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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Recent studies have shown acute cardioprotective effects of cyclosporine. The aim of the present 

study was to determine the protective role of cyclosporine on the model simulated the rotational nodal arrhythmia 

(AVNRT) by using extracellular field potential recordings of isolated atrioventricular-node (AV-node) of rabbit.

Methods: This study was performed on isolated double-perfused AV-node of male New Zealand rabbits (1.5-2.5

kg) in one group (n=7). Basic and rate-dependent stimulation protocols (recovery, facilitation, fatigue) and arrhythmia 

threshold (index of refractoriness) and % Gap incidence were measured for assessment of electrophysiological 

properties of the AV- node. All stimulation protocols were repeated in control step and in the presence of various 

cumulative concentrations of cyclosporine (0.5 - 10 µm).

Results: Cyclosporine prolonged the effective refractory period from 114.3±7.9 to 142±7.3 msec at the 

concentration of 10 µm. It also prolonged the functional refractory period from 162±3.3 to 178.6±5 msec and increased 

the time of Wenckebach at the concentrations of 5 - 10 µM. Various concentrations of cyclosporine increased fatigue 

and reached a significant level at 10 µm. Gap incidence was 82%, 16.6% and 20% in the control and treatments with 

0.5 and 10 µm of cyclosporine, respectively.

Conclusion: Block of MPTP by cyclosporine caused inhibition of basic and rate-dependent properties of 

atrioventricular node. Cyclosporine, by raising the threshold of arrhythmia, could be possibly considered as an anti-

AVNRT drug.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

نقش محافظتی سیکلوسپورین بر روي مدل شبیه سازي شده ي آریتمی 

ثبت پتانسیل خارج سلولی میدانی  با استفاده از )AVNRT( گرهی چرخشی

 شده خرگوشبطنی جدا -گره ي دهلیزي

 ،1شیما چنگیزي، 2حمید رضا مهیمنی ،1، فخري بداغ آبادي1منا پورابوك ،1یزدي رضا حمید ،3علی محمد علیزاده، 2سپیده شریعت نژاد ،1وحید خوري
  *4محسن نایب پور، 1مریم رجائی

  ، گرگاندانشگاه علوم پزشکی گلستان ،مرکز تحقیقات قلب وعروق گلستان، دانشکده پزشکی فلسفی. 1
  ن، گرگاندانشگاه علوم پزشکی گلستا ،عروق گلستان مرکز تحقیقات قلب و گروه فارماکولوژي،. 2

  مرکز تحقیقات کانسر، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران. 3
  ، تهراندانشکده داروسازي تهران، دانشگاه علوم پزشکی تهران ،گروه فارماکولوژي. 4

  89 اسفند 18: پذیرش    89 تیر 1: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

بت پتانسیل خارج سلولی ث با استفاده از) AVNRT( نقش محافظتی سیکلوسپورین بر روي مدل شبیه سازي شدة آریتمی چرخشی گرهی مطالعه حاضر تعیین هدف: مقدمه

  .می باشد ی جدا شده خرگوشبطن-دهلیزي ةمیدانی گر

 ). =7n( بـا پرفیـوژن دوگانـه در یـک گـروه انجـام شـد       ) کیلوگرم 5/2 –5/1( يبطنی جدا شده خرگوشهاي نر نژاد نیوزیلند –این مطالعه در مدل گره دهلیزي  :روش ها 

 خـواص ارزیـابی جهـت  )Gap(و درصـد شـکاف    )تحریـک پـذیري   اینـدکس ( و تعیـین آسـتانه آریتمـی    )خسـتگی  ،تسـهیل ریکـاوري، (سـرعت بـه وابستهپایه و هاي پروتکل

میکرو 10-5/0( سیکلوسپورینتراکمی مختلفهايغلظتحضوردرهمچنینوکنترلمرحلهدرتحریکیهايپروتکلتمامی .شدنداجرا بطنی–دهلیزيگرهالکتروفیزیولوژیک

  .استشدهداده نشانندارداستاخطاي ±صورت میانگینبهنتایجتمام  .شدندتکرار)مولار

 تحریـک دورهمیکرومـولار 10و 5 و در غلظت هايمیلی ثانیه  142±3/7 به 3/114±9/7را ازگره موثرناپذیريتحریکدورهمیکرومولار10درسیکلوسپورین :یافته ها

 درو را افـزایش داد خسـتگی  سیکلوسـپورین مختلفهايغلظت.گردیدونکباخزمانافزایشسببهمچنین ورسانیدمیلی ثانیه 6/178±5 به 162±3/3 از راناپذیري کارکردي

  .میکرومولار محاسبه شد 10و  5به ترتیب در کنترل،  %20و  %6/16،  %82درصد شکاف .ي رسیددارمعنیبه سطح  مولارمیکرو 10

آریتمـی مـی توانـد بـه      ۀگره ي دهلیزي بطنی شده و توسط افزایش آسـتان سیکلوسپورین سبب مهار خواص پایه و وابسته به سرعت  توسط MPTPبلاك  :جه گیريینت

  .مطرح شود) AVNRT(عنوان یک داروي ضد آریتمی گرهی

  

  بطنیفوق،آریتمیسیکلوسپورین بطنی،-دهلیزيگره :هاي کلیدي واژه

  *مقدمه

 متـداول ازیکـی   (AVNRT)چرخشـی هايآریتمیتاکی

که در  ]3[ استبطنیفوقايحملهکاردیهايتاکیانواعترین
  

  

*  

 زنان بیشتر از مردان است، ولی شیوع آن در کودکان زیاد نیست

 مسـیر بـین متقابـل ارتبـاط علـت بهعمدتا هاآریتمیاین].8[

 .آینـد مـی بوجـود بطنـی –دهلیـزي گـره درسـریع وآهسـته 

کنتـرل   مهمترین خـواص الکتروفیزیولوژیـک گـره در ایجـاد و    

تحریک ناپذیري گـره اي و   هدایت گره اي،آریتمی ارتباط بین 

مطالعات زیادي در ارتباط بـا مکانیسـم    ].2[ هدایت پنهان است
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سلولی ایجاد خواص فوق انجام شده است ولی مکانیسم دقیـق  

