف 
شمال ایران نباشد؛ بنابراین برای تشخیص متابولیزکننده‌های ضعیف در این منطقه، انجام مطالعات گسترده‌تری روی سایر ژن‌ها توصیه می‌شود.

کلیدواژه‌ها: 
 ،CYP2D6 ،آتورواستاتین

LDL ،پلی‌مورفیسم
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مقدمه

هیدروکسی‌متیل‌گلوتاریل‌کوآ  مهارکننده‌های  استاتین‌ها 
ردوکتاز1 هستند. این داروها برای پیشگیری از آترواسکلروزس2 
استفاده می‌شوند ]1[. افراد، پاسخ‌گویی متفاوتی به استاتین‌ها 
پاسخ‌گویی  در  مؤثر  عوامل  از  یکی  ژنتیکی  تفاوت‌های  دارند. 
متفاوت به این داروهاست ]2[. در بیمارانی که متابولیزکننده 
به  و  افزایش می‌یابد  استاتین‌ها  ضعیف هستند، سطح سرمی 
رخ  عادی  حالت  از  سریع‌تر  که  می‌شود  منجر  جانبی  عوارض 
می‌دهند. به همین دلیل تشخیص متابولیزکننده‌های ضعیف از 

اهمیت خاصی برخوردار است ]3، 4[.

اکثر داروها در افراد مختلف، اثرات متفاوتی ایجاد می‌کنند که 
این خود نتیجه تنوع قابل‌توجه آنزیم‌های متابولیسم‌کننده دارو 
در بین افراد است. ابرخانواده سیتوکرومP450 3 آنزیم‌های اصلی 
متابولیز‌کننده دارو را که مسئول متابولیسم اکثر داروها هستند، 
دربر می‌گیرد ]5[. آنزیم CYP2D6 یکی از مهم‌ترین آنزیم‌های 
ابرخانواده  این  اعضای  از  یکی  و  داروها  متابولیسم  در  دخیل 
است ]6[. فعالیت این آنزیم ممکن است در بین افراد از صفر تا 
افزایش‌یافته متفاوت باشد ]7، 8[. این آنزیم تفاوت‌های بین‌فردی 
را نشان می‌دهد که می‌تواند به عواقب بالینی قابل توجهی منجر شود 
]9، 10[. ازاین‌رو، بیماران باتوجه‌به ظرفیتشان برای متابولیسم دارو 
به 4 دسته تقسیم می‌شوند: متابولیزکننده‌های ضعیف4، متوسط5، 
گسترده6 و فوق سریع7 ]7[. این گروه‌ها ممکن است با مشکلات 
مختلفی روبه‌رو شوند. دُز استاندارد دارو ممکن است برای ‌PMها 
مؤثر نباشد. همچنین این احتمال وجود دارد که اثر نامطلوبی بر 
UM داشته باشد. ژنوتیپ می‌تواند به شناسایی متابولیزکننده‌های 
مختلف کمک کند. افرادی که حامل دو آلل غیرعملکردی در ژن 
CYP2D6 هستند، به‌عنوان PM و افرادی که دارای دو آلل فعال8 

هستند به‌عنوان UM در نظر گرفته می‌شوند ]11[.

بلند  بازوی  روی  که   CPY2D6 ژن  توسط   CYP2D6 آنزیم 
 4382 ژن  این  می‌شود.  کدگذاری  دارد،  قرار   13 کروموزوم 
جفت‌باز از ژنوم را دربر می‌گیرد و متشکل از 9 اگزون و 8 اینترون 
از چندشکل‌ترین9 ژن‌ها در خانواده  است. ژن CPY2D6 یکی 
سیتوکروم‌هاست ]12[. تاکنون بیش از 100 جهش در این ژن 
شناسایی شده است ]13[. این جهش‌ها ممکن است عملکردی10 
)آلل‌های رایج از این نوع: *1 و *2( یا غیرعملکردی11 )*3، *4، 

