
فصل اول

(1) مقدمه
1-1 متابولسيم روي 

1-1-1 پيشگفتار 

در طبیعت دهها عنصر وجود دارند که با مقاديري هر چند اندک، در بدن موجودات زنده اعمال و وظایف بسیار حیاتی را انجام می دهند و همچنین وجود این عناصر در رژیم غذایی موجدات زنده برای رشد و ابقاء حیات امری ضروری است همچنین میزان این عناصر در رژیم غذایی بایستی در یک حد مطلوب و متعادل باشد تا حیات موجودات زنده دچار اختلال نگردد. متابولیسم و نقش این عناصر و ماهیت بیماریهای ناشی از کمبود  یا ازدیاد آنها بر موجودات زنده توسط متخصصین بیوشیمی پزشکی و تغذیه مورد مطالعه قرار گرفته است. از آنجایی که مقادیر آهن سوم (Capacity total Iron binding) TIBC در وضعیتهای گوناگون انسانی، جغرافیایی، جنسی و ... بر حسب عادات غذایی (Food habit) مردم متفاوت است. لذا هدف از این تحقیق مطالعه اثرات تداخلی فلز روی در جذب و انتقال آهن سرم می‌باشد.
روی به عنوان یک عنصر حیاتی و مهم در تغذیه روزانه انسان و حیوان به شمار می رود نقش بیولوژیکی بزرگی در طبیعت ایفا می کند. روی نقشهای کاتالیکی ، ساختاری و اثر گذاری در بیش از 200 متالوآنزیم روی که در سیستم‌های بیولوژیکی شناسایی شده اند را ایفا می کند. این آنزیمها در متابولیسم نوكلئيك اسید و پروتئین و تولید انرژی وبسیاری مواد دیگر دخیل هستند (83) روی به عنوان یکی از مواد معدنی موجود در بدن انسان که دارای اثرات و ویژگی‌هایی در بافتهای مختلف است، به عنوان بخشی مهم از 300 آنزیم مختلف عمل می کند. به همین دلیل این ماده معدنی نقش مهمی در پروسه‌های فیزیولوژیکی و مسیرهای متابولیسمی زیست شیمی ایفا می کند. بیش از90% این ماده معدنی به صورت ذخیره در بدن : (30% آن در استخوانها  60% آن در ماهیچه‌ها) موجود است (82) غنی ترین منابع غذایی روی مرکب از جانوران دریایی علی الخصوص صدفهای خوراکی، گوشت، ماهی، مرغ و تخم مرغ است. ترمیم و التیام زخمها، حمایت ایمنی بدن، کاهش توان و سختی بیماری سرماخوردگی، حمایت و مراقبت از غده پروستات، افزایش باروری و تولید اسپرم از مهمترین وظایف و کار کردها و اثرات ماده معدنی روی در بدن می باشد.به این دلیل روی دارای نقش مهمی در سی صد میسر متابولیسی و عملکرد‌های مختلف بیوشیمی دارا می باشد. این ادعا بر اساس نقش و وظیفه تغذیه، در ترکیب وسیعی از پروسه‌ها و فعالیتهای بدن که شامل هضم، ترمیم، زخم، تولید انرژی در بدن، رشد عضلات، ترمیم بافتهای سلولی، سنتز کولاژن، استقامت استخوانها، عملکردهای هوشی وذهنی، متابولسیم کربوهیدارتها و عملکردهای تناسلی می باشد. حتی کمبود متوسط و معمولی روی در بدن باعث تاثیر منفی بر روی سیستم ایمنی بدن کاهش میزان اسپرم و عملكرد نادرست حافظه همراه است. شاید مشهورترین ادعایی که اخیرا درباره کارایی روی در بدن ارائه گردیده، نقش مهم آن در رابطه با سیستم ایمنی بدن است.
1-1-1-2-خصوصیات فیزیکی و شیمایی روی:

روی فلزی با وزن ملکولی 4/65 گرم بر مول می باشد و در گروه IIB و ردیف چهارم از جدول تناوبی قرار گرفته است. روی را با علامت اختصاری Zn نمایش می دهند و دارای عدد اتمی 30، وزن اتمی 38/65، چگالی gr/cm3 14/7 در oc 20، انرژی نخستین یونش آن 394/9 و دارای 5 ایزوتوپ رادیواکتیوی طبیعی و یا حاصل شکافت هسته ای دیگر می باشد، فراوانترین ایزوتوپهای آن Zn 64  با فراوانی 6/48% و Zn 66  با فراوانی 9/27و Zn 68  با فراوانی 8/18% می باشد نیمه عمر روی d 244  
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65 می باشد. جزء عناصر احیاء کننده قوی و خود اکسید می شود 763/0
[image: image2.wmf]-

=

o

e

  و بیشتر در حالت دو ظرفیتی موجود می باشد. یکی از عناصر کمیاب و ضروری بدن است. زیرا در اعمال اساسی مولکولی زیادی شرکت می کند. دسته ای از نمکهای کم محلول روی شامل هيدروكسيد ، اکسالات و سولفید می باشد. روی با برخی از ترکیبات معدنی شامل سیترات ليدروكسيد تولید کمپلکسهای محلول می کند.
1-1-1-3تاریخچه

ضرورت این عنصر برای میکروارگانیسم‌ها اولین بار در سالها 1869و 1926 مورد توجه قرار گرفت. کمبود این عنصر عملا در حیوانات آزمایشگاهی مشاهده شد. (115) ولی در انسان کمبود این عنصر نادرست است، زیرا روی در همه جا موجود است. روی بعد از آهن فراوانترین عنصر کمیاب با میزان حدود 5/1 تا 5/2 گرم در کل بدن است. غلظت این عنصر در کروئيد چشم (لایه عروقی میان کره چشم که بین صلبيه و شبکیه واقع است) و غده پروستات بالا است ولی بیشترین میزان این عنصر در بدن در استخوانها و عضلات یافت می شود. غلظت زیاد آن مخصوصا در ناحیه مغز، پانکراس و غده آدرنالین مي‌باشد همچنین در تمام سلولها واعصاب وجود دارد. روی ساختمان شیمیایی کاتالیستی (آنزیمی) و قوانین خاصی دارد و بيشتر از 60 آنزيم براي فعاليت خود به روي نياز دارند كه RNA پلیمراز هم شامل آن‌هاست. روی فعالانه به وسیله حفره‌های سیناپسي جذب می شود و فعالیت نورونها و حافظه را حمایت می کند. متابولیسم روی در مدت بیماری و استرسهای فیزیکی با هورمونها سازگار می شود. احتمالا سیتوکسین‌ها و توکسین‌ها قسمتی از سیستم دفاعی را به عهده دارند (3)  این عنصر در لوزالمعده دارای فعالیت زیادی می باشد و مرتبا از طریق شیره لوزالمعده مقداری از آن به خارج ترشح می گردد. میزان روی در پلاسما دستخوش تغییرات روزانه است. منحنی تغییر غلظت این عنصر نسبت به ساعات روز به شکل u می باشد. ماکزیمم غلظت در صبح و کمترین آن در اواسط عصر است. بطور متوسط میزان روی در پلاسما 
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 آن با الفا -2- ماکروگلوبین و باقیمانده آن با آلبومین باند شده  است. در خون تنها 10% تا 20% میزان روی در پلاسما و باقیمانده آن در گلبولهای قرمز موجود است. همچنین غشاء گلبولهای قرمز دارای مقداری روی می باشد. غلظت عنصر روی در نطفه 100 برابر میزان آن در پلاسما است. روی تشکیل دهنده تعداد زیادی از آنزیمها در پستانداران (بیش از 150 آنزیم) است که به عنوان جایگاه فعال یا به عنوان جزئی از ساختمان آنها یا هر دو عمل می کند. تعدادی از این آنزیمها عبارتند از : کربنیک انيدراز، کربوکسی پتیپداز، آلکالین فسفاتاز، ترانس فرازها، لیگازها، لیازها، ایزومرازها، DNA,RNA پلیمرازها و سوپر اکسیدویس موتاز (115)
روی در فرآیند‌های متابولیکی که شامل سنتز اسید نو کلئیک و پروتئین باشند دخالت دارد و همچنین برای سنتز و فعالیت انسولين ضروری است و به ثابت بودن هگزامرهای پروانسولين و انسولین به وسیله تشکیل کمپلکس‌هایی با آنها کمک می کند. روی همچنین در تشکیل پروتئین zinc finger نقش دارد. (115) این پروتیئن در نواحی خاصی با DNA باند می شود. روی یک عنصر ضروری برای باند شدن این پروتئین با DNA است. روی در تشریع ترمیم زخمها دخالت دارد و برای رشد طبیعی عنصری ضروری است. این عنصر در قوه چشایی تاثیر می گذارد و می تواند خطر تغییرات شبکیه را در افراد مسن 
تعلیل کند.
1-1-2متابولسیم روی 

روی بطور عمده از طریق دوازدهه و میزان کمی از طریق روده کوچک جذب می شود. جذب روی وابسته به سن نیست و با تعدادی از عوامل تغذیه ای مثل وجود امینو اسیدها (بویژه هیستیدین) و لاکتوز و همچنین وجود میزان کم آهن در رژیم غذایی افزایش می یابد. کمبود دریافت پروتئینها و افزایش دریافت فيتات باعث کاهش جذب روی می شود که این اثر با افزایش دریافت و جذب کلسیم تشدید خواهد شد. روی پس از جذب به کبد منتقل می شود و با آلبومین باند می شود. مسیر اصلی دفع روی، روده و سپس از طریق کلیه و  پوست است. مقدار کمی از طریق ادرار و ریزش پوست دفع می شود، همچنین در مردان فعالیتهای جنسی با از دست دادن روی همراه است کمبود این عنصر در افراد بالغ برای اولین بار در کشور مصر و ایران مشاهده شد، مورد اصل مرد 21 ساله بود که پسر 10 ساله ای به نظر می رسید. این بیمار مقدار زیادی نان و خاک می خورد.
موارد دیگر بیمارانی بودند كه به عفونتهای ناشی از کرم قلابدار مبتلا بودند در سال 1996 بیماری (AE) 
 که یک بیماری نادرژنی بود  و با کمبود خیلی زیاد روی مواجه بود شناسایی شد (81) مثالی خوب برای فهمیدن و درک کمبود روی وجذب ناکافی این عنصر است. این بیماران نمی توانند تریپتوفان را سوخت و ساز کنند که منجر به پائین آمدن سطح مقدار (PA) picolinic acid می شود. PA نتیجه یک سوخت و ساز طبیعی از متابولسیم تریپتوفان در بدن است که وجود آن خیلی مهمتر از جذب روی است. پیکولینات روی بیشترین تاثیر را در برگشت روی از دست رفته در اثر بیماری AE و همچنین جذب بيشتر روی از دیگر جانشینهای طبیعی را دارد. همچنین مصرف مواد طبیعی حاوی روی کاهش روی در بدن تامین می کند.
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جدول 1-1

1-1-3-کمبود روی در بدن

بر اساس آخرین تحقیقات نشان داده شده است که کمبود روی در بدن با بیماریهای روانی و مشکلات اجتماعی ارتباط نزدیک دارد. دانشمندان باور دارند که نورونهای عصبی حمل و نقل روی را بر عهده دارند وقتی میزان روی پایین است فعالیت نورونها کاهش می یابد و باعث رفتارهای نامتعادل می گردد. دانشمندان هنوز نمی دانند که این رفتار‌ها چطور اتفاق می افتد ولی می تواند به میزان انتقال و قابلیت دسترسی به روی در ارتباط باشد. خیلی از بیماران Carl Pfeiffer از این مشکل رفتاری در عذاب هستند. بیشترین بیمارانی که این مشکل را به طور مشترک دارند دارای ADHD 
  هستند و یا به نام ODD 
 معروف هستند و یا OCD 
 و CD 
 که از کمبود روی به وجود می آیند. 
بسیاری از این بیماران مدت‌ها به روانشناسی مراجعه کردند و با داروهایی مختلف در بیمارستان تحت درمان قرار گرفتند. درصد زیادی از افراد که مبتلا به این بیماری بودند سطوح نامتعادلی از مس، روی، جیوه، کلسيم، کادميم، منیزیم و منگنز درخون، ادرار و بافت آنها بر طبق آزمایشات شیمیایی که در هزاران بیمار مبتلا انجام شد، داشتند. در بررسی بعمل آمده به نظر می رسد که در ترکیب پروتئین این بیماران علائم کمبود روی در خون مشاهده می شد. این مطالعه در مورد مردان جوانی که کمبود روی داشتند انجام گرفت و تحقیقات پزشکی را راجع به کمبود روی در 40000 بیمار روانی تایید کرد. شواهد پزشکی  و تحقیقات نشان دادند که مس و روی را نمی توان جداگانه از هم مورد بررسی قرار داد. کمبود روی بیشتر در نتیجه افزایش میزان مس در خون می باشد به این دلیل که این دو فلز باهم در بدن رقابت می کنند.بالا رفتن میزان مس خون علائمی از قبیل ناهنجاریهای روانی، تحرک زیاد، ناتوانی در یادگیری و افسردگی را نشان می دهد اندازه گیری کمبود روی با آزمایش خون به دلیل دفع زیاد آن مشكل است لذا کمبود روی را در ادرار و بافت مو دنبال می کنند.
محققینcarl توانستند به دلیل فشردگی روی در پلاسما و وجود علائم پزشکی در کاهش روی به وسیله جانشینهای روی کمبود روی را کشف کنند.
در مرکز تحقیقات بیماریهای کودکان (Tx, Houston) نیز بیماری رایج سیستم گوارشی CD 
که باعث تورم می شود مورد تحقیق و بررسی قرار گرفت به دو گروه کودکان سالم و بیمار در طول 6 روز میزانmg 4/0 روی Zn 70  از طریق تزریق وریدی و mgr 2 روی Zn 67 از طریق خوراکی تجویز کردند. مدفوع، ادرار و پلاسما خون کودکان بیمار و کودكان شاهد مورد آزمایش قرار گرفت کودکانی که بیماری CD داشتند روی در پلاسمای آنها کمتر بود و جذب روی کمتری داشتند و میزان روی دفع شده هم در مقایسه با گروه شاهد بالاتر بود (6) در نتیجه می توان گفت متابولیسم روی در افرادی کهCD دائم دارند غیر طبیعی است این موضوع را می توان از طریق ردیاب رادیواکتیو اثبات کرد. این بیماری در مراحل پیشرفته دارای علائمی شبیه علائم کمبود روی است ولی می توان گفت که متابولیسم روی در بیماران مبتلا به CD دچار اختلال می شود.
تاخیر در رشد، هیپوگنادیسم و تاخير در بلوغ جنسی در اثر کمبود روی عارض خواهد شد. همچنین اثرات دیر رس کمبود این عنصر عبارتند از: لکهای مختلفی از ضایعات پوستی، مختل شدن روند التیام زخمها، کاهش غیر طبیعی حس چشایی، اختلالات رفتاری، شب کوری وکاهش ایمنی بدن، این علائم همیشه ظاهر نمی شوند. مثلا در بیمارانی که از طریق غیر گوارشی تغذیه می شوند و دچار کمبود عنصر روی هستند، اختلالات فکری وذهنی، افسردگی، اگزما و کچلی مشاهده خواهد شد. در اطفال کمبود روی،کاهش اشتها، از دست داد حس چشایی، کاهش رشد را به دنبال خواهد داشت همچنین شب کوری که در اثر کمبود ویتامین A ایجاد می شود می تواند تحت تاثیر کمبود روی مشاهده شود. زیرا روی در فعالیت آنزیم رتينول دهید روژناز نقش دارد. و این آنزیم عهده دار تبدیل رتينول به رتنیول دهيدرات 
  است. در تحقیقی که در مورد مردان جوانی که رفتاهای ناهنجار داشتند انجام شد به این نتیجه رسیدند که در این افراد میزان نسبت مس به روی بالاتر از گروه شاهد می باشد. در این تحقیق که 20 سال به طول انجامیده، غلظتهای غیر طبیعی مس و روی یعنی بالا بودن غلظت مس سرم و پایین بودن غلظت روی پلاسما و در این گروه نسبت به افراد عادی مشاهده شده است.
روی با غلظت نسبتا بالایی در هیپوکامپس مغز وجود دارد. فرض بر اینست که روی ممکنست عمل سیناپس و نورونهای عصبی را تعدیل کند. کمبود روی در این محلها می تواند فعالیت نرونها را تغییر داده و در نتیجه بر رفتار انسان تاثیر بگذارد. میزان روی در پلاسما در طی فشارهای عصبی و عفونتها، حاملگی ، وجود زخمها، سیروزهای کبدی و آنمي ‌بد خیم کاهش می‌یابد. 
شرایطی که باعث ایجاد کمبود روی در بدن می شوند عبارتند از:

1-کمبود دریافت از رژیم غذایی 

2- کاهش جذب به علت دریافت موادی مثل فیتات
3- اعتیاد به الکل یا مسمومیت با الکل 

4- افزایش دفع در شرایطی مثل اسهال و استفراغ شدید.

5- افزایش نیاز به این عنصر در شرایطی مثل دوران رشد، بارداری، شیر دهی.

1-1-3-1چطور کمبود روی را معالجه کنیم؟

کمبود روی با مكملهاي از روی و مكملهاي تغذیه ای که شامل پیروكسيدين، اسید اسکوربيك، ویتامین E ،L سيستئين می باشد. منگنز هم در سوخت و ساز خوب و عرضه مناسب آن مفید است و کاربرد دارد. معالجه بیماری در شرایط اولیه ممکنست چند ماه و در موارد شدیدتر تا یکسال به طول انجامد. با کمک میزان آسیب دیدگی و میزان استرس ایجاد شده می توان یک تعادل مناسب برای بیماری به دست آورد. بعلاوه افرادی که قابلیت جذب روی را ندارند یا گروه خونی آنها A است به این روش درمان پاسخ نمی دهند. (7)
1-1-4-مسموم کنندگي ZinC

در مورد مسمومیت با روی کمتر توجه می شود ولی مسمومیتهای حاد ناشی از روی بعلت تماس با مواد صنعتي و مصرف غذاهای اسیدی یا نوشابه‌های موجود در ظروف گالوانیزه مشاهده شده است. بحران مسمومیت با روی به وسیله علائم تهوع و سرگیجه و معده درد مشخص می شود نشانه‌های به وجود آمده در اثر مسموم شدن شامل مشکلات گوارشی بیماریهای داخلی روده،  همین طور PHA و کاهش HDL در کسترول است. میزان روی در روز باید mgr/day 150 باشد در غیر این صورت باعث استفراغ می شود. (3 و115).
علائم مسمومیت با روی عبارتست از: تحریکات معده ای و روده ای همراه با تب، تهوع، استفراغ، اسهال، درد شکم، و احساس طعم فلزی در دهان.

منابع غذایی:

روی به مقدار زیادی در صدف، گوشت سفید و قرمز، آجیل، جوانه گندم و غذاهای متنوع دیگری موجود است. روی موجود در فراورده‌های حیوانی، خرچنگ، نرم تنان نسبت به غذاهای گیاهی جذب بیشتری خواهند داشت. اسید فيتيك در گیاهانی مثل دانه سویا، حبوبات، بنشن به حالت طبیعی به صورت غنی یافت می شود. در نتیجه تغذیه با این مواد باعث کاهش جذب روی می شوند. هر چند میزان روی در حبوبات به حالت طبیعی نسبت به حبوبات تصفیه شده (بدون پوست) بالاتر باشد. ولی به علت میزان زیاد اسید فيتيك موجود در پوست حبوبات که در طی تصفیه کردن برداشته می شود دستیابی حیاتی به این عنصر در حبوبات تصفیه شده افزایش می یابد. رژیم غذایی روزانه باید بطور متوسط شامل 10 تا 20 میلی گرم روی باشد مقدار طبیعی روی در سرم خون 
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24-12 می باشد. همچنین روی موجود در شیر انسان به مراتب بیشتر از روی موجود در شیر حیوانات دیگر مانند گاو است (4) 
مقایسه غلظت عنصر روی بر حسب جنس در گروه آزمون 

	غلظت روی Mg/dl
جنس 
	میانگین 
	بیشترین خطای برآورد 

	مرد 
	78/94
	46/7

	زن
	96/77
	39/12


مقایسه غلظت عنصر روی بر حسب جنس در گروه شاهد 
	         غلظت روی Mg/dl
جنس
	میانگین 
	بیشترین خطای برآورد 

	مرد 
	43/76
	45/7

	زن 
	49/80
	42/13


1-1-6-استفاده‌های پزشکی 

روی بطور عمومی در پزشکی استفاده نمی شود مگر در موارد درمانی برای ترکيباتي كه در پزشكي كاربرد دارد. روی در ترکیبات ایدئوپاتیک پوستی، در موارد التهاب و کمبود ایمنی کاربرد وسیعی دارد. روی معمولا در درمان برای سوء  تغذیه در کودکان و بزرگسالان وهمچنین در سیستم غذایی برای نوزادان نارس نو پا و نوزادان معمولی که ترکیبات TPN محلول را دارند استفاده می شود. جانشینی روی در اسهال‌های بحرانی و سیستم ایمنی استفاده می شود (3) 
رژیمهای پیشنهادی (RDA) 
 عبارتند از: (رژیم مصرف روازنه روی)

نوباوگان 5 میلی گرم در روز، کودکان: 10 ساله 10 میلی گرم در روز، پسران 10 ساله mg/day 15، دختران 10 ساله mgr/day 12، خانمهای حامله mgr/day 15، . زنان شیرده 
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1-1-7-دیدگاه فیزیولوژیکی 

از دیدگاه فیزیولوژیکی فلز روی برای رشد اندام و پیشرفت سریع آنها، بلوغ جنسی و باروري، سازگاری و انطباق دید، فعالیت حس بویایی و چشایی، تجمع انسولین و آزاد سازی آن و به طور وسیعتر سیستم دفاعی بدن از تمام موارد دیگر حیاتی تر و ضروری تر به نظر می رسد نیاز است. کمبود روی در بدن باعث تاخیر در رشد، عدم عملکرد درست و صحیح دستگاه ایمنی بدن، احتمال افزایش عفونتها، هیپوگنادیسم، اولیگوسپرميا، آنورکیسا، اسهال، کمبود و کاهش وزن، التیام و ترمیم ناکارآمد و دیر هنگام زخم، به وجود آمدن عیب ونقص عصبی در جنین و بالاتر از آن خطر سقط جنین، ریزش مو و طاسی، بی حالی و رخوت در عضلات و عدم ثبات ذهنی و تغییرات پوستی می شود. (83)

کمبود متعادل تا شدید فلز روی در بدن در کشورهای توسعه یافته بسیار نادرست است در حالیکه در کشورهاي در حال توسعه بسیار شایع و رایج است. بیماریها و موقعیتهای متعددی که زمینه را برای کمبود روی در بدن مهیا می سازد شامل: آنترپاتیک آکرو میداتین: بیماری ارتجاعی مروبط به کروفورم غیر جنسی، اعتیاد به الکل، عدم جذب درست و کارایی روی در بدن (نقصان در جذب روی)، سوختگی، تغذیه غیر روده ای مطلق (TPN) بدون مكملهاي روی و داروهای مشخص از قبیل: داروهای مدر (دیورتیک) پنی سیلامین، والپروت سدیم و اتامبوتول می باشد. جذب روی در بدن افراد مسن ممکن است زیر حد مطلوب آن باشد، اگر با داروی مشخصی همراه باشد و یا حتی بیماریهای قطعی و مشخص می تواند منجر به کمبود یا ضعف روی در بدن گردد. استات روی تنها داروی مجرد مورد تایید FDA برای درمان و مداواي نقص تجمع بیش از حد مس در بدن که باعث عدم جذب روی می گردد می باشد (83) 
1-1-7-1-عملکردها و فار موکولوژی:
فلز روی ممکنست دارای فعالیت تلفیق سازی ایمنی باشد و حتی ممکنست دارای فعالیت آنتی اکسیدانی باشد. روی دارای قابلیت ضد ویروسی است. همچنین توانایی افزایش قدرت با روی و دارای فعالیت حمایت از شبکیه چشم می باشد.

1-1-7-2-مکانیسم فعالیت

فلز روی برای برخی عملکرد‌های مربوط به دستگاه ایمنی بدن مورد نیاز و ضروری است. این عملکرد‌ها شامل فعالیت لنفوسیت T می باشد. کمبود روی در بدن منجر به وخیم شدن اوضاع غده تیموس، حساسیت شدید تاخیر یافته فرو برنده، کاهش در میزان و تعداد تشکیل دهنده تی لیفوسيت، کاهش عملکرد پاسخگوی و واکنش رشد دهنده تی لمفوسيت به فیتو هماگلوتینین  (PHA)، کاهش فعالیت مسمومیت زدایی لمفويست T ، از بین برنده سلولهای ضعیف شده، عملکرد ضعیف ماکروفاژها، عملکرد‌های ضعیف نوتروفیل وتولید ضعیف آنتی بادی مکمل روی می تواند عملکرد‌های نقصان یافته دستگاه ایمنی بدن را ترمیم کند. عملکرد‌های نقصان یافته ای که به جهت کمبود روی در بدن به وجود آمده و حاصل شده اند. شواهد کمی مبنی بر اینکه مکمل روی پاسخ‌های دستگاه ایمنی بدن را افزایش می دهد (در آنهایی که بدنشان از کمبود روی رنج می برد) وجود دارد. مصارف بالای روی حتی ممکن است متوقف کننده دستگاه ایمنی نیز باشد. مصرف مکملهای روی ممکنست در اشخاص مسن سالم عمکلرد خوبی را از خود نشان دهد، افرادی که به طور حاشیه ای و به ندرت دارای کمبود روی می باشند. مکانیسم‌هایی که تاثیرات روی را بر دستگاه ایمنی نشانی می دهد تماما توسط دانشمندان شناخته شده است. روی ممکنست فعالیت آنتی اکسیدان ثانویه داشته باشد. روی تحت شرایط فیزیولوژیکی فعالیت کاهش دهندگی از خود نشان نمی دهد. روی می تواند ساختار پوستی را توسط توانایی آن در تثبیت سازی فسفولیپید تحت تاثیر قرار دهد. همچنین می تواند مکانهایی را تحت اشغال قرار دهد، مکانهایی که در غیر آن صورت دارای فلزهای فعال رداکس همانند آهن می باشند. این تاثیرات ممکن است بتواند از پوست و غشاء‌های بافتها و اندامها در مقابل آسیب‌های اکسیداسیون مراقبت کند. روی حتی شامل ساختار سوپراکسید مس- روی دیسموتاس (Cu/zn- soD) می باشد (83) فلز روی دارای یک نقش ساختاری در Cu/ zn- soD می باشد. روی حتی می تواند دارای فعالیت آنتی اکسیدان به صورت همکاری آن با پروتئین مس- متالوتايونين باشد. مکانیسم تاثیر روی بر دوره درمان سرما خوردگی ارائه شده است عبارتست از نقش بازدارنده روی در اعمال متقابل رینو ویروس و / یا بازداری ویروس از اینکه به داخل سلول نفوذ کند. روی در شکل دادن اسپرمهای انسانی و حیوانی و همچنین متابولیسم تستوسترون دخیل است.
1-1-8-محرکهای دارویی:

نقصان در جذب روی در یک معده خالی بین 40 تا 60 درصد تفاوت می کند. جذب کسری روی به همراه غذا به نظر کمتر به چشم می خورد. هیستیدین "روی"، میتیونین روی، و تجمع‌های سیستئين روی به صورت خیلی بهتر نسبت به فرمها و گونه‌های دیگر مکملهای روی جذب می شوند. روی بیشتر از میان روده کوچک جذب بدن می گردد. بیشتر روی بلعیده شده توسط ژژونوم جذب می گردد. مکانیسم دقیق میزان روی فرستاده شده به داخل آنتروسیت هنوز غیر واضح و حل نشده می باشد.
انتقال دهنده‌های روی در مدلهای حیوانی شناسایی شده اند. همینکه روی در داخل آنتروسیت قرار گرفت. می تواند برای پروسه‌ها وفعالیت‌های مربوط و وابسته به روی مورد استفاده قرار گیرد. در اینجا باید به متالوتایونین وابسته باشد و در داخل آنتروسیت نگهداری و یا از میان سلولها عبور می کند. میزان "روی" یی که به داخل پلاسما هدایت می شود وابسته به آلبومین (در حدود 80 درصد)، آلفا – 2 – ماکروگلوبین (در حدود 18%) و به برخی پروتئین‌ها از قبیل ترنسنفرين و سرولوپلاسمين (در حدود 2 درصد) می باشد. دفع روی نیز بیشتر از طریق مسیر گوارشی- روده ای صورت می گیرد. (بخشهایی که مربوط و در ارتباط با روده می باشد) بیشتر محرکهای دارو شناختی در انسان هنوز ناشناخته است و مطالعات همچنان در این موارد 
ادامه دارد. (83).
1-1-9-نتیجه 