 نقش کانالهاي یونی مانند کانـال سـدیم،   .هنوز مشخص نیست

و پتاسیم در سلولاي ترانزیشنال تشـکیل دهنـده مسـیر     کلسیم

همچنین نقـش   سلولهاي فشرده گره اي و آهسته و در سریع و

تاکنون مطـرح شـده   ) CX43,48( گپ جانکشنها یا کانکسینها

 MPTPولی تـاکنون مطالعـه اي در مـورد نقـش منافـذ       .است

  .درخواص محافظتی و وابسته به سرعت گره انجام نشده است

از باز که سیکلوسپورین یک مولکول لیپوفیلیک بزرگ است 

و نشـان داده   میتوکندري جلوگیري می کند ةندفذ افزایشدن منا

شده است که میوسیت قلب ایزوله شده را در برابـر ریپرفیـوژن   

سیکلوسپورین بر ایمنی در  سرکوب کنندگی تأثیر. حفظ می کند

ایسکمی -آن در جراحت هاي ریپرفیوژن حفاظتی مقابل جایگاه

بـا اثـر    ۀن اثـر ممکـن اسـت در رابط ـ   میوکارد ناچیز است و ای

.]17[ میتوکندري باشد بینابینیمنافذ  جلوگیري کنندگی آن بر

سبب می شـوند میتوکنـدري    MPTPمنافذ میتوکندري یا  

علاوه بر نقش ضروري خود براي بقاي سلولها به یـک تنظـیم   

باز شدن ایـن منافـذ باعـث     .کننده ي مرگ سلولی تبدیل شود

با  .پرفیوژن می شودایسکمی و ری ناحیه انفارکت ناشی از تشدید

وجود مطالعات متعـدد در اثـرات تنظـیم منافـذ میتوکنـدري در      

ایسکمی و آریتمی هاي بطنی در کمتر مطالعه اي به نقش ایـن  

 -منافذ در تنظیم خـواص الکتروفیریولوژیـک گـره ي دهلیـزي    

  . بطنی اشاره شده است

مدل ریاضی خواص وابسته به سرعت کارکردي گره از سال 

عه و اهمیت آن در پیشگویی رفتار محافظتی گره در مطال 1989

در ایـن مـدل مجمـوع    ]. 12[ زمان آریتمی مشخص شده است

    )تسـهیل، خسـتگی   ریکـاوري، (اثرات سه پدیده ي ذاتـی گـره   

می توانند در هر ضربه و در ضربانات مختلف در سـرعت هـاي   

سینوسی و در آریتمی مقادیر تأخیر در هـدایت گرهـی را پـیش    

تـاکنون اثـرات داروهـاي مختلـف ماننـد آدنـوزین،       . کنند بینی

بـا  . آجمالین و دیلتیازم بر روي خواص فوق مطالعه شـده اسـت  

در تغییـر خـواص کـارکردي     MPTPوجود این، نقـش منافـذ   

  . گرهی مشخص نیست

با توجه به نامشـخص بـودن مکانیسـم الکتروفیزیولوژیـک     

دهلیـزي  در گـره ي   )MPTPمهـار کننـده ي   (سیکلوسپورین 

مشخص نبودن اثرات ایـن دارو در خـواص کـارکردي     بطنی و

گره و در افزایش یـا کـاهش مکانیسـم دفـاعی گـره در زمـان       

ــا هــدف  آریتمــی ــوق ب ــق ف نقــش محــافظتی  بررســی، تحقی

سیکلوســپورین بــر روي مــدل شــبیه ســازي شــده ي آریتمــی 

ثبت پتانسـیل خـارج    با استفاده از) AVNRT( چرخشی گرهی

بطنی جدا شده خرگوش طراحی -دهلیزيي  ی گرهسلولی میدان

  .شده است

  هاروشومواد

 نـژاد نـر هـاي خرگـوش ازشـده انجـام هـاي آزمـایش در

 کیلـوگرم 5/2تا  5/1 وزنیمحدودهدرپاستورانیستیتونیوزلندي

 حیوانـات باکاراصولبامطابقاخلاقیاصولکلیه .شداستفاده

 علـوم دانشـگاه کیکمیتـه اخـلا ق پزش ـ   مصـوب آزمایشگاهی

 ،تغذیـه  نگهـداري حیوانـات،  .گردیـد رعایـت  گلسـتان پزشکی

نحـوه جـدا کـردن و قـرار دادن نمونـه در       جراحی و بیهوشی و

محفظه و پرفیوژن نمونه بافتی مطابق آزمایشـات قبلـی انجـام    

بطور خلاصه بعد از قرار دادن نمونه در محفظـه  ]. 16[ داده شد

 دهلیـزي، -سینوسـی گـره حینـوا ازقطبـی تک  الکترود توسط

خارج ثبتهیسدستهودهلیزيبینسپتوم ترمینالیس،کریستا

سلولی پتانسیل میدانی با اسـتفاده از الکتـرود نقـره پوشـش دار     

 میکرون و با فیلترهـاي گـذر بـالا و پـائین     100تفلونی با قطر 

)1/0-100 KHz (برابـر بـا اسـتفاده از     10000تقویت تا حد  و

ISODAM6آمپلی فایر  (WPI.Co) پایـه ضـربانات  سرعت و 

 تحریکـی الکتـرود کمـک بـه سـپس . شـد مـی مشخصقلب

میکـرون   100با قطر  (AMI.Co) ایریدیوم-دوقطبی پلاتینیوم

      قـرار راسـت دهلیـز دردهلیـزي -سینوسـی  گـره حاشیهدرکه

 پایـه سـرعت ازبـالاتر سـرعتی بـا گستره ي بافتی  گرفت،می

  .گردیدمی اجراتحریکیهايپروتکلو تحریکقلبضربانات

 شـرکت ازطـرح ایـن  دراسـتفاده مـورد سیکلوسـپورین 

 جهت استفادهموردحلال.گردیدتهیهتهرانزهراويداروسازي

ــل ــردنح ــپورینک ــولسیکلوس ــل  01/0% محل دي متی

 )تهیه شده از شرکت نمونه واثق ایران) (DMSO( سولفواکساید

بر روي  (N=3)ر آزمایشی جداگانهاثرات حلال مورد نظر د.بود

 تحریـک ناپـذیري و ونکبـاخ     پارامترهاي پایـه ماننـد هـدایت،   

بررسی شد و در غلظت مورد نظر هیچ تأثیري بر خواص گره ي 

 تهیهآزمایشروزدرتازهصورتبهدارو. بطنی نداشت-دهلیزي

    اضـافه کـربس هنسـلیت   اصلیمحلولبهتجمعیصورتبهو



خوري و همکاران  مدل شبیه سازي شده ي آریتمی چرخشینقش محافظتی سیکلوسپورین بر روي 

252252

ئیات مربـوط بـه پروتکلهـاي تحریکـی پایـه در      جز .گردید یم

ولی بـه  ]. 15،16[ مقالات قبلی به تفضیل شرح داده شده است

 مـوارد  شـامل اسـتفاده موردپایه تحریکیهايپروتکل اختصار

  : بود زیر

-دهلیـزي سـوم درجـه  بلوك (WBCL):ونکباخشاخص

شدهاطلاقدهلیزهاتحریک سرعتدرافزایشازناشیايگره

  .شدثبتونکباخزمان عنوانبهبلوكشروعو

 فاصـله ترینطولانی  (ERP):موثرناپذیريتحریکزمان

بلـوك  بـه کـه آنازقبـل ) A1A2(دهلیزها ازمتوالیدو ثبت

   .برسدايگره-دهلیزي

تـرین کوتـاه  :)FRP(ي کـارکرد ناپـذیري تحریـک زمان

یـک درطیکه) H1H2(هیس دستهازمتوالیثبتدوفاصله

.آمدمیدستبهریکاوري تحریکیپروتکل

جزئیـات مربـوط بـه     :پروتکل تحریکی وابسته بـه سـرعت  

 .پروتکلها در مقالات قبلی بـه تفضـیل شـرح داده شـده اسـت     

  )1شکل (

اي  افزایش هـدایت گـره   (Recovery):ریکاوري پروتکل

 در. با سرعت زیاد تحریک دهلیـزي  در طی تحریکات متوالی و

نارس بـه  تحریکیکپایه،تحریک10ازبعدکلپروت این طی

نسـبت بـه  پایـه تحریـک آخـرین پاسخوشدمیاعمال بافت

 در) هـدایت زمـان (  A2H2فاصـله صورتبهتأخیري تحریک

  .شدرسم)ریکاوريزمان(  A1A2برابر

در  هـدایت در زمـان کـاهش از: (Facilitation)سـهیل ت

 FRPناي تفاوت تست و بر مبتحریکازپسمنحنی ریکاوري

 .پروتکل ریکاوري و تسهیل گزارش شد

زمـان  بـه وابسـته شـدن طـولانی به :(Fatigue) خستگی

سـرعت ثابـت   بـا پیوسـته هـاي کـاردي تـاکی طیدر هدایت

که خستگیمقدارحداکثر ΔAH .شداطلاق تحریکات دهلیزي

  .بودکارديتاکیسرعتوزمانبهوابسته

آسـتانه  یـا   :(Excitable Gap) پـذیري تحریـک پنجـره 

 ناپـذیري مـوثر  تحریـک زمانبیناختلافصورتبهوآریتمی

 Δ (ERP-AH)ايگرههدایتزمانبیناختلافبرتقسیمگره

  .گردیدمحاسبهداروتاثیرازبعدوقبل 

 مـدت به حداقلنظرموردهايقلبآزمایش،شروعازقبل

–دهلیـزي لانتقـا  زمانکرونر،عروقجریاننظرازدقیقه60

 شـامل آزمایشطراحی.شدمیپایدارونکباخشاخصواي گره

  :بودو سیکلوسپورینکنترلمراحل

  تیرودحضوردرتحریکیهايپروتکلانجام: کنترل)1

، 1 ،5/0 مختلفهايغلظتکردناضافه:سیکلوسپورین) 2

 وسـپري داخلـی مـدار درتجمعـی صورتبهمیکرومولار 10، 5

. تحریکـی  هايپروتکلتکراروغلظتهررايبدقیقه 30شدن

.بودنمونه 7آنالیزوبررسیموردهاينمونهکلتعداد

 بـین مقایسـه بعد از تعیین توزیع نرمال و غیـر نرمـال داده   

-Paired t)زوج تـی تسـت بابا توزیع نرمال گروهدومیانگین

test) حـد عنـوان وبـه شدانجام و با توزیع غیر نرمال با تست 

. گردیـد ارزیـابی طرفـه صورت دوبههاآزمونکلیهودارمعنی

 منحنیآنالیز. بود Graph pad prism 5شده استفادهافزارنرم

 Graph padافـزار  نرمازاستفادهباخطیتوانی غیرتکهاي

prism 5 و روش Marquardt بـه هـا دادهکلیـه .شـد انجـام 

 .شد گزارش (Mean ± SE) استانداردخطايوصورت میانگین

  .گردیدنتخابا) p >05/0(حد درمعنادارسطح

  یافته ها

 شـد داروي انجـام هانمونهرويبرکهآزمایشاتیبامطابق

 ،5، 1، 5/0 غلظـت بـه وابستهغیر مدلیکدرسیکلوسپورین،

 بـه وابسـته وپایـه پارامترهـاي افـزایش سـبب میکرومولار 10

داروي اثـرات بیشـترین .گردیـد بطنـی  -يدهلیـز گرهسرعت

 .شدمشاهدهمیکرومولار 10و  5هاي سیکلوسپورین در غلظت

 درو بتـدریج ظـاهر دقیقـه  20ازبعدآناثراتکهترتیببدین

تحریکی وابسته به سرعت هاي پروتکل - 1لشک
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. رسـید خـود حداکثر میزانبهايدقیقه30زمانیمحدودهیک