1. Hydroxymethylglutaryl-CoA
2. Atherosclerosis
3. Cytochrome P450 (CYP)
4. Poor metabolizer (PM)
5. Intermediate (IM)
6. Extensive metabolizer (EM)
7. Ultra-rapid metabolizer (UM)
8. Active variant 
9. Polymorphic
10. Functional
11. Non-functional

*5 و *6( باشند. علاوه‌براین، بعضی از این جهش‌ها مانند *10، 
پلی‌مورفیسم   .]13[ می‌دهند  کاهش  را  عملکرد   41* و   17*
CPY2D6*4 یک آلل نول12 در انتهای '3 اینترون 3 است که 
باعث مختل شدن ویرایش می‌شود. در این جایگاه، نقص ویرایشی 
به تولید mRNA بلندتر با کدون توقف زودرس13 منجر می‌شود 
]12[. به‌علاوه این آلل، شایع‌ترین آلل غیرعملکردی در خاورمیانه 
افراد حامل دو آلل غیرعملکردی در ژن  ازآنجاکه  است ]14[. 
CYP2D6، به‌عنوان متالولیزکننده ضعیف در نظر گرفته می‌شوند 

]11[، این آلل برای بررسی در این مطالعه انتخاب شد. 

در این مطالعه، 180 بیمار ایرانی )53 مرد و 127 زن( مبتلا 
شدند.  بررسی   CYP2D6*4 پلی‌مورفیسم  ازنظر  بالا،   LDL به 
همه بیماران به‌مدت 8 هفته تحت درمان با آتورواستاتین14 قرار 
گرفتند. سپس ارتباط بین CYP2D6*4 و پاسخ به آتورواستاتین 

برای اولین‌بار در بیماران ایرانی مورد بررسی قرار گرفت.

روش‌ها

نمونه‌ها

در این پژوهش 180 بیمار مراجعه‌کننده به بیمارستان حشمت 
)شهر رشت( طی سال‌های 1395 تا 1396 وارد مطالعه شدند. 
این جمعیت شامل 127 زن )70/6 درصد( و 53 مرد )29/4 
درصد( بود که بین 14 تا 95 سال داشتند و میانگین سنی آن‌ها 
9/11±56/57 سال بود. سطح LDL آزمودنی‌ها بین 70 تا 190 

میلی‌گرم بر دسی‌لیتر بود. 

افراد سیگاری، الکلی، افراد با سابقه فامیلی با کلسترول بالا، 
بر  از 400 میلی‌گرم  )بیشتر  بالا  دارای تری‌گلیسیرید  بیماران 
دسی‌لیتر(، بیماری تیروئید )سطح TSH بیشتر از 5 میلی‌یونیت 
بر لیتر15 یا کمتر از 0/4 میلی‌یونیت بر لیتر(، بیماری‌های کلیوی 
)کراتینین سرم بیشتر از 2 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر در زنان و بیشتر 
کبدی  بیماری‌های  مردان(،  در  دسی‌لیتر  بر  میلی‌گرم   2/5 از 
دیابت  و  لیتر16  در  بین‌المللی  واحد  از 40  بیشتر   ALT سطح(
ملیتوس )افرادی که در 2 آزمایش متوالی قند خون ناشتای17 
بالای 140 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر داشته باشند(، زنان باردار و 
زنانی که قرص ضدبارداری استفاده می‌کردند و افرادی که از دیگر 
داروهای کاهنده چربی خون به‌طور هم‌زمان استفاده می‌کردند، 
از مطالعه حذف شدند. این افراد به‌مدت 8 هفته تحت درمان با 
آتورواستاتین )سبحان‌دارو، تهران، ایران( با دُز پایه قرار گرفتند و 
در ادامه پس از 8 هفته و پاسخ‌دهی به درمان، نمونه‌گیری جهت 
استخراج DNA از خون با کسب رضایت آگاهانه از بیماران انجام 

12. Null
13. Premature stop codon
14. Atorvastatin
15. mU/L
16. IU/L
17. Fast blood sugar (FBS)
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شد. سطح LDL، قبل و بعد از درمان با آتورواستاتین اندازه‌گیری 
ایده‌آل   LDL غلظت  براساس  آتورواستاتین  مناسب  دُز  و  شد 
باتوجه‌به شرایط هر بیمار تجویز شد. غلظت LDL هدف برای 
بیماران مبتلا به بیماری‌های عروق کرونری18 ≥70 میلی‌گرم بر 
دسی‌لیتر و در بیمارانی که مبتلا به این بیماری نیستند ≥130 

میلی‌گرم بر دسی‌لیتر است ]1[.

