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چکیده:
اهداف: دیابت نوع ۲ با هایپرگلیسمی مزمن و استرس اکسیداتیو همراه است که منجر به تخریب ماکرومولکول‌های سلولی از جمله DNA و لیپیدها می‌شود. تمرین تناوبی با شدت بالا (HIIT) و مکمل‌یاری رسوراترول هر یک دارای خواص آنتی‌اکسیدانی هستند، اما اثر ترکیبی آن‌ها بر نشانگرهای تخریب اکسیداتیو به‌خوبی بررسی نشده است. مطالعه حاضر با هدف بررسی تأثیر ترکیبی هشت هفته HIIT و مکمل‌یاری رسوراترول بر تخریب DNA (8-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین؛ 8-OHdG) و پراکسیداسیون لیپیدی (مالون‌دی‌آلدئید؛ MDA) در موش‌های صحرایی دیابتی نوع ۲ انجام شد.
مواد و روش‌ها: چهل سر موش صحرایی نر نژاد ویستار به‌طور تصادفی به چهار گروه (هر گروه ۱۰=n) شامل کنترل دیابتی، دیابتی+تمرین، دیابتی+رسوراترول (۱۰ میلی‌گرم/کیلوگرم/روز) و دیابتی+تمرین+رسوراترول تقسیم شدند. دیابت نوع ۲ با ترکیب رژیم غذایی پرچرب و تزریق استرپتوزوتوسین (۳۵ میلی‌گرم/کیلوگرم) القا گردید. پروتکل HIIT شامل ۶-۱۲ وهله دویدن ۲ دقیقه‌ای با شدت ۸۵-۹۰ درصد سرعت بیشینه و ۳ دقیقه استراحت فعال، پنج روز در هفته به مدت هشت هفته بود. سطوح سرمی 8-OHdG و MDA به‌ترتیب با روش الایزا و اسپکتروفتومتری اندازه‌گیری شدند.
یافته‌ها: هر دو مداخله HIIT و رسوراترول به‌طور معنی‌داری 8-OHdG (به‌ترتیب ۰۱/۰>P و ۰۵/۰>P) و MDA (به‌ترتیب ۰۵/۰>P و ۰۱/۰>P) را در مقایسه با گروه کنترل دیابتی کاهش دادند. مداخله ترکیبی بیشترین کاهش را در هر دو نشانگر نشان داد و تفاوت معنی‌داری با گروه HIIT (8-OHdG: ۰۵/۰>P ؛۰۵/۰>P MDA: ) و گروه رسوراترول (8-OHdG: ۰1/۰>P ؛ MDA: ۰۵/۰>P) داشت. بین دو گروه HIIT و رسوراترول تفاوت معنی‌داری مشاهده نشد (به‌ترتیب ۴۸۷/۰=P و ۴۹۱/۰=P)
نتیجه‌گیری: هر دو مداخله HIIT و رسوراترول به‌طور مستقل باعث کاهش تخریب DNA و پراکسیداسیون لیپیدی در موش‌های دیابتی می‌شوند. ترکیب این دو مداخله اثر افزاینده ترکیبی نشان داده و محافظت بیشتری در برابر آسیب اکسیداتیو نسبت به هر یک به‌تنهایی ایجاد می‌کند که نشان‌دهنده یک راهبرد غیردارویی مؤثر در مدیریت عوارض دیابت می‌باشد.
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Abstract
Aims: Type 2 diabetes mellitus is associated with chronic hyperglycemia-induced oxidative stress, leading to damage to cellular macromolecules including DNA and lipids. High-intensity interval training (HIIT) and resveratrol supplementation are known for their antioxidant properties, yet their combined effect on oxidative damage markers remains underexplored.  This study aimed to investigate the combined effect of eight weeks of HIIT and resveratrol supplementation on DNA damage (8-hydroxydeoxyguanosine; 8-OHdG) and lipid peroxidation (malondialdehyde; MDA) in type 2 diabetic rats.
Materials and Methods: Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups: diabetic control, diabetic+HIIT, diabetic+resveratrol (10 mg/kg/day), and diabetic+HIIT+resveratrol. Type 2 diabetes was induced by a high-fat diet combined with streptozotocin injection (35 mg/kg). The HIIT protocol consisted of 6-12 intervals of 2 minutes at 85-90% of maximum speed with 3-minute active recovery, performed five days per week for eight weeks. Serum levels of 8-OHdG and MDA were measured using ELISA and spectrophotometric methods, respectively.
Results: Both HIIT and resveratrol significantly reduced 8-OHdG (P<0.01 and P<0.05, respectively) and MDA (P<0.05 and P<0.01, respectively) compared to the diabetic control group. The combined intervention demonstrated the most substantial reductions in both markers, with significant differences compared to HIIT alone (8-OHdG: P<0.05; MDA: P<0.05) and resveratrol alone (8-OHdG: P<0.01; MDA: P<0.05). No significant differences were observed between HIIT and resveratrol groups for either marker (P=0.487 and P=0.491, respectively).
Conclusion: Both HIIT and resveratrol independently reduce DNA damage and lipid peroxidation in diabetic rats. The combination of these interventions exhibits a synergistic effect, resulting in superior protection against oxidative damage compared to either intervention alone, suggesting a promising non-pharmacological strategy for managing diabetic complications.
