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[bookmark: _Hlk162619418]سابقه و هدف: مطالعه حاضر با هدف بررسی تاثیر مصرف حاد مکمل گلوتامین همراه با فعالیت ورزشی تناوبی بر پاسخ Hsp70 و لاکتات خون بازیکنان حرفه‌ای فوتبال باشگاه انجام گرفت. مواد و روش‌ها : تعداد 32 بازیکن تیم راه آهن تهران (میانگین سن 35/19، قد 25/176، وزن 17/69، درصد چربی 05/12، شاخص توده بدن 22 و اکسیژن مصرفی بیشینه 27/53) انتخاب و به صورت تصادفی به چهار گروه کنترل، مکمل، مکمل- فعالیت ورزشی و فعالیت ورزشی تقسیم شدند. آزمودنیها قبل از انجام مطالعه در تمرینات معمول روزانه شرکت داشتند و فقط دو گروه مکمل- فعالیت ورزشی و فعالیت ورزشی، پروتکل تناوبی را انجام دادند. نمونه خون پایه، پیشآزمون، پسآزمون و 90 دقیقه پس از آزمون گرفته شد. مکمل و دارونما به مقدار  g/kgBW5/0 و حجم  ml/kgBW5 یک ساعت قبل از پروتکل تناوبی مصرف شد. پروتکل تناوبی شامل 3 مرحله دویدن 20 دقیقهای با شدت 80% حداکثر ضربان قلب بیشینه و استراحت 5 دقیقهای بصورت پیاده روی بین مراحل بود. مقادیر HSP70 و لاکتات خون به ترتیب با استفاده از روش الایزا و آنزیماتیک سنجیده شد. دادهها با استفاده از آزمون تحلیل واریانس با اندازههای تکراری و عامل بین گروهی در سطح 05/0 P≤تحلیل شد. يافته‌ها : مکمل گلوتامین به تنهایی و همراه با ورزش، محرک پاسخ HSP70 بوده (01/0 p= و 00/0 p=) و ترکیب مکمل- فعالیت ورزشی منجر به تغییرات معنادار بالاتری در HSP70 میشود (00/0 p=) و در این پاسخ، تغییرات لاکتات نقشی نداشته است. نتيجه‌گيري : به نظر میرسد که مصرف مکمل گلوتامین در طولانی مدت سازگاریهای بیشتری نسبت به مصرف این مکمل در کوتاه مدت ایجاد می‌کند.
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Effect of acute glutamine supplementation along with intermittent exercise on Hsp70 and blood lactate of elite soccer players

