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چکيده
زمينه و هدف: هدف از اين مطالعه مقايسه فعاليت آنزيمهاي سوپر اکسيد ديسموتاز (SOD)، گلوتاتيون پراکسيداز(GPX) وکاتالاز (CAT) اريتروسيتي در مردان سيگاري و غير سيگاري شاغل در دانشگاه علوم پزشکي کردستان بوده است.
روش بررسي: گروه مواجهه يافته (سيگاريها) شامل 45 نفر مرد سيگاري بود که حداقل به مدت يکسال و حداقل 10 سيگار در روز استعمال مي‌نمودند و سابقه ابتلا به بيماريهاي  اندوکرين، گوارشي، قلبي- عروقي نداشتند و همچنين درمان دارويي يا مکمل غذايي دريافت نکرده بودند. گروه مواجهه نيافته (غير سيگاريها) شامل 45 نفر مرد غير سيگاري بوده‌اند که هرگز سيگار نکشيده بودند و وضعيت مشابه افراد سيگاري داشتند. افراد مواجهه يافته و مواجهه نيافته در محدوده سني 50-25 سال قرار داشتند. داده‌هاي مربوط به تعداد سيگار استعمال شده در روز و مدت استعمال سيگار و همچنين وضعيت افراد مواجهه و غير مواجهه از لحاظ بيماري و وضعيت تغذيه‌اي و دارويي آنها از طريق پرسشنامه‌اي که حاوي سئوالات مربوطه بوده جمع‌آوري گرديد. فعاليت آنزيمهاي  سوپر اکسيد ديسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز در گلبولهاي قرمز در افراد سيگاري و غير سيگاري  سنجيده شد.
يافته‌ها: تفاوت معني‌داري در فعاليت آنزيمهاي سوپراکسيد ديسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز اريتروسيتي در دو گروه افراد سيگاري و غير سيگاري ملاحظه گرديد. ميزان فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني SOD ، GPX  وCAT در افراد سيگاري   بطور معني‌داري با (001/0p<) نسبت به گروه کنترل کاهش يافت.
نتيجه‌گيري: نتايج مطالعه ما، افزايش ميزان توليد گونه‌هاي فعال اکسيژن (ROS ) و کاهش فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني را نشان مي‌دهد که در اين نظريه اثر دود سيگار در توليد راديکالهاي آزاد و کاهش فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني را تاييد مي‌کند. و اينکه اين کاهش نسبي فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني جهت دتوکسيفيه کردن سطوح بالاي H2O2 به H2O منجر به تشکيل بيشتر راديکالهاي آزاد هيدروکسيل  oOH خطرناک مي‌شود. بنابراين بررسي آنزيمهاي آنتي اکسيداني احتمالاً در ارزيابي وضعيت افراد سيگاري مفيد مي‌باشد، لذا مطالعات کلينيکي بيشتري جهت ارزيابي نقش آنزيمهاي آنتي اکسيداني در مصرف سيگار  توصيه مي‌شود.        
كليد واژه‌ها: سيگار، استرس اکسيداتيو، سوپراکسيدديسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز، کاتالاز
وصول مقاله: 4/2/86      اصلاح نهايي: 25/6/86      پذيرش مقاله: 16/7/86
مقدمه 
موضوع راديكالهاي آزاد و گونه‌هاي فعال اكسيژن و اثرات آن بر سيستمهاي بيولوژيك يكي از مباحث مهم دانش پزشكي مي‌باشد و در حيات هوازي، توليد راديكالهاي آزاد و گونه‌هاي فعال اكسيژن اجتناب ناپذير است، اگرچه در طبيعت يك سيستم دفاعي آنتي‌اكسيداني، جهت مقابله با اين عوامل مهاجم پيش‌بيني شده است (1).
امروزه حدود 50% مرگ و مير در کشورهاي صنعتي ناشي از بيماريهاي قلبي-عروقي مي‌باشد. استعمال سيگار، يک ريسک فاکتور عمده براي پيدايش زودرس بيماري آترواسکلروز، بيماري عروقي محيطي قلبي و سيستم عصبي مرکزي محسوب مي‌شود. بعلاوه اثر سيگار در ايجاد سرطان وآمفيزم ريه و تعداد ديگري از بيماريها اثبات شده است (2). 