 سببغلظتبهوابسته غیر  مدلیکدرتوانستسیکلوسپورین

 تحریـک زمـان وموثرتحریک ناپذیريزماندارمعنیافزایش

 شـاخص عنـوان ونکبـاخ  بـه  زمـان . شـود کـارکردي ناپذیري

 ازهـا غلظتتمامدرراروند افزایشیگره،کلناپذیريتحریک

 نسـبت میکرو مـولار  10غلظتدراین اثراتکهدادنشانخود

  )1جدول ( )P >01/0( .بودبیشترهاسایر غلظتبه

EC50تحریک  می باشد، براي %50ظت مؤثر که بیانگر غل

ناپـذیري   میکرو مولار، براي تحریک 109/4⁻ 7 ناپذیري مؤثر

× 10⁻5 میکرو مـولار و بـراي هـدایت    02/1× 10⁻ 7 کارکردي

مـولار   میکـرو  1001/2⁻6ونکبـاخ   بـراي  میکرومولار و 79/1

                                                                                      .محاسبه شد

 بر رويسیکلوسپورینمختلفهايغلظتبهوابستهاثرات

 دهندهبطنی نشان–دهلیزيگرهسرعتبهوابستهپارامترهاي

 1بـه غیـر از    هـا غلظـت تمـام درايگـره خسـتگی افـزایش 

 ازمیکرومـولار 10 غلظـت درافـزایش اینکهمیکرومولار بود

 ± 5/1بـه صـورتیکه از    ).P >04/0( بـود دارمعنیآمارينظر

)2شکل( .میلی ثانیه رسید 67/19 ±7/3به 11/ 85

 همگرائـی طریـق  ازخسـتگی هـاي منحنـی آنالیز ریاضـی 

 .AHτ= α-(a-b)فرمـول ازاسـتفاده بـا تـوانی تـک غیرخطی

   .٭٭p>01/0 ،٭p>05/0 در مقایسه با کنترل. )n=7( بطنی-دهلیزيگرهپایه الکتروفیزیولوژیکروي پارامترهايبرسیکلوسپورینمختلفهايغلظتاثرات -1جدول

(msec)             رهاتپارام  

  سیکلوسپورین

  )میکرومولار (

AHmin  AHmax  ERP  FRP  WBCL

3.5±3.3143.8±7.9162±6.1114.3±3.4106.1±57.25  کنترل

سیکلوسپورین 0.5 µmol55±3.890.67±10.4133±13.5169.2±6.3151.7±4

سیکلوسپورین 1  µmol57±2.7103.7±10.8128.2±11.7170.2±5.1153.3±5.5

سیکلوسپورین 5  µmol64.4±2.1110.4±7.2141±12178.1±6.8*163.6±9.6*

سیکلوسپورین 10  µmol68.6±3.2*
112.4±6.7142±7.3 *178.6±5**169±7.6**

: logمیکرومولار،  Mm: .استشدهدادهنشان یلگاریتمنمائیتابعصورتبهکهايگره خستگیرويبر)μmol 10-0.5( لوسپورینسیکمختلفهايغلظتاثرات - 2شکل

سرعت هدایت: AHلگاریتم، 
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EXP(-ns) که در این فرمول )10( انجام گردید ،a :AHmax،    

b:AH∞   وc :01/0 بیـانگر سـپورین  اثرات سیکلو و می باشد 

. وابسته به غلظت استر میزان خستگی در یک روند غیر حداکث

 منحنـی آنـالیز ریاضـی   .حاصل گردید 2نتایج به صورت جدول 

 اسـتفاده باتوانیتکهمگرائی غیرخطیازطریقریکاوريهاي

∞ AHt= AH فرمولاز + β*EXP(-HA/τ)  10( انجام شـد (

-AH τ = α فرمـول ازاستفادهسیکلوسپورین بامختلفهايخستگی براي غلظتهايمنحنی) assosiation one phase( ی صعوديتک توانآنالیز ریاضی -2جدول

(a-b) .EXP (-ns))10-11( (n=7).

msec(Y0  Plateauk  AH(پارامترها 

  1.5±11.85  1.70.007±0.579.13±0.19  کنترل

سیکلوسپورین 0.5 µmol1.45±0.4711.23±1.9  0.004  14±2.3  

سیکلوسپورین 1  µmol1.33±0.710.98±2.9  0.008  14.77±1.9  

سیکلوسپورین 5  µmol1.72±0.5213.23±3.1  0.006  15.56±2.6  

سیکلوسپورین 10  µmol2.21±0.6315.05±4.6  0.007  19.67±3.7  

: Y0، حـداکثر میـزان خسـتگی   : Plateau، منحنـی  شـیب : k، اکثر مقدار خستگی اندازه گیـري شـده  حد :AH∆ .گزارش شده است Mean± SEیج به صورت نتا -3شکل 

حداقل میزان خستگی

  ).y = ax + b ،)n=7با فرمول تحریک ناپذیري پروتکل ریکاوري  نالیز خطی ریاضی منحنیآ - 3جدول
)msec(پارامترها

  سیکلوسپورین

Refractory )µmol(  

Slope  A  

  8.08±54.23  0.03±0.78  کنترل

سیکلوسپورین 0.5 µmol0.77±0.03  56.22±8.5  

سیکلوسپورین 1  µmol0.66±0.08  77.99±18.22  

سیکلوسپورین 5 µmol0.72±0.05  67.69±13.13  

سیکلوسپورین 10 µmol0.73±0.02  68.44±6.5  

حداقل سرعت هدایت: A .گزارش شده است Mean ± SEکلیه ي اعداد به صورت 
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  :نتایج زیر حاصل گردید و

β   258 ی باشـد از که معرف حداکثر سـرعت هـدایت م ـ ± 

 10 میلی ثانیه در غلظـت  2392 ± 7/743در کنترل به  1/928

در کنترل بـه   36/59 ± 1/3از  ∞AHمیکرو مولار و همچنین 

ــت   69 ± 6/2 ــه در غلظ ــی ثانی ــولار و 10میل ــه  τ میکروم ک

 6/3نمایانگر سرعت ثابت افزایش منحنی ریکاوري می باشد از 

یـه تغییـر یافـت و اثـرات     میلی ثان 75/38 ± 3/4به  49/38 ±

.وابسته به غلظتی را نشان نداد

 تـک از مـدل اسـتفاده بـا رفرکتوريمنحنیآنالیزهمچنین

 )Descending mono-exponentia fitting( نزولـی  تـوانی 

با افزایش غلظـت   )FRP( زمانی رفرکتوريثابتافزایشبیانگر

  )3شکل (. سیکلوسپورین بود

حریـک ناپـذیري پروتکـل    آنالیز ریاضـی خطـی منحنـی ت   

 Aنشان داد که میـزان   y=ax+bریکاوري با استفاده از فرمول 

در یک رونـد غیـر    که بیانگر حداقل میزان هدایت گرهی است،

وابسته به غلظت افزایش پیدا کرد، که این افزایش بـا افـزایش   

)3جدول . (مطابقت دارد 1در جدول  AH minمیزان 

شان داد که میزان تسهیل همچنین اجراي پروتکل تسهیل ن

)∆FRP (     در یک روند غیر وابسته به غلظـت بـه صـورت غیـر

میلـی ثانیـه در    35/12±5/2معنی دار کاهش یافت و از مقـدار  

میکـرو مـولار    10میلـی ثانیـه در غلظـت     4/9±4/2کنترل به 

  ) 4جدول( .رسید

    

A

D C

B

ایـن  ) D(µmol 5و) B (1 µmol )C( µmol  0.5و غلظـت هـاي  ) A( رفتارهاي مختلف منحنی ریکاوري مربوط به اثرات داروي سیکلوسپورین در حالت کنترل -4شکل 

فاصـله ي بـین دو ثبـت متـوالی از     : A1A2 .رودبا افزایش غلظت، ضمن انتقال منحنی به سمت راست و پایین، فواصل بین شکاف موجود در منحنی ریکاوري از بین می . دارو

.فاصله ي بین دو ثبت متوالی ازدسته ي هیس: A2H2، دهلیز
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در ارتباط با پروتكل تسهيل نتـايج تحليـل رياضـي خطـي     
 Bكـه در آن   y=ax+bاسـتفاده از فرمـول    منحني تسهيل بـا 

