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بررسي ارتباط سطح سوپراکسید دیسموتاز سرم و گلبول‌های قرمز 
با سطح هوموسیستئین سرم بیماران مبتلا به انفارکتوس میوکارد
دکتر حمیدرضا جوشقانی
- دکتر آزاده شفیعی

چكيده

زمینه و هدف: گزارشات فراوانی در مورد احتمال ارتباط بین رادیکال‌های آزاد اکسیژن و افزایش هوموسیستئین با پاتوژنز آترواسکلروز منتشر شده‌اند؛ مطالعه حاضر با هدف تعیین ارتباط افزایش هوموسیستئین سرم با تغییرات سطح آنزیم سوپراکسید دیسموتاز (SOD) پس از سکته قلبی انجام شد.

روش تحقیق: اين مطالعه توصیفی-تحلیلی و مقطعی در سال 1385 بر روی 48 فرد بيمار (آزمون) و 48 فرد سالم (شاهد) كمتر از 76 سال انجام شد. نمونه خون از افراد هر دو گروه در شرايط ناشتا گرفته شد. بر روي نمونه‌ها آزمايش هوموسیستئین به روش ELISA توسط کیت IBL، ميزان فعالیت SOD گلبول‌هاي قرمز توسط كيت راندوكس و ميزان فعالیتSOD سرم با استفاده از کیت شرکت Cayman chemical انجام شد. 
يافته‌ها: ميانگين غلظت هوموسیستئین در گروه آزمون 3/5 ±3/30 ميكرومول بر ليتر و در گروه شاهد 1/3 ±1/11 ميكرومول بر ليتر بود كه بيانگر تفاوت معني‌داري بين دو گروه است (001/0P<). میانگین فعالیت SOD گلبول‌های قرمز در گروه آزمون U/g Hb 2078±2705 و در گروه شاهد U/g Hb 2450±2509 به دست آمد؛ همچنین میانگین فعالیت SOD سرم در گروه آزمون U/mL 6/25±8/47 و در گروه شاهد U/mL 6/24±8/44 بود. بین دو گروه از نظر آماری اختلاف معنی داری مشاهده نشد. 

نتيجه‌گيري: در این مطالعه افزایش سطح هوموسیستئین سرم و SOD سرم و گلبول‌های قرمز در گروه بیمار نسبت به گروه شاهد مشاهده شد؛ هر چند افزایش  SODاز نظر آماری معنی‌دار نبود. به نظر می‌رسد افزایش SOD به علت آسیب سلولی است و به دنبال آن این آنزیم موجب مهار رادیکال‌های آزاد و آسیبهای وارده به سلول می‌گردد. 

کلید واژه‌ها: سکته قلبی؛ هوموسیستئین؛ بیماری قلبی- عروقی؛ سوپراکسید دیسموتاز؛ آنتی‌اکسیدان

افق‌دانش؛ مجله دانشكده علوم‌پزشكي و خدمات بهداشتي،درماني گناباد (دوره 13؛ شماره 1؛ بهار سال 1386)

دريافت: 22/1/1386     اصلاح نهايي: 3/8/1386     پذيرش: 20/8/1386
مقدمه

با وجود تلاشها و موفقیتهایی که در درمانهای دارویی و غیردارویی به منظور کاهش خطر بیماریهای کرونری قلب صورت گرفته است، هنوز بیماریهای کرونری قلب و انفارکتوس میوکارد علت عمده مرگ و میر در بیشتر کشورهای توسعه یافته محسوب می‌شوند (1). 
انفارکتوس میوکارد زمانی روی می‌دهد که جریان خون کرونر در اثر انسداد یک سرخرگ کرونر (که از قبل به علت آترواسکلروز تنگ شده) ناگهان کاهش یابد (1). 
مطالعه بر روی میزان آنتی‌اکسیدان‌ها تحت شرایط پاتولوژی ممکن است منجر به فهم بهتر نقش آنتی‌اکسیدان‌ها در حفظ و حمایت میوکارد شود (2). 
سیستم جذب اکسیژن از آنزیم‌های سوپراکسید دیسموتاز (SOD, EC 1.15.1.1)، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز تشکیل شده است (3). در این مجموعه SOD یک آنزیم کلیدی است؛ زیرا در اولین مرحله حذف رادیکال‌های آزاد نقش دارد (4). 
سه ایزوآنزیم SOD شناسایی شده‌اند که شامل SOD سیتوزولی (Cu/Zn SOD)، SOD میتوکندریایی (Mn-SOD) و SOD خارج سلولی (EC-SOD) می‌باشند (5). 

