مقایسه میزان محصولات پراکسیداسیون چربیها و هموگلوبینA1C  در افراد مبتلا به دیابت ...- پریچهر حناچی و همکاران
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مقدمه
دیابت شایعترین بیماری اندوکربن است که با اختلالات مــتــابولیک و عــوارض دراز مــدت چشمـــی، کلیوی، عصبی، عــروقی و خونی مشخص می‌‌شود و نهــایتاً منجر به بروز ناتوانی و مرگ و میر در بیماران می‌شود. به جز هیپـــراسمولارتیه، آتــرواسکــروزیـس از عـــوامل مهـمی است که منـجــــر به نــاتــوانی و مــــرگ و میـــر در بیمــاران ديــابتي نــوع(Non- Insulin Dependent Diabetic Mellitus) NIDDM می‌شود(1). آترواسکروزیس در اين بيماران  نسبت به افراد طبیعی زودتر و با انتشار وسیعتر بروز می کند(2،3). مطالعات انجام شده بر روی اين بيماران  نشان مي دهد که عمل پراکسیداسیون لیپیدی بر روی اسیدهای چرب موجود در ساختمان لیپیدها انجام می‌گردد که حاصل این پراکسیداسیون محصولاتی از قبیل (MDA) می‌باشد(4) كه در بيماران ديابتي توليد مي شود. ایـــن محصول می تواند به بعضی از اسیدهای آمینه موجود در پروتئین ها از جمله اسیدهای آمینه لیزین- آرژنین در ApoB100 موجود در ذره LDL واکنش داده و سبب دژنره شدن و عدم شناسائی آن توسط رسپتور مربوطه ‌گردد، از طرف دیگر، در توسعه آترواسکروزیس در افراد دیابتی نیز نقش دارد. افزایش گلوکز در افراد دیابتی منجر به گلیکوزیله شدن پروتئینها در جریان خون گشته که در دراز مدت منجر به بروز عوارض جانبی می‌گردد(1). 
رادیکالهای آزاد عبارتند از هراتم یا مولکولی که حاوی یک یا چند الکترول جفت نشده در مدارآخر خود باشد. این مواد بسیار ناپایدار بوده و به سرعت به مولکولهای دیگر از طریق دادن یا گرفتن الکترون واکنش نشان میدهند(5). رادیکالهای آزاد به طور طبیعی در سلولهای زنده تولید شده و محصولات آنها در شرایط پاتولوژیک افزایش می یابد و به دلیل فعالیت بالائی که دارند می توانند بر روی اکثر مولکولهای بیولوژیک اثر بگذارند(6).
رادیکــال های آزاد قـــادرند با زنجیرهای جانبی اسیــدهای چرب اشباع که دارای چند بــــاند مضاعف 
هستندunsaturated Faty acid (PUFA)  Poly در لیپیدها و گــروههای آمین در پروتئینها و بازها و باقیمانده های قندی در نوکلئوتیدها و اسیدهای نوکلئیک واکنش بدهند. این واکنش ها در پاتوژنز بسیاری از بیماری‌ها به ویژه آترواسکلروز نقش بسزائی دارند(7،8). یکی از مهمترین اثرات رادیکالهای آزاد شروع پراکسیداسیون لیپیدی می‌باشد که به تخریب غشاء سلولی منجر می‌شود(9). جداسازی اتم هیدروژن از اسید چرب غیر اشباع توسط رادیکالهای آزاد با ایجاد آندوپراکسیداز و سپس تخریب طیف وسیعی از مواد شامل کتونها، اترها، آلدئیدها انجام می‌شود(10،11). البته باید توجه داشت که تجزیه آندوپراکسیدهای چربی که  حداقل 3 گروه متیلی دارند منجر به تولید MDA می‌گردد.

