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چكيده 
زمینه و هدف: آنزيم 5- آمينولولينات دهيدراتاز، دومين آنزيم در مسير سنتز هم است. اين آنزيم ترکیب آمينولولينيك اسيد را به پورفوبيلينوژن تبديل مي‌كند. مطالعات کمی در مورد تغييرات آنزيمي در نارسايي مزمن كليه صورت گرفته است؛ بررسي و مطالعه این تغییرات در درمان اين دسته از بيماران مي‌تواند مفيد باشد؛ مطالعه حاضر با هدف اندازه‌گيري فعاليت آنزيم 5- آمينولولينات دهيدراتاز در بيماران با نارسايي مزمن كليوي انجام شد. 

روش تحقیق: در این مطالعه تحلیلی، خون وريدي از بيماران با نارسايي مزمن كليه جهت اندازه‌گيري فعاليت آنزیم 
5-آمينولينات دهيدراتاز از گروه مورد (بیماران) و شاهد تهيه شد؛ سپس اريتروسيت جدا گرديد؛ فعاليت آنزيم 5- آمينولولينات دهيدراتاز اريتروسيت بر اساس تبديل آمينولولينك اسيد به پورفوبيلينوژن با روش اسپكتروفتومتري اندازه‌گيري شد. داده‌های جمع‌آوری شده با استفاده آزمون t-student در سطح معنی‌داری 05/0P≤ مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. 
يافته‌ها: فعاليت آنزیم 5- آمينولينات دهيدراتاز در گروه مورد، 2/21±7/634 ميكرومول در ليتر در دقيقه و در گروه شاهد 6/23± 4/825 ميكرو مول در ليتر در دقيقه بود؛ این اختلاف از نظر آماری معنی‌دار بود (05/0P<). 

نتيجه‌گيري: فعاليت آنزیم 5- آمينولولينات دهيدراتاز در بيماران با نارسايي مزمن كليه در مقايسه با گروه شاهد كاهش مي‌يابد. كاهش فعاليت اين آنزيم، ممكن است به علت مهار آنزيمي و يا نقض سنتز آنزيمي در بيماران با نارسايي مزمن كليه باشد. 

کلید واژه‌ها: 5- آمينولولينات دهيدراتاز؛ پورفيرين؛ نارسايي مزمن كليه 
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مقدمه

بيماران با نارسايي مزمن كليه، اختلالات متعددي در متابوليسم هم دارند؛ به طوری که كاهش فعاليت آنزيم آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز اريتروسيت و افزايش سطح پورفيرين پلاسما در این دسته از بیماران گزارش شده است 
(1). 
در پژوهشی که شاخصهای متابوليسم پورفيرين در مدل‌هاي تجربي نارسايي كليه بررسي شد، به يازده خوكچه نر، دوزهای مختلف از سيكلوسپورين A داده شد. اين دارو باعث كاهش فعاليت آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز اريتروسيت و افزايش پورفيرين خون گردید؛ همچنين اختلال بيوسنتز هم در بيماران نارسايي مزمن كليه در مدل‌هاي تجربي نارسايي مزمن كليه كه با سيكلوسپورين ايجاد شده، نيز گزارش شده است (2).
در بين اختلالات متابوليسم پورفيرين در بيماران با نارسايي كليوي و همودياليزي، كاهش فعاليت آنزيم آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز اريتروسيت گزارش شده است (3). مطالعه بر روي بيماران با درجات مختلف اورمي نشان داده است كه هرچه نارسايي كليه شديدتر باشد، مهارشدن آنزيم آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز بالاتر است (4). 
افزايش پورفيرین‌ها در اين بيماران ممكن است در نتيجه افزايش فعاليت آمينولولينيك اسيد سنتتاز باشد (5). در تحقيقات اخير محققان مراحل سنتز «هم» را بررسی کرده‌اند. دراين پژوهشها، مسيرهاي متابوليكي مهارشدن آنزيمي در پورفيري‌هاي مختلف توصيف شده است (6). 
در تحقيق ديگری فعاليت آمينولولنيك اسيد دهيدراتاز و پورفيببيلينوژن دآميناز در رتيكولوسيت‌هاي بيماران اورميك، بيماران آنميك بدون اورمي و افراد نرمال اندازه‌گيري شد؛ یافته‌های این پژوهش نشان داد که فعاليت آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز اريتروسيت در بيماران اورميك درمقايسه با افراد سالم كاهش يافته است (7). سنجش سنتز «هم» در بيماران با نارسايي كليوي ارتباط عمده با فعاليت آمينولولينات دهيدراتاز را نشان داد (8). 
مطالعه حاضر با هدف اندازه‌گیری فعاليت آنزيم 
5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز سرم در بيماران مزمن كليوي و افراد شاهد بدون ابتلا به بيماري مزمن كليوي انجام شد. 