دود حاصل از سوختن تنباکوي سيگار حاوي ترکيبات زيادي هم در فاز گازي و هم در فاز متراکم قطران (تار) آن مي‌باشد (3). راديکالهاي آزاد و گونه‌هاي فعال اکسيژن هم در فاز گازي و هم در فاز ذرات متراکم دود سيگار شناخته شده است. شواهد متعدد نشان داد که اکسيدانهايي مانند گونه‌هاي فعال اکسيژن Reactive Oxygen Species (ROS) در پيدايش و پيشرفت بيماريهاي دژنراتيو نقش بسزايي دارند (4). مکانيسم دقيقي که سيگار به واسطه آن در پاتوژنز بيماريها نقش دارد مشخص نيست (5). فرضيه‌هاي متعددي در ارتباط با چگونگي ايجاد يا توسعه بيماريهاي مرتبط با سيگار عنوان شده است. در مطالعات اخير استرس اکسيداتيو به عنوان واسطه عمل سيگار در پاتوژنز عوارض بيماريهاي مرتبط با سيگار بيشتر مورد تاکيد قرار گرفته است (6). آنزيمهاي آنتي اکسيدان يکي از خطوط دفاعي مهم بدن در مقابله با استرس اکسيداتيو مي‌باشند. در ميان اين آنزيمها Cu.Zn سوپراکسيد ديسموتاز، سلنيم- گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز نقش مهمي در برداشت راديکالهاي آزاد دارند و بطور هماهنگ عمل مي‌کنند (7). تعدادي از مطالعات نشان مي‌دهد که استعمال سيگار فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيدان را تغيير مي‌دهد (8). با اين حال توافقي در مورد الگوي تغيير فعاليت اين آنزيمها وجود ندارد و نتايج موجود متفاوت و متناقض است. با توجه به نقش مهم آنزيمهاي سوپر اکسيد ديسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز در برداشت راديکالهاي آزاد، يکي از مکانيسمهايي که سيگار به واسطه آن بر سد دفاعي بدن غلبه کرده و باعث راه اندازي آبشار استرس اکسيداتيو مي‌گردد ممکن است بواسطه ايجاد اختلال در فعاليت آنزيمهاي فوق باشد (8). بنابراين ما در مطالعه خود به ارزيابي اين فرضيه پرداخته‌ايم.
روش بررسي 

مطالعه حاضر يك مطالعه تحليلي و از نوع كوهورت تاريخي است.
 جامعة مورد مطالعه: شمل كليه افرادي که در سال 1384در دانشگاه علوم پزشکي کردستان فعاليت داشتند، بود. گروه شاهد: افراد سالمي که سابقه مصرف سيگار نداشته و از لحاظ سني و وضعيت اقتصادي- اجتماعي  با گروه مواجه (افراد سيگاري) همسان شده بودند. گروه مواجه: مردان سيگاري که سابقه مصرف سيگار داشتند (حداقل 10 سيگار در روز و به مدت حداقل يکسال).
 گروه خارج شده از مطالعه: مردانيكه مصرف سيگار روزانه کمتر از 10 عدد  يا کمتر از يکسال سابقه مصرف داشتند از جامعه مواجه حذف شدند و از هر دو گروه مواجه و شاهد مردانيكه سابقه‌اي از بيماريهاي زمينه‌اي و يا درمان دارويي يا مکمل غذايي دريافت کرده بودند حذف شدند.
افراد بصورت داوطلب همكاري كرده و كليه اطلاعات اخذ شده از افراد مورد بررسي، در تمام مراحل تحقيق محرمانه بود. براي مقايسه ميانگين فعاليت آنزيم در دو گروه مواجه و شاهد با فرض برابري انحراف معيار در دو گروه و جهت نشان دادن اختلاف حداكثر بين ميانگين‌ها و با اطمينان 95% و توان آزمون 80% حجم نمونه 45 نفر در هر گروه (مواجه و شاهد) بدست آمد.
نمونه‌هاي خون وريدي بصورت ناشتا از افراد سيگاري و افراد شاهد سالم گرفته شد. نمونه‌گيري بين ساعت 10-8 صبح انجام شد. ml10 خون در لوله‌هاي درب‌دار حاوي ضد انعقاد EDTA (به نسبت mg1 براي هر ml1 خون) گرفته شد پس از انتقال به آزمايشگاه، در همان روز آزمايشهاي هموگلوبين بر روي خون تام انجام شد. سپس با سانتريفوژ يخچال‌دار در 4 درجه سانتي‌گراد و در دور  rpm3000 پلاسما جدا شد و پلاسما جهت يكسري آزمايشات ديگر در 70- درجه سانتي‌گراد تا زمان آزمايش نگهداري شد. رسوب گلبولها پس از جدا سازي پلاسما سه الي چهار بار با سرم فيزيولوژي شسته شد و از گلبولهاي قرمز شسته شده با افزودن آب مقطر سرد هموليزات 50% تهيه شد جهت ليز بيشتر و كاملتر به مدت 20-10 دقيقه نمونه‌ها در هواي اتاق گذاشته شد. سپس بمدت 10 دقيقه با سانتريفوژ يخچال‌دار در 4 درجه سانتي‌گراد سانتريفوژ شد. محلول شفاف رويي بدست آمده (نه از رسوب آن) در حجمهاي  ml5/0 تقسيم شده و تا زمان آزمايش در
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70-  فريز شد.
- آزمون اندازه‌گيري غلظت هموگلوبين خون

