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- دكتر پيمان اديبي
 

چكيده 

زمينه و هدف: تالاسمي‎ها گروهي از هموگلوبينوپاتي‎ها هستند كه در اثر كمبود ارثي سنتز يك يا بيشتر از یک  زنجيره‎ هموگلوبين، ايجاد مي‌شوند و در نوع بدخيم آن (تالاسمي ماژور)، توليد رشته‎هاي بتا گلوبين به طور كامل متوقف مي‌شود و يا كمبود نسبي در توليد آن به وجود مي‎آيد. مطالعه حاضر به منظور بررسي ميانگين فشار اكسيژن شرياني و تغيير فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز و همچنين بررسي ميانگين فريتين سرم و تغيير فعاليت اين دو آنزيم در بيماران مبتلا به بتا تالاسمي ماژور انجام شد. 
روش بررسي: در اين مطالعه آزمايشگاهي، از بين 700 بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور كه در بيمارستان سيدالشهدا (ع)، وابسته به دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، تحت درمان قرار گرفتند، 50 نفر انتخاب شدند و قبل از انجام آزمايش اطلاعات مربوط به مشخصات آنها، مانند سن، جنس، مدت بيماري، مصرف داروهاي قبلي، وجود بيماري زمينه‎اي و نياز به خونگيري از طريق پرسشنامه ثبت گرديد. اين افراد از نظر شاخصهاي سطح فريتين سرم، ميزان اكسيژن خون شرياني، سطح فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز مورد بررسي قرار گرفتند. همچنين ميانگين فريتين سرم و ميزان فعاليت اين آنزيم‌ها و نيز ميانگين اكسيژن شرياني و ميزان سطح فعاليت آنزيم‌هاي فوق مورد مقايسه قرار گرفتند. اطلاعات جمع‌آوري شده با استفاده از آزمون t و در سطح معني‌داري 05/0P< مورد تحليل قرار گرفتند. 
يافته‌ها: بين فعاليت آنزيمي آلدولاز و هگزوكيناز ارتباط مستقيم و معني‌داري وجود داشت. (05/0P<). همچنين با افزايش سن، ميزان فعاليت اين دو آنزيم افزايش نشان داد؛ كاهش فعاليت اين دو آنزيم با كاهش فشار اكسيژن شرياني و افزايش سطح فريتين سرم با افزايش اين آنزيم‌ها همراه بود. فعاليت آنزيم آلدولاز در 37 نفر (74%) و فعاليت آنزيم هگزوكيناز در 35 نفر (70%) افزايش نشان داد. ميانگين اكسيژن شرياني در افرادي كه فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز در آنها افزايش يافته بود، به ترتيب 5/94 و 8/96 ميليمتر جيوه بود. 

نتيجه‌گيري: ميانگين فريتين سرم در ميان 50 بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور (g /ml 237 به دست آمد. بر اساس نتايج اين مطالعه، با افزايش سطح فريتين، سطح فعاليت‌هاي آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز افزايش مي‌يابد.
كليد واژه‌ها: آلدولاز و هگزوكيناز، فريتين، تالاسمي ماژور 

افق دانش؛ مجله دانشكده علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني گناباد (دوره 11؛ شماره 1؛ سال 1384) 
مقدمه 