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مقدمه:
دیابت یکی از شایع‌ترین اختلالات سوخت و سازی جهان، است که با دامنه وسیعی از عوارض ناشی از هایپرگلیسمی مزمن همراه است(1). افزایش پایدار گلوکز خون از طریق مسیرهای زیادی از جمله افزایش تولید گونه‌های فعال اکسیژن (ROS)، فعال شدن مسیر پلیول، افزایش تولید محصولات نهایی گلیکاسیون پیشرفته (AGEs) و فعال شدن پروتئین کیناز C، به القای فشار اکسایشی می‌انجامد. این عدم تعادل بین تولید رادیکال‌های آزاد و ظرفیت ضداکسایشی سیستم، نقش محوری در پاتوژنز و پیشرفت عوارض دیابت از جمله نفروپاتی، نوروپاتی، رتینوپاتی و به ویژه کاردیومیوپاتی دیابتی دارد(2-4).
در شرایط هایپرگلیسمی، افزایش فشاراکسایشی منجر به تخریب مولکول های درشت زیستی از جمله اسیدهای نوکلئیک و لیپیدها می‌شود. آسیب اکسایشی به DNA که با افزایش سطح نشانگرهایی مانند 8-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) مشخص می‌شود، می‌تواند جهش ژنومی را به همراه داشته باشد. هم‌زمان، پراکسیداسیون لیپیدی غشاهای سلولی که با افزایش سطح مالون‌دی‌آلدئید (MDA) و تیوباربیتوریک اسید (TBARS) سنجیده می‌شود، یکپارچگی ساختاری و عملکردی غشاها را مختل کرده و به تشدید التهاب و مرگ سلولی کمک می‌کند(5).
در سال‌های اخیر، روش های ترکیبی شامل مداخله های غیردارویی و مکمل‌سازی با ترکیبات طبیعی به عنوان روشی مناسب برای تعدیل فشار اکسایشی و بهبود نشانگرهای سوخت و ساز در دیابت مورد توجه قرار گرفته است. در این میان، تمرین تناوبی با شدت بالا (HIIT) به عنوان یک الگوی تمرینی موثر، از یک سو با افزایش ظرفیت ضداکسایشی آنزیمی شامل سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT) و گلوتاتیون پراکسیداز (GPX) و از سوی دیگر از طریق کاهش سطوح گلوکز و مقاومت به انسولین، به مهار فشار اکسایشی کمک می‌کند. شواهد نشان می‌دهد که HIIT از طریق افزایش بیان ژن PGC-1α و تحریک بیوژنز میتوکندریایی در بافت قلب، به بهبود سوخت و ساز انرژی و کاهش مرگ سلولی منجر می‌شود(5).
رسوراترول (3،5،4'-تری‌هیدروکسی‌استیل‌بن) یک ترکیب پلی‌فنولی طبیعی با خواص ضداکسایشی و ضدالتهابی قوی است که در انگور قرمز، توت‌ها و بادام زمینی یافت می‌شود. این ترکیب از طریق مهار مسیر NF-κB، افزایش فعالیت آنزیم‌های ضداکسایشی، محافظت از سلول‌های بتای پانکراس و افزایش بیان ناقل‌های گلوکز نظیر GLUT4، به بهبود حساسیت به انسولین و کاهش قند خون کمک می‌کند. پژوهش‌ها نشان داده‌اند که رسوراترول می‌تواند مقادیر شاخص‌های فشار اکسایشی را در بافت قلب موش‌های دیابتی به طور معنی‌داری کاهش دهد(2-4).
با وجود شواهد مستقل از تأثیر مثبت HIIT و رسوراترول بر شاخص های اکسایشی در دیابت، تحقیقات اندکی به بررسی اثر ترکیبی این دو مداخله بر تخریب DNA و پراکسیداسیون لیپیدی پرداخته‌اند. مطالعه صالحی و همکاران (2020) نشان داد که ترکیب تمرین تناوبی با رسوراترول، کاهش بیشتری در سطح MDA و افزایش بیشتری در فعالیت SOD و کاتالاز بافت قلب موش‌های دیابتی در مقایسه با هر یک از روش ها به تنهایی ایجاد می‌کند(1). همچنین، تحقیقات نشان داده که ترکیب HIIT با مکمل‌های پلی‌فنولی می‌تواند بیان ژن‌های مرگ سلولی مانند Bax را کاهش و Bcl-2 را افزایش دهد که نشان‌دهنده مهار مسیرهای مرگ برنامه‌ریزی شده سلولی است(6-9).
با توجه به تأکید روزافزون بر رویکردهای ترکیبی در مدیریت عوارض دیابت و اهمیت مهار فشار اکسایشی به عنوان هدفی کلیدی در پیشگیری از آسیب‌های سلولی، پژوهش در زمینه اثر ترکیب روش های غیردارویی بر تخریب مولکول های درشت حائز اهمیت است. از این رو، مطالعه حاضر با هدف بررسی تأثیر ترکیبی تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل‌یاری رسوراترول بر نشانگرهای تخریب DNA و لیپید در موش‌های صحرایی مبتلا به دیابت نوع ۲ طراحی شده است.
روش شناسی
روش تحقیق حاضر از نوع تحقیقات بنیادی-توسعه ای می باشد که به صورت تجربی با طرح پس آزمون با گروه کنترل انجام شد. شمای کلی طرح تحقیق در جدول 1 گزارش شده است.
نمونه های حیوانی تحقیق:
تعداد 40 رت نژاد ویستار در سن 4 هفتگی با میانگین وزنی 24/10± 22/97 از انستیتو پاستور ایران تهیه و در شرایط دمای°C22-20 ، رطوبت 50 درصد و کم سر و صدا) و چرخه روشنایی – تاریکی 12ساعته به صورت انفرادی در هر قفس نگه داری شدند . وزن بدن به طور روزانه ثبت و رت ها با غذای مخصوص رت و آب تغذیه شدند. بعد از گذشت دو هفته(سازگاری با محیط آزمایشگاه و رسیدن به وزن مطلوب) رت ها با میانگین وزنی 18/10± 87/182 به طور تصادفی به چهار گروه کنترل دیابتی (n=10)، تمرین دیابتی (n=10)، مکمل دیابتی (n=10)، و تمرین+مکمل دیابتی(n=10) تقسیم و گروه ها بر اساس وزن همسان سازی شدند.