 
گلیکاسیون(Glycation) افزایش غیر آنزیمی باقیمانده قند گروههای آمینو پروتئینها می‌باشد(12). از آنجا که بیماران دیابتیک سطح قند خون بالائی دارند در مقایسه با افراد سالم شدیدتر تحت تاثیر این فرایند قرار می گیرند. بنابراین تصور می‌شود که گلیکاسیون مسئول بسیاری از گرفتاریهایی است که در بیماران دیابتی دیده می‌شود(13). با استفاده از کروماتوگرافی تعویض کاتیونی، جزء هموگلوبین مینور با بار منفی را از فراکسیول اصلی هموگلوبین A خارج کرده اند. این اجزاء مینور عبارتند از,c,a1,a2,b HbA1 که مجموعاً هموگلوبین(14) گلیگوزیله نامیده می‌شود و 7 درصد کل هموگلوبین در افراد نرمال را تشکیل می دهد. مطالعات نشان می دهد که HbA1C به طور آهسته در تمام طول عمر گلبول های قرمز تشکیل می‌شود. واکنش بین گلوکز و هموگلوبین A مستقیماً با غلظت گلوکز و طول مدت تماس هموگلوبین با گلـوکز ارتباط دارد(14). 

میزان  HbA1Cبه میزان 3-2 برابر در گلبولهای قرمز بیماران دیابتی افزایش دارد(15،16). درجه افزایش آن به مقدار دفع ادراری گلوکز و غلظت گلوکز خون ارتباط دارد(17). هدف از انجام این تحقیق مقایسه میزان محصولات پراکسیداسیون چربیها و هموگلوبینA1C  در افراد مبتلا به دیابت نوع دو با افراد نرمال بوده است.

مواد و روش ها
 
تعداد 100 نفر بیمار که دارای پرونده در مرکز تحقیقات قلب و عروق اصفهان به شرط داشتن بیش از سه سال دیابت (NIDDM) با میــانگین سنی 7±54 (24 درصد زنان و 66 درصد مردان) بوده و 100 نفر به عنوان کنترل به شرط نداشتن دیابت و وضعیت بدنی سالم با میانگین سنی 6±52 ، بعد از پر کردن پرسشنامه اطلاعات مربوط به دموگرافی، مصرف داروها، کشیدن سیگار، داشتن فشار خون و سابقه بیماری قند فامیلی فاکتورهای FBS و HbA1C وMDA در نمونه خونشان در حالت ناشتا براساس روش کاری(18)Trinde در سال 1969 انتخاب شدند كه در اين روش ابتدا گلوكز تحت تاثير آنزيم گلوكز اكسيداز اكسيده مي شود و شدت رنگ حاصله از واكنش كه نسبت مستقيم با گلوكز موجود در نمونه را دارد در طول موج 520 nm اندازه گيري شد. جهت اندازه گیری HbA1C براساس روش(19) با استفاده از روش كالريمتري كه در اين روش ابتدا Hb گليكوزيله با اسيد اگزاليك حرارت داده شد كه در مرحله بعدي هموگلوبين گليكوزيله به 5-متيل فورفورال تبديل شد كه تركيب اخير با تیوبار بیتوریک اسید ايجاد رنگ زرد نمود كه بر حسب شدت رنگ و با استفاده از منحني استاندارد ميزان HbA1C اندازه گيري شد.
جهت اندازه گیری MDA در خون بعد از دپروتئینه کردن نمونه ها توسط محلول تری کلرواستیک اسید از محلول تیو باربیتوریک اسید 67 درصد استفاده شده و نمونه ها بعد از قرار دادن در حمام آب جوش میزان جذب آنها در طول موج nm 532 براساس روش Kastner و همکاران در سال 1997 اندازه گیری شد(12). بعد از جمع آوری اطلاعات نتایج با استفاده از نرم افزار SPSS و انجام روش T-test مورد بررسی و آنالیز قرار گرفت و مقادیر P<0.05 به عنوان معنی دار بودن اطلاق گردید.
نتایج 
نتایج بدست آمده در مورد اندازه گیری میزان MDA(µmol/lit) در نمودار 1 میزان MDA گروه شاهد 0.4±  0.7428 و در گـــروه مورد 0.9222±0.3 را نشـــان می دهد که مقــــادیر بدست آمــده دارای 
تفاوت معنی دار است .( P<0.05) مقادیر بدست آ مده از  HbA1Cنشان می دهد که میزان آن در گروه شاهد(نمودار 2) 07.356±1 و گروه نمونه 9.387±2.6 می‌باشد که نتایج حاصل شده بین گروه شاهد و گروه مــورد اختـــلاف معنی داری را (p<0.05) به نمایش می گذارد. مقادیر  FBSدر گروه شــاهد و نمونه نشان می دهد که (نمودار 3) گروه شاهد mg/dl 10.1± 85.74 و در گروه مورد mg/dl 163.31±56 می‌باشد که مقادیر بدست آمده بین دو گروه معنی دار است(P<0.05).
بحث و نتيجه گيري
مطالعات نشان می دهد که افزایش گلوکز سبب می‌شود تا مقدار اضافی گلوکز بدون دخالت انسولین وارد سلولهای اندوتلیال عروقی گردد و سبب تخلیه مواد احیاء کننده و افزایش مواد اکسید کننده آن شود، که حاصل آن افزایش پراکسیداسیون لیپیدها و آسیب پذیری و نفوذ پذیری این سلولها به ترکیبات مختلف است(4). در بررسی انجام شده بین میانگینMDA  در گروه شاهد و گروه نمونه ارتباط معنی داری به اثبات رسید که نشان دهنده اثر این رادیکال آزاد در افراد دیابتی می‌باشد، امری که که می تواند باعث بوجود آمدن عوارضی در این بیماران شود. نتــایج بدست آمـده با تحقیقات 1999 et al,   Guerciهمخواني دارد.

