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Abstract 

Background: The presence of oxidant agents yields higher levels of free radical reaction 
products in erythrocyte membrane proteins and serum proteins. The aim of this study is to investigate 
the oxidative modifications of recombinant human coagulation factor VIII (rHFVIII) by 
spectrophotometric analysis. 

Materials and Methods: In this experimental study, rHFVIII was incubated aerobically 
with vitamin C and ferro ions in metal catalyzed oxidation (MCO) system for 4 to 28 hr. Carbonyl 
assay was used as an index of protein oxidation. For this purpose, 2,4dinitrophenyl hydrazine (DNPH) 
was used. Reaction of this reagent with carbonyl groups produces dinitrophenylhydrazone derivatives 
that their concentration was estimated by spectrophotometry.   

Results: Carbonyl groups in rHFVIII changed in the presence of vitamin C and ferro ions. 
Dose-dependent effects of vitamin C showed a decrease in carbonyl groups of rHFVIII whileferro ions 
increased oxidation and carbonyl group formation in this protein.  

Conclusion: These findings indicate that changes in carbonyl groups in rHFVIII are related 
to the generation of reactive oxygen species. Also, antioxidant mechanisms are activated in a dose- 
and time-dependent manner.  
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 چکیده

هاي  در غشاي گلبولرا هاي رادیکال آزاد  حضور عوامل اکسیدان، مقادیر زیادي از محصولات واکنش: زمینه و هدف
 انعقادي انسان با 8هدف ازمطالعه حاضر بررسی تغییرات اکسیداتیو در فاکتور . نماید اد میهاي سرم ایج قرمز و پروتئین

  .باشد میروش آنالیز اسپکتروفتومتریک 
 ساعت در 28 تا 4در شرایط هوازي به مدت  انعقادي نوترکیب انسانی 8،فاکتور در این مطالعه تجربی: ها مواد و روش

عنوان یک ه هاي کربنیل ب سنجش گروه. هاي فرو قرار داده شد امین ث و یونسیستم اکسیداسیون فلزي، حاوي ویت
واکنش . بدین منظور از معرف دي نیترو فنیل هیدرازین استفاده شد. ها انجام شد شاخص براي میزان اکسیداسیون پروتئین

ت این مشتقات با روش غلظ. شود هاي کربنیل، موجب تشکیل مشتقات دي نیتروفنیل هیدرازون می این معرف با گروه
  .اسپکتروفتومتري تعیین گردید

بررسی اثرات .  تغییر یافته بودrHFVIIIهاي کربنیل در  هاي فرو، میزان گروه در حضور ویتامین ث و یون: ها یافته
هش کا انعقادي نوترکیب انسانی 8فاکتور وابسته به دوز ویتامین ث نشان داد که با افزایش غلظت، میزان اکسیداسیون 

  .شود هاي کربنیل در این پروتئین می یابد، در حالیکه یون فرو موجب افزایش اکسیداسیون و تشکیل گروه می
، در ارتباط با  انعقادي نوترکیب انسانی8فاکتور هاي کربنیل در  دهد که افزایش گروه نشان میحاصل نتایج : گیري نتیجه

صورت وابسته به دوز و وابسته به زمان فعال ه هاي آنتی اکسیدان ب مچنین مکانیس هم. هاي اکسیژن فعال است تولید گونه
  . شوند می

   انعقادي نوترکیب انسان8استرس اکسیداتیو، فاکتور  ،گروه کربنیل: واژگان کلیدي
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  مقدمه
در ایران هفت هزار نفر مبتلا به هموفیلی وجود 

 میلیون دلار براي کنترل این بیماري هزینه 39دارد و سالانه 
هموفیلی یک بیماري وابسته به کروموزوم . )1(شود می

 در افراد مذکر دیده  و معمولاًاشدب می و مغلوب Xجنسی 
در این بیماري طولانی شدن زمان انعقاد، موجب . )2(شود می