کمبود روی در بدن نشان داده است که می تواند در آسیب رساندن به سیستم ایمنی بدن موثر واقع گردد. می تواند عملکردهای لمفوسیت T,B را کاهش داده و پاسخها و واکنشهای سریع به میتوژنها را تحت تاثیر منفی خود قرار دهد. علاوه بر آن می تواند فعالیت بیولوژیکی بسیاری از لمفوسیتها را کاهش دهد. کمبود روی نشان داده که می تواند انتقال جفتی، آنتی بادیها از مادر به جنین را کاهش دهد. حتی مقدار کم کمبود روی در بدن نشان داده است که می تواند یک نوع عدم توازن در سلولهای میانی و ایمنی همورال ایجاد نماید. مکمل‌های ضروری در بدن بسیاری از نقصانهای ایمنی دیگر را در موارد گسترده در خارج از بدن (در لوله آزمایش و مطالعات انسانی و حیوانی) معکوس گرداند. استفاده از روی در دوران کودکی می تواند کودکان را از ابتلا به ذات الریه یا سینه پهلو تا 41% حفظ نماید. و همچنین موارد مربوط به اسهال را در کودکان تا 25% کاهش دهد. و این همه بر اساس تحقیقات و مطالعات تصادفی و کنترل شده در کشورهای در حال توسعه می باشد. بر اساس این تحقیقات فلز روی موجود در بدن موثرترین راه برای درمان و جلوگیری از ذات الریه در کودکان و همچنین درمان اسهال در جمعیتهای کشورهای در حال توسعه می باشد (10) مساله قابل توجه در این تحقیقات اینست که عفونتهای تنفسی و ذات الریه علی الخصوص، باعث تقریبا مرگ و میر 
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 بچه‌ها و کودکان در کشورهای در حال توسعه می باشد.بسیاری از افراد مسن سالم و بسیاز از افراد مسن که دارای یک نوع عدم سلامتی در بدن خود می باشند دارای نوعی کمبود قابل توجه روی می باشند. مکمل‌های روی در بدن این افراد می تواند درمان عملکردهای ناقص تی لمفوسیت و بیماریهای مربوط به آن موثر واقع گردد. همینطور این مکملها می توانند اثرات و نتایج مختلفی در بازگرداندند سیستم ایمنی بدن به حالتهاي قبل از بیماری داشته باشند. آسيبهاي متابولیسم و همینطور کمبود روی در بدن با تورم همراه است برخی تورمهای توپی شکل در بدن و آرتریت روماتوئيد شامل می شود و استفاده از مکملهای روی ومیزان روی کافی در بدن در درمان نواحی مربوط به روده بسیار جالب است . برخی از شواهد اولیه کلینیکی نیز وجود دارد که ورود روی کافی به بدن می تواند در برخی موارد در میان ارتریت روماتوئید مفید واقع شود. روی موجود در پلاسما در این بیماری از بین می رود و کمبود روی مانع از عکس العمل لمفوسيت در برخی بیماریها می گردد. فلز روی تخریب شده در بدن با بیماری HIV نیز ارتباط دارد، علاوه بر آن می تواند بر عفوننتهای جدی تر نیز تاثیر گذار باشد (83) مکملهای روی می تواند در افزایش تعداد سلولهای لمفوسیست T CD4 و کاهش عفونتهاي باکتریائی در میان بیماران مبتلا به ویروس HIV موثر باشد. افزایش روی در بدن، بسیاری از مشکلات ناباروری مردان و زنان را در افرادی که از کمبود روی رنج می برند را مرتفع ساخته است. میزان مناسب و کافی روی در بدن برای شکل دهی مناسب به بلوغ اسپرماتوز ضروري و حیاتی است. فلز روی در موارد مربوط به زنان باردار نقش مهی ایفا می کند. و نقصان و آسیب در متابولسیم روی می تواند تاثیرات معکوسی بر شخص باردار و بر رشد جنینی داشته باشد. فلز روی حتی بر روي کودک و نوزاد تازه متولد شده نیز موثر است از آنجایی که تنها راه ورود روی به بدن از طریق شیر مادر است. (در ماههای اولیه زندگی) کودکان نارس حتی بیشتر در خطر ابتلا به کمبود روی می باشند.
تحقیقات نشان می دهد که تزریق و خوراندن پانزده میلی گرم روی به مادران باردار یا مادرانی که دارای کودک شیر خوارند در افزایش وزن فرزند و کودکشان موثر واقع شود. گزارشي نیز اخیرا ارائه شده است که نشان می دهد مصرف 100 میلی گرم روی دوباره در هر روز به همراه غذا می تواند در از بین بردن بردن لکهای صورت و بدن تاثیر گذار باشد (115)
1- تناقضات: روی در افرادی که دارای حساسیت شدیدند نسبت به هر مكملي که اندکی روی در آن موجود باشد عکس العمل نشان می دهد و برای این گونه افراد توصیه نمی شود.

2- احتیاط و مراقبت: زنان باردار و مادران بچه دار باید از مصرف روی بیش از میزان RDA (15 میلی گرم در هر روز برای زنان باردار و 19 میلی گرم برای زنانی که کودک خود را شیر می دهند در شش ماهه اول و 16 میلی گرم برای زنان شيرده در شش ماهه دوم) خود دارای نمایند.
3- عکس العمل‌هاي معکوس: مصرف روی تا حد 30 میلی گرم روزانه معمولا به راحتی قابل تحمل است مصرف بیشتر از آن ممکن است اثرات معکوس داشته باشد اثرات آن می تواند در قسمتهای مربوط به روده، مشاهده گردد مواردی از قبیل حالت تهوع، استفراغ،و ناراحتیهای روده ای. اثرات و عکس العملهای معکوس دیگر را می تواند شامل احساس کردن طعم فلزی در دهان،  سر درد و خواب آلودگی نیز باشد.
4- گزارشاتی نیز مبنی بر اینکه مصرف بالای روی در افراد می تواند کلسترول HDL را کاهش دهد وجود دارد. مصرف شدید و مضمن روی می تواند در کمبود مس و هیپوکرومیک و میکروستیک آنمی ثانویه را به واسطه مصرف بالای روی منجر گردد. مصرف بالای روی در بدن می تواند مختل کننده دستگاه ایمنی باشد. 
1-1-9-1فعل و انفعالات 

داروها 

· بيسفوسفونات
: مصرف پیوسته و مداوم این دارو به همراه روی ممکنست باعث کاهش جذب بيسفوسفونات و هم روی گردد.

· کوئینولون 
 اسپيروفلاكسين، گاتيفلاكساسين، ليوفلاكساسين، لومافلاكساسين، موكسي فلاكساسين،نور فلاكساسين، اوفلاکساسین، اسپارفلاکساسین، تروافلاکساسین): مصرف پیوسته و مداوم این دارو می تواند در کاهش جذب هم کوئینولون و هم روی تاثیر باشد.
· پنی سیلامین
  مصرف پیوسته این دارو نیز در کاهش جذب پنی سیلامین ورودی موثر است.
· تتراسایکلین 
 (دوکسی سایکلین، مونوسایکلین، تتراسایکلین): مصرف همزمان و مستمر تتراسایکلین و روی باهم می تواند در کاهش جذب هم تتراسایکلین و هم روی موثر باشد. 
1-1-9-2مکملهای مغذي (83) 


Nutritinal supplement
-کلسیم: مصرف همزمان و پيوسته کلسیم و روی ممکنست در کاهش جذب روی پس از دوران یائسگی در زنان موثر باشد. 
- مس: مصرف همزمان مس وروي می تواند در كاهش جذب مس تاثیر گذار باشد. مصرف زیاد روی می تواند در جهت منفی در میزان مس موجود در بدن تاثیر گذار باشد و این اساس و پایه مصرف بالای روی برای درمان بیماری ویلسون می باشد. این طور به نظر می رسد که مصرف بالای روی در بدن ترکیب پروتئین متالوتایونین وابسته به مس را در سلولهای مخاطی نواحی روده ای مورد تاثیر قرار دهد. متالوتایونین می تواند مس را جدا نماید واین می تواند مس را برای جذب به بدن غیر قابل دسترس نماید.

- L- سيستيئن: مصرف همزمان این ماده بار روي می تواند در افزایش جذب روی موثر واقع شود.

- L- هیستیدین: مصرف همزمان این ماده با روی می تواند در افزایش جذب روی موثر واقع شود.

- هگزافسفات انیوستیول: مصرف همزمان این ماده با روی می تواند باعث کاهش جذب روی در بدن گردد. 

- آهن: مصرف همزمان این ماده با روی می تواند باعث افزایش پیشرفت در جذب روی در بدن گردد. 

-L میتيونين: مصرف همزمان این ماده با روی می تواند باعث افزایش و پیشرفت در جذب روی در بدن گردد. 
- N- استیل- L- سيستيئن (NAC): مصرف همزمان این ماده با روی می تواند باعث افزایش و پیشرفت در جذب روی در بدن گردد.
- نمکهای فسفات: مدیریت همزمان روی و فسفات باعث کاهش در جذب روی می گردد.
غذاها:

· کافئين: مصرف همزمان قهوه، نوشیدنیهای کافئينه شده و یا کافئین و "روی" می تواند باعث کاهش جذب روی در بدن گردد.

·  پروتئینهای شامل سيستئين: غذاهای سرشار از پروتئين‌های شامل سيستئين (برای مثال: بافت عضلاني حیوانات) می تواند در افزایش و پیشرفت جذب روی موثر واقع شود و اگر به طور همزمان مصرف گردد.
· اسید اکسالیک: مصرف همزمان روی به همراه غذاهایی که سرشار از اکسالیک اسید باشد (مانند: اسفناج، سیب زمینی شیرین، ریواس و لوبیا) ممکنست در جذب روی تاثیر گزارده و باعث کاهش جذب گردد.
· اسید فيتيك: مصرف همزمان روی و غذاهایی که سرشار از اسید فيتيك می باشند (نانهای غیر مخمر، لوبیای خام، دانه نباتات، آجیل، حبوبات و سبوس) ممکنست باعث کاهش جذب روی گردد.
· چای: مصرف همزمان چای (تانين‌ها) و روی می تواند در کاهش جذب روی تاثیر گذار باشد.
1-1-9-3-نحوه مصرف روی:
فرمهای متعددی از مصرف روی وجود دارد. این فرمها شامل گلوکونیت روی، اکسید روی، اسپارتایت روی، پیکولينات روی، سیترات روی، مونومتیونین روی و هيستیدین روی می باشند. مصرف معمولي روی در حدود پانزده میلی گرم روزانه است. بورد تغذیه و خوراک آکادمی ملی علوم رژیم غذایی پیشنهاد ذکر شده را برای روی ارائه کرده ست. : (RDA) 

جدول 1-3
	سن ( برحسب سال) و یا موقعیت 
	RDA (میلی گرم در هر روز)

	1-0

10-1

مردان +51-11

زنان+ 51-11

زنان باردار

زنان بچه دار

شش ماهه اول 

شش ماهه دوم 
	5

10

15

12

15

19

16


1-1-2-متابوليسم آهن در بدن (Iron Metabolism)
آهن عنصر شماره 12 جدول تناوبي متناوبي بوده و وزن اتمي‌آن در حدود 56 گرم بر مول است. يكي از چهارمين عناصر فراوان و دومين فلز فراوان در سطح زمين مي‌باشد. آهن براي بيشتر موجودات زنده عنصري اساسي است و در مراحل گوناگون و مهم مكانيسم‌هاي اكسيداتيو سلولي و به منظور انتقال اكسيژن به بافتها شركت مي‌كند. آهن يكي از اجزاء كروموپرتئين‌هاي حامل اكسيژن شامل هموگلوبين و ميوگلوبين مي‌باشد. بعلاوه در ساختمان آنزيمهاي متفاوت براي مثال سيتوكروم اكسيد از، گزانتين اكسيداز، پر اكسيداز و كاتالاز شركت مي‌كند. بخشي از آهن موجود در بدن فلاوپروتئينها Proteins (Flavoproteins) شامل سيتوكروم، دوكتاز، سوكسينات دهيدروژناز، NADH دهيدروژناز، آسيل كوآنزيم A دهيدروژناز و گزانتين اكسيداز مي‌باشد. علاوه بر اين پروتئين‌هاي آهن- گوگرد و اشكال ذخيره اي (فريتين و هموسيدرين) و انتقالي ترانسفرين فرمهاي ديگري از آهن موجود در بدن مي‌باشند (1و 2).

1-2-1-توزيع آهن در بدن:

بر اساس انتشار تشريحي، مشخصات و عمل شيميايي شش جايگاه آهن را مي‌توان توصيف نمود.