Abstract
Introduction and purpose: The present study was conducted with the aim of investigating the effect of acute glutamine supplementation along with intermittent exercise on Hsp70 and blood lactate response of elite football players. Methodology: 32 players of the Tehran Railway football club (age: 19.35 years; height: 176.25 cm; weight: 69.17 kg; fat percentage: 12.05; body mass index: 22; volume of O2 maximum: 53.27 ml/kg of body weight) randomly divided into four groups: control, supplement, supplement-physical activity, and physical activity. Subjects participated in daily training schedule before conducting the study, and only two complementary groups (supplement-physical activity and physical activity) performed the periodic protocol. Blood samples were taken at baseline, pre-test, immediate post-test and 90 minutes after immediate post-test. The supplement and placebo were consumed in an amount of 0.5 g/kg of Body Weight and a volume of 5 ml/kg of Body Weight one hour before the periodic protocol. The interval protocol included 3 stages of 20-minute running with an intensity of 80% of the maximum heart rate and a 5-minute rest (including mild walk) between the stages. HSP70 and blood lactate levels were measured using ELISA and enzymatic methods, respectively. The data were analyzed using the analysis of variance test with repeated measures and the between-group factor at the P≤0.05 level. Findings: Glutamine supplementation alone and together with physical activity stimulate the response of HSP70 (p= 0.01 and p= 0.00 respectively) and the combination of supplement and physical activity leads to a greater response of HSP70 (p= 0.00) whereas lactate changes did not play a main role in this response. Discussion and conclusion: It seem that taking glutamine supplementation in the long-term lead to higher adaptations rather than short-term supplementation.
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مقدمه
ساز‌و‌کارهای سلولی که به منظور مقابله با عوامل بر هم زننده هومئوستاز سلولی مورد استفاده قرار میگیرد ذهن پژوهشگران را به خود مشغول کرده است. بر این اساس مطالعات اخیر بر چندین سطح متمرکز شده که دامنه این مطالعات از رویکردهای زیست مولکولی تا کاربردهای درمانی گسترده شده است. دلیل این علاقه، شواهدی است که نشان میدهد گونههای مختلف پستانداران در مقابله با استرس به شیوههای متفاوتی توسعه یافتهاند و پاسخ های متفاوتی را نشان می‌دهند (1). یکی از حیطه‌های مطالعات اخیر به خانواده پروتئینهای استرسی مربوط میشود که پروتئینهای شوک گرمایی (Heat Shock Proteins, HSP) نام دارند. نتیجه پاسخ این پروتئینها حفظ هومئوستاز سلولی از طریق بازسازی پروتئینهای تخریب شده یا جایگزینی آنها با پروتئینهای تازه سنتز شده است. در این راستا خانواده Hsp70 درون سلولی به عنوان محافظ مولکولی عمل میکند و میتواند قابلیت مقاومت سلول به استرس را افزایش دهد (2). محققان نشان داده‌اند که خانواده Hsp70 در پاسخ به انواع محرکهای استرسی از جمله ایسکمی، استرس اکسیداتیو و التهاب افزایش مییابد و در محافظت از هومئوستاز سلولی در برابر استرس از طریق عملکرد محافظت مولکولی از سلول ایفای نقش میکند (3). همچنین این فاکتور در مسیر سیگنالینگ بقای سلول در طول استرس اکسیداتیو و آسیب ایسکمی ریپرفیوژن (Ischemic Reperfusion, I/R) کاردیومیوسیتها نقش دارد (4). در همین راستا، بیان Hsp70 در آسیب میوکارد ناشی از I/R افزایش یافته و احتمالاً به کاهش آپوپتوز سلول کمک میکند (5). همچنین Hsp70 به طور مستقیم در مسیر آپوپتوز به جهت حفاظت از سلولها نقش دارد و مکانیسمهای حفاظتی متنوع Hsp70 به نوعی مقاومت در برابر برخی از اشکال مرگ سلولی ناشی از استرس شناخته میشود (6). در مجموع چنین به نظر میرسد که پاسخ Hsp70 با عوامل برهم زننده هومئوستاز سلولی نظیر کاهش گلوکز، هورمونهای استرسی، افزایش کلسیم درون سلولی، افزایش اسیدیته، افزایش فسفات آزاد، ایسکمی و استرس گرمایی، تغییرات شارژ انرژی، هایپوکسی، تخریب پروتئینی و استرس اکسيداتيو به مقابله میپردازد (7،8).