شود  در مفاصل میبه ویژه هاي داخلی و التهاب  خونریزي
 درصد موارد 85. که همراه با مشکلات حرکتی است

 F8Cدلیل جهش در ژن ه  که بباشد می Aهموفیلی از نوع 
 یا اختلال 8مبود فاکتور انعقادي شود و منجر به ک ایجاد می

بهترین روش براي کنترل هموفیلی . گردد در عملکرد آن می
A در حال حاضر تقاضاي جهانی .  است8، تزریق فاکتور

 معادل پنج میلیارد واحد در سال 8براي فاکتور انعقادي 
 مشتق از پلاسما تهیه شده و 8، فاکتور 70از دهه . )3(است

ه ها را ب گرفته است که خطر انتقال بیماريمورد استفاده قرار 
  نوترکیب8، فاکتور 1992همین دلیل از سال ه ب. همراه دارد

(Recombinant factor VIII- rFVIII)هاي   از رده
 8 نوترکیب و فاکتور 8فاکتور . سلولی پستانداران تهیه شد

مشتق از پلاسما از نظر ساختار بیوشیمیایی، فعالیت انعقادي، 
هاي قابل  ترهاي فارماکوسینتیک و نیمه عمر، شباهتپارام

 نوترکیب گران 8البته فاکتور . )3(توجهی با یکدیگر دارند
. کند ها و بیماران تحمیل می  و هزینه زیادي را به دولتبوده

 مشتق از پلاسما، در حدود 8در ایران قیمت هر واحد فاکتور 
کیب حدود  نوتر8گرم فاکتور   دلار ولی قیمت هر میلی3/0

 rFVIIIعلاوه بر هزینه زیاد، استفاده از . )1( دلار است680
مشکلاتی نظیر ایمنوژنیسیتی، ایجاد آنتی بادي اتصالی و 

 anti-FVIII inhibitory) آنتی بادي خنثی کننده یا مهاري

antibody)و بدین ترتیب با مطرح شدن )4( را به همراه دارد 
تر شده  یماري پیچیدهفرآیند مهارکنندگی، روند کنترل ب

 2332صورت یک پروتئین با ه  ب8فاکتور انعقادي . )5(است
 کیلودالتون ساخته 300اسید آمینه و وزن مولکولی 

. گلیکوزیلاسیون است N جایگاه 25  و داراي)6(شود می
هاي حاوي فسفاتیدیل  اتصال این مولکول به سطح پلاکت

 داراي 8 فاکتور. )7(سرین براي عملکرد آن ضروري است

-A1-A2-B-A3با ترتیب ) Domain(شش بخش اصلی 

C1-C2هاي  بخش. )6( استA و 5، همولوگ با فاکتور 
هاي   داراي زنجیرهBهاي  سرولوپلاسمین، بخش

 153 داراي C1کربوهیدراتی متصل به آسپارژین، بخش 
. )8( اسید آمینه است160 داراي C2اسید آمینه و بخش 

شود و زیر واحدها  مر ترشح میصورت هترودیه  ب8فاکتور 
. )6(شوند هاي دوظرفیتی به هم متصل می توسط کاتیون

 ضروري 8هاي کلسیم و منگنز براي فعالیت فاکتور  یون
، دو A1مطالعات نشان داده است که بخش . )9(هستند

طور ضعیفی ه جایگاه اتصال براي کلسیم دارد و منگنز نیز ب
چنین اثرات یون  هم. )10 ،8(شود ها متصل می به این جایگاه

 و تشکیل 8واحدهاي فاکتور  مس بر میزان اتصال زیر
هاي   و اثرات کاتیون)11(کنفورماسیون فضائی فعال

 مورد بررسی rFVIIIآلومینیوم، تربیوم، کبالت و فریک بر 
قرار گرفته و نشان داده شده است که یون آلومینیوم، 

 و غیر فعال 8 فاکتور بیشترین اثرات را بر تغییر کنفورماسیون
مسمومیت با جیوه نیز موجب اختلال در . )12(شدن آن دارد