بيانگر تحريك ناپذيري گرهي است، در سرعت هـاي مختلـف   
تحريك دهليزي نشـان داد كـه بـا كـاهش سـرعت تحريـك       

كاهش يافته و ميزان  Bدهليزي در يك روند وابسته به سرعت 
همچنين با افزودن غلظت هاي مختلـف  . شود تسهيل زياد مي

عنوان ضـريب ثابـت نشـان دهنـده      به Bسيكلوسپورين ميزان 
در يك روند غيـر وابسـته بـه غلظـت     ) FRP(تحريك ناپذيري 

  .)4جدول (افزايش نشان داد، كه درهيچ غلظتي معني دار نشد 
در منحني ريكاوري اختلاف بين هدايت در مسـير سـريع و   

در صورتي كـه تحريـك   . آهسته به سه صورت آشكار مي شود
ه و سـريع زيـاد باشـد در منحنـي     ناپذيري بين دو مسير آهسـت 

 آشـكار مـي شـود    (Gap)و يا شكاف ) Jamp( ريكاوري فاصله
در . كه بيانگر پتانسـيل آريتمـي هـاي چرخشـي گرهـي اسـت      

بود % 82 تحقيق حاضر درصد وقوع شكاف و يا فاصله در كنترل
 6/16ميكرومـولار بـه    5كه بعد از اضافه كردن غلظـت هـاي   

شكل (درصد كاهش پيدا كرد  20ه ميكرومولار ب 10در  درصد و
4(. 

شاخص تحريك پذيري به صورت اختلاف بين اثـرات دارو  
در طولاني كـردن زمـان هـدايت و تحريـك ناپـذيري گرهـي        

 y=ax + b)(11-10(،.n=7 ( ناليز رياضي خطي پروتكل تسهيل  با فرمولآ-4جدول

 ) msec(پارامترها 
           سيكلوسپورين

)µmol (  
Slope B FCL 

 2.5±12.35 5.6±147.7 0.03±0.37- كنترل

 µmol -0.33±0.03 143.4±5.8 12.38±3.2 0.5  سيكلوسپورين

 µmol -0.36±0.07 152.2±16.3 11±2.5 1  سيكلوسپورين

 µmol -0.34±0.07 151.8±14.9 8.7±1.8 5  سيكلوسپورين

 µmol -0.33±0.04 157.9±9.1 9.4±2.4 10  سيكلوسپورين

 مقداراندازه گيري شده ي تسهيل: FCL، ضريب ثابت نشان دهنده ي تحريك ناپذيري: B .گزارش شده است mean ± SEكليه ي اعداد به صورت 
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در تحقیق حاضر سیکلوسپورین توانست هر دو . اطلاق می شود

 کند ولی اثرات آن بر روي تحریـک ناپـذیري   پارامتر را طولانی

 ـمؤثر بیشتر بود، بنا  ا آسـتانۀ براین آستانه ي تحریک پذیري و ی

آریتمی افزایش پیدا کرد که بیـانگر کـاهش سـرعت آریتمـی و     

  )5شکل. (احتمالا توقف آن است

  بحث

    ینسیکلوسـپور  کـه اسـت آنبیـانگر تحقیقاینکلینتایج

-5/0( محدودهدرغلظتبهوابستهغیر  مدلیکدرتواندمی

 وپایـه الکتروفیزیولوژیـک  اصخـو تغییرسبب )میکرومولار 10

 ادامـه ووقـوع آسـتانه همچنـین  وشـود گرهسرعتبهوابسته

 رويبـر بیشـتر افتراقـی اثراتتوسط راگرهیچرخشیآریتمی

 ایـش افزهدایتزمانبهنسبتايگرهناپذیري تحریکزمان

 کـاهش وقـوع شـکاف در منحنـی ریکـاوري در افـزایش      .دهد

 نگر پتانسیل ضد آریتمی گردشـی غلظت هاي سیکلوسپورین بیا

.این دارو است

 الگـوي در ینسیکلوسـپور  کهدادنشانحاضرتحقیقنتایج

 ناپـذیري یکتحریشاافزسببتواندمیغلظتبهوابستهغیر 

هدایت گرهی با مکانیسم هـاي   .شودو ونکباخموثروکارکردي

 درمهمترین مکانیسـم هـاي محتمـل   . متفاوتی ایجاد می شود

 جریـان  اًمخصوص ـتوزیع کانالهـاي یـونی   : ایجاد آن عبارتند از

و نحوه قرار گرفتن تاروپود فیبرهاي لایـه هـاي     Ikو  Icaهاي

، )CX47 ,CX45 , CX43(مختلـف گـره، وجـود کانکسـین هـا      

ــره ي   هــدایت آهســته ي پیشــرونده در مســیرهاي آهســته گ

بطنـی، بـا وجـوداین مکانیسـم هـاي متعـدد، هنـوز         -دهلیزي

بطنـی مشـخص    -کانیسم اصلی تـأخیر در گـره ي دهلیـزي   م

   .]6[ نیست

ــالاي    ــت ب ــه در غلظ ــان داد ک ــر نش ــق حاض ــایج تحقی نت

زمان هدایت حداقل به صـورت  ) میکرومولار 10(سیکلوسپورین 

با توجه به آنکه تا کنون هیچ مطالعه . معنی دار افرایش پیدا کرد

بطنـی   -در گره ي دهلیـزي  MPTPاي به بررسی نقش منافذ 

نتایج این تحقیق نشان می دهـد کـه ایـن دارو     نپرداخته است،

          احتمالأ از طریـق تـأثیر بـر روي منافـذ یـونی و یـا کانکسـین       

ــلولی ( ــین س ــاهاي ب ــی  ) فض ــدایت گره ــزایش در ه ــبب اف         س

  .  می شود

مطالعات قبلـی نشـان داده انـد کـه در منحنـی ریکـاوري        

نگر هدایت در مسـیر سـریع یـا    گرهی، قسمت صاف منحنی بیا

در صـورتی  . سلولهاي ترانزیشنال قسمت فوقانی گره می باشـد 

که در قسمت با شیب تند هدایت امواج از طریق مسـیر آهسـته   

  ].14[ انجام می شود

سیکلوسپورین توانست سبب انتقال منحنی به سمت بالا و  

 ـ. راست شود، که بیانگر اثرات آن در هر دو مسیر می باشد ی ول

. اثرات آن بر روي مسـیر سـریع بیشـتر از آهسـته بـوده اسـت      

  )1جدول (

نشان داده اند کـه مسـیر    اًمطالعات الکتروفیزیولوژیک اخیر

آهسته از سلولهایی با پتانسیل عمل نزدیک به سلولهاي نـودال  

تشکیل می شود که فواصل بین سلولی و کانالهـاي کلسـیم در   

ــد  ــلی را دارن ــش اص ــیر ] 5[ آن نق ــلولهاي  و مس ــریع از س س

ترانزیشنال با منشاء دهلیزي که پتانسیل عمل سریع مشابه بـه  

با توجه به اثـرات  . جریان هاي سدیم را دارند تشکیل شده است

بیشتر سیکلوسپورین در مسیر سریع مـی تـوان احتمـال اثـرات     

بیشتر آن را در کانالهاي سدیم در غلظت هاي به کار برده شده 

یشـتر در مـورد مکانیسـم سـلولی اثـرات      مطالعات ب. مطرح کرد

همچنـین زمـان تحریـک ناپـذیري     . سیکلوسپورین نیـاز اسـت  

)WBCL , FRP , ERP (     به عنـوان یکـی از مکانیسـم هـاي

 دفاعی گره افزایش غیر وابسته به دوز را نشان داد که در غلظت 

مکانیسـم سـلولی تحریـک    . میکرومولار معنی دار شـد  10و  5

ولـی در  . ن ناشناخته بـاقی مانـده اسـت   ناپذیري گرهی همچنا

ارتباط با مسیرهاي داخل گرهی نقش مسـیر آهسـته در ایجـاد    

تحریک ناپـذیري مـؤثر و نقـش سـلولهاي فشـرده ي گرهـی       

در تحریـک ناپـذیري کـارکردي، مشـخص     ) سلولهاي نـودال (

با توجه بـه افـزایش  تحریـک ناپـذیري توسـط      . گردیده است

رفت کـه ایـن دارو مـی توانـد     سیکلوسپورین می توان نتیجه گ

سبب مهار سلولهاي ترانزیشنال مسیر آهسـته ي گرهـی شـود،    

در . که در نتیجه زمان هـدایت حـداکثر گرهـی افـزایش یافـت     

مقایسه ي تـأثیر دارو بـر هـدایت و تحریـک ناپـذیري گرهـی       

ــتانه ي آریتمـــی ( ــا آسـ ، )پنجـــره ي تحریـــک ناپـــذیري یـ

ر وابسته بـه غلظـت   سیکلوسپورین توانست در یک رابطه ي غی

سبب افزایش آستانه ي آریتمی شود، که نشان دهنده ي اثـرات  

بیشتر آن بر روي  تحریک ناپذیري گرهـی اسـت و مـی تـوان     

این دارو مـی توانـد پتانسـیل آهسـته      نتیجه گرفت که احتمالآً
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کردن سرعت و یا خاتمه ي آریتمـی هـاي چرخشـی گرهـی را     