از دید دیگر، تغییرات فیزیولوژیکی-بیوشیمیایی و متابولیکی ناشی از فعالیت بدنی، آشفتگی هومئوستازی ایجاد می‌کند و به همین دلیل پاسخ Hsp70 را به عنوان یک واکنش رایج و معمول سلول به همراه دارد. در این راستا، گزارشات پیشین حاکی از نقش حمايتي اين پروتئین در جلوگيري از آسيبهاي درون عضلانی در ميوفيبريل است (9). مطالعات دیگر نشان می‌دهند که ویژگی خاص Hsp70 در پاسخ به استرس ناشی از فعالیت ورزشی، سنتز بلافاصله آنها بعنوان یکی از اولین سازوکارهای محافظتی و افزایش آن در پاسخ به فعالیت ورزشی طولانی مدت میباشد (10). همچنین مطالعات حاکی از افزايش معنيدار Hsp70 در عضلات در پی فعالیت ورزشی تناوبی شدید است (11-14). به هر حال به نظر می رسد که میزان پاسخ Hsp70 به فعالیت ورزشی به شدت و مدت این استرس بستگی دارد (1، 9، 10). برای نمونه، محققان دریافتند که دویدن با شدت بالا نسبت به شدت متوسط منجر به پاسخ بیشتری از Hsp70  می‌شود (15). همچنین میزان Hsp70 پس از فعالیت استقامتی طولانی مدت بیشتر از فعالیت شدید کوتاه مدت بود (16). 
در سالهاي اخير پژوهشگران به دنبال راهکارهایی هستند تا از طريق كاهش عوامل اثر گذار بر عملكرد بدني در حین و پس از اجراي تمرينات تناوبي شديد که در بسیاری از ورزش ها بویژه فوتبال مورد استفاده قرار می گیرد، كاهش خستگي و حفظ عملكرد را براي ورزشكاران به دنبال داشته باشد. يكي از رايجترين راهکارها، استفاده از مكمل گلوتامین است. از آنجا که گلوتامین فراوانترین اسید آمینه آزاد بدن انسان است و 50 تا 60 درصد کل ذخایر اسیدهای آمینه آزاد در عضله اسکلتی و حدود 20 درصد ذخایر اسیدهای آمینه پلاسما را تشکیل میدهد، برای هومئوستاز (شامل تعادل مایعات، PH و تنظیم حرارت بدن و ضربان قلب) و عملکرد مطلوب تعدادی از بافتهای بدن بویژه سیستم ایمنی و روده ضروری است و در سلولهای در حال تقسیم سریع مثل لنفوسیتها و نوتروفیلها مورد استفاده قرار میگیرد (17). مکملگیری گلوتامین به سلولهای اپیتلیال روده  محرک پاسخ Hsp70 باشد و پاسخ Hsp70 را در سلولهای اپیتلیال روده افزایش دهد (18-20). مطالعات از گلوتامین به عنوان یک القاء کننده غیر‌رسمی پروتئین‌های شوک حرارتی نام بردهاند و این اسید آمینه را دارای اثرات تعدیل‌کننده سیستم ایمنی در بسیاری از بیماریهای خود ایمن شناخته‌اند (1،2،17،18،19). در تایید این موضوع، پژوهش‌ها بیانگر افزایش سطح Hsp70  و پاسخ‌های پیش التهابی اولیه و نیز، تنظیم التهاب که معمولاً به تولید بی‌رویه سایتوکاینها منجر میشود در پی مصرف گلوتامین بودند (21، 22). 
از سوی دیگر، چالشهای مرتبط با متابولیسم انرژی شامل تخلیه گلیکوژن عضله و کبد، کاهش گلوکز خون و تجمع لاکتات در چندین مطالعه مورد بررسی قرار گرفته و همگی بر برانگیختن پاسخ Hsp70 در پی این تغییرات اشاره دارند (23،24). بسیاری از تغییرات سلولی ناشی از فعالیت ورزشی میتواند منجر به پاسخ Hsp70 شود، این مسئله پیشنهاد میکند که پاسخ Hsp70 منعکس کننده میزان مشخصی از تغییرات سلولی ناشی از فعالیت ورزشی می‌باشد (24). یکی از تغییرات در هنگام فعالیت ورزشی تولید اسید لاکتیک است، بویژه اگر شدت فعالیت بالا باشد. همچنین کاهش PH ناشی از فعالیت ورزشی شدید میتواند به پاسخ Hsp70 منجر شود (25). همچنین پس از فعالیت ورزشی mRNAHsp70  بطور مثبت با اوج تجمع لاکتات خون همبسته است (25). پژوهشگران دیگر نیز اثر پاسخ Hsp70 بر مسیرهای متابولیک گلیکولیتیکی و اکسیداتیوی را بررسی کردند و دریافتند که در سلولهایی که در آنها Hsp70 بیش از حد بیان میشود، سرعت مصرف گلوکز و تولید لاکتات بطور مشخصی افزایش مییابد، درحالیکه بجز افزایش فعالیت سیترات‌سنتاز تفاوت دیگری در مسیر سوخت وساز اکسیداتیو در مقایسه با گروه کنترل مشاهده نمیشود (25،26). در مجموع چنین به نظر میرسد که تاثیر Hsp70 در محافظت از سطوح ATP سلولی در اثر تحریک آن بر گلیکولیز سهیم باشد. هنگام بالا بودن سطح Hsp70، میزان ATP سلولی پایین است. این موضوع بدلیل نقص گلیکولیزی نیست، بلکه به خاطر استفاده پر‌شتاب از ATP است، بطوریکه سرعت مصرف گلوکز و تولید لاکتات در سلولهایی که سطح Hsp70  بالایی را تولید میکنند با سلولهایی که سطح پاسخ متوسطی از Hsp70  را دارند قابل مقایسه است. بنابراین میتوان چنین نتیجه گرفت که Hsp70، سطح ATP سلول را بواسطه تحریک فعالیت گلیکولیتیک سلولهایی که پاسخ Hsp70 بالایی دارند، ارتقا میبخشد. در همین راستا، زمانی که میزان متابولیسم و سطوح اسیدوز افزایش مییابد، ظرفیت پاسخ Hsp70  پس از یک جلسه فعالیت ورزشی افزایش مییابد (25). مطالعات نشان می‌دهند که علاوه بر گرما، سایر عوامل مرتبط با فعالیت ورزشی (اسیدوز و آسیب عضلانی) در سنتز Hsp70 نقش دارند (26،27). یک برنامه شدید پاروزنی روئینگ باعث افزایش Hsp70 عضله اسکلتی شد، ولی مشخص نیست که افزایش در Hsp70 در نتیجه استرس متابولیکی (تراکم لاکتات، تخلیه گلیکوژن) بوده یا در پی آسیب عضلانی رخ داده است (28). 