تالاسمي‎ها گروهي از هموگلوبينوپاتي‎ها هستند كه در اثر كمبود ارثي سنتز يک يا بيشتر از یک زنجيره  هموگلوبين، ايجاد مي‌شوند و در نوع بدخيم آن (تالاسمي ماژور)، توليد رشته‎هاي بتاگلوبين به طور كامل متوقف مي‌شود و يا كمبود نسبي در توليد آن به وجود مي‎آيد (1).
گويچه‌‎هاي قرمز به وجود آمده خيلي زود در طحال و كبد از بين مي‌روند و سبب به وجودآمدن كم‌خوني (آنمي) در اين بيماران مي‎شوند. بدن به طور جبراني از طريق اريتروپوئز غيرمؤثر و توسعه مغز استخوان، در صدد رفع اين مشكل بر مي‎آيد. در نتيجه تغييرات اسكلتي، بخصوص در استخوانهاي جمجمه و گونه و متخلخل‏شدن استخوانها در اين بيماران شايع است؛ به همين دليل اين بيماران داراي چهره خواجه‏ها هستند. 
ترانسفيوژيون‎هاي مكرر در اين بيماران، سبب افزايش بار آهن در خون و رسوب آن در بافتها، هيپرپيگمانتاسيون پوست، اختلال عمل كبد و سيروزكبدي، ديابت ‎قندي، نارسايي هيپوفيز قدامي (به صورت هيپوگناديسم) و نارسايي غدد فوق كليوي، كارديوميوپاتي و آريتمي مي‎‏گردد.
با افزايش سن، به دليل افزايش دريافت خون، به بار آهن اضافي بدن نيز افزوده مي‎شود و عوارض ناشي از آن نيز مشهودتر مي‎گردد (2). رسوب آهن در سلول‎هاي كبد، از عمده‎ترين عوارض تالاسمي ماژور محسوب مي‎شود و كبد، ظاهري شبيه هموكروماتوز ايديوپاتيك پيدا مي‎كند. آسيب كبدي، آزادشدن هيدرولاز و آسيب سلول، نتيجه خاصيت پراكسيدانتو ليپيدهاي غشاي ليزوزوم‎ها مي‌باشد. علاوه بر رسوب آهن، هپاتيت B نيز عامل تشديدكننده آسيب كبدي است؛ افزايش ميزان SGOT
 و SGPT
 در سرم، خود نشان‌دهنده آسيب كبدي ناشي از هموسيدروز و يا هپاتيت ويروسي مي‎باشد.
نتايج تحقيقات انجام‌شده، نشان مي‏دهد كه بيماران تالاسمي از نوع ماژور، داراي اختلال بافت كبدي مي‏باشند كه به دنبال آن فعاليت آنزيم‎هاي پريميدين نوكلئوتيداز و مونوفسفات كيناز با افزايش سن بيمار در گويچه‏هاي قرمز كاهش مي‌يابد. همچنين آنزيم‎هاي آدنيلات كيناز، فسفوگلوكونات دهيدروژناز و آنزيم آلدولاز (Aldolase) با افزايش سن، كاهش فعاليت چشمگيري دارد (3). مطالعه حاضر به منظور بررسي ميانگين فشار اكسيژن شرياني و تغيير فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز و نيز بررسي ميانگين فريتين سرم و تغيير فعاليت اين دو آنزيم در بيماران مبتلا به بتا تالاسمي ماژور انجام شد. 

روش بررسي
در اين مطالعه آزمايشگاهي، از بين 700 بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور كه در بيمارستان سيدالشهدا (ع)، وابسته به دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، مورد درمان قرار گرفته بودند، 50 بيمار انتخاب شدند. تالاسمي ماژور اين بيماران بر اساس الكتروفورز هموگلوبين (Hb) مورد تشخيص و تاييد قرار گرفته بود. قبل از انجام آزمايش اطلاعات مربوط به مشخصات بيمار، مانند سن، جنس، مدت بيماري، مصرف داروهاي قبلي، وجود بيماري زمينه‎اي و نياز به خونگيري از طريق پرسشنامه ثبت گرديد. نمونه خون قبل از شروع ترانسفيوژن خون گرفته مي‌شد تا نتايج به دست آمده، دقيقاً مربوط به خون بيمار (و نه مربوط به خون تزريقي) باشد.
براي اندازه‎گيري گازهاي خون، از خون شرياني استفاده شد و 1 سي‌سي از خون شريان تا 30 دقيقه از طريق خنك نگه‌داشتن بر روي يخ به دستگاه Blood Gas رسانده شد.
از آنجا كه براي اندازه‌گيري آلدولاز، نياز به سرم بيمار بود، بنابراين از نمونه خونها، به مدت 1-2 ساعت نگهداري شد تا لخته شوند. سپس به مدت 5 دقيقه با سرعت 2800 دور در دقيقه سانتريفوژ شدند. از سرم مربوطه در لوله‌هاي مشخص نگهداري شد و براي ادامه آزمايش فريز شدند.

براي انجام آزمايش هگزوكيناز نيز به خون كامل نياز بود. به همين دليل در اين آزمايش، از مواد ضد انعقاد استفاده نشد؛ در نتيجه خون مورد نظر با استفاده از سواپ‌‌هاي استريل كاملاً مخلوط شد تا با ايجاد هموليز، مانع از لخته‌شدن خون گردد. سپس نمونه‌ها براي انجام آزمايش فريز شدند.
Christian و Warbary اولين محققاني بودند كه فعاليت آنزيم آلدولاز را در سرم اندازه‌گيري كردند (4). به طور كلي فعاليت اين آنزيم توسط كيت Aldolase اندازه‌گيري شد.
در اين روش كه توسط Sibley و Lehniger شرح داده شده، اندازه‌گيري تريوزها به صورت مشتقات هيدرازون انجام شده است (5). همچنين در اين روش، تريوزفسفات‌هاي تشكيل شده با استفاده از هيدرازين به دام مي‌افتند و بدين وسيله باعث حذف عمل تبديل بينابيني تريوزفسفات‌ها و تشكيل فركتوزدي فسفات در سرم مي‌شوند، به طور كلي آلدولاز واكنش زير را كاتاليز مي‌كند.