از طرف دیگر نقش ترکیبات . )13(شود  می8عملکرد فاکتور 
احیا کننده نظیر بوتیلیتد هیدروکسی آنیزول، اسید 
آسکوربیک و ان استیل سیستئین در حفظ ساختار طبیعی 

ه بر این اساس ب. )4( مورد مطالعه قرار گرفته است8فاکتور 
رسد که استرس اکسیداتیو اثرات مهمی بر ساختار  نظر می
هاي  مطالعات قبلی ما اثرات کاتیون.  داشته باشد8فاکتور 

دوظرفیتی اکسیدکننده نظیر آهن و مس را بر ساختار 
 نشان داده )16(هاي پلاسمایی  و پروتئین)15 ،14(هموگلوبین

ي آهن و آسکوربات بر ها در این تحقیق اثرات یون. است
بدین منظور .  مورد بررسی قرار گرفته است8ساختار فاکتور 

 Metal(هاي فلزي  یک سیستم اکسیداسیون حاوي یون

catalyzed oxidation system ( 8تهیه و فاکتور انعقادي 
 Recmbinant human cuagulation)نوترکیب انسان 

factor VIII-rHFVIII)  قرار تحت استرس اکسیداتیو
 ساعت میزان تغییر 28 تا 4سپس در فواصل زمانی . گرفت

  .هاي کربنیل بررسی شد در گروه
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  ها مواد و روش
این مطالعه تجربی کلیه مواد مورد استفاده با در 

درجه خلوص آنالیتیک از شرکت مرك آلمان خریداري 
  براي آنالیز طیفی از دستگاه اسپکتروفتومتر مدل وگردید

Biochrom WPA Biowave II UV/Visible  ساخت ،
چنین این مطالعه در شرایط  هم. انگلستان استفاده شد

هاي متفاوت آسکوربات و آهن  در غلظتآزمایشگاهی و 
بدون حضور (هاي شاهد  انجام شد و در کلیه موارد از نمونه

 10بدین منظور . گردیداستفاده ) آسکوربات و آهن
ر شرایط هوازي در محیط هاي پروتئین د میکرولیتر از نمونه

هاي  کشت حاوي سیستم اکسیداسیون فلزي حاوي غلظت
،  نیزهاي شاهد در نمونه. مختلف آسکوربات قرار داده شد

 4در فواصل زمانی . آسکوربات از محیط کشت حذف شد
 درصد تري کلرو استیک 20 ساعت، با افزودن محلول 28تا 

 سپس با  وگردیداسید، فرآیند استرس اکسیداتیو متوقف 
به منظور پرهیز از . ها جداسازي شد روش سانتریفوژ، پروتئین

خطاهاي احتمالی، بلافاصله پس از توقف استرس اکسیداتیو، 
بدین منظور از  .هاي کربنیل انجام گردید سنجش گروه

 – 2,4) دي نیتروفنیل هیدرازین 4 و 2معرف 

dinitrophenylhydrazine-DNPH) استفاده شد که پس 
هاي کربنیل موجب تشکیل مشتقات دي  واکنش با گروهاز 

 dinitrophenylhydrazone(نیتروفنیل هیدرازون 

derivatives (حداکثر جذب نوري این مشتقات . شود می
 که با روش اسپکتروفتومتري نانومتر بوده 380در طول موج 

  .باشد قابل بررسی می
گیري جذب نوري محلول نهایی و  پس از اندازه

 مولار و 2فقط حاوي اسید کلریدریک (مربوطه شاهد 
هاي  طبق روابط زیر غلظت گروه) پروتئین مورد مطالعه

گرم از پروتئین نمونه  کربنیل بر حسب نانومول در هر میلی
  :آمد دست ه ب

Carbonyl concentration (nml/ml)= 
  45.45nm390355A   

Carbonyl concentration (nmol/mg of protein)= 
nmol of carbonyl/protein concentration in 
mg/ml 