بنابراین با بررسی مطالعات انجام گرفته در این زمینه، متأسفانه هنوز اطلاعات پیرامون مصرف مکمل گلوتامین و پاسخ Hsp70 در نمونههای انسانی و ارتباط این پاسخ با تغییرات لاکتات خون به عنوان یک فرآورده متابولیکی ناشی از فعالیت ورزشی به روشنی مشخص نیست. لذا هدف از پژوهش حاضر تعیین اثر احتمالی مصرف مكمل گلوتامين بر پاسخ Hsp70 به واسطه تغييرات لاکتات خون پس از فعاليت ورزشي در بازیکنان فوتبال بود.
روش شناسی
با توجه به اهداف و استفاده از نمونههاي انساني و عدم امكان كنترل تمام متغيرهاي مزاحم پژوهش حاضر از نوع نیمه تجربی بود که به شکل میدانی با 3 گروه تجربی و 1 گروه کنترل به اجرا در آمد. پیش از آغاز پژوهش، پروتکل انجام این پژوهش در کمیته پژوهش دانشگاه علوم پزشکی ایران مطرح و با کد IR.IUMS.97.06.10.04 مورد تایید این کمیته قرار گرفت. به منظور دستیابی به اهداف پژوهش، 32 بازیکن حرفه‌ای فوتبال باشگاهی رده امید تیم راه آهن تهران بصورت در دسترس هدفمند انتخاب و به صورت تصادفی، به چهار گروه کنترل (8n=)، مکمل (8n=)، مکمل– فعالیت ورزشی (8n=) و فعالیت ورزشی (8n=) تقسیم شدند. بر اساس اطلاعات بدست آمده از پرسشنامههاي سابقه پزشكي و پرسشنامه فعاليت بدني r-Par-Q، آزمودنیها سابقه بیماری خاص نداشته و در سه ماه گذشته هیچگونه مکمل کربوهیدراتی، اسیدآمینه‌ای، کافئینی، آنتیاکسیدانی، مصرف الکل و تنباکو را نیز نداشتند. پس از کسب رضایتنامه، ویژگی‌های فردی آزمودنیها (جدول-1) اندازهگیری شد. قد و وزن آزمودنیها با استفاده از ترازوی پزشکی مجهز به قد سنج (220 esca mod: ساخت کشور آلمان)، شاخص توده بدن نیز از فرمول[footnoteRef:1] محاسبه و درصد چربی آزمودنیها با استفاده از مجموع چین پوستی هفت نقطه : سه سر بازو، تحت کتفی، دوسر بازو، فوق خاصره، فوق خاری، شکم، ران) و با استفاده از کالیپرSkin Fold Caliper Baseline  ساخت کشور آمریکا اندازهگیری و با استفاده از فرمول جکسون و پولاک به درصد چربی تبدیل شد (2). همچنین حداکثر اکسیژن مصرفی با استفاده از پروتکل بروس برآورد شد (2). نمونههای خونی این پژوهش پس از 12 ساعت ناشتایی شبانه در مرحله پایه به حجم 8 سیسی خون سیاهرگی، از ورید پیشبازویی دست غیر‌برتر برداشت شد. پس از اولین خونگیری، آزمودنیها به صرف صبحانه استاندارد دعوت شدند. صبحانهای استاندارد تلقی میشود که دست کم حاوی 300 کیلوکالری انرژی باشد. در این پژوهش صبحانه حاوی تقریباً 315 کیلوکالری (کربوهیدرات 50% ، پروتئین 20% ، چربی30% ) حدوداً 45 گرم نان، 15 گرم کره و یک لیوان آب جوش بود (29). دو گروه مکمل و مکمل- فعالیت ورزشی به همراه صبحانه، مقدار5/0 گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن و حجم 5 میلی لیتر به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن گلوتامین مصرف کردند، گروه کنترل و فعالیت ورزشی نیز به همان مقدار و حجم، دارونما استفاده کرد. مقدار مکمل مصرفی با توجه به پیشینه پژوهش و دٌز مصرفی مرتبط با سلامت انتخاب و در کپسول‌های همرنگ پر شد، بطوریکه تنها آزمونگر از اطلاعات مواد داخل کپسول و آزمودنی که باید آنرا مصرف کند، مطلع بود (29)، پس از گذشت 1 ساعت، نمونه خونی پیشآزمون به حجم 8 سیسی از تمامی آزمودنیها برداشت و سپس گروههای کنترل و مکمل بدون هیچگونه فعالیتی در محل پژوهش حضور بافتند. گروه مکمل- فعالیت ورزشی و فعالیت ورزشی در ابتدا به مدت 5 دقیقه با سرعت 5 کیلومتر در ساعت مرحله گرم کردن را روی نوار گردان انجام دادند، سپس سرعت نوارگردان تا زمانی که ضربان قلب آزمودنیها به80 درصد ضربان قلب بیشینه (برآورد شده با توجه به سن) برسد به صورت تدریجی افزایش یافت و هر آزمودنی 3 مرحله دویدن 20 دقیقهای با وهلههای استراحتی 5 دقیقهای پیاده روی را به اتمام رساند، دلیل انتخاب پروتکل فعالیت ورزشی حاضر این بود که پژوهشگر تاکید بر وارد نمودن استرس کافی بر آزمودنیها از نظر شدت و مدت را داشت، ولی چون آزمودنیها توانایی تحمل 1 ساعت دویدن با شدت80 درصد ضربان قلب بیشینه را نداشتند لذا پروتکل فعالیت ورزشی به 3 مرحله 20 دقیقهای فعالیت با وهلههای استراحتی 5 دقیقهای پیاده روی تعدیل شد. نمونه خونی پسآزمون به حجم 8 سیسی بلافاصله پس از آزمون از تمامی آزمودنیها در هر 4 گروه گرفته شد، و پس از 90 دقیقه استراحت غیرفعال آخرین مرحله نمونهگیری نیز به حجم 8 سیسی از آزمودنیها به بعمل آمد. [1:  ] 