اندازه‌گيري هموگلوبين به روش رنگ سنجي و سيان متهموگلوبين با استفاده از كيت دستي زيست شيمي 532-10  CATNO  انجام شد و جذب نمونه‌ها در طول موج 540 نانومتر با استفاده از اسپكتروفتومتر ثبت و با مقايسه با استاندارد، غلظت هموگلوبين بر حسب گرم در صد محاسبه شد.
- اندازه‌گيري فعاليت آنزيم كاتالازگلبولهاي قرمز (Hygo Aebi  ) (9)
اساس واكنش: در اين روش هيدروژن پراكسايد توسط آنزيم كاتالاز به آب و اكسيژن تجزيه مي‌شود كه در طول موج 240 نانومتر به روش اسپکتروفتومتري تجزيه H2O2 مستقيماً با كاهش جذب همراه است. يك واحد فعاليت آنزيمي عبارتست از مقدار آنزيمي كه باعث توليد يك ميلي‌مول H2O2 در دقيقه در يك غلظت ابتدايي 10 ميلي‌مول در ليتر در 4/7=pH در دماي oC37 مي‌شود.
- اندازه‌گيري فعاليت آنزيم سوپراكسيدديسموتاز گلبولهاي قرمز 
اصول اندازه گيري: سوپر اكسيدديسموتاز (SOD) در ديسموتاسيون راديكال سمي 
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 توليد شده در طي مراحل اكسيداتيو انرژي به O2 و H2O2 شركت مي‌كند. در اين روش از گزانتين و گزانتين اكسيداز (XOD) جهت توليد راديكالهاي سوپر اكسايد استفاده مي‌شودكه با Int (فنيل‌تترازوليوم‌كلرايد - 5- (نيتروفنل -4 ) - 3- (يدوفنل -4) -2) واكنش مي‌دهند و رنگ قرمز فورمازون توليد مي‌شود كه در طول موج nm 505 اندازه‌گيري مي‌شود. در صورت وجود آنزيم SOD در نمونه راديكالهاي سوپراكسيد به پراكسيدهيدروژن و O2 تبديل شده و از ايجاد رنگ قرمز فورمازان ممانعت مي‌شود و فعاليت آنزيم SOD بوسيله درجه ممانعت از اين واكنش تعيين مي‌شود.
يك واحد SOD باعث مهار 50% سرعت احيا Int يا مهار 50% مقدار اكسيداسيون NADPH تحت غلظتهاي اندازه‌گيري مي‌باشد.

از كيت تجاريSOD: Cat NO:SD125   ساخت شركت  RANDOXاستفاده شد. اين كيت فقط براي تشخيصهاي invitro بكار برده مي‌شود.

-  اساس اندازه‌گيري فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز :

اين متد بر اساس روش توصيف شده توسط Paglia و Valentine (10) استوار مي‌باشد: آنزيم گلوتاتيـون پراكسيـداز واكنـش اكسيـداسيـون گلوتاتيون (GSH) را توسط كومن هيدروپراكسيد ((Cumene Hyroperoxide كاتاليز مي‌نمايد. در حضور آنزيم گلوتاتيون ردوكتازو NADPH ، گلوتاتيون اكسيد شده (GSSG) مجدداً به گلوتاتيون احياء تبديل مي‌شود كه اين احياء با اكسيداسيون همزمان ADPH به NADP+ همراه است. در اين واكنش كاهش جذب نوري در طول موج 340 نانومتر اندازه‌گيري مي‌شود. 
جهت تكميل اطلاعات از نرم افزار SPSS  نسخه 9 استفاده شد.جهت مقايسه ميانگين پارامترهاي كمي در دو گروه مـورد مطالعـه از آزمـونهاي آمـاري بـه روش t-test و جهت بررسي همگني پارامترهاي كيفي در دوگروه مورد مطالعه از آزمون مجذور كاي استفاده شد.

يافته‌ها
سن افراد تحت مطالعه در هر گروه و تعداد سيگار استعمال شده و مدت استعمال سيگار بصورت ميانگين ± انحراف معيار در (جدول 1) خلاصه شده است.