بررسی ژنتیکی

DNA از نمونه خون کامل با استفاده از کیت DNP )شرکت، 
آلل  ژنتیکی  بررسی  شد.  استخراج  ایران(  تهران،  سیناژن19، 
CYP2D6*4 با استفاده از تکنیک ARMS-PCR انجام شد. این 
 rs3892097 و G1846A ،g.1846G>A آلل همچنین با نام‌های
شناخته می‌شود و در اینترون 3 رونوشت NM_000106.6 ژن 
)CYP2D6 (c.506-1G>A واقع است. آغازگر20های ویژه‌ای برای 
هر 2 نوع توالی وحشی )G(21 و توالی جهش‌یافته )A( با استفاده از 
برنامه‌های آنلاین NCBI Primer blast و Primer3Plus طراحی 
CC�-’5 :22 وشدند )آغازگرها جهت تکثیر توالی وحشی رو به جلو
AGACTCCTC�-’5 :23 معکوس ،'GCATCTCCCACCCCCAG-33

GGTCTCTCGCT-3' و آغازگرها برای تکثیر توالی جهش‌یافته، 
رو به جلو: TTGGAGTGGGTGGTGGATGG-3-'5’، معکوس: 
GGGGCGAAAGGGGCGTCT-3-’5’(. واکنش PCR در حجم 
20 میکرولیتر و با ترکیب مواد براساس جدول شماره 1 انجام 
شد. برنامه PCR با 5 دقیقه واسرشت24 اولیه در دمای 95 درجه 
سانتی‌گراد شروع شد و با سیکل‌های ‌3 مرحله‌ای ادامه یافت: 30 
انکوباسیون در دمای 95 درجه سانتی‌گراد، 30 ثانیه در  ثانیه 

18. Coronary heart disease (CHD)
19. CinnaGen
20. Primer
21. Wild type (WT)
22. Forward
23. Reverse
24. Initial denaturation

دمای اتصال25 )68/5 درجه سانتی‌گراد برای توالی وحشی و 71/5 
درجه سانتی‌گراد برای فرم جهش‌یافته( و 30 ثانیه در دمای 72 
درجه سانتی‌گراد. واکنش PCR با انکوباسیون در دمای 72 درجه 
سانتی‌گراد به‌مدت 7 دقیقه پایان یافت. این چرخه ‌3 مرحله‌ای 
توالی  تکثیر  برای  بار  و 27  وحشی  توالی  تکثیر  برای  بار   28
جهش‌یافته تکرار شد. اندازه محصول PCR در حضور نوکلئوتید 
)G (WT و )A (CYP2D6*4 در جایگاه g.1846 به ترتیب 206 
جفت‌باز و 327 جفت‌باز بود )تصویر شماره 1(. نتایج با روش 
توالی‌یابی سنگر در شرکت BIONEER )دائجون، کره جنوبی( 
تأیید شد. 2 مورد نمونه هتروزیگوت و 1 مورد هموزیگوت برای 

این ناحیه تعیین توالی شدند )تصویر شماره 2(.

تجزیه‌وتحلیل آماری

به‌منظور تفسیر نتایج به‌دست‌آمده از بررسی‌های آزمایشگاهی، 
پارامتر‌های آماری کمی )عددی( موردنیاز بود؛ بنابراین از نسخه 
16 نرم‌افزار SPSS و آزمون‌های آماری ازجمله، شاپیرو ویلک26 و 
آزمون ویلکاکسون27 استفاده شد و براساس تکنیک‌های آماری 
توصیفی )فراوانی، میانه، میانگین و انحراف‌معیار( نتایج حاصل 
ارائه شد. در این مطالعه مقادیر P>0/05 معنا‌دار در نظر گرفته 

شد.