یکی دیگر از عوامل خطر بیماریهای کرونری قلب که مورد بررسی قرار گرفته است، هوموسیستئین (HC) سرم بیماران در معرض خطر می‌باشد. Mcully و Wilson براي اولين بار در سال 1975 تئوري ارتباط بين آترواسكلروزيس و HC را مطرح نمودند (6). در سالهاي اخير مطالعات فراواني بر روي ارتباط افزایش هوموسیستئین با بیماری قلبی- عروقی انجام شده است (7). Schwartz و همکاران، نشان دادند که سطوح بالای هوموسیستئین به طور قابل توجهی با خطر انفارکتوس میوکارد و مرگ ناشی از بیماریهای کرونری قلب ارتباط دارد (8). نتایج مطالعات انجام شده روی بیماران قلبی- عروقی نشان می‌دهند که سطوح بالاتر هوموسیستئین با ضخامت و پلاک دیواره انتیمای میانی شریان کاروتید مرتبط است؛ اگرچه در مطالعات اخیر رابطه علیتی بین افزایش متوسط هوموسیستئین و خطر بیماریهای عروقی و آترواسکلروز گزارش نشده است. از سوي ديگر انتظار مي‌رود افزايش هوموسيستئين در آسيب سلولي نقش داشته باشد كه اين امر مي‌تواند بر افزايش ميزان آنتي‌اكسيدان‌ها تاثيرگذار باشد. 
با توجه به موارد فوق بر آن شدیم تا میزان سوپراکسید دیسموتاز را در سرم و گلبول‌های قرمز و هوموسیستئین سرم را در بیماران مبتلا به انفاکتوس حاد میوکارد و افراد سالم به عنوان گروه شاهد مورد مقایسه قرار دهیم. 

روش تحقیق
اين مطالعه توصیفی-تحلیلی و مقطعی در سال 1385 بر روی 48 بيمار كمتر از 76 سال مراجعه‌كننده به بيمارستان پنجم آذر گرگان پس از معاينه توسط پزشك متخصص و تاييد بيماري انجام شد. 
ميزان 10 ميلي ليتر خون در دو لوله حاوي EDTA و فاقد ضد انعقاد در شرايط ناشتا گرفته شد. پس از جداسازي سرم و پلاسما بر روي نمونه‌ها، آزمايشات هوموسیستئین به روش ELISA، فعالیت سوپراکسید دیسموتاز گلبول‌هاي قرمز (rSOD) توسط كيت راندوكس به صورت دوپليكيت به روش رنگ‌سنجي با استفاده از گزانتين و گزانتين اكسيداز و ميزان فعالیت سوپراکسید دیسموتاز سرم (sSOD) با استفاده از کیت شرکت Cayman Chemical انجام شد؛ این آزمایشات برای افراد همتراز شده با گروه بيماران (آزمون) كه توسط پزشك متخصص معاينه شده و از نظر بيماري قلبي- عروقي سالم تشخيص داده شدند و بيماري زمينه‌اي مانند چاقي، افزايش كلسترول و تري گليسريد خون و ديابت نداشتند (گروه شاهد) نيز انجام شد. سطح اطمينان برای تمامی آزمونها 95% در نظر گرفته شد. 

یافته‌ها
در گروه آزمون از 48 بيمار مورد مطالعه، 36 نفر مرد و 12 نفر زن و در گروه شاهد 29 نفر مرد و 19 نفر زن بودند. ميانگين سنّي در گروه آزمون 1/9±5/52 و در گروه شاهد 8/6±6/48 سال بود. ميانگين سنّي مردان بيمار و زنان بيمار به ترتيب 3/9±5/51 و 1/8±5/55 سال بود. 