تجزیه و تحلیل نمونههای خونی
متغیرهای آزمایشگاهی این مطالعه تغییرات Hsp70 و لاکتات خون بود. از هر آزمودنی در چهار مرحله پایه، پیشآزمون، پسآزمون و 90 دقیقه پس از آزمون حدود 8 سیسی خون گیری بعمل آمد. 6 سیسی به صورت لخته، جهت تهیه سرم (لخته حدود 20 دقیقه در دمای محیط مانده و 10 دقیقه با دور rpm2500 سانتریفیوژ شد) و 2 سیسی جهت تهیه پلاسما درون لوله محتویEDTA[footnoteRef:2] ریخته و چند دقیقه آرام مخلوط شد، سپس پلاسما در دور rpm3000 به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شد. سرم در چند میکروتیوب و پلاسما در یک میکروتیوب 1 میلیلیتری برای انجام آزمایشات بعدی آماده و در دمای 20- درجه سانتی گراد نگهداری شد. لاکتات خون با روش آنزیماتیک و با استفاده از کییت سنجش شرکت Randox انگلیس و بر حسب میلی گرم در دسی لیتر (mg/dl) و Hsp70  سرم به روش الایزا و با استفاده از کیت سنجش Hsp70  (HSP70 high sensitivity EIA kit ADI-EKS-715) ساخت کشور آمریکا، دستگاه الایزا ریدر مدل استاتفی 2100 اوارنس[footnoteRef:3] ساخت کشور آمریکا و دستگاه اتوآنالایزر مدل هیتاچی 912 روشه[footnoteRef:4] ساخت کشور آلمان اندازهگیری شد. حساسیت کیت سنجش Hsp70  ، 90 پیکوگرم در میلیگرم (5/12 – 20/0 نانوگرم در میلی لیتر) بود و ضریب تغییرات درون سنجش و برون سنجش به ترتیب 5% و 13% بود، سپس با استفاده از منحنی استاندارد در طیف 78/0 - 50 نانوگرم در میلی لیتر غلظت Hsp70  را در سرم بر حسب نانوگرم در میلی لیتر تعیین گردید. [2: - Ethyl Diamine Tetra Acetate ]  [3: -Statfay 2100 awerness ]  [4: -Hitachi 912 Roche ] 