  . داشته باشد

اندازه گیري فاصله ي شکاف هدایتی در در تأیید این نتایج 

منحنی ریکاوري گرهی نشان داد که درصد وقوع ایـن شـکاف   

میکرومولار به صـورت معنـی داري    10و  5بعد از غلظت هاي 

در مطالعـات متعـددي در انسـان و حیوانـات     . کاهش پیدا کـرد 

نشان داده اند که وقوع این فاصله می تواند بیانگر رخداد بیشتر 

هاي چرخشی گرهی باشد و از بـین رفـتن ایـن فاصـله     آریتمی 

توسط دارو هاي بتا بلاکر و کلسیم بلاکـر و سـوزاندن گرهـی،    

]. 7[ می تواند سبب درمان آریتمی هاي چرخشـی گرهـی شـود   

بنابراین می توان نتیجه گرفـت کـه سیکلوسـپورین مـی توانـد      

. پتانسیل درمانی در آریتمی هاي چرخشی گرهـی داشـته باشـد   

عات بعدي در انسان توانایی بالقوه ي این دارو را می توانـد  مطال

  . مشخص سازد

اصول مدل فانکشـنال یـا وابسـته بـه سـرعت در سـالهاي       

در این مدل سه پدیده ي ذاتی . مشخص گردید 2000تا  1990

ریکاوري، تسهیل و خستگی گرهی ، مکانیسم تأخیر هدایت در 

ماننـد بتابلاکرهـا،    داروهاي زیـادي ]. 1[ گره شناخته می شوند

آدنوزین، آجمالین می توانند با تغییر این خواص، پتانسـیل ضـد   

بطنـی   -آریتمی یا آریتمی زایی خود را بر روي گره ي دهلیزي

  ]. 11-9[ نشان دهند

در تحقیق حاضر آنالیز ریاضی خطـی و غیـر خطـی پدیـده     

هاي فوق نشان داد که سیکلوسپورین سبب کاهش غیر معنـی  

جدول . (و افزایش معنی دار خستگی گرهی می شود دار تسهیل

  ) 2و شکل  2،3،4

مکانیسم سلولی پدیده هاي فوق شناخته شده نیسـت ولـی   

در مقایسه با اثرات سایر دارو ها می توان نتیجه گیري کرد کـه  

احتمــالأ داروي سیکلوســپورین بــا کــاهش تســهیل و افــزایش 

سـیل درمـانی در   می توانـد پتان ) اثرات مشابه آدنوزین(خستگی 

در مطالعـات اخیـر نشـان    . آریتمی هاي فوق بطنی داشته باشد

در پدیـده هـاي ایسـکمی و     MPTPداده شده است که منافـذ  

ریپرفیوژن و آریتمی هاي بطنی نقـش داشـته و سیکلوسـپورین    

می تواند با کاهش حجم ناحیه ي ایسکمی در آریتمی هاي بعد 

بـا وجـود ایـن    ]. 4[ ر باشـد از قرار دادن فنر و آنژیوبلاستی مؤث

در آریتمی هاي بطنـی   MPTP مطالعات نقش این دارو و منافذ

بطنـی تـاکنون مطالعـه نشـده      -و اریتمی هاي گره ي دهلیزي

  .است

سـبب کـاهش   . سیکلوسپورین اثرات مختلفی در سلول دارد

با مکانیسم هاي . می شود Tو   Bتکثیر و تفرق لنفوسیت هاي

 کلسینورین فسـفاتاز در لکوسـیت هـا    مختلف سبب مهار آنزیم 

از طریـق مهـار فـاکتور    (همچنین سبب مهار آنژیوژنز . می شود

ــوژن و   ــاي میتـ ــروتئین کینازهـ ــانواده ي پـ ــته اي و خـ هسـ

. در عـروق دسـتگاه گـوارش مـی شـود      )فسفواینوزیتول کینـاز 

 IIسیکلوسپورین همچنین سبب مهار آنزیم سیکلواکسیژناز نوع 

در تحقیق حاضر بـا غلظـت    .]13[ گردددر سلولهاي عروق می 

هاي به کار رفته، با توجه به فقـدان لکوسـیت هـا و سـلولهاي     

مـی توانـد     MPTPخونی نقش سیکلوسپورین در القاي منافـذ 

در هـر حـال تحقیقـات بعـدي     . مشخص تر از سایر اثرات باشد

جهت مشخص کردن مکانیسم دقیق سلولی سیکلوسپورین نیاز 

  .است

اضر براي اولین بار توانست اثرات مسـتقیم   نتیجه تحقیق ح

سیکلوسپورین را در افزایش آستانه ي آریتمی، تأثیر بر تحریک 

ناپذیري و هدایت گرهی و خواص وابسته به سرعت گره نشـان  

دهد و پتانسیل ضد آریتمی هـاي چرخشـی را بـراي ایـن دارو     

اینکه تأثیر سیکلوسپورین به دلیل عوارض جـانبی  . مطرح سازد

ن بر روي کاهش سیستم ایمنی تا چه حد می تواند در درمـان  آ

اریتمی هاي بطنی در انسان بـه کـار گرفتـه شـود و همچنـین      

استفاده از آنالوگ هـاي سیکلوسـپورین کـه اثـرات کاهنـده ي      

  . سیستم ایمنی را ندارند، با تحقیقات بعدي مشخص خواهد شد

    MPTPسیکلوسپورین احتمالأ بـا مکانیسـم بسـتن منافـذ     

می تواند خواص پایه و وابسته به سرعت گره را مهار کرده و با 

افزایش تحریک ناپذیري گرهی و هـدایت گرهـی و آسـتانه ي    

آریتمی و از بین بـردن فواصـل هـدایتی در منحنـی ریکـاوري      

اسـتفاده ي  . پتانسیل ضد آریتمی چرخشی گرهی داشـته باشـد  

هــی بــالینی از آن در درمــان آریتمــی هــاي چرخشــی گر    

)AVNRT (در انسان نیاز به مطالعات بعدي دارد.  