ميانگين غلظت HC در گروه آزمون 3/5± 3/30 ميكرومول بر ليتر و در گروه شاهد 1/3±1/11 ميكرومول بر ليتر بود كه بيانگر تفاوت معني‌داري بين دو گروه است (001/0P<). میانگین فعالیت rSOD در گروه آزمون U/g Hb 2078±2705 و در گروه شاهد U/g Hb 2450±2509 بود؛ همچنین میانگین فعالیت sSOD در گروه آزمون U/mL 6/25±8/47 و در گروه شاهد 
U/mL 6/24±8/44 به دست آمد. بین دو گروه از نظر آماری اختلاف معنی‌داری مشاهده نشد (جدول 1).
بین افزایش هوموسیستئین با تغییرات SOD ارتباط معنی‌داری و نیز بین افزایش سن با تغییرات SOD ارتباط معنی‌دار آماری مشاهده نشد (شکل 1).
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الف
ب
شكل 1- الف: ارتباط بين هوموسيستئين با آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز گلبول هاي قرمز
ب: هوموسيستئين با آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز سرم
بحث
در این مطالعه مشاهده شد که فعالیت SOD بیماران هم در سرم و هم در گلبول‌های قرمز در گروه آزمون بیشتر از گروه شاهد است؛ هر چند این افزایش از نظر آماری معنی‌دار نبود. در مطالعه‌ای که بر روی 29 بیمار مبتلا به سکته قلبی حاد انجام گردید، گزارش شد که بیماران طی دو مرحله افزایش در سطح Mn-SOD داشته‌اند. در مرحله اول 16 ساعت پس از شروع علائم، یک افزایش خفیف و در مرحله دوم 108 ساعت پس از شروع علائم افزایش شدید این آنزیم گزارش شد (9)؛ همچنین در مطالعه Usui و همکاران نیز بر روی 18 بیمار مبتلا به سکته قلبی حاد، غلظت SOD در بدو بستری شدن در بیمارستان 
80 µg/L و پس از چهار روز به 260 µg/L رسید که در مقایسه با افراد سالم (µg/L 5/77) افزایش نشان داد (10).

البته در برخی گزارشات عکس نتایج فوق گزارش شده است. در مطالعه Senthil و همکاران سطح rSOD در افراد سالم 
U/mg Hb 25/3±5/0و در بیماران مبتلا به سکته قلبی حاد U/mg Hb 96/0±34/0 گزارش گردید (11). در تحقیق دیگری نیز غلظت SOD خارج سلولی در بیماران قلبی با سابقه سکته قلبی ng/mL 1/76±5/7 و در بیماران قلبی بدون سابقه سکته قلبی ng/mL 1/110±0/6 بود (12). این دو مطالعه بیانگر کاهش سطح SOD در بیماران با سابقه سکته قلبی است.

بر اساس گزارش Kodama و همکاران، بین فعالیت SOD پلاسما و وسعت آسیب سلول‌های قلبی ارتباط معکوس وجود دارد (4)؛ در حالی که برخی از محققان معتقدند که آسیب سلولی موجب رها شدن SOD از سلول‌های قلبی و افزایش آن در پلاسما می‌گردد. 
در مطالعه حاضر افزایش سطح هوموسیستئین سرم و sSOD و rSOD در گروه آزمون نسبت به گروه شاهد مشاهده شد؛ ولی در گزارش Wang و همکاران، با وجود این که میانگین غلظت هوموسیستئین در افراد سالم µmol/L 6/9 و در بیماران مبتلا به سکته قلبی حاد µmol/L 7/13 به دست آمده بود، غلظت SOD پلاسما به طور محسوسی در بیماران مبتلا به سکته قلبی حاد کمتر از گروه شاهد بود (ng/mL 3/44 در برابر 
ng/mL 4/74). به عقیده این پژوهشگران، ممکن است کاهش سطح SOD در بیماران مبتلا به سکته قلبی حاد، پاسخی به افزایش آسیبهای اکسیداتیو در طول سکته قلبی باشد (13). 

در مطالعه انجام شده بر روی SOD خارج سلولی، غلظت این آنزیم در روز اول پس از شروع علائم نسبت به گروه شاهد به طور معنی‌داری افزایش نشان داد (ng/mL 148±10 در برابر 
ng/mL 116±6)؛ سپس این مقدار کاهش یافت و در روز هفتم به حدود طبیعی باز‌گشت (5). 
با توجه به این که فاصله زمانی نمونه‌گیری از شروع علائم در میزان SOD پلاسما تأثیر دارد، شاید یکی از علل مهم اختلاف در گزارشات زمان نمونه‌گیری باشد. در مطالعه حاضر به علت این که تمام نمونه‌ها در کمتر از 4 روز پس از شروع علائم گرفته شدند، شاید علت افزایش فعالیت SOD در گروه آزمون نسبت به گروه شاهد نیز همین باشد؛ هر چند میزان SOD سرم و گلبول‌های قرمز در زنان گروه آزمون کمتر از گروه شاهد بود که با اطلاعات موجود این تناقض قابل توجیه نیست و نیاز به مطالعات تکمیلی با حجم نمونه بیشتر و سنجش غلظت ایزوآنزیم‌های مختلف SOD علاوه بر میزان فعالیت آن دارد. 