روشهای آماری
توزیع طبیعی دادهها و همگنی واریانسها به ترتیب با آزمون کولموگروف- اسمیرنوف و آزمون لوین مورد تایید قرار گرفت، سپس از آزمونهای پارامتریک استفاده شد. به جهت تعیین معنی‌داری بین گروهی در مراحل مختلف تحقیق از آزمون تحلیل واریانس یک راهه(ANOVA) استفاده شد و در صورت مشاهده اختلاف معنی‌داری بین گروهها از آزمون تعقیبی توکی به منظور شناسایی اختلاف معنی‌دار استفاده شد. علاوه بر این، به جهت مطالعه معنی‌داری درون گروهی در مراحل مختلف تحقیق از آزمون تحلیل واریانس در اندازهگیری مکرر استفاده شد و در صورت مشاهده اختلاف معنی‌دار درون گروهها از آزمون تعقیبی توکی برای شناسایی اختلاف معنی‌دار استفاده شد. سطح معنیداری 05/0P≤ در نظر گرفته و کلیه دادهها با استفاده از SPSS نسخه 25 تحلیل شد. 

جدول-1 مشخصات سن، قد، وزن، درصد چربی، شاخص توده بدن و اکسیژن مصرفی بیشینه فوتبالیست های باشگاهی نخبه (میانگین ± انحراف استاندارد)
	                         متغیر          
	کنترل
	مکمل
	مکمل- فعالیتورزشی
	فعالیتورزشی