  سپاسگزاري

از معاونت محترم تحقیقات و فناوري دانشـگاه علـوم پزشـکی اسـتان     

گلستان جهت تصویب و در اختیار قرار دادن اعتبار جهت انجام طرح تشکر 

  .و قدردانی می گردد
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	نتيجه گيري: بلاک MPTP توسط سيکلوسپورين سبب مهار خواص پايه و وابسته به سرعت گره ي دهليزي بطني شده و توسط افزايش آستانة آريتمي مي تواند به عنوان يک داروي ضد آريتمي گرهي (AVNRT) مطرح شود.
	یافته ها: سيکلوسپورين در 10 ميکرومولار دوره تحريک ناپذيري موثر گره را از 9/7±3/114 به 3/7±142 ميلي ثانيه و در غلظت هاي 5 و 10 ميکرومولار دوره تحريک ناپذيري کارکردي را از 3/3±162 به 5±6/178 ميلي ثانيه رسانيد و همچنين سبب افزايش زمان ونکباخ گرديد. غلظت هاي مختلف سيکلوسپورين خستگي را افزايش داد و در 10 ميکرو مولار به سطح معني داري رسيد. درصد شکاف 82% ، 6/16% و 20% به ترتيب در کنترل، 5 و 10 ميکرومولار محاسبه شد.
	 روش ها: اين مطالعه در مدل گره دهليزي – بطني جدا شده خرگوشهاي نر نژاد نيوزيلندي (5/1– 5/2 کيلوگرم) با پرفيوژن دوگانه در يک گروه انجام شد (7n= ). پروتکل هاي پايه و وابسته به سرعت (ريکاوري، تسهيل، خستگي) و تعيين آستانه آريتمي (ايندکس تحريک پذيري) و درصد شکاف (Gap) جهت ارزيابي خواص الکتروفيزيولوژيک گره دهليزي – بطني اجرا شدند. تمامي پروتکل هاي تحريکي در مرحله کنترل و همچنين در حضور غلظت هاي مختلف تراکمي سيکلوسپورين (5/0-10ميکرو مولار) تکرار شدند.  تمام نتايج به صورت ميانگين ± خطاي استاندارد نشان داده شده است.
	مقدمه: هدف مطالعه حاضر تعيين نقش محافظتي سيکلوسپورين بر روي مدل شبيه سازي شدة آريتمي چرخشي گرهي (AVNRT) با استفاده از ثبت پتانسيل خارج سلولي ميداني گرة دهليزي-بطني جدا شده خرگوش مي باشد.
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	نقش محافظتي سيکلوسپورين بر روي مدل شبيه سازي شده ي آريتمي چرخشي گرهي (AVNRT) با استفاده از ثبت پتانسيل خارج سلولي ميداني گره ي دهليزي-بطني جدا شده خرگوش
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	جدول2- آنالیز ریاضی تک توانی صعودی (assosiation one phase) منحنی های خستگی برای غلظت های مختلف سیکلوسپورین با استفاده از فرمول  AH τ = α-(a-b) .EXP (-ns)(10-11) (n=7).
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	مواد و روش ها
	سيکلوسپورين يک مولکول ليپوفيليک بزرگ است که از باز شدن منافذ افزايندة ميتوکندري جلوگيري مي کند و نشان داده شده است که ميوسيت قلب ايزوله شده را در برابر ريپرفيوژن حفظ مي کند. تأثير سرکوب کنندگي سيکلوسپورين بر ايمني در مقابل جايگاه حفاظتي آن در جراحت هاي ريپرفيوژن-ايسکمي ميوکارد ناچيز است و اين اثر ممکن است در رابطة با اثر جلوگيري کنندگي آن بر منافذ بينابيني ميتوکندري باشد [17].
	در آزمايش هاي انجام شده از خرگوش هاي نر نژاد نيوزلندي انيستيتو پاستور در محدوده وزني 5/1 تا 5/2کيلوگرم استفاده شد. کليه اصول اخلاقي مطابق با اصول کار با حيوانات آزمايشگاهي مصوب کميته اخلا ق پزشکي دانشگاه علوم پزشکي گلستان رعايت گرديد. نگهداري حيوانات، تغذيه، بيهوشي و جراحي و نحوه جدا کردن و قرار دادن نمونه در محفظه و پرفيوژن نمونه بافتي مطابق آزمايشات قبلي انجام داده شد [16]. بطور خلاصه بعد از قرار دادن نمونه در محفظه توسط الکترود تک قطبي از نواحي گره سينوسي-دهليزي، کريستا ترميناليس، سپتوم بين دهليزي و دسته هيس ثبت خارج سلولي پتانسيل ميداني با استفاده از الکترود نقره پوشش دار تفلوني با قطر 100 ميکرون و با فيلترهاي گذر بالا و پائين (1/0-100 KHz) و تقويت تا حد 10000 برابر با استفاده از آمپلي فاير ISODAM6 (WPI.Co) و سرعت ضربانات پايه قلب مشخص مي شد. سپس به کمک الکترود تحريکي دوقطبي پلاتينيوم-ايريديوم (AMI.Co) با قطر 100 ميکرون که در حاشيه گره سينوسي- دهليزي در دهليز راست قرار      مي گرفت، گستره ي بافتي با سرعتي بالاتر از سرعت پايه ضربانات قلب تحريک و پروتکل هاي تحريکي اجرا مي گرديد.
	 منافذ ميتوکندري يا MPTP سبب مي شوند ميتوکندري علاوه بر نقش ضروري خود براي بقاي سلولها به يک تنظيم کننده ي مرگ سلولي تبديل شود. باز شدن اين منافذ باعث تشديد ناحيه انفارکت ناشي از ايسکمي و ريپرفيوژن مي شود. با وجود مطالعات متعدد در اثرات تنظيم منافذ ميتوکندري در ايسکمي و آريتمي هاي بطني در کمتر مطالعه اي به نقش اين منافذ در تنظيم خواص الکتروفيريولوژيک گره ي دهليزي- بطني اشاره شده است. 
	مدل رياضي خواص وابسته به سرعت کارکردي گره از سال 1989 مطالعه و اهميت آن در پيشگويي رفتار محافظتي گره در زمان آريتمي مشخص شده است [12]. در اين مدل مجموع اثرات سه پديده ي ذاتي گره (ريکاوري، تسهيل، خستگي)    مي توانند در هر ضربه و در ضربانات مختلف در سرعت هاي سينوسي و در آريتمي مقادير تأخير در هدايت گرهي را پيش بيني کنند. تاکنون اثرات داروهاي مختلف مانند آدنوزين، آجمالين و ديلتيازم بر روي خواص فوق مطالعه شده است. با وجود اين، نقش منافذ MPTP در تغيير خواص کارکردي گرهي مشخص نيست. 
	سيکلوسپورين مورد استفاده در اين طرح از شرکت داروسازي زهراوي تهران تهيه گرديد .حلال مورد استفاده جهت حل کردن سيکلوسپورين محلول %01/0 دي متيل سولفواکسايد (DMSO) (تهيه شده از شرکت نمونه واثق ايران) بود. اثرات حلال مورد نظر در آزمايشي جداگانه (N=3) بر روي پارامترهاي پايه مانند هدايت، تحريک ناپذيري و ونکباخ  بررسي شد و در غلظت مورد نظر هيچ تأثيري بر خواص گره ي دهليزي-بطني نداشت. دارو به صورت تازه در روز آزمايش تهيه و به صورت تجمعي به محلول اصلي کربس هنسليت اضافه    مي گرديد. جزئيات مربوط به پروتکلهاي تحريکي پايه در مقالات قبلي به تفضيل شرح داده شده است [15،16]. ولي به اختصار پروتکل هاي تحريکي پايه مورد استفاده شامل موارد زير بود: 
	با توجه به نامشخص بودن مکانيسم الکتروفيزيولوژيک سيکلوسپورين (مهار کننده ي MPTP) در گره ي دهليزي بطني و مشخص نبودن اثرات اين دارو در خواص کارکردي گره و در افزايش يا کاهش مکانيسم دفاعي گره در زمان آريتمي، تحقيق فوق با هدف بررسي نقش محافظتي سيکلوسپورين بر روي مدل شبيه سازي شده ي آريتمي چرخشي گرهي (AVNRT) با استفاده از ثبت پتانسيل خارج سلولي ميداني گره ي دهليزي-بطني جدا شده خرگوش طراحي شده است.
	خستگي (Fatigue): به طولاني شدن وابسته به زمان هدايت در طي تاکي کاردي هاي پيوسته با سرعت ثابت تحريکات دهليزي اطلاق شد. ΔAH حداکثر مقدار خستگي که وابسته به زمان و سرعت تاکي کاردي بود.
	شاخص ونکباخ:(WBCL)  بلوک درجه سوم دهليزي - گره اي ناشي از افزايش در سرعت تحريک دهليزها اطلاق شده و شروع بلوک به عنوان زمان ونکباخ ثبت شد.
	پنجره تحريک پذيري (Excitable Gap): يا آستانه آريتمي و به صورت اختلاف بين زمان تحريک ناپذيري موثر گره تقسيم بر اختلاف بين زمان هدايت گره ايΔ (ERP-AH)  قبل و بعد از تاثير دارو محاسبه گرديد.
	زمان تحريک ناپذيري موثر:(ERP)  طولاني ترين فاصله دو ثبت متوالي از دهليزها (A1A2) قبل از آن که به بلوک دهليزي- گره اي برسد. 