ها  گیري غلظت پروتئین، جذب نوري محلول براي اندازه
گیري شد سپس با استفاده از   نانومتر اندازه280  طول موجدر

هاي مورد   در نمونهHFVIIIنمودار استاندارد، غلظت 
جهت تجزیه و تحلیل آماري از . بررسی محاسبه گردید

اي میانگین و انحراف معیار و آنالیز رگرسیون ه شاخص
این تحقیق با موافقت کمیته اخلاق در . استفاده شد

هاي پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اراك و با کد  پژوهش
 اجرا و در تمام مراحل تحقیق، اصول بیانیه 9-73-88

  . هلسینکی مورد توجه قرار گرفت
  

  ها یافته
مختلف آهن را هاي   اثرات غلظت2 و1نمودارهاي 

دست ه نتایج ب. دهد  نشان میHFVIIIبر میزان کربنیل در 
 وجود یک رابطه خطی بین غلظت آهن و نشان دهندهآمده 

دهد که متناسب با   نشان می1نمودار . میزان کربنیل است
، مقدار ) میکرومولار6/1از صفر تا (افزایش غلظت آهن 

 طوريه ، بیابد  افزایش میHFVIIIهاي کربنیل در  گروه
گرم پروتئین در   نانومول در هر میلی9/14±4/5 که از
گرم از   نانومول در هر میلی1/19±2/1هاي شاهد به  نمونه

HFVIII هاي آهن   میکرومولار از یون6/1 در غلظت
در این ). p>05/0(دار است رسد که از نظر آماري معنی می

معادله هاي کربنیل از  شرایط رابطه بین غلظت آهن با گروه
14,39+x118/3=y 24/0 باR²=کند  تبعیت می . 

  

  
، پس از HFVIIIهاي کربنیل در   غلظت گروه.1نمودار

    میکرو مولار آهن6/1هاي صفر تا  انکوباسیون در غلظت
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تر این نتایج، لازم بود که  به منظور بررسی دقیق
 همان. هاي کربنیل نیز محاسبه گردد درصد تغییر در گروه

شود، با افزایش غلظت آهن   مشاهده می2ر نمودار که د طور
هاي کربنیل در   میکرومول در لیتر، مقدار گروه6/1تا 

HFVIII یابد که از نظر   درصد افزایش می15/73 تا میزان
صورت معادله ه و ب) p>05/0(دار است آماري معنی

23/30+x21/28=y  24/0 باR²=است  .  
  

  
، پس از HFVIIIهاي کربنیل   درصد تغییر در گروه.2نمودار 

   میکرومولار آهن6/1هاي صفر تا  انکوباسیون با غلظت
  

در ادامه این تحقیق، براي بررسی اثرات آسکوربات، 
HFVIII میکرومولار آهن و مقادیر 8/7 در معرض غلظت 

 3با توجه به نمودار . متفاوتی از آسکوربات قرار داده شد
کوربات، میزان شود که با افزایش غلظت آس مشخص می

 نانومول در 25/18 به 23/4 از HFVIIIهاي کربنیل در  گروه
 نانومول در هر 37/7گرم پروتئین افزایش و سپس به  هر میلی

یابد که این تغییرات از   کاهش میHFVIIIگرم از  میلی
 تبعیت =050/0R² با x283/0+ x2033/0- =y+594/9رابطه 

یو آسکوربات تا غلظت دهنده اثرات اکسیدات کند و نشان می
 54/14 و سپس کاهش اثرات اکسیداتیو تا غلظت 45/1

  . مولار است میلی
  

  
، پس از HFVIIIهاي کربنیل در   غلظت گروه.3نمودار

 میلی مولار 54/14هاي صفر تا  انکوباسیون در غلظت
   میکرومول یون آهن1,95آسکوربات و حاوي 

  
 4 میزان به منظور تکمیل این نتایج، غلظت آهن به

 میکرومول در لیتر رسانده 8/7برابر افزایش داده شد و به 
هاي  دهد که میزان تغییر در گروه  نیز نشان می4نمودار . شد