یافته‌ها

بررسی ژنتیکی و فراوانی آللی

درمجموع 180 فرد مبتلا به LDL بالا ازنظر وجود پلی‌مورفیسم 
CYP2D6*4 در ژن CYP2D6 بررسی شدند. در این جمعیت، 
آلل  فراوانی  و  آلل(   335( درصد   93  ،G وحشی  آلل  فراوانی 
 )AA( 4*/4* بود. ژنوتیپ )7 درصد )25 آلل ،CYP2D6*4 (A(

25. Annealing
26. Shapiro-Wilk Test
27. Wilcoxon signed-rank test

 CYP2D6*4 جهت تکثیر قطعه ژنی حاوی پلی‌مورفیسم نرمال و واریانت PCR جدول 1. لیست و مقدار مواد واکنش

PCR مواد واکنش)WT( پلی‌مورفیسم وحشیCYP2D6*4

2 میکرولیتر2 میکرولیترDNA الگو

PCR 10 میکرولیتر10 میکرولیترمسترمیکس

1 میکرولیتر0/5 میکرولیترآغازگر روبه‌جلو

1 میکرولیتر0/5 میکرولیترآغازگر معکوس

6 میکرولیتر7 میکرولیترآب دیونیزه

20 میکرولیتر20 میکرولیترحجم نهایی
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در هیچ فردی مشاهده نشد. اکثر افراد )155 مورد، 86/1 درصد( 
هموزیگوت نرمال )WT/WT( و حامل ژنوتیپ GG بودند. فراوانی 
ژنوتیپ  بود.  مورد(   25( درصد   13/9 ،WT/*4 (GA( ژنوتیپ 
هموزیگوت نرمال، حالت غالب در هر 2 گروه زنان و مردان بود. 

درمجموع 115 زن و 40 مرد )90/5 درصد از زنان و 75/5 درصد 
از مردان( ژنوتیپ WT/WT) GG( را نشان دادند. همچنین 12 
زن و 13 مرد )9/5 درصد از زنان و 24/5 درصد از مردان( ژنوتیپ 

هتروزیگوت )GA( داشتند.

)CYP2D6*4/WT( و هتروزیگوت )WT/WT( ثانویه و تغییرات آن در افراد دارای ژنوتیپ‌های هموزیگوت نرمال LDL ،اولیه LDL جدول 2. سطح