جدول 1-4 جايگاه آهن در بدن افراد سالم

	جايگاه
	مقدار آهن در جايگاه mg
	درصد آهن تام در بدن %

	آهن هموگلوبين
	2500
	67

	ذخيره آهن (فريتين، هموسيدرين)
	1000
	27

	آهن ميوگلوبين
	130
	5/3

	محل يا مخزن ناپايدار
	80
	2/2

	آهن ساير تركيبات
	8
	2/0

	آهن ترانسپورت
	3
	08/0


مقدار آهن در بدن مردان بالغ تقريبا 50 گرم  براي هر كيلو گرم وزن بدن و براي زنان 35 ميلي گرم براي هر كيلو گرم وزن بدن مي‌باشد. (1)

1-2-2-هموگلوبين

بيشترين و مهمترين جايگاه آهن در بدن هموگلوبين است. در حدود 
[image: image11.wmf]3
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آهن بدن را شامل مي‌شود. بطور طبيعي هموگلوبين حاوي تقريبا 3 گرم آهن مي‌باشد واز نظر وزن هموگلوبين حاوي 34/0 آهن است. اندازه اين جايگاه آهن در كم خوني و پلي سيتمي‌تغيير مي‌كند.(1)

1-2-3-ذخيره آهن
آهن در اين جايگاه به دو شكل فريتين وهموسيدرين وجود دارد. فريتين كمپلكسي از هيدروكسيد آهن و پروتئيني بنام آپوفريتين است كه محلول در آب مي‌باشد. هر ملكول آپوفريتين مي‌تواند 2000 اتم آهن را در خود جاي دهد. وزن ملكولي آن در حدود 460000 و آهن تقريبا 20% وزن آن را تشيكل مي‌دهد.

فريتين بطور نرمال در بسياري از نسوج پيدا مي‌شود اما وجود آن در كبد، سيستم گوارشي و مخاط روده مهمترين اهميت در متابوليسم آهن را دارا است. آهن در فريتين بشكل فريك است.

هموسيدرين يك كمپلكس آهن پروتيئن غير محلول در آب است كه حدود 37% از وزن آن را آهن تشكيل مي‌دهد. هموسيدرين غالبا در سلولهاي سيستم رتيكلو آندوتليان (مغز استخوان، سلول كوپفر كبد، طحال) وجود دارد.

هموسيدرين را مي‌توان توسط ميكروسكوپ در مقاطع بافتي رنگ شده و مغز استخوان بصورت توده يا دانه‌هايي كه داراي پيگمان با انعكاس طلايي است مشاهده نمود. مقدار جايگاه آهن بر حسب فرد در شرايط طبيعي وبيماري تغييرات زيادي دارد. بطور طبيعي در مردان بالغ مقدارش در حدود 800 تا 1000 ميلي گرم است. در زنان بالغ در حدود 200 تا 400 ميلي‌گرم است، خالي شدن جايگاه ذخيره آهن زماني كه اتلاف آهن بيش از جذب آن باشد خيلي زود بروز خواهد نمود. (1و3).

1-2-4-جايگاه انتقالي ‌آهن 

با توجه به آهن تام بدن و اينكه ميزان آهن اين جايگاه در حدود 3 ميلي گرم است مي‌توان گفت جايگاه انتقالي كوچكترين جايگاه آهن بدن مي‌باشد، ولي لازم است توجه داشته باشيم كه از نظر سينتيك اين جايگاه فعالترين جايگاه آهن مي‌باشد، زيرا آهن در آنجا بطور طبيعي داراي سرعت تغييرات و جايگزيني (Turnover) بالائي بوده كه حداقل ده بار در هر 24 ساعت انجام مي‌گيرد. جايگاه انتقالي راه واسطه اي نيز مي‌باشد. زيرا به آن وسيله آهن در جايگاههاي ديگر مي‌تواند مبادله گردد. آهن انتقالي با پروتئينهاي خاصي به نام تراسنفرين پيوند مي‌شود كه از گروه بتاگلوبولين بوده و وزن ملكولي آن حدود 80000 مي‌باشد. مكان بسته شدن آهن در هر يك از دوانتهاي مولكول گلوبرولين كروي قرار گرفته كه در هر يك از اين محلها يك اتم آهن سه ظرفيتي مي‌تواند پيوند شود يا بعبارت ديگر بر روي دو محل مذكور مكان خاص پيوند آهن قرار گرفته است، در حالي كه تراسنفرين فاقد آهن بي رنگ است. كمپلكس آهن تراسفرين صورتي رنگ مي‌باشد. بطور طبيعي تقريبا يك سوم محل پيوند آهن تراسنفرين توسط آهن اشغال شده است. بعلاوه بطور طبيعي حدود 290 ميلي گرم تراسنفرين در هر 100 ميلي ليتر سرم انسان وجود دارد و اين مقدرا ترانسفرين قادر است تقريبا 300 ميكروگرم آهن را حمل نمايد. بنابراين ترانسفرين هر دسي ليتر سرم تقريبا 100 ميكروگرم آهن را حمل مي‌نمايد. البته اين مسئله نوسان فراواني داشته وتحت شرايط فيزيوپاتولوژيك مختلف متفاوت است. حداقل 19 نوع ملكول تراسنفرين شرح داده شده اند كه از نظر ژنتيك متمايز مي‌باشند. به نظر مي‌رسد خواص پيوند با آهن و سينتيك اين انواع از هم متمايز باشند.

1-2-5-جذب آهن (Iron absorption)
بر خلاف عناصر كمياب ديگر هموستاز آهن داراي اين ويژگي منحصر به فرد است، كه بطور عمده بوسيله جذب تنظيم مي‌شود، نه بوسيله دفع ازآنجايي كه ظرفيت بدن در دفع آهن خيلي محدود است. به خاطر اينكه تجمع آن در بافت به سطح سمي‌نرسد، جذب آن از روده بايستي كنترل شود. به همين دليل كه بدن آهن را بسيار خوب نگه مي‌دارد فقط جذب 6 تا 12 درصد از آهن خورده شده كافي است تا تعادل آهن بدن ثابت بماند. در عين حال در حالات كمبود آهن  و در طول رشد و حاملگي جذب معده- روده اي طبيعي بايد از mg 3/1 در روز به تقريبا mg 4 در روز افزايش يابد (Jacobs. 1977) (3)

	
	مقداري كه بايد براي سنتز هموگلوبين جذب شود 
	حداقل مقداري كه بايد روزانه خورده شود 

	اطفال 
	1
	10

	بچه‌ها 
	5/0
	5

	زنان جوان غير حامله 
	2
	20

	زنان حامله 
	3
	30

	مردان و زنان بعد از يائسگي 
	1
	10


جدول 1-5 – حداقل احتياجات روزانه آهن، واحد‌ها ميلي گرم است.

1-2-5-1مكانيسم جذب آهن

پس از ورود آهن در بدن، آهن از اپي تليوم مخاط عبور نموده و به طرف شبكه مديرگي زير مخاطي پيش مي‌رود. بنظر مي‌رسد كه برداشت آهن توسط سيستم لنفاتيك انجام نخواهد شد. در برخي از انواع پستاندارن هم (Heme) مستقيما از طريق سلول اپي تليال ممكن است عبور كند. در انسان فقط جزء كمي‌از هم (Heme) (حلقه تتراپيرول حاوي آهن ) توسط سلولهاي مخاطي جذب ومستقيما عبور نموده، به پلاسما خواهد رسيد. اكثريت هم (Heme) جذب شده توسط سلولهاي مخاطي بطور آنزيماتيك به آهن آزاد وتتراپيرول تجزيه مي‌گردد آهن به محض جذب توسط سلول مخاطي به يك مكانيسم انتقال داخل سلولي نياز دارد كه اين مكانيسم هنوز كاملا روشن نشده است. واضح است كه آهن يوني فقط به شكل دو ظرفيتي جذب مي‌شود اما به محض وارد شدن به سلول يك الكترون از دست داده و به شكل تري والان يا سه ظرفيتي در آمده و آنگاه با پروتئيني بنام آپوفريتين (Apoferritin) كه يك پروتئين درون سلولي است تركيب و فريتين (ferritin) بوجود مي‌آيد.

1-2-6-فريتين سرم (serum ferritin)
اكثر آهن بدن انسان در هموگلوبين تمركز يافته و متابوليسم آهن به مقياس وسيعي به سنتز و شكسته شدن اين پروتئين مربوط مي‌گردد. 10% باقيمانده آهن در ميوگلوبين (پروتئين قابل پيوند با اكسيژن در عضله) و مقدار كمي‌در آنزيمها و ساير پروتئين‌هاي حياتي موجود مي‌شود.

ذخاير آهن بدن از فريتين وهموسيدرين ساخته مي‌شود وبنظر مي‌رسد كه هموسيدرين شكل تغيير يافته فريتين باشد. قسمت اعظم ذخاير آهن بصورت فريتين بوده اما با افزايش انباشتگي فريتين، مقدار افزايش يافته به شكل هموسيدرين ذخيره خواهد شد.

فريتين بطور طبيعي مقدار متناهي آهن دارد. بطور متوسط 2000 اتم آهن در هر مولكول فريتين موجود است. فريتين در طبيعت، در باكتريها، گياهان و حيوانات نيز يافت مي‌شود. در بدن انسان به مقدار زياد در كبد، طحال ومغز استخوان وجود داشته، ولي فريتين از سلولهاي انساني نظير اريتروسيتها، لكوسيتها و پلاكتها نيز جدا شده است.

Laufberger در سال 1937 از طحال اسب فريتين خالص را جدا نموده و آنرا پروتئين محلول در آب توصيف نمود كه 20% وزنش حاوي آهن مي‌باشد.

Leyland و همكارانش سيستم روزانه اي براي فريتين سرم نيز قائلند. علت پائين آمدن فريتين سرم نسبت به مقدار نرمال آن، كاهشي است كه در مقادير ذخيره آهن پديد مي‌آيد و تقريبا كليدي در جهت تشخيص كمبود آهن است زيرا هر گاه ذخاير آهن تهي شود، فريتين سرم سقوط خواهد نمود. كاهش مقدار فريتين سرم از 12 ميكرو گرم در ليتر نشانه كاهش و يا فقدان ذخاير آهن بدن خواهد بود. در عين حال در حالتهاي التهابي عفونت و بيماريهاي مزمن ديگر فريتين سرم متناسب با سطح ذخيره آهن نبوده، به همين خاطر براي احتياط مقدار 50 ميكرو گرم در ليتر جهت تشخيص آنمي‌فقر آهن بكار مي‌رود. در زيادي مقدار آهن، براي مثال بيماري هموكروماتوزيس آديوپاتيك يا تالاسمي‌ماژور همراه با بالا رفتن سطح فريتين سرم مي‌باشد. اگر چه مقادير بالا رفته مي‌تواند ناشي از بيماري كبد، براي مثال هپاتيت ويروسي و يا بيماري هوجكين باشد. (117 و 115)

1-2-6-ساختمان فريتين :

بلورهاي فريتين كه از كبد و طحال حيوانات مختلف بدست آمده از يك غشاء پروتئين تشكيل شده كه يك هسته مركزي آهن دارد كه حاوي 4000 اتم آهن مي‌باشد در بر گرفته است. وزن مولكولي آپو فريتين (Apoferritin) طحال اسب در حدود  450000 است. آپوفريتين از 24 جزء اصلي فرعي يا (subunits) با وزن مولكولي 18500 ساخته شده است.

فريتين گياهان و حيوانات تركيبات اسيد آمينه مشابه دارند. تمام فريتين‌ها حاوي 45 درصد اسيدهاي آمينه بدون بار و 13 تاا 15 اسيد آمينه آلانين در هر واحد مي‌باشد. ساختمان ياد شده گوياي اختلافات انواع مختلف فريتين و حتي فريتين‌هاي نسوج مختلف از همان نوع مي‌باشد. هر واحد فرعي استوانه اي شكل و تقريبا حاوي چهار هليكس موازي است.

1-2-6-2برداشت و آزاد سازي آهن توسط فريتين

مطالعات ثابت كرده است كه فريتين بر اثر ورود آهن به مولكولهاي آپوفريتين تشكيل مي‌شود. بدين طريق كه در حضور آهن فرد (Fe++) و عامل اكسيد كننده، آپوفريتين آهن را گرفته و پس از اكسيد نمودن بصورت Fe3+ در قسمت مركزي خود آنرا حفظ وذخيره مي‌نمايد ثانيا عوامل احيا كننده آهن را از مولكول ياد شده آزاد خواهد ساخت نكته مهمتر آنكه سنتز خود آپوفريتين توسط آهن تحريك خواهد شد.

Harrison و همكاران مدلي را براي برداشت آهن توسط فريتين پيشنهاد مي‌نمايد. اين مدل چنين بيان مي‌كند كه ميزان برداشت و آزاد سازي آهن با سطح منطقه مركزي كه جهت انبار يا آزاد سازي آهن بكار مي‌روند تغيير خواهد نمود. برداشت آهن سه ظرفيتي توسط آپوفريتين بسهولت انجام نمي‌گيرد و احتمالا علت آن غير محلول بودن آهن سه ظرفيتي در PH خنثي است.

مطالعات بيشتر بر روي مكانيسم برداشت آهن بطوري كه اخيرا گزارش نموده اند، فريتين حاوي يك يون فسفات در هر 9 اتم آهن مي‌باشد. Treffy و همكاران بيان مي‌دارند كه بيشتر فسفات در فريتين طبيعي در سطح هسته مركزي آهن جذب مي‌شود. آهن را مي‌توان از فريتين توسط عمل احياء جدا نمود. عوامل احيا كننده موثر كه اندازه آن از دي تيونيت آهن (در حدود 5/0 نانومتر قطر دارد) تاFADH2 , FMNH2 - كه 3/1 نانومتر هستند از كانال غشاء مدل آپوفريتين عبور مي‌نمايند.

Harrison وهمكاران ملاحظه نمودند كه چنين مولكولهايي قادرند كه از كانال جدار آپوفريتين عبور كرده و به هسته مركزي آهن دسترسي پيدا نمايند. Jones وهمكاران يافته اند كه اگر دي هيدرو فلاوين‌ها با سفارز پيوند شوند قادر به آزاد ساختن آهن فريتين نخواهد بود.

1-2-6-3-عمل فريتين در بدن 

سالها توجه داشتند كه فريتين دو نقش مهم در متابولسيم آهن بازي مي‌كند. اولا از تجمع مقدار زياد آهن "آزاد" در درون سلول جلوگيري و بشكل بي ضرر در يك غشاء پروتيئني جمع آوري مي‌نمايد. ثانيا يك ذخيره آهن تهيه نموده كه براي سنتز هم (Heme) در موقع ضروري بكار مي‌رود. بخوبي معلوم است كه بيماران مبتلا به انباشتگي آهن، نسوج آنها حاوي مقدار زيادي فريتين بوده كه اين مولكولهاي فريتين حاوي مقدار زيادي آهن خواهد بود.