جدول 1: شمای کلی طرح تحقیق

روش انجام تحقیق:
نحوه ایجاد دیابت نوع 2
دیابت در این تحقیق از طریق ترکیب مصرف غذای پرچرب و تزریق استرپتوزوتوسین ایجاد شد(10). غذای مورد استفاده شامل 58 درصد چربی، 25 درصد پروتئین و 17 درصد کربوهیدرات بود. این ترکیب غذایی به وسیله محقق به صورت دست ساز تهیه گردید. رت های گروه دیابتی به مدت دو هفته تحت مصرف غذای پرچرب قرار گرفتند. بعد از آن تزریق درون صفاقی استرپتوزوتوسین به میزان mg/Kg  35 حل شده در محلول سالین فیزیولوژیک سرد بعد از 6 ساعت ناشتایی در گروه ها انجام گرفت(11). 48 ساعت بعد از تزریق دارو، نمونه خونی از چشم حیوان جمع آوری و جداسازی سرم انجام و غلظت گلوکز با روش آنزیماتیک گلوکز اکسیداز با کیت شرکت پارس آزمون اندازه گیری گردید. غلظت گلوکز بالاتر از 300 mg/dl به عنوان دیابت تعریف(12) و رت های واجد شرایط وارد تحقیق شدند. 
پروتکل تمرینی
روش تمرینـی براسـاس پروتـکل تمرین در تحقیق براون و همکاران (۲۰۱۷ )(6) بود. بر این اساس موشهــای صحرایــی بــه مــدت هشــت هفتــه و در پنــج روز هفتـه (شـنبه، یکشـنبه، سهشـنبه، چهارشـنبه و پنجشـنبه( تحـت برنامه HIIT روی نـوار گـردان الکترونیکـی هوشـمند قـرار گرفتنـد. در ابتـدا به منظـور تعییـن شـدت تمرینـات یـک آزمــون ســنجش ســرعت بیشــینه براســاس آزمــون فزاینــده اسـتاندارد بیدفـورد و همـکاران (۱۹۷۹ )اجـرا شـد کـه توسـط کارول گویـز لینـدرو و همـکاران (۲۰۰۷ )براسـاس موشهـای صحرایــی نــژاد ویســتار استانداردســازی شــده اســت. ایــن آزمـون شـامل ۱۰ مرحلـه سـه دقیقه ای اسـت کـه بـا سـرعت 5 متـر بـر دقیقـه شـروع میشـود و در هـر سـه دقیقـه سـه متـر در دقیقـه تـا زمـان رسـیدن بـه واماندگـی افزایـش می یابـد. زمــان رســیدن بــه خســتگی ناتوانــی موشهــای صحرایــی در ادامــه دویــدن روی نــوار گــردان بــا وجــود ایجــاد شــوک الکتریکــی در نظــر گرفتــه شــد. ایــن آزمــون هــر دو هفتــه یکبـار تکـرار شـد تـا شـدت تمرینـات بعـدی براسـاس نتایـج آزمــون جدیــد تنظیــم شــود. پروتــکل تمریــن تناوبــی شــدید در طــول دوره بــا گــرم کــردن بــه مــدت پنــج دقیقــه بـا سـرعت ۱۰ متـر در دقیقـه (برابـر بـا شـدت 3۰-40 درصـد سـرعت بیشـینه) شـروع و با همین شـیوه سـرد کردن خاتمه یافـت. تمریـن اصلـی پـس از گرم کردن شـامل تمریـن تناوبی بــا شــدت 85-90 درصــد ســرعت بیشــینه در 6-12 وهلــه دودقیقـه ای و بـا تناوبهـای اسـتراحت فعـال سـه دقیقه ای بــا شــدت 30 درصــد سرعت بیشینه اعمــال شــد. طــی ایــن دوره گــروه کنتــرل دیابتی هیچگونــه فعالیتــی نداشــتند و به منظـور ایجـاد شـرایط یکسـان بـا سـایر گـروه تمرینـی، پنـج روز در هفتــه بــه مــدت ۱۰ تــا ۱۵ دقیقــه در هــر جلســه روی نـوار گـردان بی حرکـت قـرار داده شـدند. به منظـور تحریـک موشهــای صحرایــی بــرای دویــدن از محــرک الکتریکــی بــا ولتــاژ کــم تعبیه شــده در قســمت انتهایــی نــوار گــردان، اســتفاده شــد.
جدول2. قرارداد تمرینی تناوبی شدید

نحوه مصرف رسوراترول
ابتدا رسوراترول در ترکیبی از اتانول و سالین حل شد. سپس مصرف مکمل رسوراترول به روش تجویز خوراکی (گاواژ) با دوز ۱۰ میلی‌گرم/کیلوگرم روزانه به مدت ۸ هفته انجام شد. 
سنجش متغیر های وابسته: 
خون‌گیری و آماده‌سازی نمونه‌ها
پس از ۱۲-۸ ساعت ناشتایی، نمونه‌های خون کامل از ورید دمی موش‌ها جمع‌آوری شد. نمونه‌ها به دو دسته تقسیم شدند:
الف) نمونه‌های سرمی جهت اندازه‌گیری 8-OHdG و MDA:
خون در لوله‌های بدون ضدانعقاد جمع‌آوری شد و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای ۴ درجه سانتی‌گراد با سرعت ۱۵۷۵g× سانتریفیوژ گردید. سرم به دقت جدا شده و تا زمان آزمایش در دمای ۸۰- درجه سانتی‌گراد نگهداری شد.
ب) نمونه‌های گلبول قرمز شسته شده:

خون در لوله‌های حاوی هپارین جمع‌آوری شد. پس از سانتریفیوژ، پلاسما و لایه بافی کانال جدا شده و گلبول‌های قرمز با بافر فسفات سالین سه بار شسته شدند. سپس ۵۰ میکرولیتر از گلبول‌های قرمز شسته شده با ۹۵۰ میکرولیتر آب مقطر یا محلول تثبیت‌کننده (EDTA ۲.۷ میلی‌مولار و ۲-مرکاپتواتانول ۰.۷ میلی‌مولار) مخلوط شده و در دمای ۸۰- درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند.
۱- اندازه‌گیری تخریب اکسیداتیو DNA در سرم

سطح سرمی ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8OHdG-) به عنوان شاخص تخریب اکسیداتیو DNA با استفاده از کیت تجاری(Hangzhou Eastbiopharm Co., LTD., Cat. No: CK-E90285) مطابق با دستورالعمل کارخانه سازنده اندازه‌گیری شد. خلاصه روش به این صورت بود که نمونه‌های سرم و استانداردها به چاهک‌های میکروپلیت پوشش‌داده‌شده با آنتی‌بادی اختصاصی 8OHdG- اضافه شده و پس از انکوباسیون و مراحل شستشو، با آنتی‌بادی ثانویه کونژوگه‌شده با HRP انکوبه گردیدند. در نهایت، محلول سوبسترای رنگ‌زا افزوده شده و جذب نوری در طول موج ۴۵۰ نانومتر (با طول موج مرجع ۶۳۰ نانومتر) قرائت شد. غلظت 8OHdG- در نمونه‌ها با درون‌یابی از منحنی استاندارد تهیه‌شده با غلظت‌های مشخصی از استاندارد 8OHdG- محاسبه گردید.
۲- اندازه‌گیری پراکسیداسیون لیپیدی (MDA)

مقدار پلاسمایی مالون‌دی‌آلدئید (MDA) به عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپیدی با روش اسپکتروفتومتری بر اساس واکنش با تیوباربیتوریک اسید (TBA) اندازه‌گیری شد. به ۵/۰ میلی‌لیتر پلاسما، ۲ میلی‌لیتر TCA ۵ درصد افزوده و پس از ۱۰ دقیقه انکوباسیون، ۵/۱ میلی‌لیتر TBA ۶۷/۰ درصد اضافه گردید. نمونه‌ها به مدت ۱ ساعت در حمام آب جوش (۱۰۰ درجه سانتی‌گراد) قرار داده شدند. کمپلکس رنگی MDA-TBA با ۴ میلی‌لیتر n-بوتیل الکل استخراج و پس از سانتریفیوژ (۳۰۰۰ دور/دقیقه به مدت ۱۰ دقیقه)، جذب فاز آلی در طول موج ۵۳۲ نانومتر قرائت شد. منحنی استاندارد با استفاده از غلظت‌های ۵/۰ تا ۱۰ میکرومول در لیتر MDA تهیه گردید و غلظت نمونه‌ها با درون‌یابی از منحنی استاندارد محاسبه شد.
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برای نرمالیتی داده ها از آزمون کلوموگراف اسمیرنف، آزمون آنالیز داده های بین گروه ها از آنالیز واریانس یکسویه و آزمون تعقیبی توکی استفاده شد. برای آنالیز داده ها از نرم افزار آماری spss20 در سطح معنی داری 05/0  استفاده شد.

نتایج:
مقادیر گلوکز سرمی موش های صحرایی پس از القای دیابت و پس از 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل یاری رسوراترول
مقادیر گلوکز سرمی موش های صحرایی پس از القای دیابت و پس از 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل سازی رسوراترول در نمودار1 ارائه شده است. دیابت موجب افزایش معنی دار گلوکز سرمی در تمامی گروه ها گردید. هم چنین 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا، مصرف رسوراترول و همچنین ترکیبی از آنها باعث کاهش معنی دار گلوکز سرمی گردید. 

نمودار1 تغییرات گلوکز سرمی در چهار گروه مورد مطالعه پس از دیابتی شدن و پس از اتمام 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل یاری رسوراترول

جدول 3 میانگین و انحراف استاندارد و جدول 4 نتایج تحلیل آماری متغیرهای OHdG (ng/mL) ، MDA (nmol/mL) و گلوکز در گروه‌های مورد مطالعه را نشان می دهد. 

جدول 3: میانگین و انحراف استاندارد متغیرهای OHdG (ng/mL) و MDA (nmol/mL)در گروه‌های مورد مطالعه
جدول 4: نتایج تحلیل آماری مقادیر 8-هیدروکسی دئوکسی گوانوزین، مالون دی آلدئید و گلوکز در گروه های مورد مطالعه


نمودار2 میانگین مقادیر سرمی ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) در چهار گروه کنترل ، تمرین دیابتی، رسوراترول دیابتی و تمرین+ رسوراترول دیابتی را نشان می دهد. نتایج آنالیز واریانس یک سویه برای مقادیر سرمی ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) نشان داد که تفاوت معنی داری بین چهار گروه مورد مطالعه وجود دارد(p<0.05 و F=418.418). نتایج آزمون تعقیبی توکی نشان داد که تفاوت معنی داری بین گروه کنترل و تمرین، به نفع گروه تمرین (p<0.01)، کنترل و مکمل، به نفع گروه مکمل(p<0.05) و کنترل و تمرین + مکمل، به نفع گروه تمرین + مکمل (p<0.01) وجود دارد. همچنین تفاوت معنی داری بین گروه تمرین و تمرین+ مکمل، به نفع گروه تمرین+ مکمل (p<0.05)، بین گروه مکمل و تمرین+ مکمل، به نفع گروه تمرین+ مکمل (p<0.01)، وجود داشت. با این وجود تفاوت معنی داری بین دو گروه تمرین و مکمل وجود نداشت(p=0.487).