	تعداد آزمودنی
	8
	8
	8
	8

	سن (سال) 
	9/1±4/20
	8/0±19
	1/1±6/19
	7/0±4/18

	قد (سانتی متر) 
	9/2±177
	3/4±175
	6/2±177
	9/2 ±176

	وزن (کیلوگرم) 
	3±7/72
	7/6±69
	9/4±69
	3/1±66

	درصد چربی (%)
	1/1±9/12
	1/1±3/11
	4/1±7/12
	2/1±3/11

	 BMI (کیلوگرم بر متر مربع)
	2/1±1/23
	3/2±2/22
	2/1±5/21
	3/1±2/21

	VO2max (میلی لیتر بر کیلوگرم در دقیقه) 
	3/3±1/52
	8/4±9/53
	4/3±2/52
	6/3±3/55



یافتهها
اطلاعات مربوط به مقادیر Hsp70  و لاکتات به صورت میانگین ± انحراف استاندارد در جدول 2 ارائه شده است. نبود تفاوت معنیداری در مقادیر پایه Hsp70  و لاکتات در بین چهار گروه پژوهش حاکی از همسان بودن گروهها قبل از اجرای مطالعه میباشد. نتایج آزمون تجزیه و تحلیل واریانس با اندازههای تکراری و عامل بین گروهی در ارتباط با مقادیر Hsp70  حاکی از معنیدار بودن این تغییرات در اثر مرحله (00/0P=) و اثر تعامل گروه با مرحله (00/0P=) بود. در ارتباط با مقادیر لاکتات نتایج آزمون تجزیه و تحلیل واریانس با اندازههای تکراری و عامل بین گروهی تغییرات معنیداری را در هیچ یک از اثر مراحل و تعامل گروه با مرحله نشان نداد. همچنین آزمون تعقیبی توکی تفاوت در تغییرات Hsp70  را در گروهها و مراحل مختلف پژوهش به تصویر کشیده است. 
جدول2-  میانگین متغیرهای مورد مطالعه در چهار گروه در مراحل چهارگانه پژوهش (میانگین ± انحراف استاندارد)
	Hsp70  (نانوگرم در میلی لیتر)

	  گروه/مراحل 
	پایه
	پیش آزمون
	پس آزمون
	90دقیقه پس از آزمون

	کنترل
	[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK3]06/0±1680/0
	01/0±2291/0
	02/0±2751/0
	01/0±3100/0

	[bookmark: OLE_LINK4] ǂ مکمل
	01/0±2500/0
	01/0±4514/0
	*02/0±5829/0
	02/0±2883/0

	ǂǂ مکمل- فعالیت ورزشی
	02/0±2670/0
	02/0±3303/0
	*03/0±6900/0
	**03/0±3475/1

	فعالیت ورزشی
	03/0±3126/0
	03/0±5280/0
	02/0±5257/0
	01/0±7086/0

	لاکتات  (میلی گرم در دسی لیتر)

	  گروه / مراحل
	پایه
	پیش آزمون
	پس آزمون
	90 دقیقه پس از آزمون

	کنترل
	17/9±42/12
	35/8±42/13
	48/5±38/13
	59/8±04/13

	 ǂ مکمل
	21/6±07/12
	25/7±07/13
	92/9±68/13
	05/7±42/13

	ǂǂ مکمل- فعالیت ورزشی
	34/8±28/13
	43/4±28/14
	8/7±25/159
	66/6±85/147

	فعالیت ورزشی
	44/6±36/13
	22/9±18/13
	9/5±32/153
	44/4±78/149


ǂǂ مقادیر Hsp70  در گروههای چهارگانه در سطح001/0p≤ معنادار؛ ** مقادیر Hsp70  در مراحل چهارگانه در سطح001/0p≤ معنادار؛ ǂ مقادیر Hsp70  در گروههای چهارگانه در سطح 05/0 p≤ معنادار؛ * مقادیر Hsp70  در مراحل چهارگانه در سطح 05/0 p≤ معنادار است.