همانطور که انتظار می رفت ارتباط معنی داری بین FBS گروه نمونه و شاهد وجود داشت که میزان FBS گروه نمونه دو برابر گروه شاهد است. مقایسه میانگین HbA1C خون در هر گروه نشان داد که میزان آن در گروه نمونه به شکل معنی داری بالاتر از گروه شاهد بوده است. در ارتباط با سطح پراکسیداسیون لیپیدی MDA با میزان FBS  HbA1C ارتباط معنی داری بدست نیامد و این بیانگر عدم اثر MDA بر روی فاکتورهای فوق می‌باشد. نتایج بدست آمده با تحقیقات Hall et al, 1989 (5) همخواني دارد.  Giampietro و Mattucci در سال 2000 ميزان MDA را در گلبولهاي قرمز نيز اندازه گيري نمودند و نتيجه گيري كردند كه پراکسیداسیون لیپیدی مي تواند بر سلولهاي خوني هم تاثير گذار باشد(20).
نمودار 1. میانگین سطح MDA (mol/litµ) در گروه شاهد و نمونه می با شد.
P<0.05 به عنوان سطح معنا داری در نظر گرفته شده است.
* به مفهوم رابطه معنی دار بین گروه شاهد و نمونه اطلاق می گردد.
نمودار 2 . مقایسه  میانگین سطح  HbA1Cدر گروه شاهد و نمونه می باشد.
P<0.05 به عنوان سطح معنا داری در نظر گرفته شده است.

* به مفهوم رابطه معنی دار بین گروه شاهد و نمونه اطلاق می گردد.

 
نمودار 3 . مقایسه میانگین  FBS (mg/dl) در گروه شاهد و نمونه می با شد.
P<0.05 به عنوان سطح معنا داری در نظر گرفته شده است.

* به مفهوم رابطه معنی دار بین گروه شاهد و نمونه اطلاق می گردد.
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A Comparison between lipid Per oxidation 
Products & Hemoglobin in Patients 
of Diabetes T.2 with Normal People
Hanachi P.*1, Heidari Moghadam R.2, Nikbakht H.3
Abstract