[bookmark: _Toc379791091]نمودار 2: میانگین مقادیر بیان ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) (نانوگرم در میلی لیتر) گروه های مورد مطالعه پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی

نمودار3 میانگین مقادیر مالون دی آلدئید در چهار گروه کنترل دیابتی، تمرین دیابتی، مکمل دیابتی و تمرین+مکمل دیابتی را نشان می دهد. نتایج آنالیز واریانس یک سویه برای مقادیر مالون دی آلدئید نشان داد که تفاوت معنی داری بین چهار گروه مورد مطالعه وجود دارد(p<0.05و F=195.621). نتایج آزمون تعقیبی توکی نشان داد که تفاوت معنی داری بین گروه کنترل و تمرین، به نفع گروه تمرین (p<0.05)، کنترل و مکمل، به نفع گروه مکمل(p<0.01) و کنترل و تمرین + مکمل، به نفع گروه تمرین + مکمل (p<0.05) وجود دارد. همچنین تفاوت معنی داری بین گروه تمرین و تمرین+ مکمل، به نفع گروه تمرین+ مکمل (p<0.05)، بین گروه مکمل و تمرین+ مکمل، به نفع گروه تمرین+ مکمل (p<0.05)، وجود داشت. با این وجود تفاوت معنی داری بین دو گروه تمرین و مکمل وجود نداشت(p=0.491).
نمودار3 : میانگین مقادیر مالون دی آلدئید (نانومول بر میلی لیتر) گروه های مورد مطالعه پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی


بحث 
یافته‌های مطالعه حاضر نشان داد که هشت هفته تمرین تناوبی با شدت بالا (HIIT) و مصرف رسوراترول، هر یک به‌طور مستقل و همچنین به‌صورت ترکیبی، به‌طور معنی‌داری سطوح سرمی ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) و مالون‌دی‌آلدئید (MDA) را در موش‌های صحرایی دیابتی کاهش دادند. این یافته‌ها نشان‌دهنده اثر محافظتی این روش ها در برابر آسیب اکسایشی DNA و پراکسیداسیون لیپیدی است. قابل‌توجه است که مداخله ترکیبی (HIIT+رسوراترول) بیشترین کاهش را در هر دو شاخص به همراه داشت که بیانگر اثر افزاینده ترکیبی بین این دو روش می‌باشد (۱، ۲).
دیابت با بالابودن مزمن گلوکز خون مشخص می‌شود که از طریق مسیرهای متعددی از جمله اکسیداسیون خودکار گلوکز، فعال‌سازی مسیر پلیول و افزایش تولید محصولات نهایی گلیکاسیون پیشرفته (AGEs)، منجر به تولید بیش ازحد گونه‌های فعال اکسیژن (ROS) می‌گردد (۳، ۴). این فشار اکسایشی، سیستم دفاع ضداکسایشی درون‌زاد را تحت‌تاثیر قرار داده و به آسیب مولکول های درشت سلولی از جمله DNA و لیپیدها منجر می‌شود (۵، ۶). کاهش معنی‌دار 8-OHdG مشاهده‌شده در تمامی گروه‌های مداخله، نشان‌دهنده توانایی هر دو مداخله HIIT و رسوراترول در کاهش آسیب اکسایشی به DNA هسته‌ای و میتوکندریایی می‌باشد (۷، ۸). این موضوع از آن جهت حائز اهمیت است که آسیب DNA در پاتوژنز عوارض دیابت از جمله نفروپاتی، نوروپاتی و کاردیومیوپاتی نقش دارد (۹، ۱۰).
کاهش مشاهده‌شده در 8-OHdG با اثرات شناخته‌شده تمرین ورزشی در افزایش ظرفیت سیستم دفاع ضداکسایشی درون‌زاد همسو می‌باشد (۱۱، ۱۲). HIIT از طریق افزایش فعالیت آنزیم‌هایی نظیر سوپراکسید دیسموتاز (SOD)، کاتالاز (CAT) و گلوتاتیون پراکسیداز (GPX)، می‌تواند تجمع گونه های فعال اکسیژن عامل آسیب DNA را کاهش دهد (۱۳، ۱۴). علاوه‌براین، نشان داده شده است که HIIT از طریق افزایش بیان PGC-1α و تحریک بیوژنز میتوکندریایی، سوخت و ساز انرژی را بهبود بخشیده و مرگ برنامه ریزی شده سلولی را کاهش می‌دهد (۱۵). شمیتس و همکاران نشان دادند که پروتکل‌های HIIT بیان میکروRNAهای درگیر در مسیرهای فشار اکسایشی را تعدیل می‌کنند که این امر نقش محافظتی سلولی آن را بیشتر مورد تأکید قرار می‌دهد (۹). سلطانی و همکاران در مطالعه خود گزارش کردند که HIIT مقدار هومانین (یک پپتید مشتق از میتوکندری با خواص محافظت‌کننده سلولی) را افزایش می‌دهد که ممکن است در کاهش آسیب DNA مشاهده‌شده در این مطالعه نقش داشته باشد (۱۰).
به‌طور مشابه، رسوراترول (۳،۵،۴'-تری‌هیدروکسی‌استیل‌بن) که یک ترکیب پلی‌فنولی طبیعی موجود در انگور قرمز، توت‌ها و بادام زمینی است، به‌خاطر ویژگی های ضداکسایشی قوی خود شناخته شده است (۲۳، ۲۴). رسوراترول اثرات محافظتی خود را از طریق سازوکارهای متعددی از جمله مهار مستقیم رادیکال‌های آزاد، افزایش بیان SIRT1، فعال‌سازی مسیر Nrf2/ARE و مهار پاسخ‌های التهابی وابسته به NF-κB اعمال می‌کند (۲۴، ۲۵). مطالعات پیشین نشان داده‌اند که رسوراترول آسیب اکسایشی DNA ناشی از دیابت را در بافت‌های مختلف کاهش می‌دهد (۳، ۷). الحسینی و کیلارکاج نشان دادند که ترانس-رسوراترول آسیب اکسایشی DNA و تجمع محصولات نهایی گلیکاسیون پیشرفته را در گلومرول‌ها و توبول‌های کلیه موش‌های دیابتی کاهش می‌دهد (۸). صادقی و همکاران نیز در مطالعه خود گزارش کردند که رسوراترول بیانگرهای اکسایشی و آنزیم‌های ضداکسایشی را در مغز موش‌های دیابتی القاشده با استرپتوزوتوسین تعدیل می‌کند که نشان‌دهنده پتانسیل محافظت عصبی آن می‌باشد (۱۱). پال‌سامی و سوبرامانیان نشان دادند که رسوراترول فشار اکسایشی ناشی از هایپرگلیسمی و اختلال عملکرد سلول‌های بتای پانکراس را بهبود می‌بخشد (۷). علاوه‌براین، عوض و همکاران نشان دادند که رسوراترول در برابر آسیب ژنومیک ناشی از انسولین محافظت می‌کند (۱۹).
کاهش MDA که محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدی است، نقش ضداکسایشی هر دو روش را تأیید می‌کند (۴، ۶). افزایش سطح MDA در دیابت بیانگر افزایش آسیب اکسایشی به لیپیدهای غشایی است که منجر به اختلال در یکپارچگی غشاء، تغییر در سیالیت و اختلال در عملکرد سلولی می‌گردد (۵، ۱۴). کاهش MDA مشاهده‌شده در این مطالعه با یافته‌های پیشین مبنی بر کاهش پراکسیداسیون لیپیدی توسط تمرین ورزشی و مصرف رسوراترول در مدل‌های دیابتی همسو می‌باشد (۱۸، ۲۲). بهار و همکاران گزارش کردند که تمرینات شنا و دویدن باعث بهبود پروفایل اکسایشی-ضداکسایشی و لیپیدی در موش‌های دیابتی القاشده با استرپتوزوتوسین می‌شود (۱۸). حسین الشویلی و همکاران نشان دادند که HIIT میان‌مدت و مصرف رسوراترول باعث کاهش پراکسیداسیون لیپیدی در مردان مبتلا به سندرم سوخت و سازی می‌گردد (۴).
اثر مهم مداخله ترکیبی (HIIT+رسوراترول) در مقایسه با هر یک از مداخلات به‌تنهایی، با مطالعات پیشین که نشان داده‌اند ترکیب تمرین تناوبی و رسوراترول منجر به بهبود بیشتر در نشانگرهای اکسایشی نسبت به هر مداخله به‌تنهایی می‌شود، همخوانی دارد (۱، ۲، ۱۲). نگارستانی و همکاران در مطالعه خود نشان دادند که ترکیب مصرف رسوراترول و تمرین تناوبی، عوامل تنظیمی و اجرایی مرگ سلولی کبدی را در موش‌های دیابتی تعدیل می‌کند (۲). مهرابی و همکاران اثرات ضدپیری و ضداکسایشی ترکیب رسوراترول و HIIT را بر لوب پیشانی مغز موش‌های پیر با افزایش بیان SIRT3، SIRT5، SOD1 و SOD2 گزارش کردند (۱۲). ریاحی‌ملایری و همکاران نشان دادند که هشت هفته HIIT و مصرف رسوراترول تأثیر مطلوبی بر سطوح سرمی آدیپونکتین و رزیستین در موش‌های دیابتی نوع ۲ دارد (۵). حسینی و حسینی اثرات افزاینده ترکیبی HIIT و رسوراترول را بر سیتوکین‌های التهابی IL-10 و TNF-α در موش‌های صحرایی نر دیابتی گزارش کردند (۶).
اثر افزاینده ترکیبی را می‌توان به سازوکارهای مکمل نسبت داد: HIIT فعالیت آنزیم‌های ضداکسایشی درون‌زا را افزایش می‌دهد، در حالی که رسوراترول مستقیماً رادیکال‌های آزاد را مهار کرده و مسیرهای سلولی درگیر در فشار اکسایشی را تعدیل می‌کند (۲۴، ۲۵). به‌نظر می‌رسد مداخله ترکیبی از طریق تنظیم بیان Bax، Bcl-2 و سیتوکین‌های التهابی، مرگ برنامه ریزی شده سلولی و التهاب ناشی از دیابت را نیز کاهش می‌دهد (۲، ۶، ۲۱). ما و همکاران اثرات مفید انواع مختلف تمرین بر کاردیومیوپاتی دیابتی را نشان داده و بر اهمیت سازگاری‌های ضداکسایشی ناشی از تمرین تأکید کردند (۱۳). رلیچ بر نقش HIIT به‌عنوان "پزشکی ردوکس" با هدف قراردادن فشار اکسایشی و سازگاری‌های ضداکسایشی در بیماری‌های قلبی-سوخت و سازی تأکید نمود (۱۴). لازیچ و همکاران کارایی مداخلات HIIT را بر آمادگی قلبی-تنفسی و پارامترهای قندی در بزرگسالان مبتلا به دیابت نوع ۱ تأیید کردند (۱۵). علاوه‌براین، اثرات ضدالتهابی هر دو مداخله به کاهش نشانگرهای ضداکسایشی کمک می‌کند (۲۱، ۲۲). نیرنجن و همکاران نقش سیتوکین‌های پیش‌التهابی را در اختلال ترمیم زخم در دیابت بررسی کردند (۲۱)، در حالی که تالاکاتا و همکاران تغییرات فیبروتیک ناشی از دیابت را از طریق فعال‌سازی مسیرهای سیگنالینگ TGF-β گزارش نمودند (۲۲).
لازم به ذکر است که بین دو گروه HIIT و رسوراترول از نظر سطوح 8-OHdG و MDA تفاوت معنی‌داری مشاهده نشد که نشان‌دهنده کارایی قابل‌مقایسه این دو مداخله در کاهش آسیب اکسایشی می‌باشد. این امر نشان می‌دهد که هر دو مداخله به‌طور مشابهی در کاهش فشار اکسایشی در این مدل دیابتی مؤثر هستند. با این حال، مداخله ترکیبی کاهش‌های معنی‌دار بیشتری نسبت به هر یک از مداخلات به‌تنهایی ایجاد کرد که تأییدکننده اثر ه مافزایی آن‌ها می‌باشد (۱، ۴).
[bookmark: _GoBack]از جمله محدودیت‌های این مطالعه عدم استفاده از گروه کنترل سالم جهت مقایسه پایه و همچنین عدم سنجش مستقیم در بافت‌های هدف بود. همچنین عدم اندازه‌گیری آنزیم‌های آنتی‌اکسیدان درون‌زا (SOD، CAT و GPX) همراه با شاخص‌های تخریب، درک کامل سازوکارهای مولکولی را با محدودیت مواجه ساخته است.