 74 درصد افزایش و سپس 332، معادل HFVIIIکربنیل در 
  این تغییرات از معادله. درصد کاهش است

2/134+x091/3-=y 028/0 باR² =کند و   تبعیت می
  ).p>05/0(دار است آماري معنیاز نظر 

  

  
هاي کربنیل، پس از انکوباسیون   درصد تغییر در گروه.4نمودار

HFVIII هاي   میکرومول آهن و غلظت95/1 در محلول حاوي
   میلی مولار آسکوربات54/14صفر تا 

  
 05/0هاي   در معرض غلظتHFVIII در این شرایط

 نشان 5مودار ن. مولار آسکوربات قرار داده شد  میلی500تا 
هاي  دهد که با افزایش غلظت آسکوربات، میزان گروه می

گرم   نانومول در هر میلی97/8 از HFVIIIکربنیل در 
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یابد که این تغییرات از معادله   کاهش می32/5پروتئین به 
12/11+x013/0-=y 352/0 باR²=کند و   تبعیت می

اي ه دهنده اثرات آنتی اکسیدان آسکوربات در غلظت نشان
دهد، در   نشان می6که نمودار  طور همان. بالاتر آهن است

 به میزان HFVIIIهاي کربنیل در  این شرایط میزان گروه
که از معادله  طوريه  درصد کاهش یافته است ب2/48

478/7-)x(ln941/5=y 305/0  باR² =کند و از   تبعیت می
  ).p>05/0(دار است نظر آماري معنی

  

  
، پس از HFVIIIهاي کربنیل در  ه غلظت گرو.5نمودار

 میلی مولار آسکوربات و 500هاي صفر تا  انکوباسیون در غلظت
   میکرومول آهن8/7

  
هاي کربنیل، پس از انکوباسیون   درصد تغییر در گروه.6نمودار

HFVIII هاي   میکرومول آهن و غلظت8/7 در محلول حاوي
  مولار آسکوربات  میلی500 تا 05/0
  

  بحث
 8 حاضر، تغییرات ساختاري فاکتور همطالعدر 

هاي مختلف  انعقادي نوترکیب انسان، در حضور غلظت
با توجه به . آسکوربات و آهن مورد بررسی قرار گرفت

شود که آسکوربات داراي   مشخص می5 و 3نمودارهاي 
 انعقادي نوترکیب 8نقش محافظتی آنتی اکسیدان بر فاکتور 

 آسکوربات در محیط که اگر غلظت طوريه انسان است، ب
اي  مولار بیشتر شود، کاهش قابل ملاحظه  میلی100کشت از 

گردد و   مشاهده می8هاي کربنیل فاکتور  در مقدار گروه
 500بیشترین اثرات حفاظتی آسکوربات در غلظت 

  .شود مولار حاصل می میلی
مولار   میلی500هاي  که ایجاد غلظت با توجه به این

و رسد  نظر میه اکولوژیک مشکل بآسکوربات از نظر فارم
عوامل آنتی اکسیدان دیگري نیز وجود علاوه بر آسکوربات 

ها و هم در  دارند که سدهاي دفاعی متعددي را هم در سلول
شود که علاوه بر  اند، پیشنهاد می پلاسماي خون ایجاد کرده

آسکوربات پارامترهاي بیوشیمیایی دیگري نظیر گلوتاتیون، 
 نیز در تحقیقات بعدي NADPHسیداز و کاتالاز، پراک

 .مورد توجه قرار گیرد

بخش دیگري از این تحقیق به بررسی اثرات 
آهن از طریق . اکسیداتیو یون آهن اختصاص یافته است

هاي  ویز و فنتون، قادر به تولید رادیکال-فرآیندهاي هابر
ها و  آزاد اکسیژن است که باعث اکسیداسیون بیومولکول