 DHAP + GA3P                      فروكتوز 6-1 دي فسفات

تريوزفسفات ايزومر از TPI موجود در سرم تبديل كامل GA3P به GHAP را كاتاليز كرده، محصول واكنش به تريوز آزاد هيدروليز شده است كه در شرايط قليايي در حضور Tris به صورت نسبي به هيدروكسي پيرويك آلدئيد تبديل شده و ماده اخير با 2  4- دي نيتروفنيل هيدرازين واكنش داده و هيدرازين مربوطه را به وجود مي‌آورد. با افزودن قليا به هيدرازين، رنگ ارغواني پايدار و شديدي تشكيل مي‌شود كه (جذب در nm 560) متناسب با فعاليت آلدولاز است. در افراد طبيعي مقادير فعاليت آنزيم آلدولاز معادل 4-8 واحد بين‌المللي مي‌باشد.
در تحقيق حاضر، فعاليت آنزيم هگزوكيناز با استفاده از روش اندازه‌گيري توأم
 انجام شد (6). در اين روش با توأم نمودن واكنش فسفريلاسيون با واكنش آنزيمي مربوط به G6PD و به كار بردن يكي از كوآنزيم‌هاي NAD+ با NADP+ طبق روابط زير، فعاليت هگزوكينازها اندازه‌گيري شد:

1- Glucose + ATP                  G6P + ADP


2- G6P+NADP+                فسفوگلوكونولاكتون+NADPH+H+
در اين روش NADPH توليد شده در واكنش 2 در nm340 داراي حداكثر ميزان جذب است. افزايش جذب در اين طول موج، نشانگر پيشرفت واكنش به سمت راست مي‌باشد كه اين واكنش توسط G6PD كاتاليز مي‌شود. بر همين اساس يك واحد فعاليت عبارت است از مقدار آنزيمي كه براي فسفريلاسيون ( mol1 از گلوكز در يك دقيقه و دماي 30 درجه سانتيگراد لازم مي‌باشد (7). اطلاعات جمع‌آوري شده با استفاده از آزمون t و در سطح معني‌داري 05/0P< مورد تحليل قرار گرفتند. 

يافته‌ها
در اين تحقيق، 50 بيمار مبتلا به تالاسمي ماژور كه الكتروفورز خون آنها حاكي از اين امر بود، مورد بررسي قرار گرفتند و سطح فعاليت آنزيم‌‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز و نيز ميزان فريتين سرم و فشار اكسيژن شرياني تك‌تك آنها تعيين گرديد (جدول 1).
بين فعاليت آنزيمي آلدولاز و هگزوكيناز ارتباط مستقيم و معني‌داري وجود داشت (05/0P<). همچنين با افزايش سن، ميزان فعاليت اين دو آنزيم افزايش نشان داد. كاهش فعاليت اين دو آنزيم با كاهش فشار اكسيژن شرياني و افزايش سطح فريتين سرم با افزايش اين آنزيم‌ها همراه بود (جدول 1).
در اين پژوهش، فعاليت آلدولاز در 37 نفر (74%) افزايش و در 7 نفر (14%) كاهش نشان داد و در 6 نفر (12%) طبيعي بود. 

ميزان فعاليت آلدولاز در كل جمعيت مورد مطالعه 18 بود. لازم به ذكر است كه ميزان فعاليت طبيعي آلدولاز برابر 4-8 واحد بين‌المللي است. 
ميانگين فعاليت آنزيم هگزوكيناز در كل جمعيت مورد مطالعه 5/54 به دست آمد. ميزان فعاليت طبيعي هگزوكيناز 35-45 است. فعاليت هگزوكيناز در 35 نفر (70%) افزايش و در 6 نفر (12%) كاهش نشان داد و در 9 نفر (18%) طبيعي بود. 
ميانگين اكسيژن شرياني در افرادي كه داراي افزايش و كاهش فعاليت آنزيم آلدولاز بودند، به ترتيب 5/94 و 5/61 ميليمتر جيوه حاصل شد. اين ميزان در افرادي كه داراي فعاليت طبيعي اين آنزيم بودند، 3/91 ميليمتر جيوه حاصل گرديد.