Introduction: Oxidative stress and lipid per oxidation occurrence on fatty acids in lipid structure is held to be a significant factor of atherosclerosis problem in diabetic patients. Measuring Malondialdehyde (MDA) as one way, Oxidative stress can be investigated. 
Materials & Methods: A total number of 200 people undertook this investigation of whom 100 people (all with a least diabetes history of 3 years ' None Insulin Dependent Diabetic Mellitus" and examination records at cardio-vascular research center of Esfahan university of Medical Sciences) appeared as the "case group". On the other hand, 100 more people with no history of diabetes took part as the " control group". In both the groups, MDA, HbA1c and FBS levels were measured, then the mean plasma levels were compared among them using a Ver.11 SPSS software.
Findings: According to the results of this study , MDA plasma level was 0.7428±0.04 (mol/lit in the "control group", whil it was 0.9222±0.3 (mol/lit in the " case group", a statistic difference which was significantly comparable. The FBS level was 163.31±56 mg/dl in the " case group", whereas it was 85.740±10.1 mg/dl in the "control group". These finds all proved a significant difference between the two studied groups, (p>0.05). 
Conclusion: It is concluded that the mean of MDA in diabetic patients has considerably been higher than that of the "control group". Further more, the mean of HbA1c and FBS in the "case group" was higher than that of the "control group". There was no significant relationship between MDA and the measured factors. At last, we come to the conclusion that no association exists between MDA level and any increase in FBS & HbA1c levels in diabetic patients.
Key words: malondialdehyde, FBS, diabetes, lipid per oxidation
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چکیده


		مقدمه: یکی از مهمترین دلایل بروز عوارضی مانند اترواسکلروز در بیماران دیابتی، اکسیداتیو استرس و ایجـــاد پـــراکسیداسیون لیپیدی بر روی اسیدهای چرب در ســـاختمان لیپیـدها می‌باشد. اندازه گیری میزان مالون دي الدهيد ( MDA ) از راههایی است که توسط ان میتوان اکسیداتیو استرس را بررسی نمود. 


		مواد و روش ها: در ایــن مطـــالعه جمعـــاً از 200 نمـــونه استفــاده شــده که 100 نمــونه به عنـــوان گـــروه مــورد (Case group) از افــرادی که حداقل 3 سال سابقه دیابتNIDDM  None Insulin Dependent Diabetic Mellitus) ( داشته اند و دارای پرونده در مرکز تحقیقات قلب و عروق دانشگاه علوم پزشکی اصفهان بودند و 100 نفر نرمال ( (Control groupاز افرادی بودند که هیچ گونه سابقه دیابت نداشته و به عنوان گروه شاهد مورد مطالعه قرار گرفتند. در هر دو گروه سطح MDA و HbA1C وFBS  اندازه گیری شده و سپس میانگین سطح پلاسمایی آنها با استفاده از نر م افزار SPSS   ( Ver. 11)با يكديگر مقایسه شد.


یافته های پژوهش: سطح پلاسمائی MDA در گروه شاهد µmol/Lit 0.7428 ± 0.04و در نمونه های موردµmol/Lit 0.9222 ± 0.3 بوده که به شکل معناداری( p<0.05 ) با گروه شاهد قابل مقایسه ود. میزانHbA1C  در گروه مورد  %9.387 ± 2.4 و در گروه کنترل 7.356 ± 1.0 % بود و میزان FBS  در گروه مورد163.31 ± 56  mg/dl و در گروه شاهد 85.740 ± 10.1  mg/dl بود که نتایج بدست آمده بین گروه شاهد و گروه مورد اختلاف معناداری (p<0.05) را نشان می‌دهد.


بحث و نتیجه‌گیری: از نتایج بدست آمده نتیجه‌گیری می شود که میانگین MDA در افراد دیابتی بطور محسوسی بالاتر از گروه کنترل بوده و میانگینHbA1C و FBS نیز در گروه نمونه بالاتر از گروه شاهد بوده است. در بررسی ارتباط بین  MDAبا فاکتورهای اندازه گیری شده از نظر ضریب همبستگی ارتباطی وجود  نداشت و این امر بیانگر عدم ارتباط سطح MDA با افزایش سطح HbA1C  و FBS در افراد  دیابتی می‌باشد.
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( نويسنده مسئول: استادیار بخش  بیومدیکال پژوهشکده زنان، دانشگاه الزهرا، تهران 
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