تحقیقات قبلی ما . شود هاي بدن می تیو به بافتآسیب اکسیدا
اثرات اکسیدان و پرواکسیدان آسکوربات را بر آلبومین سرم 

هاي کم، فلزات  آسکوربات در غلظت. )17(نشان داده است
. شود واسطه را احیاء کرده موجب تشکیل رادیکال آزاد می

آوري  هاي بالا قادر به جمع که در غلظت در حالی
. )18( و آنیون سوپر اکسید است هیدروکسیلهاي رادیکال

چنین آسکوربات در حضور فلزات واسطه نظیر مس و  هم
کند و موجب تولید  عنوان پرواکسیدان عمل میه آهن، ب

هاي گلیکاته  یا پروتئین) ROS( هاي آزاد اکسیژن رادیکال
تجمع داخل سلولی اسید آسکوربیک، احتمالاً . )19(شود می

. )20(شود ز ناشی از استرس اکسیداتیو میموجب مهار آپوپتو
چنین تحقیقات قبلی ما نشان داده است که آهن داراي  هم

استرس . اثرات اکسیداتیو بر هموگلوبین انسان است
هاي قرمز منجر به تغییر کنفورماسیون در  اکسیداتیو در گلبول

چنین   و کاهش میل ترکیبی آن با اکسیژن و همهموگلوبین
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بر اساس نتایج این تحقیق، . )14(شود وبین میتشکیل متهموگل
دهد که افزایش غلظت   نشان می8سنجش کربنیل در فاکتور 

یون آهن، موجب تسریع در اکسیداسیون این پروتئین 
گردد که در نهایت ممکن است باعث اختلال در  می

  . عملکرد انعقادي آن شود
هاي مولکولی استرس  در این تحقیق بررسی مکانیسم

داتیو توسط آهن و مطالعه نحوه تغییرات ساختاري در اکسی
به طور بوده است که  آزمایشگاهی در شرایط 8فاکتور 

هاي کربنیل مورد توجه قرار گرفته   سنجش گروهعمده
شود که براي بررسی اثرات  ولی پیشنهاد می. است

فارماکولوژیک و نحوه تجویز دارو، پارامترهاي استرس 
هاي تیول و یا  گروه دي تیروزین، اکسیداتیو دیگري نظیر

  .  نیز بررسی شوندهاي پلی پپتیدي شکسته شدن رشته
  

  نتیجه گیري
وجود دوزهاي بالاي آهن در جریان خون، زمینه 

در این . کند هاي آزاد اکسیژن را فراهم می تشکیل رادیکال
 انعقادي در معرض استرس اکسیداتیو قرار 8شرایط فاکتور 

هاي  ن فرآیند موجب اختلال در مکانیسمادامه ای. گیرد می
شود  انعقادي و در نهایت طولانی شدن زمان انعقاد خون می

نتایج این . کند هاي داخلی را فراهم می که زمینه خونریزي
دهد که آنالیز طیفی و سنجش کربنیل در  تحقیق نشان می

گیري   انعقادي انسان، روش دقیق و مناسبی براي پی8فاکتور 
متی در مبتلایان به هموفیلی و افراد تحت درمان وضعیت سلا

  .  انعقادي نوترکیب انسان است8با فاکتور 
  

  تشکر و قدردانی
 با حمایت معاونت پژوهشی دانشگاه مطالعهاین 

علوم پزشکی اراك و کمیته تحقیقات دانشجویی، با شماره 
هاي   به ثبت رسیده و در کمیته اخلاق در پژوهش425

 مورد موافقت قرار گرفته و در 88-73-9پزشکی، با کد 
گروه بیوشیمی و مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی به 

بدینوسیله از مساعدت مسئولین محترم . انجام رسیده است
چنین از کانون هموفیلی ایران و جناب  هم. شود قدردانی می

 انعقادي 8آقاي علی نیکدل براي در اختیار قراردادن فاکتور 
  .عمل می آیده ، نهایت تشکر و قدردانی بنوترکیب انسان
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