ميانگين اكسيژن شرياني در افرادي كه داراي افزايش و كاهش فعاليت آنزيم هگزوكيناز بودند، به ترتيب 8/96 و 2/60 ميلي‍متر جيوه بود. اين ميزان در افرادي كه داراي فعاليت طبيعي اين آنزيم بودند، 3/91 ميليمتر جيوه حاصل گرديد (جدول 1).
جدول 1- فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز در افراد مورد مطالعه
	گروهها
	افراد در هر گروه
	ميانگين سني
	ميانگين ميزان فعاليت
آنزيم IU/ml
	ميانگين فشار اكسيژن
شرياني mm/Hg
	ميانگين فريتين
سرم mg/ml

	كاهش فعاليت آلدولاز
	7
	5/0 ( 4
	2/1 ( 4/62
	5/2 ( 5/91
	8/2 ( 279

	فعاليت طبيعي آلدولاز
	6
	4/3±2/8
	1/2 ( 6
	2 ( 3/92
	5/3 ( 290

	افزايش فعاليت آلدولاز
	37
	1/2( 5/10
	5/5 ( 23
	8/1 ( 5/94
	2/4( 430

	كاهش فعاليت هگزوكيناز
	6
	3/1 ( 4/3
	3/2 ( 5/31
	3 ( 2/60
	5/2 ( 280

	فعاليت طبيعي هگزوكيناز
	9
	5/3 ( 8
	5/2 ( 5/41
	5/2 ( 3/91
	4/3 ( 295

	افزايش فعاليت هگزوكيناز
	35
	5/2 (8/9
	5/5 ( 1/63
	3/2 ( 8/96
	5/4 ( 232


بحث و نتيجه‌گيري
نتايج اين تحقيق نشان داد كه با افزايش سن، ميزان فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز افزايش مي‌يابد؛ البته اين روند در سنين زير 8 سال از شتاب بيشتري برخوردار است و پس از آن به بيشترين حد خود مي‌رسد و تقريباً در همان سطح باقي مي‌ماند (جدول 1).
به طور كلي بين سن بيماران و فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز يك ضريب همبستگي مثبت و بالا و اختلاف معني‌داری وجود دارد. بنابراين افرادي كه داراي كاهش فعاليت آنزيم مي‌باشند، در سنين پايين قرار دارند.
نتايج اين تحقيق همچنين نشان داد كه با افزايش سطح فريتين سرم، سطح فعاليت آنزيم‌هاي آلدولاز و هگزوكيناز افزايش مي‌يابد.  سطح آهن كبد نيز در ارتباط با سطح فريتين سرم مي‌باشد. در ضمن در بيماران با سطح فريتين بالاتر، آهن كبد به حد اشباع مي‌رسد و رسوب در سلول‌هاي كبد منجر به فيبروز كبدي و در نهايت افزايش سطح آنزيم‌هاي كبدي مي‌گردد (8).
نتايج نشان مي‌دهد كه در جمعيت مورد مطالعه، افرادي كه كاهش فعاليت هگزوكيناز و آلدولاز داشتند، از ميانگين اكسيژن كمتري برخوردار بودند و بر عكس اين موضوع خود مؤيد اين مطلب است كه عمل گليكوليز در گويچه‌‌هاي قرمز، اهميت ويژه‌اي را در انتقال اكسيژن (O2) توسط هموگلوبين به عهده دارد و با توجه به اين كه متعاقب انجام مرحله اول گليكوليز توسط آنزيم هگزوكيناز، در مرحله دوم متابوليسم 2,3DPG
 توليد مي‌شود؛ بنابراين كاهش فعاليت هگزوكيناز در مرحله اول باعث مهار گليكوليز در گويچه‌‌هاي قرمز مي‌شود كه اين عمل بر روي انتقال O2 توسط هموگلوبين از طريق كاهش 2,3DPG در مرحله دوم متابوليسم كه آنزيم آلدولاز در آن نقش مهمي دارد، مؤثر واقع مي‌شود. در اين افراد عمل اشباع Hb از O2 بسرعت انجام مي‌شود ولي جدا شدن O2 از هموگلوبين به سختي صورت مي‌گيرد و منحني اشباع Hb از حالت سيگموئيد به سمت هايپربوليك گرايش مي‌يابد و وضعيت اشباع Hb از حالت Positive Cooperative به Negative Cooperative تمايل پيدا مي‌نمايد. بنابراين بافتها دچار هيپوكسي مي‌شوند. 
بر اساس مطالعات انجام‌شده، چنانچه بيماران تالاسمي در خلال اولين سال زندگي، رشد و نمو طبيعي داشته باشند، به تزريق خون نيازي ندارند؛ اما اگر رشد به تأخير بيفتد يا فعاليت آنها در اثر كم‌خوني، محدود شود، بايد به طور منظم به آنها خون تزريق شود (6). 
تجمع آهن ابتدا در سلول‌هاي كوپفر كبد و سپس در سلول‌هاي رتيكو لواند و تليال طحال و بعد در سلول‌هاي پارانشيم كليه مي‌باشد،  با وجود اين، پراكسيداسيون چربي غشاي سلولي و آزادشدن آنزيم‌هاي ليزوزومي كه در اثر گرانول‌هاي هموسيدرين صورت مي‌گيرد، باعث آسيب سلولي مي‌شود و آسيب و فيبروز كبدي منجر به افزايش سطح آنزيم‌هاي كبدي مي‌گردد.