1-2-6-4-فريتين سرم و مقدار آن در افراد طبيعي 

مطالعات درباره مقدار فريتين سرم نزد بسياري از افراد نرمال انجام شده كه با توجه به تجديد نظر اخير Worwood مقدار آن به سن و جنس نيز بستگي دارد.

مقدار فريتين در مردان وزنان متفاوت است معمولا فريتين سرم در مردان بيشتر از زنان جوان بوده ولي مقدار آن نزد زنان مسن بيشتر از جوانها است و آنرا در نتيجه افزايش ذخيره آهن متعاقب قطع قاعدگي  و. زايمان مي‌دانند. 

مقادير نرمال آهن سرم

دامنه نرمال آهن سرم معمولا 70 تا 150 ميكرو گرم در دسي ليتر يا 5/12 تا 0/27 ميكرومول در ليتر در مردان و در حدود 10 تا 15 درصد پايئن تر در خانمها است. اما مطالعات اخير نشان داده كه مقادير نرمال عملا دامنه اش مي‌تواند وسيعتر از اين دامنه باشد.

همچنين دامنه نرمال آهن سرم را 60 تا 160 ميكرو گرم در دسي ليتر (11 تا 27 ميكرومول در ليتر) و ميانگين 125 ميكروگرم در دسي ليتر براي بزرگسالان مرد و 100 ميكرو گرم در دسي ليتر براي زنان بزرگسال ذكر كرده اند. (116)

علاوه بر اين دامنه نرمال آهن سرم در مردان 80 تا 150 ميكرو گرم در دسي ليتر پلاسما و در زنان 70 تا 130 ميكرو گرم در دسي ليتر پلاسما نيز گزارش شده است.

1-2-7-1تغييرات روزانه در آهن سرم 

يك تغييرات روزانه در غلظت آهن سرم رخ مي‌دهد كه مي‌تواند به اندازه 50% يا بيشتر باشد. (81) به عبارت ديگر ميزان آهن سرم مي‌تواند در طول روز به اندازه 40 تا 100 ميكرو گرم در دسي ليتر تغيير كند .(5) بيشترين مقدار در ساعات 00/8 صبح است و در طول روز سقوط مي‌كند و بين ساعت 00/8 بعد از ظهر تا نصف شب به پائين ترين مقدار خود مي‌رسد.

1-2-8-اندازه گیری مقدار آهن سرم

دو روش كلي شيميايي براي اندازه گيري آهن سرم وجود دارد. در روش اول آهن از پروتئین‌های سرم که به آن متصل است بوسیله اسید هیدروکلریک جدا شده و پروتئین‌ها بعدا بوسیله تری کلراستیک اسید رسوب داده می شوند. بعد از سانتریفوژآهن بوسیله روش کلریمتریک در مایع رويي تعیین مقدار می شود. این یک روش دقیق تر است و بعنوان یک روش مرجع بوسیله کمیته بین المللی استانداردها در خون شناسی پیشنهاد شده است. از اشکالات این روش یکی این است که وقت زیاد می گیرد و دوم اینکه باید معرفها خیلی خالص باشند و گرنه بلانک با لایی مشاهده می شود. در متد دوم آهن بطور مستقیم در سوم اندازه گیری می شود، بدون آنکه پروتئین‌ها رسوب داده شوند، در اینجا باید یک تصحیحی برای جذب ایجاد شده بوسیله سرم منظور شود. چنانچه نمونه به میزان کم همولیز شده باشد يا دچار افزایش چربي خون بوده و باید به هر شکلی نمونه سرم کدر باشد، مثلا سرم‌های خیلی لیوفیلیزه شده که اغلب بعنوان سرم کنترل استفاده می شوند. تصحیحی که برای جذب سرم ذکر شد می تواند بطور نسبی زیاد بوده و موجب کاهش درستی (صحت) شود. از آنجائیکه معرفهای حساس به رنگ فقط با یون فروس عمل می کنند، نیاز به یک معرف احیاء کننده خواهد بود. در این روشها اسکوربیک اسید از جمله موادی است که بعنوان احیا کننده بکار گرفته شده است.

1-2-8-1- ملاحضات کلی: 

برای تمام معرفها از آب دوباره تقطیر شده و یا دیونیزه با کیفیت بالا استفاده می شود. محلولهای بدون آهن برخی از معرفها را از تولید کنندگان آن می توان تهیه نمود. که از نظر کیفیت رضایتبخش هستند. گاهی لازم است که سریهای مختلف معرفهای تولید شده بوسیله کارخانه‌های مختلف را آزمایش کنیم تا ببینیم کدامیک بلانک کوچک قابل قبولی دارد. ظروف شیشه ای و ظروف پلاستیکی باید با اسید نیتریک رقیق شده به نسبت 4:1 شسته و سپس با آب مقطر کاملا آب کشیده شوند از لوله‌های پلاستیکی یکبار مصرف هم می شود استفاده کرد و در صورتی که امکان استفاده از اینها باشد، ارجع هستند.

1-2-8-2 اندازه گیری آهن سرم با رسوب پروتئینی: 

اولین روش استفاده از تری کلرواستیک اسید است.

در این روش با استفاده از محلول  حاوی HCIو  TCA، آهن از پروتئین جدا و پروتئین رسوب داده می شود. سپس صاف شده و با استفاده از مخلوط سدیم استات- اسکوربیک اسید در PH مناسب عمل احیاء آهن به یون فروانجام می شود و بدنبال آن در واکنش با فروزین (ferrozine) به کمپلکس رنگی تبدیل می شود.

استاندارد آهن ذخیره mg/dL 50 mmole fe/L) 9/8 ) دقیقا mg 250 آهن خالص (اداره بین المللی استانداردها S.R.M937 ) را در حدود ml 3 اسیدکلریدریک غلیظ در یک ظرف مدرج 5 دسی لیتری حل می کنیم بعد از اینکه همه آهن حل شد با آب تا حجم dL 5 رقیق می کنیم. یا g 755/1 معرف آهن fe(NH4)2 (So4)2 6H2o را در آب حل کرده چند قطره اسید هیدرو کلریدریک اضافه و تا حجم dl5 با آب رقیق می کنیم.

1-2-8-3 اندازه گیری آهن سرم بدون رسوب پروتئینی: 

اصول این متد آسان و سریع بوده و نسبت به متدقبل به سرم کمتری نیاز دارد، اما به اندازه آن دقیق نیست. در این روش نتایجی ممکن است بخاطر اندکی همولیز، با نمونه‌های سرم کدر، کمی بالا باشد. 

بافر استات با 5/4: PH اضافه می شود تا آهن را از پروتئین جدا کند بدون آنکه پروتئین را رسوب دهد. جذب بلانک جهت اصلاح جذب سرم اندازه گیری می شود، سپس معرف رنگی اضافه و بعد جذب آن خوانده می شود.

1-2-9 اندازه گیری ظرفیت پذیرش آهن سرم:

معمولا ترانسفرین با آهن اشباع نمی شود، بدین معنی که آن قادر است بیشتر از آهنی که در سرم وجود دارد به خود جذب و حمل کند، مقدار آهنی که می تواند علاوه بر SI به ترانسفرین متصل شود تا آن بطور کامل اشباع شود. بنام ظرفیت پذیرش آهن غیر اشباع يا پنهان نامیده می شود.(latent or UIBC) یا unsaturated iron- binding capacity اگر آهن سرم (SI) به UIBC اضافه شود ظرفیت تام پذیرش آهن یا TIBC بدست می آید.

1-2-9- روش اول: 

اولین روش یک روش مستقیم است که در آهن سرم با بافر با 8/7: PH و مقدار کافی یون فریک مخلوط می شود، تا ترانسفرین از آهن اشباع شود. در این PH آهن اضافی که به ترانسفرین متصل نشده با معرف رنگی واکنش خواهد داد، اما آهن متصل شده به ترانسفرین واکنش نخواهد داد، اختلاف بین مقدار مشخص آهن اضافه شده و مقداری که بعد از اتصال آهن به ترانسفرین اندازه گیری می شود بیانگر مقدار آهن متصل شده به ترانسفرین است که ظرفیت پذیرش آهن غیر اشباع يا پنهان نامیده می شود( UIBCيا LIBC)

1-2-9-2-روش دوم (روش رزین):

 این روش که جهت اندازه گیری ظرفیت پذیرش آهن سرم بکار می رود، می تواند جهت اندازه گیری آهن سرم نیز مفید باشد.

در این روش از یک زرین تعویض کننده یون برای جدا کردن آهن اضافي،  از سرم اشباع شده توسط آهن، قبل از تعیین مقدار به روش کلریمتری استفاده می شود. چنانچه این روش بدون استفاده از محلول اشباع کننده انجام شود، آنچه اندازه گیری می شود آهن سرم خواهد بود.

اگر چه این روش مرحله رسوب دادن ندارد، ولی نتایج خوبی برای بیشتر نمونه‌های سرمی لیپمیک یا کدر داده است.

1-2-9-3- روش سوم: 

ظرفیت پذیرش آهن و آهن سرم را می توان با استفاده از آهن رادیو اکتیو Fe 59 بسرعت تعیین مقدار کرد. این ایزوتوپ امواج پر انرژی گاما ساطع می کند که قابل اندازه گیری است. این روش بوسیله ، Herbert توسعه پیدا کرد . او از هموگلوبین پوشیده شده با چارکول (Charcoal) برای جدا کردن آهن آزاد و متصل به پروتئین استفاده کرد، اما اخیراز یک رزین تعویض یون استفاده می شود.


فصل دوم 
(2) مواد، وسايل، روشها
2- مواد، وسایل، روشها 

بیش از نیم قرن است که روشهای اندازه گیری آهن در پلاسما را توصیف نموده اند و به جرات می توان گفت که بیش از پنجاه روش برای تعیین آهن پلاسما بیان نموده اند. که شاید بیش از نیمی از آنها مربوط به دهه گذشته است. آنچه امروز به شناخت آن واقف هستند ازدیاد شیوع فقر آهن و اختلافات اندازه گیری مقادیر نرمال می باشد. از جهتی این اختلاف را در نتیجه انتخاب افراد دانسته تا اینکه به روشهای اندازه گیری آهن پلاسما مربوط باشد. علاوه بر این از وسائلی که احتمال آلودگی وجود دارد باید اجتناب کرد. وسائل مورد استفاده برای اندازه گیری آهن در سرم باید تمیز شسته شود و عاری از آلودگی فلزی باشد. بهتر است ظروفی شیشه ای را با اسید نیتریک 5 درصد، ظروف پلاستیکی را با EDTA؛ سپس آب دوبار تقطیر 
شستشو داد.

بمنظور بررسی اثرات تداخلی فلز روی بر متابولیسم آهن، انجام یک سری از آزمایشات مختلف، کیفیتی و کمی لازم به نظر می رسید که در طول پروژه تحقیقاتی انجام گرفت و  کلیات آن به شرح ذیل ارائه می گردد. 

2-1 مواد

جهت انجام این پروژه از مواد شیمیایی مختلف که در کارخانجات بین المللی و عمدتا در شرکت سیکما و مرک تهیه شده استفاده نموده ایم.

2-2- وسایل و دستگاههای آزمایشگاهی مورد استفاده:

دستگاه اسپکتروفتومتر ساخت کارخانه Agilen ، مدل 8453

دستگاه بن ماری همراه باهم زن 

دستگاه PH متر 

3-3- روشهای دستگاهی

در این پروژه از روشهای آزمایشگاهی مختلف استفاده شده که اهم آنها عبارتند از: تتیراسیون اسپکترو فتومتری، دیالیز تعادلی... 

در این پروژه تحقیقاتی برای تهیه کلیه محلولها از آب دوبار تقطیر شده استفاده شده است تا از تاثير عناصر مختلف بر آزمایشها کاسته شده و از این طریق تداخلی ایجاد نگردد. همچنین تا آنجایی که امکان داشته از ظروف پلاستیکی که قبلا با محلول EDTA شستشو داده شده و یا یکبار مصرف جهت انجام آزمایشات استفاده شده است و در مواقع ضروری از ظروف شیشه ای که با محلول 5 درصد اسید شستشو داده شده بودند، استفاده بعمل آمده است.

2-4 آزمایشات تیتراسیون اسپکتروفتومتری :

در این سری از آزمایشات به طریق گوناگون اثرات فلز روی را بر روی جذب آهن توسط آپوترانسفرین و اثر فاکتورهای مختلف همچون غلظت، PH، ظرفیت یون و ... را در این مورد بررسی نموده ایم. چرا که مولکول ترانسفرین به عنوان مهمترین پروتئين اتصال دهنده آهن در سرم یا پلاسما بوده و بیش از 99 درصد آن در جریان خون با این پروتئین حمل می گردد.

2-4-1 تعیین طول موج  ماکزیمم:

در این قسمت طول موج ماکزیمم توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در محدوده 190 تا 600 نانومتر برای محلول ترانسفرین به تنهای و سپس در حضور آهن و دیگر مواد مورد نظر تعیین گردید و در نهایت اثر روی (ZN) را بر روی جذب ماکزیمم مورد بررسی قرار دادیم. آزمایشات بعدی با توجه به طول موج ماکزیمم بدست آمده در این مرحله انجام شدند.

در همین حال اثرات فوق را برای دیگر پروئین سرم مثل متالوتایونین و اسیدهای آمینه ای همچون تریپتوفان، لیزین، تیروزین، آرژنین نیز انجام دادیم که نتایج حاصل در بخش بعدي تشریح شده اند.
2-4-2- بررسی چگونگی جذب آهن توسط آپوترانسفرین:

در این مرحله از آزمایشات، میزان اتصال آهن به ترانسفرین را تحت شرایط مختلف مورد بررسی قرار دادیم. در این آزمایشات از محلول تریس هیدروکلرید 100 میلی مولار بعنوان بافر استفاده شده است.

محلول ترانسفرین، شامل 5 میلیگرم آپوترانسفرین در یک میلی لیتر بافر بود mg/ml 5 محلول آهن از غلظت‌های مختلف، نیترات آهن III در محلول بافر تهیه شده است. برای این منظور، محلول آهن را بصورت mg/ml 1 تهیه کرده و با بکار بردن حجم‌های مختلف از آن، غلظت‌های مورد نظر آهن را استفاده نمودیم.