نتیجه‌گیری
در مجموع، یافته‌های این مطالعه نشان می‌دهد که هر دو مداخله تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل‌یاری رسوراترول به‌طور مؤثری باعث کاهش تخریب DNA و پراکسیداسیون لیپیدی در مدل حیوانی دیابت نوع ۲ می‌شوند. ترکیب این دو مداخله اثر ترکیبی نشان داده و منجر به کاهش معنی‌دارتر نشانگرهای فشار اکسایشی در مقایسه با هر یک از مداخلات به‌تنهایی می‌گردد. این موضوع نشان می‌دهد که ترکیب HIIT با مکمل‌یاری رسوراترول می‌تواند یک راهبرد غیردارویی مؤثر برای کاهش عوارض اکسایشی مرتبط با دیابت باشد. سازوکارهای عمل مکمل شامل افزایش فعالیت آنزیم‌های ضداکسایشی درون‌زا توسط HIIT و مهار مستقیم رادیکال‌های آزاد همراه با افزایش بیان SIRT1 توسط رسوراترول، پتانسیل این رویکرد ترکیبی را مورد تأکید قرار می‌دهد (۱۲، ۲۴، ۲۵). با این حال، انجام تحقیقات بیشتر برای روشن‌سازی کامل سازوکارهای مولکولی زمینه‌ای در بافت‌های مختلف و بررسی قابلیت ترجمه این یافته‌ها به کارآزمایی‌های بالینی انسانی ضروری به‌نظر می‌رسد. 
ملاحظات اخلاقی 
پژوهش حاضر با تأیید کمیته اخلاق در پژوهش‌های زیستی پژوهشگاه تربیت بدنی و علوم ورزشی با کد IR.SSRC.REC.1402.249 و مطابق با اصول اخلاقی مندرج در اعلامیه هلسینکی به اجرا درآمده است. 
منابع مالی 
این پژوهش فاقد هرگونه حمایت مالی از سوی نهادهای دولتی، سازمان‌های تجاری یا مؤسسات غیرانتفاعی بوده و هزینه‌های آن توسط نویسنده تأمین شده است.
مشارکت نویسندگان 
تمامی نویسندگان به‌طور مساوی در طراحی مطالعه، جمع‌آوری و تحلیل داده‌ها، نگارش پیش‌نویس اولیه، بازبینی انتقادی و تأیید نسخه نهایی مقاله مشارکت داشته‌اند.
تعارض منافع
نویسندگان اعلام می‌کنند که هیچ گونه تعارض منافع وجود ندارد.
تقدیر و تشکر 
از تمامی افرادی که در انجام این پژوهش همکاری داشته اند صمیمانه تشکر و قدردانی می شود.
بیانیه استفاده از هوش مصنوعی:
در جریان آماده‌سازی این مقاله، نویسندگان از ابزار «دیپ‌سیک» به منظور ارتقاء قابلیت خوانایی و کیفیت نگارش متن بهره گرفتند. پس از استفاده از این سرویس، نویسندگان محتوای نهایی را بازبینی و اصلاح نموده و مسئولیت کامل مطالب منتشرشده را می‌پذیرند.
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جدول 1: شمای کلی طرح تحقیق
	خون گیری
	تمرین تناوبی با شدت بالا
	مکمل یاری رسوراترول 
	انجام تست تایید دیابت
	تزریق STZ
	مصرف غذای پرچرب
	نگه داری و رسیدن به وزن مطلوب
	مراحل