نتایج آزمون تحلیل واریانس در اندازهگیری مکرر چند متغیره، ویژه Hsp70 حاکی از افزایش معنیدار مقادیر Hsp70 به میزان 21% (01/0P=) در مرحله پسآزمون در گروه مکمل و 16% (09/0P=) در مرحله پس‌آزمون در گروه مکمل- فعالیت ورزشی نسبت به مرحله پایه و همچنین 41% (03/0P=) در مرحله 90 دقیقه پس از آزمون در گروه مکمل- فعالیت ورزشی نسبت به مرحله پایه بود. در گروه فعالیت ورزشی مقادیر Hsp70  در مراحل مختلف پژوهش هیچگونه افزایش معنیداری از خود نشان نداد. تحلیل نتایج نشان داد که مقادیر Hsp70 بین مرحله پسآزمون در گروه مکمل نسبت به مرحله پسآزمون در گروه کنترل، 15% (06/0P=) افزایش داشت. همچنین مقادیر Hsp70 بین مرحله پسآزمون در گروه مکمل- فعالیتورزشی نسبت به مرحله پسآزمون در گروه کنترل 20% (08/0P=) افزایش داشت و مقادیر Hsp70 بین مرحله 90 دقیقه پس از آزمون در گروه مکمل- فعالیتورزشی نسبت به مرحله 90 دقیقه پس از آزمون در گروه کنترل، 40% (03/0P=) افزایش داشت. در گروه تمرین مقادیر این شاخص در تمام مراحل مختلف پژوهش افزایش داشت ولی این افزایش تفاوت معنیداری از خود نشان نداد. از سوی دیگر فعالیت ورزشی به تنهایی و همراه با مصرف مکمل گلوتامین نتوانست تغییر معنیداری در مقادیر لاکتات ایجاد کند و مقادیر این شاخص در گروههای مورد مطالعه در مراحل مختلف پژوهش بدون تفاوت معنیداری باقی ماند.
بحث 
نتایج پژوهش حاضر نشان داد که مصرف مکمل اسید‌آمینهای گلوتامین به مقدار  5/0 گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن و حجم 5 میلیلیتر به ازای هر کیلوگرم از وزن بدن در نمونههای انسانی توانست بواسطه افزایش پاسخ Hsp70  با استرس ناشی از فعالیت ورزشی به مقابله بپردازد. مقادیر Hsp70 در گروه مکمل و مکمل- فعالیت ورزشی در مرحله پس آزمون نسبت به مرحله پایه به ترتیب 21% و 16% (019/0P= و 09/0P=) افزایش داشت، همچنین پاسخ Hsp70  در گروه مکمل- فعالیت ورزشی در مرحله 90 دقیقه پس از آزمون نسبت به مرحله پایه 41% (032/0P=) افزایش یافت که این میزان در مقایسه با مرحله پسآزمون، پاسخ بزرگتری از HSP70  بود. مقادیر این شاخص در مرحله پسآزمون در گروه مکمل نسبت به مرحله پس‌آزمون در گروه کنترل، 15% (06/0P=) افزایش و در مرحله پسآزمون در گروه مکمل- فعالیت ورزشی نسبت به مرحله پسآزمون در گروه کنترل 20% (08/0P=) افزایش داشت، همچنین مقادیر Hsp70  بین مرحله 90 دقیقه پس از آزمون در گروه مکمل- فعالیت ورزشی نسبت به مرحله 90 دقیقه پس از آزمون در گروه کنترل، 40% (030/0P=) افزایش داشت. از سوی دیگر مقادیر Hsp70  در گروه تمرین و همچنین مقادیر لاکتات در تمامی گروهها هیچگونه افزایش معنیداری در مراحل مختلف مطالعه از خود نشان نداد و بدون تغییر معنیدار بود که این نیز حاکی از این است که پروتکل فعالیت ورزشی مورد استفاده در این پژوهش از شدت و مدت کافی به جهت تحریک پاسخ Hsp70  و افزایش لاکتات برخوردار نبوده و سازگاری بالای آزمودنیهای پژوهش حاضر به استرس ناشی از فعالیت ورزشی را تایید می‌کند. در همین ارتباط، نتايج ضد و نقيضي درباره اثر تمرين با شدتهاي مختلف در مطالعات انساني و حيواني گزارش شده است. دانيل و همکاران (2011) بیان کردند که دويدن روي تردميل بدون شيب با شدت 60 تا 85 درصد VO2MAX (شدت بالا) نسبت به شدت متوسط تاثیر بيشتري بر افزايش Hsp70 دارد، در حالي كه برخی مطالعات دیگر تغيير معنيداري گزارش نکردند (30). تناقض در این نتايج احتمالاً به دلیل تفاوت در نوع و شدت و مدت فعالیت ورزشی و سطح آمادگی آزمودنيها میباشد (31، 32). از این رو يونگ و همكاران (2004) در بررسی خود بر روی 10 دونده نخبه و گروه بيتمرين که به مدت يك ساعت با 70 درصد ضربان قلب بيشنه بر روي تردميل دويدند، چنین اظهار داشتند که سطوح Hsp70 در ورزشكاران تمرين كرده معمولاً از گروه بيتمرين پايينتر است (33). آنها همچنین مشاهده کردند که سطوح Hsp70 در گروه بيتمرين حتي بعد از فعالیت ورزشی نسبت به گروه تمرين كرده همچنان بالاتر باقي میماند. اما در بررسی بيان ژن Hsp70 مشاهده شد که اساساً در دوندههاي تمرين كرده نسبت به گروه بيتمرين میزان بیان ژن Hsp70 بالاتر بود (33). در توجيه اختلاف سطح Hsp70، اندازهگيري تغييرات دما در گروهها نشان داد كه تغييرات دمايي در افراد بيتمرين نسبت به گروه تمرین کرده بيشتر میباشد، يعني ورزشكاران نخبه با استفاده از تعريق، تنظيم دمايي بهتري نسبت به گروه بيتمرين داشتند و اين افزايش كم در دماي بدن منجر به سطوح پايينتر Hsp70  در آنها ميشود (34-37). محركهاي بسیاری ميتوانند باعث تحريك و توليد  mRNAبا توان بالقوه رونويسي پروتئين شوند، ولي وضعيت استرس و ظرفيت تحمل ورزشكاران در مقابل آنها ميتواند ساخت پروتئينها را به تاخير بيندازد و يا تعديل كند (38-41). 
در ارتباط با افزایش Hsp70 در گروه مکمل و مکمل- فعالیت ورزشی با توجه به نتایج بدست آمده از پژوهش حاضر مشخص شد که مصرف مکمل گلوتامین به مقدار 5/0 گرم به ازای هر کیلو گرم از وزن بدن و به حجم 5 میلی لیتر به ازای هر کیلوگرم از بدن به تنهایی و همچنین همراه با فعالیت ورزشی در بازیکنان فوتبال منجر به تحریک پاسخ Hsp70  میشود که با نتایج دیگر مطالعات همسو بوده و نشان می‌دهد که در نمونههای انسانی، گلوتامین میتواند محرک پاسخ Hsp70 باشد (19-17). نتایج تحقیقات اخیر حاکی از آن است که Hsp70  در محافظت از سلول در برابر استرس سلولی، ایسکمی، هایپوکسی، آتروفی، آسیب سلولی، آپوپتوسیس، هایپرترمیا، هیپوترمیا، کاهش گلوکز خون و گلیکوژن عضله، اسیدیته و سایر مواردی که میتواند همراه و یا به دنبال فعالیت ورزشی رخ دهد نقش گستردهای داشته باشد (10). بنابراین احتمالاً افزایش پاسخ Hsp70 میتواند بر توانایی تحمل استرس ورزشی از سوی ورزشکاران اثری مثبت داشته و ظرفیت مقاومت سلول به استرس را افزایش دهد. به علاوه مطالعات اخیر نشان میدهند که افزایش پاسخ Hsp70 میتواند بواسطه گلوتامین تحریک شود (20،21). هر چند این مطالعات همگی در آزمایشگاه و محیط کشت سلولی بوده است، اما این میزان افزایش در پاسخ Hsp70 توانست از این سلولها در برابر استرس اکسیداتیو و همچنین نوسانات دما محافظت و حیات آنها افزایش دهد. در مجموع به نظر میرسد تغییر فاکتورهای متابولیکی حین تمرین مانند گلوتامین پلاسما میتواند پاسخ Hsp70 را تحریک کنند  (22). به عنوان یک اصل کلی گلوتامین اسیدآمینهای غیر ضروری محسوب میشود، با این حال در بسیاری از شرایط حاد از قبیل آسیب، جراحی و بیماری کاملاً لازم و ضروری میباشد (19). در شرایط طبیعی این اسیدآمینه فراوانترین اسیدآمینه موجود در پلاسما، عضله اسکلتی، گردشخون و سایر بافتها میباشد که مقادیر آن در شرایط آسیب، جراحی و عفونت به سرعت کاهش مییابد (20). گلوتامین یک نقش کلیدی در محافظت از سلول پس از جراحت بر عهده دارد که این امر همراه با افزایش Hsp70 میباشد (19). به هر حال مکانیسمی که به واسطه آن گلوتامین موجب افزایش بیان Hsp70  میشود هنوز به روشنی مشخص نیست، اما به نظر میرسد این امر به احتمال خیلی زیاد به متابولیسم گلوتامین وابسته باشد (21). توضیحات احتمالی برای این تاثیر تحریکی گلوتامین بر پاسخ Hsp70 بدین صورت است: نخست آنکه گلوتامین منجر به افزایش فعالیت ناحیه پروموتور ژن Hsp70 میشود که این امر به وسیله افزایش در بیان  mRNAHSP72مشخص شده است؛ دوم آنکه گلوتامین باعث افزایش ثبات mRNAHsp70 میشود که این امر منجر به افزایش میزان ترجمه ژن  Hsp70میشود؛ و سوم آنکه اثرات آنتی کاتابولیک گلوتامین سبب کاهش در نوسازی پروتئینهای استرسی میشود (20،21). در مجموع تغییراتی که به واسطه فعالیت ورزشی و مصرف مکمل گلوتامین در همئوستاز سلول ایجاد میشود منجر به پاسخ Hsp70 میشود که این امر به خودی خود حیات سلول را در مقابله با هر گونه استرس افزایش میدهد. در کل می‌توان استنباط نمود که با توجه به نقش مهم Hsp70 در بدن، مربیان و ورزشکاران ميتوانند از راهبرد مكملگيري گلوتامین در زمان تمرينات با شدت بالا استفاده كنند. با اين وجود هنوز مطالعات بيشتري براي تاييد تاثير مكملگيري گلوتامین بر Hsp70 و لاکتات خون نياز اســت. البته ویژگی‌های فردی در اسن پژوهش بررسی نشد که ممکن است نمایانگر اثرات متفاوت این مکمل بر افراد مختلف باشد. ضمن اینکه برای بررسی بهتر اثرات این مکمل، بهتر است میزان بیان پروتئین‌های شوک گرمایی در عضلات و خون به عنوان فاکتور پایین دستی اثرگذار اندازه‌گیری گردد. هر چند در اين مطالعه از تمرين تناوبی استفاده شد، اما اثربخشي انواع دیگر تمرین به همراه مكمل گلوتامین و يا بدون آن بر تغييرات Hsp70 که مورد بررسی در مطالعه حاضـر نيست، ميتواند مورد توجه دیگر پژوهشگران قرار گيرد.
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