2-4-2-1 اثر غلظت مختلف آهن بر روی باندینگ با ترانسفرین

به تعدادی لوله آزمایش که حاوی 5/0 میلی لیتر از محلول ترانسفرین بودند، بترتیب 0، 112، 224، 336، 448 و میکرو لیتر در محلول (mg/ml1) آهن اضافه کرده، حجم را توسط بافر به یک میلی لیتر رساندیم، به این ترتیب غلظت‌های آهن برابر 0، 2، 4، 6، 8 میلی مولار بدست آمده. پس از اینکه به مدت یکساعت در حرارت آزمایشگاه انکوبه شدند، جذب آنها را در طول موج 465 نانومتر قرائت کردیم.

2-4-2-2 اثر زمان بر روی باندینگ آهن با ترانسفرین

در این آزمایش، به لوله‌های آزمایش ابتدا 5/0 میلی لیتر محلول ترانسفرین افزوده و سپس به تمامی آنها یک بار 80 میکرولیتر و بار دیگر 320 میکرولیتر از محلول آهن اضافه نمودیم و حجم را توسط بافر به یک میلی لیتر رساندیم. لوله‌ها را بترتیب بمدت 0، 20،30، 40، 50، 60، 70 دقیقه انکوبه کرده و آنگاه در طول موج 465 نانومتر، جذب آنها را قرائت نمودیم.

2-4-2-3 اثر یون بیکربنات بر روی باندینگ آهن با ترانسفرین 

آنبون بیکربنات به عنوان یک واسطه برای اتصال آهن با ترانسفرین از اهمیت ویژه ای برخوردار می باشد لذا در این بخش برای بررسی اثر یون بیکربنات، به تعدادی لوله آزمایش که حاوی 5/0 میلی لیتر محلول ترانسفرین و 200 میکرولیتر محلول آهن بود، مقادیر مشخصی از یون بیکربنات را افزوده و سپس حجم کلی لوله‌ها را توسط بافر به یک میلی لیتر رساندیم. در این حال لوله‌ها بترتیب نسبت به آنیون بیکربنات 0، 005/0، 01/0، 02/0، 04/0 و 08/0 مولار بودند. پس از انکوبه شدن به مدت یکساعت در حرارت آزمایشگاه جذب آنها در طول موج 465 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت گردید.

2-4-2-4 اثر سیترات بر روی باندینگ آهن با ترانسفرین 

برای جلوگیری از رسوب آهن موجود در محیط آزمایشات، از سیترات استفاده می شود لذا ابتدا بایستی مخلوط مناسبی از آهن و سیترات را به دست آورد. برای این منظور نسبت‌های مختلفی از آهن و سیترات را تهیه کرده و اثر آنرا بر روی ترانسفرین مطالعه نمودیم.

2-4-2-5 اثر غلظت مختلف اکسالات بر روی باندینگ آهن با ترانسفرین:

برای بررسی نقش اکسالات، غلظت‌های مختلفی ا زمحلول Fe-Oxa با نسبت 1:20 را تهیه کرده و با محلول ترانسفرین انکوبه نموده و پس از یکساعت جذب آن را در 465 نانومتر اندازه گیری کردیم. آزمایش را با افزودن آنیون بیکربنات M 02/0تکرار نمودیم تا اثر این یون را همراه با معرف جلوگیری کننده از رسوب آهن نیز بررسی نموده باشیم.

2-4-2-6 اثر PH بر روی باندینگ آهن با ترانسفرین 

در این مرحله، اثر PH را مورد بررسی قرار داده و نشان دادیم که مناسبترین pH برای انجام عمل اتصال، همان pH فیزیولوژیک یعنی 4/7 می باشد. با افزودن اسید در غلظت‌های مختلف، ماکزیمم باندینگ آهن با ترانسفرین را مطالعه نمودیم.

2-4-3 بررسی اثر روی 

بررسی نقش روی بر روی اتصال آهن به مولکول ترانسفرین، بخش دیگری از آزمایشات مروبط به این قسمت می باشد و هدف آن است که بدانیم آیا عنصر روی می تواند جای آهن در مولکول ترانسفرین را اشغال کند؟ این مسئله به صور مختلف قابل بررسی می باشد که از جمله اثر روی بر روی باندینگ آهن و ترانسفرین، اثر غلظت‌های مختلف روی بر روی باندینگ و اثر رقابتی روی با آهن مورد مطالعه قرار گرفته‌اند.

2-4-3-1 اثر غلظتهای مختلف آهن وروی بر ترانسفرین 

به تعدادی لوله آزمایش که حاوی 5/0 میلی لیتر از محلول ترانسفرین بودند. به ترتیب 0 و 112/0 و 224/0، 336/0، 448/0، 560/0 میلی لیتر از محلول (mgr/ml) 1 آهن و به همین میزان محلول روی اضافه می کنیم حجم را توسط بافر به 2 میلی رساندیم. به این ترتیب غلظتهای آهن ورودی برابر 0، 2، 4، 6، 8، 10 میلی مولار بدست آمد پس از اینکه به مدت یکساعت در حرارت آزمایشگاه انکوبه شدند، جذب آنها را در طول موج 465 نانومتر قرائت کردیم.

2-4-3-2 تعیین اثر غلظت مشخصی از بی کربنات بر باندينگ غلظتهای مختلف آهن با ترانسفرین 

در این بخش به تعدادی لوله آزمایش که حاوی 5/0 میلی لیتر محلول ترانسفرین و 08/0 میلی لیتر محلول بی کربنات بود مقادیر مشخصی از آهن را افزوده و سپس حجم کلی لوله‌ها را توسط بافر به cc 2 رساندیم، در این حالت لوله‌ها به ترتیب نسبت به آهن 0 و 005/0 و 01/0 و 02/0 و 04/0 و 08/0 مولار بودند. پس از  انکوبه شدن به مدت یکساعت در حرارت آزمایشگاه جذب آنها در طول موج 465 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت گردید.

2-4-3-3 اثر غلظت مشخص بی کربنات بر روی باندینگ روی با ترانسفرین 

همانند قبل به تعدادی لوله آزمایش که حاوی 5/0 میلی لیتر محلول ترانسفرین و 08/0 میلی لیتر محلول بی کربنات بود مقادیر مشخصی از روی zn افزوده شد و سپس حجم کلی لوله‌ها توسط بافر به cc 2 رساندیم. در این حال لوله‌ها به ترتیب نسبت به روی 0، 005/0،01/0،  02/0، 04/0، 08/0 مولار بودند. پس از انکوبه شدن به مدت یکساعت در حرارت آزمایشگاه جذب آنها در طول موج 465 نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت گردید.

2-4-3-4 اثر غلظت مشخص بي كربنات بر باندينگ آهن با ترانسفرين در حضور روي:

به تعدادي لوله آزمايش كه حاوي 5/0 ميلي ليتر محلول ترانسفرين و 08/0 ميلي ليتر محلول بي كربنات بود مقادير مشخص از روي و آهن به يك نسبت افزوده شد و سپس حجم كلي لوله‌ها توسط بافر به حجم cc 2 رسانديم كه دراين حالت نسبت به غلظت روي و آهن) به ترتيب 0، 005/0، 01/0، 02/0، 04/0، 08/0 مولار بودند. و پس از انكوبه شدن به مدت يكساعت در شرايط محيط جذب آن در طول موج 465 نانومتر توسط دستگاه  uv-vis قرائت شد.

2-4-3-5 اثر غلظتهاي مختلف روي در باندينگ باترانسفرين در حضور يون بي كربنات 

به تعدادي لوله آزمايش كه حاوي 2/0 ميلي ليتر محلول ترانسفرين و 08/0 ميلي ليتر محلول بي كربنات باشد مقادير 0، 044/0، 089/0، 134/0، 179/0، 224/0 ميلي ليتر از محلول روي (mgr/milt 1) اضافه كرده و با كمك بافر حجم كلي لوله‌ها را به يك ميلي ليتر مي‌رسانيم. پس از انكوبه شدن نمونه‌ها به مدت يكساعت در شرايط محيط جذب آن را در 465 نانومتر توسط دستگاه uv-vis قرائت كرديم.
2-5- آزمايشات دياليز تعادلي:

جهت مطالعه اتصال آهن به مولكول ترانسفرين و تداخل روي در اين پروسه، از تكنيك دياليز تعادلي نيز استفاه بعمل آمد تا تاييد مجددي بر اتصال آهن و روي به ترانسفرين وهمچنين اثر مهار كنندگي روي در برداشت آهن توسط ترانسفرين باشد. تكنيك دياليز تعادلي امروزه براي مطالعه مولكولهاي مختلف آلي و معدني به ماكرومولكولهاي گوناگون (ليگاند) استفاده مي‌شود و با اين روش مي‌توان ميزان ثابت باند شدن هر ملكول به ليگاند اختصاصي اش را محاسبه كرد كه از نظر كلينيكي فوق العاده با ارزش خوهد بود. (108)

اساس اين تكنيك عبور مولكول‌هاي با وزن ملكولي كم از غشاء نيمه تراوا به طرف ماكرومولكول‌هامي‌باشد. دستگاه مورد استفاده در اين تكنيك عبارت است از يك دسيكاتور معمولي با درب شيشه اي كه در آن سوراخ‌هائي جهت نمونه برداري و تنظيم PH و همچنين عبور هوا تعبيه گشته است. در داخل دسيكاتور يك ظرف شيشه اي يا پلاستيكي دهان گشاد (بشر) قرار گرفته است كه حجمي‌معادل 2 ليتر را دارا مي‌باشد و از بافر تريس- بيكربنات پر شده است. قسمت بالاي اين مخزن طوري تعبيه شده كه به راحتي بتوان كيسه دياليز محتوي ماكرومولكول مورد آزمايش را در آن قرار داد و در ضمن هر روز بتوان از آن نمونه برداري كرد. دستگاه فوق روي يك هم زن قرار داشته و در تمام بيست وچهار ساعت بطور يكنواخت  بافر در اطراف كيسه دياليز در حال گردش است. 

2-5-1 محلول‌هاي لازم: 

بافر مورد استفاده در اين روش، همان بافر تريس 100 ميلي مولار است كه در قبل نيز از آن استفاده مي‌شد. محلول آهن- سيترات با نسبت 1:20 و محلول روي (1mg/ml) ديگر محلول‌هاي مورد استفاده مي‌باشند. چون بافر مورد استفاده در اين آزمايش حاوي بيكربنات است، در اثر مخلوط شدن مرتباط گاز co2 از آن خارج شده و ph آن تغيير مي‌كند، لذا لازم است با افزودن co2 به محيط، PH آن تنظيم گردد. براي اين منظور داخل يك ارلن مقدار مناسبي كربنات سديم افزود و از قيف سوار شده بر روي آن، به دقت اسيد سولفوريك رقيق اضافه كرده، گاز CO2 حاصل را در آب مقطر شستشو داده، سپس  وارد بافر مي‌كنيم تا PH آن تنظيم گردد (اين عمل را روزي دو بار تكرار مي‌كنيم تا تنظيم PH  كاملا رعايت شود). 

2-5-2- طرز كار با دستگاه: 

بعد از آماده كردن دستگاه، به ترتيب زير عمل مي‌كنيم. 

ابتدا به داخل كيسه دياليز كه از قبل آماده شده، و عاري از يون‌هاي فلزي است، مقدار 100 ميلي گرم ترانسفرين انساني كه در 20 ميلي ليتر بافر تريس حل شده، اضافه نموده و آنرا در ظرف حاوي بافر تريس با حجم 1800 ميلي ليتر به حالت تعليق در مي‌آوريم و با روشن كردن دستگاه عمل مخلوط كردن  شروع مي‌گردد. 

در اين حال با استفاده از سمپلر از خارج و داخل كيسه دياليز نمونه برداري كرده تا مشخص شودن كه چه مقدار كاتيون آهن در محيط وجود دارد (زمان صفر). سپس دقيقا يك ميلي ليتر از محلول سيترات آهن كه غلظت آن 5/1 ميكرومول در ميلي ليتر است. و 20 برابر غلظت آهن، سيترات همراه دارد، به خارج كيسه دياليز اضافه كرده و بعد از 24 ساعت كه عمل مخلوط شدن انجام شد، از خارج و داخل كيسيه دياليز اضافه كرده و بعد  از 24 ساعت كه عمل مخلوط شدن انجام شد، از خارج و داخل كيسه دياليز با استفاده از سمپلر نمونه برداري كرده و عمل افزايش آهن- سيترات را به مدت چهار روز ادامه داده و هر روز صبح در ساعت معين، از داخل كيسه دياليز كه حاوي آپوترانسفرين جهت اتصال آهن است و از خارج كيسه دياليز كه حاوي بافر تريس است، نمونه برداري كرده، جهت تعيين مقدار آهن مورد استفاده قرار مي‌دهيم. 

2-5-3- اثر روي بر برداشت آهن توسط ترانسفرين:

همانند حالت قبل عمل مي‌كنيم، با اين تفاوت كه در ابتدا بعد از تنظيم دستگاه و برداشتن نمونه‌هاي زمان صفر، مقدار 500 ميكروليتر محلول روي به داخل كيسه دياليز اضافه نموده و سپس محلول آهن- سيترات را به مقدار قبلي در فاصله زماني 24 ساعت اضافه مي‌كنيم. 

در خاتمه آزمايش، ميزان آهن باند شده به ترانسفرين در مجاورت مقدار معيني از يون روي اندازه گيري شده و منحني آن را رسم مي‌كنيم.

2-5-4- روش كنترل PH:

اين عمل توسط PH متر انجام مي‌شود. بدين ترتيب كه الكترود PH متر را پس از كاليبره كردن در داخل ظرف محتوي بافر قرار داده و گاز CO2 تهيه شده را وارد محلول بافري مي‌كنيم تا به تدريج PH تنظيم گردد. اين عمل هر روز صبح بعد از نمونه برداري و قبل از افزايش محلول آهن- سيترات انجام مي‌شود. 