جدول 1: افراد تحت مطالعه
	
	مواجه (سيگاريها)
	شاهد (غيرسيگاريها)

	ميانگين سني 
	12±37
	13±36

	ميانگين هموگلوبين
	1/1±4/16
	3/1±1/16

	ميانگين استعمال سيگار
	7/5±10
	-

	ميانگين  تعداد سيگار 
	2±12
	-


جدول2: مقايسه فعاليت آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز در افراد سيگاري و غيرسيگاري
	متغير
	افراد سيگاري (تعداد45 نفر)
	افراد غير سيگاري (تعداد45 نفر)
	p-value

	سوپراکسيد ديسموتاز

 U/gr Hb)      )
	4/199±1405
	201±1/1217
	001/0

	گلوتاتيون پراکسيداز
U/gr Hb)      )
	2/5±44
	2/7±67
	001/0

	کاتالاز  k/grHb
	3/17±7/120
	2/13±2/147
	001/0


ملاحظه مي‌گردد که فعاليت آنزيم سوپراکسيد ديسموتاز در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري بطور معني‌داري کاهش مي‌يابد (001/0=p). همچنين فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراکسيداز در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري کاهش چشمگيري را نشان مي‌دهد (001/0=(p. و کاهش معني‌داري در فعاليت کاتالاز در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري ديده مي‌شود (001/0=p).
بحث و نتيجه‌گيري
در اين مطالعه نشان داده شد که فعاليت آنزيم سوپراکسيدديسموتاز اريتروسيتي در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري کاهش مي‌يابد که مخالف با نتايج بدست آمده در مطالعات (11,6) است. نشان داده شده است که دود سيگار باعث القاي پاسخ التهابي (12,6) و استرس اکسيداتيو مي‌شود (13,6). احتمالاً التهاب دستگاه تنفسي به دنبال استعمال سيگار باعث القاء فعاليت آنزيم  Cu- Zn سوپر اکسيد ديسموتاز مي‌شود (6). در مقابل در مطالعه Zhou et al نشان داده شده است که فعاليت آنزيمهاي آنتي‌اکسيدان اريتروسيتي در سيگاريها کاهش مي‌يابد (14) که موافق با نتايج اين مطالعه بوده و دليل اين کاهش را به هم خوردن توازن بين توليد و برداشت راديکالهاي آزاد که در شرايط طبيعي در بدن وجود دارد دانسته و معتقد هستيم که انتشار واکنشهاي راديکالي باعث غير فعال شدن يا تخريب آنزيم‌هاي آنتي‌اکسيدان مي‌شود.
در اين مطالعه فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراکسيداز اريتروسيتي در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري کاهش قابل ملاحظه‌اي نشان داده که موافق با نتايج بدست آمده در مطالعات (16-15 )است.
در مقابل در تعدادي از مطالعات ديگر هم افزايش و هم کاهش فعاليت اين آنزيم در افراد سيگاري گزارش شده است (17,6). علت اين يافته‌هاي متناقض را مي‌توان تا حدودي به حجم نمونه مورد مطالعه و يا تفاوت در روش اندازه‌‌گيري آنزيمها نسبت داد در تعدادي از اين مطالعات  فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراکسيداز با استفاده از tert-Butyl Hydroperoxide انجام گرفته است که با استفاده از آن به عنوان سوبستراي اکسيد کننده امکان اندازه‌گيري گلوتاتيون پراکسيداز توتال (گلوتاتيون پراکسيداز وابسته و غير وابسته به سلنيم) فراهم مي‌شود، در تعدادي مطالعات ديگر از پراکسيد هيدروژن به عنوان سوبستراي اکسيد کننده استفاده شده است (15). در اين مطالعه از Cumene Hydroperoxide به عنوان سوبستراي اکسيدکننده استفاده شده است که تنها امکان اندازه‌گيري گلوتاتيون پراکسيداز وابسته به سلنيم وجود دارد. مطالعات نشان داده است علاوه بر تفاوتهاي بين فردي در بيان پايه آنزيمهاي آنتي‌اکسيدان عواملي مثلLife-Style  و عوامل محيطي مختلف نيز مي‌تواند باعث بروز تفاوتهاي بين فردي در فعاليت اين آنزيمها گردد. در اين مطالعه ميانگين سني افراد تحت مطالعه بالاتر از ميانگين سني افراد در مطالعه Kocyigit et al بوده است (6). در برخي مطالعات افزايش فعاليت گلوتاتيون پراکسيداز اريتروسيتي به موازات ا فزايش سن گزارش شده است (8). لذا اختلاف نتايج بدست آمده در اين مطالعه با آنچه که در مطالعه (6) بدست آمده است را شايد بتوان تا حدي به اثر سن نسبت داد.