 ژنوتیپدُز دارو

میانگین±انحراف‌معیار

سطح معنا‌داری† LDL

تغییراتثانویه*اولیه

10 میلی‌گرم

 )n=45(10/90/001±22/038/8±31/092/0±131/0هموزیگوت نرمال

) n=8( 13/10/012±33/038/2±45/087/0±126/0هتروزیگوت

0/70/60/9سطح معنا‌داری‡

20 میلی‌گرم

)n=98( 12/30/001±‌26/052/17±‌33/090/0±142/0هموزیگوت نرمال

)n=16( 16/90/001±‌28/050/38±‌‌36/095/0±‌145/0هتروزیگوت

0/60/50/7سطح معنا‌داری‡

40 میلی‌گرم

)n=12( 16/50/001±25/070/25±‌38/081/0±‌151/0هموزیگوت نرمال

)n=1( 143/072/071/0هتروزیگوت-

---سطح معنا‌داری‡

*سطح LDL پس از مصرف دارو؛ † آزمون ویلکاکسون؛ ‡ آزمون من ویتنی

 D تکثیر شده است. ستون WT (G( باند 206 جفت‌بازی را نشان می‌دهد که در حضور آلل C و B با 100 جفت باز است، ستون DNA نشانگر A تصویر 1. ستون
نشان‌دهنده باند 327 جفت‌بازی است که در حضور آلل A) CYP2D6*4( تکثیر شده است.
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در این مطالعه مجموعاً 25 آلل CYP2D6*4 شناسایی شد. 
تعداد آلل‌های CYP2D6*4 شناسایی‌شده در بیمارانی که دُزهای 
10، 20 و 40 میلی‌گرم مصرف می‌کردند به‌ترتیب 8، 16 و 1 
)32 درصد، 64 درصد و 4 درصد( بود. از میان 335 آلل وحشی 
دُز 10  که  بیمارانی  در  آلل(   98( شناسایی‌شده، 29/2 درصد 
میلی‌گرمی آتورواستاتین مصرف کرده بودند و 63/3 درصد )212 
بودند،  دُز 20 میلی‌گرم دارو مصرف کرده  افرادی که  آلل( در 
مشاهده شد. 7/5 درصد )25 آلل( باقی‌مانده در افرادی که 40 

میلی‌گرم دارو مصرف کرده بودند، شناسایی شد.

در هر 3 گروه بیماران مصرف‌کننده دُزهای گوناگون، تعداد 
آلل‌های  فراوانی  بود.  وحشی  آلل  از  کمتر   CYP2D6*4 آلل 
CYP2D6*4 و وحشی تا حدودی در هر 3 گروه یکسان بود. 
در بین بیمارانی که 10 میلی‌گرم آتورواستاتین مصرف کردند، 
 CYP2D6*4، (A آلل و 8  )G، 92/5 درصد(  آلل وحشی   98
)7/5 درصد( شناسایی شدند. درمجموع 212 آلل وحشی )93 
درصد( و 16 آلل CYP2D6*4 )7 درصد( در گروهی از بیماران 
که از دُز 20 میلیگرمی آتورواستاتین استفاده کرده بودند، مشاهده 

شد. همچنین در افرادی که دُز 40 میلی‌گرمی مصرف می‌کردند، 
96/2 درصد )25 آلل( از آلل‌های تشخیص‌داده‌شده آلل وحشی 

و 3/8 درصد )1 آلل( CYP2D6*4 بودند.

پاسخ‌گویی به آتورواستاتین

همه بیماران به‌مدت 8 هفته تحت درمان با آتورواستاتین قرار 
گرفتند. اکثر بیماران )114 مورد، 63/3 درصد(، دُز 20 میلی‌گرم 
آتورواستاتین، 29/5 درصد )53 مورد( دُز 10 میلی‌گرم و 7/2 
درصد )13 مورد( دُز 40 میلی‌گرم آتورواستاتین را مصرف کردند.

ویلک  آزمون شاپیرو  براساس   LDL توزیع  بررسی،  این  در 
سنجیده شد. نتایج بیانگر آن بود که میزان کاهش LDL از توزیع 
نرمال پیروی نمی‌کند )P>0/01(؛ بنابراین برای مقایسه اثرات 
پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 در 2 گروه نرمال و هتروزیگوت بر 
میزان LDL اولیه، LDL ثانویه و میزان کاهش LDL برحسب دُز 
والیس  ناپارامتریک کروسکال  آزمون  از  آتورواستاتین،  مصرفی 

استفاده شد.

PCR تصویر 2. نتایج توالی‌یابی
 A( ژنوتیپ نرمال هموزیگوت )WT/WT, GG( در یک بیمار را نشان می‌دهد. B( یک مورد هتروزیگوت را نشان می‌دهد.
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با   LDL کاهش  میزان  که  است  این  بیانگر  حاصل  نتایج 
دزُ‌های 10 میلی‌گرم )P=0/951(، 20 میلی‌گرم )P=0/747( و 
40 میلی‌گرم )P=0/923( در ژنوتیپ‌های نرمال و هتروزیگوت 

اختلاف آماری معنا‌داری نداشته است.