روش تحقیق
از این مطالعه تحليلي، جهت انجام تحقیق، از تجهيزات اسپكتروفتومتر مدل سيسيل 1020  CE، سانتريفوژ كلمنت 2000، همزن مكانيكي ، لوله آزمايش، بشر، تانك كرماتوگرافي و پيپت پاستور، استفاده شد.

همچنین اتانل و دلتا آمينولولينات، استات آمونيوم، متانول، سديم كلرايد از آزمايشگاه تهيه شدند. 

گروه بيمار شامل 35 زن و 25 مرد بيمار با نارسايي مزمن كليوي و سن متوسط آنان 6/8±5/54 سال بود. 

گروه شاهد نیز شامل 45 زن و 32 مرد و سن متوسط آنها 3/9±4/52 سال بود. 
بیماران دو گروه از نظر سن و جنس همسان بودند.
جهت تهیه نمونه سرم، مقدار 3-2 ميلي‌ليتر نمونه خون از بيماران هر دو گروه گرفته شد. لازم به ذکر است نمونه‌ها از بخش دياليز بيمارستان شهيد مطهري گنبد و از بخش دياليز بيمارستان شهيد بهشتي بابل با معرفي پزشكان متخصص داخلي تهيه گردید. 
به منظور تهيه هموليزات خون، اريتروسيت پس از سانتريفوژ خون در دور 600 به مدت 10 دقيقه جمع‌آوري شد و اريتروسيت ها دو بار با محلول 9/0% كلريد سديم شسته شد و مجدداً سانتريفوژ گرديد؛ سپس اريتروسيت‌ها در محلول 15/0 مولار كلريد سديم، 10 ميلي مول فسفات سديم و 4/7=pH شسته شد و مجدداً سانتريفوژ گرديد و تا زمان انجام آزمايشهاي بعدي دردماي 20- درجه سانتیگراد فريز شد. 
روش اندازه‌گيري فعاليت 5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز: آنزيم 5- آمينولولينيك دهيدراتاز با كد آنزيمي 40201024.EC آنزيمي است كه واكنش تبديل دلتا آمينولولينات را به پورفوبيلينوژن كاتاليز مي‌كند. وزن مولكولي اين آنزيم در حدود 000/252 و به صورت اكتامر و نقطه ايزوالكتريك آن در حدود 9/4 و حداکثر اندازه‌گيري pH آن حدود 4/6 و ميزان Km آن نيز 27/0 است. 

اندازه‌گيري فعاليت آنزيم 5- آمينولولينات دهيداراتاز بر اساس روش Anderson (5) انجام شد. براي اندازه‌گيري فعاليت اين آنزيم 5- آمينو لولينيك اسيد با بافر هموليزات خون در 4/6=pH به مدت 60 دقيقه در حرارت 37 درجه، شرايط آزمايشگاه انكوبه گرديد. مقدار پورفوبيلينوژن توليد شده در طول موج 555 نانومتر توسط اسپكتروفتومتر اندازه‌گيري شد. فعاليت آنزيم بر حسب مقدار ميكرومول پورفوبيلينوژن توليد شده در هر دقيقه در هر ليتر اريتروسيت محاسبه شد. 

داده‌های جمع‌آوری شده با استفاده از آزمون آماري 
t Student در سطح معنی‌داری 05/0P≤ مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. 
يافته‌ها 

مقدار فعاليت آنزيم 5- آمينولولينات دهيدراتاز در افراد گروه شاهد 6/23±4/825 ميكرومول در دقيقه در ليتر اريتروسيت و در افراد گروه مورد (با نارسايي كليوي) 2/21±7/634 ميكرومول در دقيقه در ليتر اريتروسيت به دست آمد؛ این اختلاف از نظر آماری معنی‌دار بود (05/0P<) (نمودار 1). 