بنابراين مطابق نتايج به دست آمده در اين تحقيق، قابل توجيه است كه بيماران با افزايش سن، بيشتر در معرض تعويض خون و افزايش بار آهن و رسوب آن در كبد و در نهايت فيبروزكبدي هستند و سطح فعاليت آنزيم‌هاي كبدي آنان نيز بيشتر مي‌شود (9). 
به طور كلي در افراد تالاسمي كه نياز به ترانسفيوژن مكرر دارند. تغييراتي در فعاليت آنزيم‌هاي كينازي در كبد (PFK, PK) ايجاد مي‌شود (10). همچنين در افرادي كه خون بيشتري دريافت كرده‌اند، به دليل واردشدن تعداد زياد سلول قرمز جوان نابالغ به گردش خون، سطح فعاليت آنزيمي بالاتر است؛ زيرا آلدولاز و هگزوكيناز از آنزيم‌هاي وابسته به سن گويچه‌‌هاي قرمز هستند و حداكثر فعاليت آنها هنگامي است كه سلول جوان و نابالغ باشد (11).
2,3DPG به طور مشخص افزايش مي‌يابد ولي اين افزايش در گروههاي مختلف متفاوت است. در بعضي افراد مقادير نسبت به طبيعي كمتر و يا نامشخص است؛ به عبارت ديگر ميزان 2,3DPG افراد تالاسمي در آغاز تولد و نيز افينيتي هموگلوبين براي اكسيژن (Abnormal High Affinity O2) غيرطبيعي است. هموگلوبين توسط O2 بسرعت (در ريه‌ها) اشباع و اكسيژن به سختي (در بافتها) آزاد مي‌شود.
با افزايش سن، مقدار فعاليت آنزيم هگزوكيناز و آلدولاز در گويچه‌هاي قرمز بتدريج طبيعي مي‌شود و به دنبال آن ميزان 2,3DPG افزايش و به سمت طبيعي شدن سوق مي‌يابد. بنابراين منحني Hb از حالت هيپربوليك به سمت سيگموئيد گرايش پيدا مي‌كند. اما اين سؤال مطرح است كه آيا افزايش سن در بيماران تالاسمي كه ميزان 2,3DPG را به طور مرتب افزايش مي‌دهد (13،12) مسائل بعدي را براي اكسيژن‌گيري Hb به وجود مي‌آورد يا خير؟ كه خود نياز به بررسي و تحقيق جديدي دارد. البته مواردي از هيپوكسي و كاهش ميزان اكسيژن در 10 كودك در سنين مختلف، به طور ناموزون گزارش شده است (16) ولي مطالعات ديگر افزايش سن در بيماران تالاسمي را با افزايش فعاليت آنزيم هگزوكيناز و بالابردن مقدار 2,3DPG تاييد مي‌كند (15).
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The study of glycolysis enzymes in thalasemia 
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Abstract: 

Background and Aim: Thalassemia is the name of a group of genetic blood disorders. Thalassemia is an inherited disease of the red blood cells, classified as a hemoglobinopathy. In the research patients were selected major thalassemia for aldolase, hexokinase enzymes activity level, Serum Ferritin arterial blood oxygen were measured
Materials and Methods: In the experimental research, 50 patients were selected among 700 patients with major thalassemia who were treated in Sayedolshohada hospital in Isfahan. Serum Ferritin, arterial blood oxygen and Aldolase –Hexokinase enzymes activity level were measured in these patients.

Results: A comparison was performed between mean level of serum ferritin, mean level of arterial blood oxygen , and activity level of Aldolase- Hexokinase enzymes.

Conclusion: Mean level of Serum Ferrtin in 50 patients with major Thalasemia 237 µg/ml was made . According to the findings the increase of Aldolase- Hexokinase is increase with the increase of Serum Ferritin level. 
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