مصرف  آتورواستاتین  میلی‌گرمی   10 دُز  که  گروهی  در 
می‌کردند، میانگین سطح LDL قبل از مصرف دارو در بیماران 
نرمال )45 مورد( و هتروزیگوت )8  دارای ژنوتیپ هموزیگوت 
مورد( به‌ترتیب 131 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر و 126 میلی‌گرم بر 
دسی‌لیتر بود. در این افراد، میانگین سطح LDL پس از مصرف 
آتورواستاتین به 92 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر و 87 میلی‌گرم بر 

دسی‌لیتر کاهش یافت )P=0/95( )جدول شماره 2(.

در گروه مصرف‌کننده 20 میلی‌گرم آتورواستاتین، میانگین 
سطح LDL در بیماران با ژنوتیپ نرمال هموزیگوت )98 مورد( 
پس از مصرف دارو از 142 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر به 90 میلی‌گرم 
بر دسی‌لیتر و در بیماران با ژنوتیپ هتروزیگوت )16 مورد( از 
145 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر به 95 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر تغییر 

کرد )P=0/74( )جدول شماره 2(.

میانگین سطح LDL در بیماران با ژنوتیپ هموزیگوت نرمال 
از  مورد(   12( کردند  استفاده  را  دارو  از  میلی‌گرم   40 دُز  که 
151 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر به 81 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر تغییر 
ژنوتیپ  دارای  افراد  در   LDL سطح  میانگین   .)P=0/92( کرد 
هتروزیگوت با مصرف 40 میلی‌گرم آتورواستاتین )1 مورد(، از 
143 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر به 72 میلی‌گرم بر دسی‌لیتر تغییر 
یافت. تنها یک بیمار در این گروه وجود داشت، بنابراین ارزیابی 

وجود ارتباط ممکن نبود.

ارتباط پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 با سطح LDL اولیه

به  ثانویه  و  اولیه   LDL با  LDL کاهش میزان  مقایسه  جهت 
تفکیک دُز دارو و ژنوتیپ در پلی‌مورفیسم CYP2D6*4، از آزمون 

ویلکاکسون استفاده شد.

آن  بیانگر  نتایج  میلی‌گرم،   10 دُز  مصرف‌کننده  گروه  در 
است که میزان کاهش LDL در آلل نرمال با میانگین تغییرات 
با  هتروزیگوت  آلل  و   )P=0/001( 39 میانه و   38/78±10/86
 )P=0/012(  38 میانه  و   38/25±13/11 تغییرات  میانگین 
بوده است. در هر 2 گروه  ویلکاکسون معنا‌دار  آزمون  براساس 
کاهش LDL قابل توجه بود، اما میزان LDL اولیه )P=0/67( و 
LDL ثانویه )P=0/63( و تغییرات آن )P=0/95( در 2 گروه نرمال 

.)P<0/05( و موتانت ازنظر آماری معنا‌دار نبود

در گروه مصرف‌کننده دُز 20 میلی‌گرم، نتایج بیانگر آن است 
که میزان کاهش LDL در افراد با ژنوتیپ نرمال با میانگین تغییرات 
12/28±52/17 و میانه P=0/001( 51( و ژنوتیپ هتروزیگوت با 
میانگین تغییرات 16/88±50/38 و میانه 51/5 بر اساس آزمون 

ویلکاکسون معنا‌دار بوده است )P=0/001(. در هر 2 گروه کاهش 
LDL قابل ‌توجه بود، اما میزان LDL اولیه )LDL ،)P=0/49 ثانویه 
)P=0/63( و تغییرات آن )P=0/74( در 2 گروه نرمال و موتانت 

.)P<0/05( ازنظر آماری معنا‌دار نبود

در گروه مصرف‌کننده دُز 40 میلی‌گرم، نتایج بیانگر آن است که میزان 
کاهش LDL در آلل نرمال با میانگین تغییرات 16/51±70/25 و میانه 
P=0/001( 74/5( براساس آزمون ویلکاکسون معنا‌دار بوده است؛ اما در 
آلل هتروزیگوت با میانه 72 به‌دلیل کمبود نمونه )1 نفر( قابل مقایسه 
 نیست. در هر 2 گروه کاهش LDL قابل‌ توجه بوده است، اما میزان LDL اولیه 
آن  تغییرات  و   )P=0/769( ثانویه   LDL  ،)P=0/923( 
نبود  معنا‌دار  آماری  ازنظر  موتانت  و  نرمال  )P=0/923( در 2 گروه 