	قبل از شروع آزمايش، قلب هاي مورد نظر حداقل به مدت 60 دقيقه از نظر جريان عروق کرونر، زمان انتقال دهليزي – گره اي و شاخص ونکباخ پايدار مي شد .طراحي آزمايش شامل مراحل کنترل و سيکلوسپورين بود:
	زمان تحريک ناپذيري کارکرد ي (FRP): کوتاه ترين فاصله دو ثبت متوالي از دسته هيس (H1H2) که درطي يک پروتکل تحريکي ريکاوري به دست مي آمد.
	1)کنترل: انجام پروتکل هاي تحريکي در حضور تيرود
	پروتکل تحريکي وابسته به سرعت: جزئيات مربوط به پروتکلها در مقالات قبلي به تفضيل شرح داده شده است. (شکل 1)
	2) سيکلوسپورين: اضافه کردن غلظت هاي مختلف 5/0، 1، 5، 10 ميکرومولار به صورت تجمعي در مدار داخلي وسپري شدن30 دقيقه براي هر غلظت و تکرار پروتکل هاي تحريکي. تعداد کل نمونه هاي مورد بررسي و آناليز 7 نمونه بود.
	پروتکل ريکاوري :(Recovery) افزايش هدايت گره اي در طي تحريکات متوالي و با سرعت زياد تحريک دهليزي. در طي اين پروتکل بعد از 10 تحريک پايه، يک تحريک نارس به بافت اعمال مي شد و پاسخ آخرين تحريک پايه نسبت به تحريک تأخيري به صورت فاصلهA2H2  (زمان هدايت) در برابرA1A2  (زمان ريکاوري) رسم شد.
	بعد از تعيين توزيع نرمال و غير نرمال داده مقايسه بين ميانگين دو گروه با توزيع نرمال با تست تي زوج (Paired t-test) و با توزيع غير نرمال با تست انجام شد وبه عنوان حد معني دار و کليه آزمون ها به صورت دو طرفه ارزيابي گرديد. نرم افزار استفاده شده Graph pad prism 5 بود. آناليز منحني هاي تک تواني غير خطي با استفاده از نرم افزار  Graph pad prism 5 و روش  Marquardtانجام شد. کليه داده ها به صورت ميانگين و خطاي استاندارد (Mean ± SE) گزارش شد. سطح معنادار در حد (05/0< p) انتخاب گرديد.
	تسهيل(Facilitation): از کاهش در زمان هدايت در منحني ريکاوري پس از تحريک تست و بر مبناي تفاوت FRP پروتکل ريکاوري و تسهيل گزارش شد. 
	یافته ها
	مطابق با آزمايشاتي که بر روي نمونه ها انجام شد داروي سيکلوسپورين، در يک مدل غير وابسته به غلظت 5/0، 1، 5، 10 ميکرومولار سبب افزايش پارامترهاي پايه و وابسته به سرعت گره دهليزي- بطني گرديد. بيشترين اثرات داروي سيکلوسپورين در غلظت هاي 5 و 10 ميکرومولار مشاهده شد. بدين ترتيب که اثرات آن بعد از 20 دقيقه ظاهر و بتدريج در يک محدوده زماني 30 دقيقه اي به ميزان حداکثر خود رسيد. سيکلوسپورين توانست در يک مدل غير  وابسته به غلظت سبب افزايش معني دار زمان تحريک ناپذيري موثر و زمان تحريک ناپذيري کارکردي شود. زمان ونکباخ  به عنوان شاخص تحريک ناپذيري کل گره، روند افزايشي را در تمام غلظت ها از خود نشان داد که اين اثرات در غلظت 10 ميکرو مولار نسبت به ساير غلظت ها بيشتر بود. (01/0< P) (جدول 1)
	اثرات وابسته به غلظت هاي مختلف سيکلوسپورين بر روي پارامترهاي وابسته به سرعت گره دهليزي – بطني نشان دهنده افزايش خستگي گره اي در تمام غلظت ها به غير از 1 ميکرومولار بود که اين افزايش در غلظت 10 ميکرومولار از نظر آماري معني دار بود (04/0< P). به صورتيکه از 5/1 ± 85/ 11به 7/3± 67/19 ميلي ثانيه رسيد. (شکل2)
	 EC50که بيانگر غلظت مؤثر 50% مي باشد، براي تحريک ناپذيري مؤثر 7 ⁻10×9/4 ميکرو مولار، براي تحريک ناپذيري کارکردي 7 ⁻10× 02/1 ميکرو مولار و براي هدايت ٥⁻10× 79/1 ميکرومولار و براي ونکباخ 6⁻10×01/2 ميکرو مولار محاسبه شد.                                                                                      
	آناليز رياضي منحني هاي خستگي از طريق همگرائي غيرخطي تک تواني با استفاده از فرمولAHτ= α-(a-b). EXP(-ns) انجام گرديد (10)، که در اين فرمول a: AHmax،  
	b: AH∞  و c: 01/0 مي باشد و اثرات سيکلوسپورين بيانگر حداکثر ميزان خستگي در يک روند غير وابسته به غلظت است. نتايج به صورت جدول 2 حاصل گرديد. آناليز رياضي منحني هاي ريکاوري ازطريق همگرائي غيرخطي تک تواني با استفاده از فرمول AHt= AH ∞ + β*EXP(-HA/τ) انجام شد (10) و نتايج زير حاصل گرديد:
	آناليز رياضي خطي منحني تحريک ناپذيري پروتکل ريکاوري با استفاده از فرمول y=ax+b نشان داد که ميزان A که بيانگر حداقل ميزان هدايت گرهي است، در يک روند غير وابسته به غلظت افزايش پيدا کرد، که اين افزايش با افزايش ميزان AH min در جدول 1 مطابقت دارد. (جدول 3)
	β که معرف حداکثر سرعت هدايت مي باشد از 258 ± 1/928 در کنترل به 7/743 ± 2392 ميلي ثانيه در غلظت 10 ميکرو مولار و همچنين AH∞ از 1/3 ± 36/59 در کنترل به 6/2 ± 69 ميلي ثانيه در غلظت 10 ميکرومولار و τ که نمايانگر سرعت ثابت افزايش منحني ريکاوري مي باشد از 6/3 ± 49/38 به 3/4 ± 75/38 ميلي ثانيه تغيير يافت و اثرات وابسته به غلظتي را نشان نداد.
	همچنين اجراي پروتکل تسهيل نشان داد که ميزان تسهيل (∆FRP) در يک روند غير وابسته به غلظت به صورت غير معني دار کاهش يافت و از مقدار 5/2±35/12 ميلي ثانيه در کنترل به 4/2±4/9 ميلي ثانيه در غلظت 10 ميکرو مولار رسيد. (جدول4 )
	همچنين آناليز منحني رفرکتوري با استفاده از مدل تك تواني نزولي (Descending mono-exponentia fitting) بيانگر افزايش ثابت زماني رفرکتوري (FRP) با افزايش غلظت سيکلوسپورين بود. (شکل 3)
	در ارتباط با پروتکل تسهيل نتايج تحليل رياضي خطي منحني تسهيل با استفاده از فرمول y=ax+b که در آن B بيانگر تحريک ناپذيري گرهي است، در سرعت هاي مختلف تحريک دهليزي نشان داد که با کاهش سرعت تحريک دهليزي در يک روند وابسته به سرعت B کاهش يافته و ميزان تسهيل زياد مي شود. همچنين با افزودن غلظت هاي مختلف سيکلوسپورين ميزان B به عنوان ضريب ثابت نشان دهنده تحريک ناپذيري (FRP) در يک روند غير وابسته به غلظت افزايش نشان داد، که درهيچ غلظتي معني دار نشد (جدول 4). 
	شاخص تحريک پذيري به صورت اختلاف بين اثرات دارو در طولاني کردن زمان هدايت و تحريک ناپذيري گرهي  اطلاق مي شود. در تحقيق حاضر سيکلوسپورين توانست هر دو پارامتر را طولاني کند ولي اثرات آن بر روي تحريک ناپذيري مؤثر بيشتر بود، بنابراين آستانه ي تحريک پذيري و يا آستانة آريتمي افزايش پيدا کرد که بيانگر کاهش سرعت آريتمي و احتمالا توقف آن است. (شکل5)
	در منحني ريکاوري اختلاف بين هدايت در مسير سريع و آهسته به سه صورت آشکار مي شود. در صورتي که تحريک ناپذيري بين دو مسير آهسته و سريع زياد باشد در منحني ريکاوري فاصله (Jamp) و يا شکاف (Gap) آشکار مي شود که بيانگر پتانسيل آريتمي هاي چرخشي گرهي است. در تحقيق حاضر درصد وقوع شکاف و يا فاصله در کنترل 82% بود که بعد از اضافه کردن غلظت هاي 5 ميکرومولار به 6/16 درصد و در 10 ميکرومولار به 20 درصد کاهش پيدا کرد (شکل 4).
	 مطالعات قبلي نشان داده اند که در منحني ريکاوري گرهي، قسمت صاف منحني بيانگر هدايت در مسير سريع يا سلولهاي ترانزيشنال قسمت فوقاني گره مي باشد. در صورتي که در قسمت با شيب تند هدايت امواج از طريق مسير آهسته انجام مي شود [14].
	 سيکلوسپورين توانست سبب انتقال منحني به سمت بالا و راست شود، که بيانگر اثرات آن در هر دو مسير مي باشد. ولي اثرات آن بر روي مسير سريع بيشتر از آهسته بوده است. (جدول 1)
	بحث