در اين مطالعه فعاليت آنزيم کاتالاز در افراد سيگاري در مقايسه با افراد غير سيگاري کاهش قابل ملاحظه‌اي را نشان داده است. نتايج متفاوتي در ارتباط با اثر سيگار بر فعاليت اين آنزيم در مطالعات مختلف بدست آمده است. در برخي مطالعات ديگر تغييري در فعاليت اين آنزيم در سيگاريها در مقايسه با غير سيگاريها نشان داده نشده است (15,6).
مسئله حائز اهميت ديگر حجم نمونه تحت مطالعه مي‌باشد. از سوي ديگر در مطالعه ما اندازه‌گيري بر روي نمونه‌هاي پلاسمايي صورت نگرفته است.    

 در مجموع، داده‌هاي موجود در اين زمينه نتايج متفاوت و متناقضي را در مورد اثر سيگار بر فعاليت آنزيمهاي سوپراکسيد ديسموتاز، گلوتاتيون پراکسيداز و کاتالاز گزارش نموده‌اند. 

همچنين ممکن است برخي تفاوتهاي موجود در بين مطالعات مختلف مربوط به اثر سن و جنس باشد (15). در برخـي مطالعات گذشتـه فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيدان در گروههايي با يک بيماري خاص مثل ديابت و بيماريهاي قلبي عروقي مورد ارزيابي قرار گرفته است در حاليکه تفاوت فعاليت اين آنزيمها مي‌تواند ثانويه به اثر بيماري يا نتيجه درمان دارويي بوده باشد.

حتي اگر در اکثر مطالعات از يک متد مشابه براي اندازه‌گيري فعاليت آنزيمها و عناصر کمياب استفاده شده است با اين حال شرايط انجام آزمايش از لحاظ غلظت معرفهاي مورد استفاده، زمان انکوباسيون، درجه حرارت و فاکتور رقت مي‌تواند تا حدي باعث ايجاد تفاوتهايي باشدکه در نتايج بدست آمده وجود دارد. برخي از تغييراتي را که در مطالعات مختلف در فعاليت آنزيمها و عناصر مذکور گزارش نموده‌اند ممکن است ناشي از اثر حاد يا مزمن استعمال سيگار بوده باشد که در اکثر مطالعات وضعيت مواجهه بخوبي ذکر نشده است.

با توجه به هماهنگي و همکاري گسترده عناصر و عوامل مختلف در برقراري تعادل ديناميک بين توليد و برداشت راديکالهاي آزاد در بدن، لذا چنانچه هر کدام از اين عوامل به اندازه کافي در دسترس نباشد (مثلاً ويتامينها، عناصرکمياب ديگر، پروتئينهايي که در متابوليسم عناصر کمياب دخالت دارند) مي‌تواند بطور ثانويه مسوول تغييرات ايجاد شده متعاقب استعمال سيگار گردد. لذا ممکن است لازم باشد به موازات اندازه‌گيري فعاليت آنزيمهاي مذکور عوامل ديگري را که براي عملکرد مطلوب آنزيمها و عناصر مذکور مؤثر هستند نيز مورد ارزيابي قرار گيرند.
نتيجه‌گيري
نتايج مطالعه ما، افزايش ميزان توليد گونه‌هاي فعال اکسيژن (ROS ) و کاهش فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني را نشان مي‌دهد که در اين نظريه اثر دود سيگار در توليد راديکالهاي آزاد و کاهش فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني را تاييد مي‌کند. و اينکه اين کاهش نسبي فعاليت آنزيمهاي آنتي اکسيداني جهت دتوکسيفيه کردن سطوح بالاي H2O2 به H2O منجر به تشکيل بيشتر راديکالهاي آزاد هيدروکسيل  oOH خطرناک مي‌شود. بنابراين بررسي آنزيمهاي آنتي اکسيداني احتمالاً در ارزيابي وضعيت افراد سيگاري مفيد مي‌باشد، لذا مطالعات کلينيکي بيشتري جهت ارزيابي نقش آنزيمهاي آنتي اکسيداني در مصرف سيگار  توصيه مي‌شود.       
قدرداني و تشکر
پژوهشگران مراتب تقدير و تشکر خود را از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي کردستان که تأمين‌کننده هزينه اين طرح پژوهشي بوده است، ابراز مي‌دارند.
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