2-5-5- طرز اندازه گيري آهن:

براي اندازه گيري آهن از روش شيميايي Brittenham (1976) به شرح زير استفاده شده است معرف‌هاي زير در آب مقطر ديونيزه تهيه مي‌شوند: 

الف- محلول رسوب دهنده پروتين:

اسيد تري كلرواستيك 
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 و اسيد هيدروكلريك M2 اين محلول در يك بطري تيره رنگ نگهداري مي‌شود و قبل از مصرف با آب ديونيزه به نسبت 1:3رقيق مي‌شود. 

ب- معرف فروزين: 

مقدار 105 mg/dl فروزين را در محلول استات سديم اشباع حل مي‌كنيم. اين محلول نيز در بطري تيره رنگ و در درجه حرارت اتاق نگهدراي مي‌شود. 

ج- استاندارد آهن ذخيره: 

محلول 1mg/ml آهن (fecl3)III را بصورت زير تهيه مي‌كنيم: 

100 ميلي گرم فريك كلريد را در 10 ميلي ليتر اسيد نيتريك غليظ حل كرده و سپس حجم را با آب به 100 ميلي ليتر مي‌رسانيم.

محلول استاندارد ذخيره را اگر به نسبت 1:100 با آب مقطر ديونيزه رقيق كنيم، استاندارد آهن مصرفي بدست مي‌آيد. 

2-5-5-1- روش كار:

150 ميكرو ليتر از محلول رقيق شده رسوب دهنده پروتئين با 50 ميكرو ليتر از نمونه يا استاندارد در يك لوله پلاستيكي مخلوط مي‌شود. درب لوله‌ها را بسته وخوب مخلوط نموده و به مدت 5 دقيقه در حرارت آزمايشگاه قرار داده و سپس در g  2000 بمدت 10 دقيقه سانتريفيوژ مي‌كنيم. 160 ميكرو ليتر از محلول روئي را به لوله ديگر منتقل نموده (به كمك پيپت پاستور) و 40 ميكروليتر از معرف فروزين را به آن اضافه كرده، در حاليكه لوله را تكان مي‌دهيم، بعد از اينكه به مدت 50 دقيقه در حرارت آزمايشگاه انكوبه شدند، جذب محلول‌ها را در طول موج 562 نانومتر اندازه گيري مي‌شود. براي بلانك، بجاي نمونه مجهول از آب مقطر استفاده مي‌شود. يك منحني استاندارد (
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 (كه با كمك رقت‌هاي مختلف از محلول استاندارد ذخيره كه به جاي نمونه به كار برده مي‌شوند، تهيه مي‌گردد. 

روش فوق را براي تعيين ميزان آهن موجود در نمونه‌هاي برداشته شده از داخل و خارج كيسه دياليز در روزهاي مختلف بكار برديم، با اين توجه كه در نمونه‌هاي داخل كيسه دياليز آهن به دو صورت باند شده به ترانسفرين و آزاد وجود دارد و قبل از انجام آزمايش توسط دترجنت Teepol كه در بافر استات با Ph برابر 8/5 حل شده است. شامل دو نوع آهن باند شده و آزاد مي‌باشد، در حاليكه در نمونه‌هاي خارج كيسه دياليز، آهن فقط از نوع آزاد مي‌باشد. در حالتي كه ترانسفرين داخل كيسه دياليز از آهن اشاع شده باشد، چون ترانسفرين ديگر آهن را مصرف نمي‌كند، لذا مقدار آهن در داخل و خارج كيسه دياليز باهم برابر مي‌شوند. 

داخل كيسه دياليز( Total Fe= (Bound+ Free) Fe

خارج كيسه دياليز -( (free) Fe

(Bound ) Fc= ( Total- Free) Fe

2-5-6- تعيين ثابت باندينگ آهن با ترانسفرين

براي تعيين اين ثابت، با توجه به اينكه آهن اندازه گيري شده در مايع داخل كيسه دياليز برابر با مجموع آهن آزاد و باند شده مي‌باشد و آهن اندازه گيري شده در مايع خارج كيسه دياليز برابر با آهن آزاد است. لذا تفاوت اين دو مقدار برابر با ميزان آهن باند شده به ترانسفرين در داخل كيسه دياليز مي‌باشد. 

نتايج اندازه گيري آهن (mg/dl) در مايع داخل و خارج كيسه دياليز درغياب روي بصورت زير مي‌باشد: 

جدول 3-1

	125
	100
	75
	50
	25
	0
	زمان 

	120/22
	604/20
	812/16
	984/14
	715/10
	025/3
	آهن كل 
[image: image15.wmf]dl

g

/

m



	296/10
	011/14
	224/13
	305/12
	007/9
	712/3
	آهن آزاد
[image: image16.wmf]dl

g

/

m

 

	824/11
	593/6
	588/3
	679/2
	708/1
	313/0
	آهن باند شده 
[image: image17.wmf]dl

g

/

m



	87/0
	12/2
	68/3
	593/4
	273/5
	66/8
	آهن باند شده /آهن آزاد


نتايج اندازه گيري آهن در مايع داخل وخارج كيسه دياليز در حضور روي بصورت زير مي‌باشد:

جدول 3-2
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حال اعداد مربوط به آهن باند را بر روي محور x‌ها و اعداد مربوط به نسبت باند / آزاد را بر روي محول Y‌ها برده ومنحني مربوط را رسم مي‌كنيم. ضريب زاويه خط حاصل نشان دهنده ثابت باندينگ آهن به ترانسفرين مي‌باشد.

فصل سوم

(3) نتايج

3- نتايج :

با توجه به آزمايشات انجام شده بمنظور بررسي اثرات تداخلي روي در راه متابوليسمي‌آهن وتكنيك‌هاي مختلفي كه در طول اين پروژه تحقيقاتي به كار گرفته شدند، نتايج به دست آمده به شرح ذيل ارائه مي‌گردد: 

3-1 تيتراسيون اسپكتروفتومتري:

نتايج به دست آمده در اين سري آزمايشات كه حاكي از اتصال آهن به مولكول ترانسفرين و رقابت عنصر روي با آهن براي جايگزين شدن مي‌باشد. به ترتيب زير مي‌باشند. 

3-1-1 تعيين طول موج ماكزيمم:

براي تعيين جذب ماكزيمم، ابتدا محلول‌هايي را به صورت زير تهيه نموديم: 

الف- محلول ترانسفرين شامل 500 ميكرو ليتر محلول آپوترانسفرين (5mg/ml) كه حجم آن توسط محلول بافر تريس حاوي M 02/0 بيكربنات به يك ميلي ليتر رسانده شده است. 

ب- به 500 ميكرو ليتر از محلول آپوترانسفرين، 200 ميكرو ليتر محلول آهن (1mg/ml) افزوده و حجم نهايي آنرا توسط بافر تريس به يك ميلي ليتر رسانيديم.

ج- به 500 ميكروليتر از محلول آپوترانسفرين، 200 ميكرو ليتر محلول آهن- سيترات با نسبت 1:20 افزوده وحجم آن با بافر تريس به يك ميلي ليتر رسانده شد. 

د- 200 ميكروليتر از محلول روي (1mg/ml) را به 500 ميكروليتر از محلول آپوترانسفرين اضاف نموده و حجم نهايي با بافر تريس به يك ميلي ليتر رسانيده شد. 

ه- 200 ميكروليتر از محلول روي – سيترات (1:20) و 500 ميكروليتر از محلول آپوترانسفرين را مخلوط نموده و حجم آنرا توسط بافر تريس به يك ميلي ليتر رسانيديم. 

و- 200 ميكروليتر از محلول آهن- اگزالات 1:20 را به 500 ميكروليتر محلول آپوترانسفرين افزوده و حجم نهايي توسط بافر تريس به يك ميلي ليتر رسانيده شد. 

پس از انكوبه نمودن لوله‌ها به مدت يكساعت در درجه حرارت آزمايشگاه در محدوده 190 تا 600 نانومتر در اسپكتروفتومتر، طول موج ماكزيمم را به دست آورديم (
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نمودار شماره 3-1-1، جذب ماكزيمم محلول تراسفرين را در 280 نانومتر نشان مي‌دهد براي محلول آهن- سيترات، طبق نمودار 3-1-2، جذب ماكزيمم برابر 465 نانومتر به دست مي‌آيد. نمودار شماره 3-1-3، نشان دهنده جذب ماكزيمم محلول‌هاي مختلف ترانسفرين و روي در مقايسه باهم مي‌باشد. 

3-1-1-2- اثر روي بر روي متالوتايونين

به يك ميلي ليتر محلول متاتايونين 4mg/ml مقدار 200 ميكروليتر محلول روي ( 1mg/ml) اضافه كرده و حجم نمونه را با بافر 2 ميلي ليتر رسانديم. آنگاه جذب ماكزيمم را اندازه گيري كرديم. در مقايسه با جذب max محلول متالوتايونين، كاهش در جذب اتفاق مي‌افتد كه بيانگر اتصال روي به متالوتايونين مي‌باشد. 

3-1-1-3 اثر روي بر روي جذب ماكزيمم اسيدهاي آمينه:

محلول يك درصد اسيدهاي آمينه تريپتوفان، L- تيروزين، ليزين و آرژينين را ابتدا تهيه كرديم، سپس يك ميلي ليتر از  هر يك از اسيدهاي آمينه فوق را با يك ميلي ليتر از محلول بافر مخلوط نموده و جذب ماكزيمم آنها را اسپكتروفتومتر تعيين نموديم. در مرحله بعد به يكي ميلي ليتر از اسيدهاي آمينه فوق، 10 ميكروگرم روي اضافه نموده و حجم را با بافر به 2 ميلي ليتر رسانيده و سپس جذب ماكزيمم آنها را به دست آورديم. 

نمودارهاي شماره 3-4، جذب ماكزيمم محلول اسيد آمينه و مخلوط اسيد آمينه – روي را باهم مقايسه مي‌كنند. همانطور كه ملاحظه مي‌شود، در اثر روي كاهشي در ميزان جذب صورت مي‌پذيرد كه احتمالا مربوطه به اتصال روي به اسيد آمينه مربوطه مي‌باشد. با توجه به اينكه در جايگاه ترانسفرين براي اتصال با آهن، اسيدهاي آمينه فوق نيز حضور دارند. اين آزمايش تاييدي است بر اينكه روي مي‌تواند از طريق اين جايگاه با ترانسفرين باندينگ داشته باشد. 
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3-1-2 بررسي چگونگي جذب آهن توسط آپوترانسفرين:

در اين بخش، آزمايشات متعددي براي نشان دادن اتصال آهن به آپوترانسفرين انجام شده كه نتايج حاصل به صورت زير مي‌باشند. 

3-1-2-1 اثر غلظت‌هاي مختلف آهن بر روي باندينگ با ترانسفرين

پس از تهيه محلول‌هاي مختلف آهن و آپرترانسفرين با غلظت مشخص از آهن و رساندن حجم توسط بافر به يك ميلي ليتر و انكوبه نمودن به مدت يكساعت در حرارت آزمايشگاه، جذب آنها در طول موج 465 نانومتر قرائت كرديم. نمودار به دست آمده حاكي از آن است كه ترانسفرين پس از اينكه توسط آهن اشباع شد، ديگر افزايش آهن به محيط آزمايش، تاثيري بر روي باندينگ آن با ترانسفرين نخواهد داشت (نمودار شماره 3-5) 

بايد توجه داشت نقاط به دست آمده بر روي منحني، هر يك نشان دهنده ميانگين محاسبه شده براي سه بار آزمايش انجام شده مي‌باشد. 

3-1-2-2 اثر زمان:

براي تعيين زمان مناسب جهت اتصال آهن با ترانسفرين، ابتدا محلول‌هاي آهن و ترانسفرين، ابتدا محلول‌هاي آهن و ترانسفرين را تهيه نموده وتوسط بافر به حجم نهايي رسانيده و براي مدت زمان‌هاي مختلف در حرارت آزمايشگاه انكوبه نموديم و آنگاه جذب آنها در طول موج 465 نانومتر قرائت نموديم. 

نمودارهاي 3-6 و 3-7 براي دو غلظت آهن (6mM, 1/5 Mm) به دست آمده است كه نشان مي‌دهند زمان انكوباسيون مناسب براي باندينگ آهن با تراسفرين برابر 60 دقيقه مي‌باشد. لذا در آزمايشات بعدي، همواره زمان انكوباسيون يكساعت در نظر گرفته شده است. 

3-1-2-3 اثر يون بيكربنات:

همانطور كه در فصل قبلي هم توضيح داده شده، آنيون بيكربنات بعنوان يك پل براي اتصال آهن با ترانسفرين از اهميت ويژه اي برخوردار مي‌باشد. براي نشان دادن اين تاثير باندينگ آهن را در حضور مقادير مختلف از اين يون مورد مطالعه قرار داديم. نتايج به دست آمده حاكي از آن است كه بيشترين ميزان باندينگ آهن به ترانسفرين در محيط 02/0 مولار نسبت به بيكربنات اتفاق مي‌افتد (نمودار 3-8) 

3-1-2-4 اثر اسيد سيتريك

اهميت سيترات بدان خاطر است كه در غياب آن، آهن در محيط آزمايش ته نشين خواهد شد لذا با افزودن سيترات، مي‌توان آهن را به صورت محلول نگاه داشت. 

براي اين منظور، ابتدا بايستي نسبت مناسبي براي مخلوط نمودن آهن و سيترات به دست آورد. لذا يك محلول آهن 2mg/ml تهيه نموده و محلول سيترات با غلظت‌هاي 10، 40، 100 ميلي گرم در ميلي ليتر بافر نيز تهيه نموديم. سپس حجم‌هاي مساوي از محلول آهن و هر يك از محلول سيترات را باهم مخلوط نموده و PH محلول را نيز با استفاده از اسيد كلريدريك يك نرمال به 4/7 رسانديم تا محلول‌هاي آهن- سيترات با نسبت‌هاي 1:5، 1:20، 1:50 حاصل گرديد. آنگاه اثر محلول‌هاي به دست آمده بر روي محلول ترانسفرين همانند آزمايش (3-1-2-3) انجام شد ومشخص گرديد كه بيشترين جذب براي محللو Fe-cit با نسبت 1:20 مي‌باشد (نمودار 3-9) بنابراين در آزمايشات بعدي هميشه اين نسبت رعايت گرديد. 