نمودار 1- مقايسه فعاليت آنزيم 5- آمينولولينات دهيدراتاز در افراد نرمال و افراد مبتلا به نارسايي كليوي؛ مقادير بر حسب میانگین و انحراف معیار (سطح معنی داری 05/0 P<) 

بحث 
يافته‌هاي پژوهش حاضر نشان مي‌دهد که فعاليت آنزيم 
5- آمينولولينات دهيدراتاز در افراد مبتلا به نارسايي كليوي كاهش مي‌يابد. اين كاهش فعاليت آنزيم ممكن است به دليل مهار فعاليت آنزيمي، به دليل تخريب ساختمان آنزيم و يا به دلیل كاهش توليد مقدار mRNA اين آنزيم باشد. این یافته‌ با گزارش سایر مطالعات مشابه همخوانی دارد (11و9و3). 
در اين مورد محققان در مطالعه‌اي فعاليت 5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز را در رتيكولوسيت‌هاي بيماران اورميك و بيماران كم خوني بدون اورمي و افراد نرمال اندازه‌گيري و گزارش كردند كه فعاليت آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز در بيماران اورميك در مقايسه با افراد سالم كاهش مي‌يابد (7). 
مشابه يافته‌هاي اين پژوهش محققان دیگر نيز گزارش کرده‌اند كه نارسايي كليه ايجادشده توسط سيكلوسپورين در خوكچه هندي باعث كاهش در فعاليت 5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز می‌گردد (2)؛ همچنين محققان كاهش فعاليت 
5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز در بيماران همودياليزي را به وجود يك مهاركننده فعاليت آنزيم در بيماران اورميك كه ماهيت پپتيدي دارد، نسبت داده‌اند (3). 
در مطالعات دیگری نیز گزارش شده است كه فعاليت 
5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز در بيماران همودياليزي و در بيماران مبتلا به نارسايي مزمن كليوي كاهش مي‌يابد و بين تغييرات ميزان هموگلوبين و فعاليت آنزيم 5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز در بيماران همودياليزي، رابطه مستقيمی وجود دارد (11)؛ همچنين آنتي‌اكسيدان‌ها از جمله ويتامين E از آنزيم 5- آمينولولينيك اسيد دهيدراتاز در برابر آسيب و مهاركنندگان آن جلوگيري مي‌كند (12). 
نتيجه اين پژوهش در تحقيقات آينده براي بررسي فعاليت اين آنزيم در بيماران همو دياليزي بسيار مفيد خواهد بود.
نتيجه‌گيري

يافته‌هاي پژوهش حاضر نشان داد كه فعاليت آنزيم 
5- آمينولولينات دهيدراتاز اريتروسيت در بيماران با نارسايي مزمن كليوي كاهش مي‌يابد. 
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Background and Aim: 5- aminolevulinic acid dehydratase is the second enzyme in the heme biosynthetic pathway. This enzyme catalyzes the delta-aminolevulinic acid to prophobilinogen. Because there have been few studies in chronic renal failure, we thought it useful in patients with chronic renal failure. Thus, the goal of this study is to measure 5- aminolevalinate dehydratase activity in patients with chronic renal failure. 

Materials and Methods: Blood was obtained from patients with chronic renal failure for 5- aminolevulinate dehydratase activity determination in erythrocytes. Measurement was based upon the conversion of uminolevulinic acid to porphobilinogen, which is then measured spectrophotometrically.
Results: Our results showed that 5-aminolevulinate dehydratase activity was (634.7±21.2 micromol/L/min) in patient group and in control group was (825.4±23.6 micromole/L/min).

Conclusions: Our results showed that 5-aminolevulinate dehydratase activity was decreased in patients with chronic renal failure when compared to control group. These results showed that this enzyme may be inhibited in patients group. 

Key Words: 5-aminolevulinate; Dehydratas (ALA-D); Porphyrin; Chronic; Renal failure (CRF)
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