	48 ساعت بعد از آخرین جلسه تمرینی
	8 هفته
	8 هفته
	48 ساعت بعد از تزریق STZ
	
	2 هفته
	2 هفته
	مدت

	*
	-
	-
	*
	*
	*
	*
	کنترل 

	*
	*
	-
	*
	*
	*
	*
	تمرین 

	*
	-
	*
	*
	*
	*
	*
	رسوراترول 

	*
	*
	*
	*
	*
	*
	*
	تمرین رسوراترول 















جدول2. قرارداد تمرینی تناوبی شدید
	ردیف
	هفته
	وهله های فعالیت
	سرعت دویدن(درصدی از سرعت بیشینه)
	مدت تناوب های فعالیت(دقیقه)
	مدت تناوبهای استراحت(دقیقه)

	1
	اول
	6
	85-90
	2
	3

	2
	دوم
	7
	85-90
	2
	3

	3
	سوم
	8
	85-90
	2
	3

	4
	چهارم
	9
	85-90
	2
	3

	5
	پنجم
	10
	85-90
	2
	3

	6
	ششم
	11
	85-90
	2
	3

	7
	هفتم
	12
	85-90
	2
	3

	8
	هشتم
	12
	85-90
	2
	3












نمودار1 تغییرات گلوکز سرمی در چهار گروه مورد مطالعه پس از دیابتی شدن و پس از اتمام 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا و مکمل یاری رسوراترول
 تفاوت معنی دار پس از اتمام 8 هفته تمرین تناوبی با شدت بالا، مکمل یاری رسوراترول و ترکیبی از آنها










جدول 3: میانگین و انحراف استاندارد متغیرهای OHdG (ng/mL) و MDA (nmol/mL)در گروه‌های مورد مطالعه پس از اجرای پروتکل
	گروه
	OHdG (ng/mL)
	MDA (nmol/mL)
	گلوکز ناشتا(mg/dL)

	کنترل دیابتی
	 4۵/0 ± 8/5 
	20/1 ± 50/14
	385/0 ± 50/12

	دیابتی + تمرین
	30/0 ± 20/3
	90/0 ± 40/8
	275/0 ± 00/8

	دیابتی + رسوراترول
	38/0 ± 53/3
	95/0 ± 6/8
	280/0 ± 50/7

	دیابتی + تمرین + رسوراترول
	2۵/0 ± 9/1
	7/0 ± 3/5
	245/0 ± 50/6























جدول 4: نتایج تحلیل آماری مقادیر 8-هیدروکسی دئوکسی گوانوزین، مالون دی آلدئید و گلوکز در گروه های مورد مطالعه
	متغیر
	منبع تغییرات
	مجموع مربعات (SS)
	درجه آزادی (df)
	میانگین مربعات (MS)
	F آماره
	P

	8-OHdG (ng/mL)
	بین گروهی
	۱۱۴.۷۲
	۳
	۳۸.۲۴
	۴۱۸.۴۱۸
	< 0.01

	
	درون گروهی
	۳.۲۹
	۳۶
	۰.۰۹۱
	
	

	
	کل
	۱۱۸.۰۱
	۳۹
	
	
	

	MDA (nmol/mL)
	بین گروهی
	۵۴۴.۶۰
	۳
	۱۸۱.۵۳
	۱۹۵.۶۲۱
	< 0.01

	
	درون گروهی
	۳۳.۴۰
	۳۶
	۰.۹۲۸
	
	

	
	کل
	۵۷۸.۰۰
	۳۹
	
	
	

	گلوکز (mg/dL)
	بین گروهی
	۱۸۴۲۵۰.۰
	۳
	۶۱۴۱۶.۷
	۳۰۲.۵۰۰
	< 0.01

	
	درون گروهی
	۷۳۱۲.۵
	۳۶
	۲۰۳.۱
	
	

	
	کل
	۱۹۱۵۶۲.۵
	۳۹
	

	
	
















نمودار 2: میانگین مقادیر بیان ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG) (نانوگرم در میلی لیتر) گروه های مورد مطالعه پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه کنترل و سه گروه
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه تمرین و تمرین + مکمل
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه مکمل و تمرین + مکمل


































نمودار3 : میانگین مقادیر مالون دی آلدئید (نانومول بر میلی لیتر) گروه های مورد مطالعه پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه کنترل و سه گروه
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه تمرین و تمرین + مکمل
 نشان دهنده تفاوت معنی دار بین گروه مکمل و تمرین + مکمل







 ۸-هیدروکسی‌دئوکسی‌گوانوزین (8-OHdG)

پس از دیابتی شدن 	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.12	2.09	2.15	2.08	پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی

	0.7	0.98	0.99	1	0.7	0.98	0.99	1	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.11	4.08	4.1100000000000003	4.99	



مالون دی آلدئید(MDA)

پس از دیابتی شدن 	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.12	2.09	2.15	2.08	پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی

	0.7	0.98	0.99	1	0.7	0.98	0.99	1	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.11	4.08	4.1100000000000003	4.99	



گلوکز

پس از دیابتی شدن 	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	0.7	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.12	2.09	2.15	2.08	پس از 8 هفته تمرین و مکمل سازی

	0.7	0.98	0.99	1	0.7	0.98	0.99	1	کنترل  	تمرین 	مکمل 	تمرین + مکمل	2.11	4.08	4.1100000000000003	4.99	