3-1-2-6 اثر PH
مناسب ترين PH براي انجام اتصال، PH فيزيولوژيك يعني 4/7 مي‌باشد. آزمايشات انجام شده نشان داد كه با افزايش اسيد كلريدريك 1/0 نرمال به محيط آزمايش، جذب كاهش پيدا نمود. نمودار شماره 3-11، ميزان باندينگ را در PH فيزيولوژيك و در حضور مقادير مختلف اسيد نشان مي‌دهد كه حاكي از ماكزيمم باندينگ در PH برابر 4/7 مي‌باشد. به عبارت ديگر افزايش  اسيد به محيط واكنش باعث مي‌شود تا آهن از ترانسفرين آزاد شود و هر چه ميزان اسيد بيشتر باشد، آهن زيادتري از ترانسفرين جدا مي‌گردد.

3-1-3 بررسي اثر روي 

براي بررسي اثر روي بر روي اتصال آهن به مولكول ترانسفرين به محلول ترانسفرين و آهن – سيترات، مقدار 100 ميكرو ليتر محلول روي (يك ميلي گرم درميلي ليتر) اضافه نموديم. پس از انكوباسيون و قرائت جذب در طول موج 465 نانومتر، طبق نمودار 3-12 مشخص شد كه روي مي‌تواند ميزان باندينگ راكاهش ويا به عبارت ديگر، روي بتدريج جايگزين آهن مي‌شود. 

آزمايش فوق را تكرار كرده، با اين تفاوت كه به محلول ترانسفرين قبل از افزودن محلول آهن- سيترات، آنقدر محلول روي اضافه مي‌كنيم كه غلظت روي در محلول بترتيب 2/0، 1 و 2 ميلي مولار به دست آيد. نمودار حاصل نشان مي‌دهد كه با افزايش غلظت روي، باندينگ آهن به ترانسفرين كاهش مي‌يابد (نمودار 3-13) 

3-1-3-1 اثر تغييرات غلظت روي 

در اين آزمايش ابتدا ترانسفرين را با غلظت‌هاي مختلف روي و روي- سيترات 1:20 انكوبه نموده و سپس بر روي آن مقدار مشخصي از محلول آهن- سيترات اضافه نموديم. حاصل كار نمودار 3-14 مي‌باشد كه نشان دهنده اثر ممانعتي روي درجذب آهن توسط ترانسفرين مي‌باشد. 

3-1-3-2 اثر رقابتي روي با آهن 

در اين قسمت چگونگي رقابت روي براي جايگزين شدن به جاي آهن در مولكول ترانسفرين، مورد نظر قرار مي‌گيرد. ابتدا ترانسفرين را با مقدار مشخصي از محلول روي انكوبه كرده (يكساعت) و سپس مقادير مختلفي از محلول آهن – سيترات به آهن اضافه نموده و بعد از انكوباسيون مجدد جذب را در طول موج 465 نانومتر قرائت كرديم. كاهش در جذب همراه با افزايش در غلظت روي بيانگر رقابت آهن و روي در باندينگ با ترانسفرين مي‌باشد. اين آزمايش در سه مرحله و با غلظت‌هاي 0، 5، 10 ميلي مولار از محلول روي انجام شده است. 

نمودار شماره 3-15، بيانگر رقابت ميان روي و آهن براي اتصال با ترانسفرين مي‌باشد. 

3-2 نتايج حاصل از آزمايشات دياليز تعادلي:

در اين روش ابتدا منحني استاندارد راتهيه نموديم. براي ان منظور از استاندارد ذخيره استفاده كرده ومحلول آهن با غلظت‌هاي، 0، 1، 2، 4، 8، 16 ميكرومولار را تهيه نموديم و مطابق روش گفته شده در فصل قبل عمل كرده و جذب هر نمونه را در طول موج 562 نانومتر به دست آورده و سپس منحني استاندارد را رسم نموديم (نمودار 3-16). 

همراه با استاندارها، تمامي‌اعمال را بر روي نمونه‌هاي جمع آوري شده نيز انجام داديم و با توجه به جذب خوانده شده و با استفاده از منحني استاندارد، غلظت آهن را در نمونه‌ها محاسبه نموديم. قابل ذكر است كه آزمايش دياليز تعادلي براي ترانسفرين در حضور وعدم حضور روي انجام شده و سه بار نيز تكرار گرديده است كه نتايج آهن در جداول 3-1، 3-2، گرد آوري شده است. براي انجام عمليات بعدي، ميانگين اين اعداد محاسبه و به كار رفته است. 

نمودار شماره 3-17 نشان دهنده جذب در مقابل زمان مي‌باشد. با بررسي اين نمودار مشخص مي‌شود كه درحضور روي ميزان برداشت آهن توسط ترانسفرين كاهش پيدا كرده و شايد از اين طريق بتوان مهاركنندگي محلول روي- سيترات را در برداشت آهن توسط ترانسفرين به اثبات رسانيد. 

مطالعه منحني‌هاي جذب ماكزيمم مربوط به نمونه‌هاي برداشت شده از داخل كيسه دياليز در زمان‌هاي مختلف نيز حاكي از اثر مهار كنندگي روي در برداشت آهن توسط ترانسفرين مي‌باشند (كاهش در جذب ماكزيمم) بطور مثال نمودار 3-18-1، جذب ماكزيمم نمونه‌هاي برداشت شده از داخل كيسه دياليز در زمان 24 ساعت در حضور و عدم حضور روي نشان مي‌دهد. همانطور كه ديده مي‌شود، در حضور كادميوم، جذب ماكزيمم ترانسفرين حدود 40-35 درصد كاهش نشان مي‌دهد. 

3-2-1 تعيين ثابت باندينگ آهن به ترانسفرين:

نمودار 3-19 را در نظر گرفته و باتعيين ضريب زاويه‌هاي خطوط به دست آمده، ميزان ثابت باندينگ آهن به ترانسفرين در غياب روي برابر
[image: image37.wmf]´

106M-1 5/790 و در حضور آن
[image: image38.wmf]´

3/639106 M-1به دست مي‌آيد كه مقايسه اين دو عدد، بيانگر كاهش ثابت باندينگ در حضور روي مي‌باشد و اين مسئله مي‌تواند مويد اثر روي در كاهش جذب آهن توسط سلول‌هاي مخاطي روده باشد. 
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شكل 3-1-2 


فصل چهارم

(4) بحث

بحث

روي به عنوان يكي از فلزات سنگين، شناخته شده كه مي‌تواند متابوليسم و فونكسيون بسياري از عناصر كمياب و ضروري بدن از جمله آهن از طريق رقابت براي ليگاند شدن در سيستم‌هاي بيولوژيكي تغيير دهد. كه البته مشخص شد نه تنها بر متابوليسم آهن بلكه بر روي وزن بدن وميزان مصرف مواد غذايي تاثير مي‌گذارد. تحقيقات زيادي درباره جذب روي و چگونگي تركيبات روي در قرصها و در تركيبات گوناگون ديگر انجام شده است. در ميان تمام عناصر مورد نياز مقدار روي در زندگي بعد از آهن دومين ماده موجود است. نگراني كه درباره كمبود جذب روي وجود دارد ناشي از كمبود روي در رژيم غذايي است چون روي نقش مهمي‌در سوخت و ساز و تغذيه انسانها بازي مي‌كند. 

در انسانها روي يكي از مهمترين عناصري است كه كمبود آن همواره با اشكال در غدد ترشحي بد عمل كردن سيستم ايمني ، نقصهاي مادر زادي جنين، نوزادان نارس، بي اشتهايي، كاهش حس چشايي مي‌شود. همچنين مسموميت با روي عوارض متعددي از جمله كم خوني را باعث مي‌شود كه ناشي از كاهش جذب آهن است. با توجه به پيدايش كم خوني در بيماران مسموم با روي و دخالت احتمالي اين عنصر در سيستم متابوليسم بدن،در اين پروژه تاثير احتمالي اين عنصر را بر متابوليسم آهن خون مورد بررسي  قرار داده ايم. براي رسيدن به اين هدف آزمايشات به صورت invitro انجام شد. 

روي پس از ورود به بدن (از طريق رژيم غذايي، اسنتشاق و...) به مواد مختلفي در پلاسما اتصال پيدا مي‌كند. يكي از مهمترين اين مواد، آپوترانسفرين مي‌باشد كه تحقيقات زيادي نشان داد اين پروتئين مي‌تواند روي را به مقدار زيادي به خود اتصال دهد. 

ترانسفرين يك بتاگلوبولين با وزن مولكولي 80 كيلو دالتون است كه پروتئين اصلي انتقال دهنده آهن در بدن مي‌باشد. آهن توسط اين پروتئين از محل جذب به جايگاه مصرف در  داخل سلول مي‌رسد. در حقيقت پس از مصرف مواد غذايي، آهن آن از طريق سلولهاي موكوسي روده جذب شده و سپس وارد جريان خون مي‌شود. در عبور آهن از سلولهاي موكوسي يك سري واكنشهاي اكسيداسيون و احيا صورت مي‌گيرد كه از مزاياي اين عنصر در بدن مي‌باشد. آهن در شكل دو ظرفيتي از غشاء سلولهاي موكوسي عبور و وارد جريان خون مي‌شود. در مايع خارج سلول، آهن در حضور سيترات وبي كربنات و به صورت عناصر سه ظرفيتي به آپوترانسفرين اتصال پيدا مي‌كند. در مرحله بعد آهن بايستي از طريق خون وارد سلولهاي هدف شود. آهن و ترانسفرين ابتدا به رسپتور اختصاصي خود در سطح سلول اتصال پيدا نموده و به روش اندوسيتوز "Endocytosis" وارد سلول مي‌گردد. 

در اين تحقيق، ما سعي كرده ايم اثرات تداخلي روي و آهن را در مرحله جذب در روده مورد مطالعه قرار دهيم. براي اين منظور آزمايشات به صورت invitro انجام شده است. 

آزمايشات Invitro:

در مرحله نخست اين تحقيق، آزمايشات اوليه بر آن هدف بنا شدند كه شرايط اتصال آهن به مولكول ترانسفرين مورد بررسي قرار گيرند. لذا شرايط لازم از قبيل زمان و PH را مورد بررسي قرار داديم و نتايج حاصله نشان مي‌دهد كه ميان آهن و روي جهت باندينگ با ترانسفرين رقابت وجود دارد و شرايط لازم براي باندينگ نيز مورد بررسي قرار گرفته است. ابتدا زمان مناسب جهت انجام عمل باندينگ محاسبه گرديد كه بهترين زمان انكوباسيون 60 دقيقه به دست آمد. (نمودار  و 3-6 و 3-7).

سپس با توجه به نظرات Farraf et al شرايط فيزيولوژيكي مناسب مورد بررسي واقع شد افزايش آنيون بيكربنات به محيط در غلظت‌هاي مختلف نشان داد كه بيشترين باندينگ آهن با ترانسفرين در ميحط 02/0 مولار نسبت به بيكربنات اتفاق مي‌افتد(نمودار 3-8). 

افزايش اسيد سيتريك نشان مي‌دهد كه جذب آهن بصورت كمپلكس با اين ماده سريع تر و بيشتر انجام مي‌گيرد و بيشترين جذب زماني است كه محلول Fe- Cit به نسبت 1:20 تهيه گرديد (نمودار 3-9)

مطالعات قبلي نيز نشان داده اند كه كمپلكس آهن واسيد سيتريك به نسبت 1:20 به مقدار بيشتر وبهتري مي‌تواند در اتصال اين عنصر با ترانسفرين دخالت نمايد. اسيد سيتريك بعنوان يك ليگاند تسريع كننده انتقال عناصري همچون آهن به داخل جريان خوش گزارش شده است، لذا اهميت اين ماده درجذب آهن از ابعاد مختلف مورد مطالعه قرار گرفته است. 

افزودن اكسالات به نسبت 1:20 نيز مي‌تواند افزايش جذب آهن توسط ترانسفرين در حضور آنيون بيكربنات را باعث شود (نمودار 3-10) 

PH مناسب همان شرايط فيزيولوژيك است و آزمايشات انجام شده نيز گوياي اين امر مي‌باشد (نمودار 3-11) در PH‌هاي پايين تر، محيط اسيدي باعث آزاد شدن آهن از ترانسفرين مي‌شود. به منظور پي بردن به مكانيسم چگونگي اثرات روي بر روي باندينگ آهن به ترانسفرين آزمايشات مختلفي انجام شده است. روي مي‌تواند ميزان باندينگ را كاهش داده و بتدريج جايگزين آهن گردد (3-12) افزايش غلظت روي، باندينگ آهن به ترانسفرين را كاهش مي‌دهد (نمودار 3-14) و در هر حال ميان روي و آهن براي باندينگ با ترانسفرين رقابت وجود دارد (نمودار 3-15) با توجه به اينكه در جايگاه ترانسفرين براي آهن، اسيدهاي آمينه تريپتوفان، هيستيدين، ليزين و آرژينين، L- تيروزين، متالوتايونين وجود دارند و روي مي‌تواند با اين اسيدهاي آمينه باندينگ داشته باشد كه البته ميزان جذب ماكزيمم اسيدهاي آمينه L- تيروزين، تريپتوفان در اثر اتصال با روي كاهش پيدا كرد، مشخص مي‌سازد كه احتمالا روي از طريق جايگاه اختصاصي آهن باترانسفرين، به اين پروتئين اتصال پيدا مي‌كند (نمودارهاي 3-4) 

جهت تاييد اتصال آهن و روي به مولكول ترانسفرين از تكنيك دياليز تعادلي نيز استفاده شده است. بر اساس اين آزمايشات مشخص شد كه در حضور روي، ميزان برداشت آهن توسط ترانسفرين كاهش پيدا مي‌كند و شايد از اين طريق بتوان اثر مهار كنندگي محلول روي –سيترات را در برداشت آهن توسط ترانسفرين اثبات نمود (نمودار 3-17) 

همچنين تعيين ثابت باندينگ بر اساس يافته‌هاي اين آ‍زمايش، بيانگر كاهش ثابت باندينگ آهن با ترانسفرين در حضور روي مي‌باشد كه مي‌تواند تاييدي بر اثر روي در كاهش جذب آهن توسط سلولهاي مخاطي روده باشد. 
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