.)P<0/05(

بحث

آنزیم CYP2D6 در مسیر متابولیک بسیاری از داروها نقش 
دارد. استاتین‌هایی چون آتورواستاتین دارای متابولیت‌های فعال 
هستند، بنابراین می‌توان فرض کرد که آنزیم CYP2D6 می‌تواند 

آن را تجزیه کند ]17-15[.

ژن  نقش  که  دارد  وجود  متناقض  نتایج  با  نادری  مطالعات 
CYP2D6 را در فارماکوکینتیک و در پاسخ به استاتین بررسی 
کرده‌اند: لی و همکاران، رابطه بین ژن CYP2D6 و سیمواستاتین28 
 CYP2D6*10 را ارزیابی کردند. در مطالعه آن‌ها رابطه‌ای بین
اثر  و  کاهش‌یافت  عملکرد  با  پلی‌مورفیسم  یک   ،)(C188T
سیمواستاتین بر بیماران هیپرلیپیدمیک29 دیده شد ]18[. زوکارو 
و همکاران ارتباط بین ژنوتیپ CYP2D6 و پاسخ به استاتین‌ها را 
ارزیابی کردند و ارتباط معنا‌داری را نشان دادند ]19[. در مطالعه 
دیگری نقش سایر پلی‌مورفیسم‌ها بررسی شد. چوی و همکاران 
و   CYP2D6*5 ،CYP2D6*14 پلی‌مورفیسم‌های  دادند  نشان 
CYP2D6*41 با فارماکوکینتیک سیمواستاتین مرتبط هستند 
]20[، اما در مطالعه دیگری هیچ ارتباطی مشاهده نشد ]21[. 
و   CYP2D6*4 بین  ارتباطی  همکاران  و  فروداکیس  به‌علاوه 
کردند  مشاهده  آتورواستاتین  توسط  القاشده  ماهیچه‌ای  اثرات 
که این اثرات ماهیچه‌ای قابل تعمیم به استاتین دیگری یعنی 

سیمواستاتین هم می‌باشد ]3[.

باتوجه به نقش ژنوتیپ در شناسایی متابولیزکننده‌های ضعیف، 
180 بیمار مورد مطالعه حاضر با سطح LDL بالا ازنظر ژنتیکی 
مورد  آتورواستاتین  پاسخ  در   CYP2D6 نقش  و  شدند  بررسی 
 CYP2D6*4 ارزیابی قرار گرفت. برای اولین‌بار فراوانی واریانت
در بیماران ایرانی با سطح LDL بالا گزارش شد. مطالعات قبلی 
در ایران، افراد سالم را مورد بررسی قرار داده است. ارتباط این 

28. Simvastatin
29. Hyperlipidemic
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برای  نیز  آتورواستاتین  پاسخ  با  غیرعملکردی  پلی‌مورفیسم 
اولین‌بار در این جمعیت گزارش شد. 

در  غالب  غیرعملکردی  آلل  به‌‌عنوان  که   CYP2D6*4 آلل 
می‌شود، 7  شناخته  )مازندران(  ایران  در شمال  دیگر  قسمتی 
درصد از آلل‌های شناسایی‌شده در این مطالعه را تشکیل می‌دهد. 
مطالعات قبلی در شمال، جنوب و غرب ایران بر روی جمعیت‌های 
سالم، فراوانی نسبتاً مشابهی را برای این آلل گزارش کرده‌اند. این 
مقدار برای هر جمعیت به‌ترتیب 9 درصد، 10/2 درصد و 12/5 

درصد بوده است ]23-21[.