Wang و همکاران گزارش کرده‌اند که غلظت SOD خارج سلولی به طور معنی‌داری با افزایش سن بالا می‌رود (12)؛ اما در مطالعه حاضر ارتباط معنی‌داری بین تغییرات SOD سرم و گلبول‌های قرمز با افزایش سن مشاهده نشد.
در طي مطالعه قوجق و همكاران در بابل، افزايش معني‌دار HC در بيماران قلبي با سابقه سكته قلبي گزارش شد (44/2±05/25 در گروه آزمون در برابر 26/1±75/12 در گروه شاهد) (14). 
در اين تحقیق نیز ميانگين غلظت HC در گروه بيمار به طور واضحي بيشتر از گروه شاهد بود که می‌تواند نشانگر تأثير HC در بروز عوارض قلبي- عروقي و سكته قلبي باشد. 

نتایج مطالعه Ng و همكاران، در سنگاپور، عكس مطالعه حاضر مي‌باشد. در تحقیق این افراد كه بر روي 168 بيمار انجام شد، ارتباط معني‌داري بين AMI و غلظت HC گزارش نشد(15). 

با توجه به گروه تيول (SH) در اسيد آمينه هوموسيستئين و تأثير اين عامل بر بسياري از پروتئين‌ها، مي‌توان دو نوع اثر را براي افزايش هوموسيستئين تصور نمود. از يك سوي افزايش هوموسيستئين مي‌تواند با تخريب سلولي و يا فعال‌سازي تخريب اكسيداتيو موجب افزايش فعاليت SOD گردد و از سوي ديگر ممكن است اين اسيد آمينه در مهار بيان يا فعاليت آنزيم SOD نقش داشته باشد. اين حالتهاي متعدد كه در پيش روي قرار دارند، بر اهميت مطالعه بر روي فرایندهای احتمالي ارتباط هوموسيستئين و آنتي‌اكسيدان‌ها مي‌افزايد.
در مجموع از گزارشات گوناگونی که در مورد رابطه سکته قلبی و SOD وجود دارد، دو فرضیه را می‌توان استنباط کرد؛ یکی افزایش SOD به علت آسیب سلولی که این فرایند در اغلب آسیبهای سلولی رخ می‌دهد و مشابه آن در افزایش سطح آنزیم‌های کراتین فسفوکیناز و لاکتات دهیدروژناز به دنبال سکته قلبی مشاهده می‌شود و فرضیه دوم این که افزایش SOD پاسخی به افزایش رادیکال‌های آزاد پس از سکته قلبی برای کاهش سطح آسیبهای سلولی است. به نظر می‌رسد آنچه رخ می‌دهد، مجموعه‌ای از هر دو فرضیه باشد؛ به عبارت دیگر افزایش اولیه SOD به علت آسیب سلولی است و به دنبال آن، این آنزیم موجب مهار رادیکال‌های آزاد و آسیبهای وارده به سلول می‌گردد. 

نتیجه‌گیری

از نتایج این مطالعه چنین بر می‌آید که با وجود افزایش بارز HC در بیماران مبتلا به سکته قلبی، تغییرات SOD در بیماران متفاوت است. این تفاوتها می‌تواند به عواملی گوناگونی مانند وسعت سلول‌های آسیب‌دیده، زمان نمونه‌گیری و مداخلات پزشکی وابسته باشند.
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Abstract

Background and Aim: Despite of success in treatment of cardiovascular disease by drugs and other methods, cardiovascular disease and myocardial infarction are the most common causes of death in developing countries. Many reports spread about correlation between free radicals and increase of homocysteine with atherosclerosis pathogenesis. The aim of this research was study of correlation between elevations of homocysteine with changes of superoxide dismutase (SOD) activity after myocardial infarction. 

Materials and Methods: This research was a descriptive cross-sectional study that performed in 2006. In fasting condition, blood was taken from 48 patients and 48 health people under 76 years. Serum homocysteine determined by ELISA method, erythrocyte SOD (rSOD) activity assayed by Randox company kit and serum SOD (sSOD) activity assayed by Cayman chemical company kit. 

Results: In patients group was 36 men and 12 women; in controls group was 29 men and 19 women. The mean of homocysteine in patients were 30.3±5.3 µmol/L and in controls were 11.1±3.1 µmol/L, that was significant differences between two groups (P<0.001). The mean activity of sSOD in patients and controls were 2705±2078 U/g Hb and 2509±2450 U/g Hb, respectively. The mean activity of rSOD in patients and controls were 47.8±25.6 U/mL, 44.8±24.6 U/mL, respectively. 

Conclusion: In this study was observed increase in homocysteine, sSOD and rSOD in patients compare to controls; however increase of SOD was not significant. To seem, elevation of SOD is due to cellular damages. This enzyme inhibits free radicals.
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