	نتايج کلي اين تحقيق بيانگر آن است که سيکلوسپورين    مي تواند در يک مدل غير  وابسته به غلظت در محدوده )5/0-10 ميکرومولار) سبب تغيير خواص الکتروفيزيولوژيک پايه و وابسته به سرعت گره شود و همچنين آستانه وقوع و ادامه آريتمي چرخشي گرهي را توسط اثرات افتراقي بيشتر بر روي زمان تحريک ناپذيري گره اي نسبت به زمان هدايت افز ايش دهد. کاهش وقوع شکاف در منحني ريکاوري در افزايش غلظت هاي سيکلوسپورين بيانگر پتانسيل ضد آريتمي گردشي اين دارو است.
	مطالعات الکتروفيزيولوژيک اخيراً نشان داده اند که مسير آهسته از سلولهايي با پتانسيل عمل نزديک به سلولهاي نودال تشکيل مي شود که فواصل بين سلولي و کانالهاي کلسيم در آن نقش اصلي را دارند [5] و مسير سريع از سلولهاي ترانزيشنال با منشاء دهليزي که پتانسيل عمل سريع مشابه به جريان هاي سديم را دارند تشکيل شده است. با توجه به اثرات بيشتر سيکلوسپورين در مسير سريع مي توان احتمال اثرات بيشتر آن را در کانالهاي سديم در غلظت هاي به کار برده شده مطرح کرد. مطالعات بيشتر در مورد مکانيسم سلولي اثرات سيکلوسپورين نياز است. همچنين زمان تحريک ناپذيري (WBCL , FRP , ERP) به عنوان يکي از مکانيسم هاي دفاعي گره افزايش غير وابسته به دوز را نشان داد که در غلظت  5 و 10 ميکرومولار معني دار شد. مکانيسم سلولي تحريک ناپذيري گرهي همچنان ناشناخته باقي مانده است. ولي در ارتباط با مسيرهاي داخل گرهي نقش مسير آهسته در ايجاد تحريک ناپذيري مؤثر و نقش سلولهاي فشرده ي گرهي (سلولهاي نودال) در تحريک ناپذيري کارکردي، مشخص گرديده است. با توجه به افزايش  تحريک ناپذيري توسط سيکلوسپورين مي توان نتيجه گرفت که اين دارو مي تواند سبب مهار سلولهاي ترانزيشنال مسير آهسته ي گرهي شود، که در نتيجه زمان هدايت حداکثر گرهي افزايش يافت. در مقايسه ي تأثير دارو بر هدايت و تحريک ناپذيري گرهي (پنجره ي تحريک ناپذيري يا آستانه ي آريتمي)، سيکلوسپورين توانست در يک رابطه ي غير وابسته به غلظت سبب افزايش آستانه ي آريتمي شود، که نشان دهنده ي اثرات بيشتر آن بر روي  تحريک ناپذيري گرهي است و مي توان نتيجه گرفت که احتمالآً اين دارو مي تواند پتانسيل آهسته کردن سرعت و يا خاتمه ي آريتمي هاي چرخشي گرهي را داشته باشد. 
	نتايج تحقيق حاضر نشان داد که سيکلوسپورين در الگوي غير وابسته به غلظت مي تواند سبب افزايش تحر يک ناپذيري کارکردي و موثرو ونکباخ شود. هدايت گرهي با مکانيسم هاي متفاوتي ايجاد مي شود. مهمترين مکانيسم هاي محتمل در ايجاد آن عبارتند از: توزيع کانالهاي يوني مخصوصاً جريان هايIca  و Ik  و نحوه قرار گرفتن تاروپود فيبرهاي لايه هاي مختلف گره، وجود کانکسين ها (CX47 ,CX45 , CX43)، هدايت آهسته ي پيشرونده در مسيرهاي آهسته گره ي دهليزي- بطني، با وجوداين مکانيسم هاي متعدد، هنوز مکانيسم اصلي تأخير در گره ي دهليزي- بطني مشخص نيست [6]. 
	نتايج تحقيق حاضر نشان داد که در غلظت بالاي سيکلوسپورين (10 ميکرومولار) زمان هدايت حداقل به صورت معني دار افرايش پيدا کرد. با توجه به آنکه تا کنون هيچ مطالعه اي به بررسي نقش منافذ MPTP در گره ي دهليزي- بطني نپرداخته است، نتايج اين تحقيق نشان مي دهد که اين دارو احتمالأ از طريق تأثير بر روي منافذ يوني و يا کانکسين          (فضاهاي بين سلولي) سبب افزايش در هدايت گرهي         مي شود.  
	سيکلوسپورين اثرات مختلفي در سلول دارد. سبب کاهش تکثير و تفرق لنفوسيت هايB  و T مي شود. با مکانيسم هاي مختلف سبب مهار آنزيم کلسينورين فسفاتاز در لکوسيت ها  مي شود. همچنين سبب مهار آنژيوژنز (از طريق مهار فاکتور هسته اي و خانواده ي پروتئين کينازهاي ميتوژن و فسفواينوزيتول کيناز) در عروق دستگاه گوارش مي شود. سيکلوسپورين همچنين سبب مهار آنزيم سيکلواکسيژناز نوع II در سلولهاي عروق مي گردد [13]. در تحقيق حاضر با غلظت هاي به کار رفته، با توجه به فقدان لکوسيت ها و سلولهاي خوني نقش سيکلوسپورين در القاي منافذMPTP  مي تواند مشخص تر از ساير اثرات باشد. در هر حال تحقيقات بعدي جهت مشخص کردن مکانيسم دقيق سلولي سيکلوسپورين نياز است.
	در تأييد اين نتايج اندازه گيري فاصله ي شکاف هدايتي در منحني ريکاوري گرهي نشان داد که درصد وقوع اين شکاف بعد از غلظت هاي 5 و 10 ميکرومولار به صورت معني داري کاهش پيدا کرد. در مطالعات متعددي در انسان و حيوانات نشان داده اند که وقوع اين فاصله مي تواند بيانگر رخداد بيشتر آريتمي هاي چرخشي گرهي باشد و از بين رفتن اين فاصله توسط دارو هاي بتا بلاکر و کلسيم بلاکر و سوزاندن گرهي، مي تواند سبب درمان آريتمي هاي چرخشي گرهي شود [7]. بنابراين مي توان نتيجه گرفت که سيکلوسپورين مي تواند پتانسيل درماني در آريتمي هاي چرخشي گرهي داشته باشد. مطالعات بعدي در انسان توانايي بالقوه ي اين دارو را مي تواند مشخص سازد. 
	نتيجه تحقيق حاضر براي اولين بار توانست اثرات مستقيم  سيکلوسپورين را در افزايش آستانه ي آريتمي، تأثير بر تحريک ناپذيري و هدايت گرهي و خواص وابسته به سرعت گره نشان دهد و پتانسيل ضد آريتمي هاي چرخشي را براي اين دارو مطرح سازد. اينکه تأثير سيکلوسپورين به دليل عوارض جانبي آن بر روي کاهش سيستم ايمني تا چه حد مي تواند در درمان اريتمي هاي بطني در انسان به کار گرفته شود و همچنين استفاده از آنالوگ هاي سيکلوسپورين که اثرات کاهنده ي سيستم ايمني را ندارند، با تحقيقات بعدي مشخص خواهد شد. 
	اصول مدل فانکشنال يا وابسته به سرعت در سالهاي 1990 تا 2000 مشخص گرديد. در اين مدل سه پديده ي ذاتي ريکاوري، تسهيل و خستگي گرهي ، مکانيسم تأخير هدايت در گره شناخته مي شوند [1]. داروهاي زيادي مانند بتابلاکرها، آدنوزين، آجمالين مي توانند با تغيير اين خواص، پتانسيل ضد آريتمي يا آريتمي زايي خود را بر روي گره ي دهليزي- بطني نشان دهند [9-11]. 
	در تحقيق حاضر آناليز رياضي خطي و غير خطي پديده هاي فوق نشان داد که سيکلوسپورين سبب کاهش غير معني دار تسهيل و افزايش معني دار خستگي گرهي مي شود. (جدول 2،3،4 و شکل 2) 
	سيکلوسپورين احتمالأ با مکانيسم بستن منافذ MPTP    مي تواند خواص پايه و وابسته به سرعت گره را مهار کرده و با افزايش تحريک ناپذيري گرهي و هدايت گرهي و آستانه ي آريتمي و از بين بردن فواصل هدايتي در منحني ريکاوري پتانسيل ضد آريتمي چرخشي گرهي داشته باشد. استفاده ي باليني از آن در درمان آريتمي هاي چرخشي گرهي (AVNRT) در انسان نياز به مطالعات بعدي دارد.
	مکانيسم سلولي پديده هاي فوق شناخته شده نيست ولي در مقايسه با اثرات ساير دارو ها مي توان نتيجه گيري کرد که احتمالأ داروي سيکلوسپورين با کاهش تسهيل و افزايش خستگي (اثرات مشابه آدنوزين) مي تواند پتانسيل درماني در آريتمي هاي فوق بطني داشته باشد. در مطالعات اخير نشان داده شده است که منافذ MPTP در پديده هاي ايسکمي و ريپرفيوژن و آريتمي هاي بطني نقش داشته و سيکلوسپورين مي تواند با کاهش حجم ناحيه ي ايسکمي در آريتمي هاي بعد از قرار دادن فنر و آنژيوبلاستي مؤثر باشد [4]. با وجود اين مطالعات نقش اين دارو و منافذ MPTP در آريتمي هاي بطني و اريتمي هاي گره ي دهليزي- بطني تاکنون مطالعه نشده است.
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