عربی  متحده  امارات  و  پاکستان  از  بیمارانی  روی  بر  مطالعات 
نتایج مشابهی را ارائه داد ]24[. این آلل در جمعیت ایرانی فراوانی 
پایینی دارد که مغایر با نتایج مطالعات در قفقازی‌ها )سفیدپوستان 
اروپایی 19/1 درصد( است، اگرچه فراوانی آن از فراوانی دیده‌شده در 
آفریقایی‌ها )5/1 درصد( و آسیای شرقی )0/3 تا 0/5 درصد( بیشتر 

است ]13[ .

CY�  )4*/4*(﻿ پلی‌مورفیسم  هموزیگوت  حالت  مطالعه  این   در 
P2D6*4 که به‌‌عنوان متابولیزکننده ضعیف در نظر گرفته می‌شود، 
مشاهده نشد. در مطالعات گذشته، این ژنوتیپ هموزیگوت با فراوانی 
کم در افراد ایرانی در سایر نقاط ایران )1/2 درصد در جنوب و 3 درصد 
در غرب( مشاهده شده بود ]21-23[. هیچ ارتباط آماری معنا‌داری بین 
آلل CYP2D6*4 و پاسخ آتورواستاتین در مطالعه حاضر وجود نداشت. 
گانوسی و همکاران مطالعه مشابهی روی جمعیت کرواسی انجام داده 
و ارتباط قابل ملاحظه‌ای را نشان دادند. آن‌ها فراوانی بیشتری را برای 
واریانت CYP2D6*4 )17/4 درصد( و ژنوتیپ *4/*4 )3/79 درصد( 
گزارش کردند. رویز‌ـایروئلا و همکاران این موضوع را در اسپانیا بررسی 
کردند و فراوانی بالاتری برای ژنوتیپ *4/*4 )6/2 درصد( گزارش 
 CYP2D6*3 به‌ویژه واریانت ،CYP2D6 کردند. آن‌ها رابطه بین ژن
و درمان‌های استاتین را نشان دادند. رویز ایروئلا و همکاران فراوانی 
آللی پایین را به‌عنوان دلیلی برای یافتن ارتباط بین درمان با استاتین 
و واریانت دیگری از این ژن )CYP2D6*3( پیشنهاد کردند. با در 
نظر گرفتن کم بودن فراوانی CYP2D6*4 در ایرانیان )در مقایسه 
با اروپایی‌ها و آمریکای شمالی( و باتوجه‌به پیشنهاد رویز‌‌ـایروئلا و 
پایین پلی‌مورفیسم CYP2D6*4 می‌تواند دلیل  فراوانی  همکاران، 

احتمالی عدم ارتباط در این مطالعه باشد.

نتیجه‌گیری

به  پاسخ  و   CYP2D6*4 بین  ارتباطی  هیچ  مطالعه  این  در 
CY� واریانت  کم  فراوانی  باتوجه‌‌به  نشد.  مشاهده   آتورواستاتین 

 CYP2D6*4 و ژنوتیپ *4/*4، احتمال دارد واریانت P2D6*4
به‌ویژه  ایران،  شمال  در  ضعیف  متابولیزکننده‌های  به  مربوط 
برای  بنابراین  نباشد.  آتورواستاتین  ضعیف  متابولیزکننده‌های 
تشخیص متابولیزکننده‌های ضعیف در این ناحیه، بررسی بیشتر 

بر روی سایر ژن‌ها توصیه می‌شود.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

رضایت کتبی آگاهانه از همه افراد شرکت‌کننده در مطالعه 
دانشگاه  پژوهشی  اخلاق  کمیته  در  مطالعه  این  شد.  دریافت 
 )IR.GUMS.REC.1396.340 ثبت:  )کد  گیلان  علوم‌پزشکی 

تصویب شده است.

حامي مالي

داده‌های ارائه‌شده در این پژوهش، بخشی از پایان‌نامه دکتری 
عمومی رشته داروسازی خانم راضیه اسدالله‌پور است و با حمایت 
معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم ‌پزشکی گیلان انجام 

شده است.
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