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

Abstract

Introduction: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase-2 (Nox2) is one of the predominant 

sources of ROS production during myocardial ischemia-reperfusion and can be induced by angiotensin II. The evidence 

suggests that pharmacological blockers of renin-angiotensin system can exert direct tissue effects independent of their 

ability to regulate blood pressure. The mechanism(s) responsible for such direct effects are not well understood. The 

aim of this study was to investigate the early changes of cardiac NOX2 gene transcription after myocardial ischemia-

reperfusion in rats treated with losartan, an angiotensin type 1 (AT1) receptor blocker.

Methods: Wistar rats were divided into five groups: Control, sham operated, ischemia-reperfusion (group IR), 

losartan without ischemia and losartan with ischemia-reperfusion. The animals underwent 30 min of left anterior 

descending artery occlusion and subsequent reperfusion for 180 min. The mRNA expression was determined by real 

time-PCR in ischemic area of the left ventricle (LV) and non ischemic area of right ventricle (RV).

Results: Compared to control hearts, exposure to myocardial ischemia-reperfusion produced a significant increase 

in NOX2 mRNA level in ischemic area of LV (P<0.001) but not in non ischemic area of right ventricle. Although in 

losartan group, NOX2 mRNA levels neither in LV nor RV were significantly altered, while in losartan and ischemia-

reperfusion group NOX2 mRNA upregulation in ischemic area was significantly suppressed (P<0.01).

Conclusion: Based on the obtained results, it could be concluded that following acute myocardial ischemia–

reperfusion, NOX2 mRNA levels were increased in ischemic area of left ventricle but not in non ischemic area of right 

ventricle, suggesting the local effect of ischemia on the gene expression. Furthermore, inhibition of NOX2 transcription 

in ischemic area may be a mechanism of the anti ischemia effects of losartan.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   يفارماکولوژو  يولوژیزیف

                            به دنبال NOX2ژن يبردار نسخهاثر لوزارتان بر میزان 

 وکاردیمرپرفیوژن حاد  - ایسکمی

                       ، 1، غلامرضا بیات6، شهناز شکرفروش5، مهدي فروزنده مقدم3د حسین مشتاقیون، سی*1،4، سهراب حاجی زاده3،2،1فاطمه صفري
  1، لیلا ستاریان1رهام مظلوم

  گروه فیزیولوژي، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران. 1
  یزد گروه فیزیولوژي، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی شهید صدوقی،. 2

  مرکز تحقیقات قلب و عروق، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی شهید صدوقی، یزد. 3
  تهران ،پژوهشکده علوم شناختی. 4

  گروه بیوتکنولوژي، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران. 5
دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ارسنجان، فارس. 6

  90 اسفند 14: رشیپذ    90 ذرآ 26: افتیدر
  همکارانو  انیستار  ها نیکتکولام هیتجز و وسنتزیبدر  لیدخ يها میآنز یبرخژن  انیب و نیمرف

  دهیچک

مسـتقل از  داروهاي مهارکننده سیسـتم رنـین آنژیوتانسـین    . استمیوکارد  وژنیرپرف -در ایسکمی  رادیکالهاي آزاد اکسیژن اصلی تولید از منابع اکسیداز NADPH: مقدمه

بـه  ) NOX2( اکسـیداز  NADPH يبـردار  نسـخه هدف از این مطالعه بررسی تغییرات میـزان  . اثرات همودینامیکی با اثر مستقیم بر سلول اثرات محافظتی در قلب اعمال میکنند

      .آنژیوتانسین است 1تیمار شده با لوزارتان به عنوان بلوکر گیرنده نوع  يها موشدنبال ایسکمی رپرفیوژن میوکارد در 

با بسـتن شـریان   . ایسکمی رپرفیوژن تقسیم شدند+ لوزارتان و گروه لوزارتان  ،(IR)ایسکمی رپرفیوژن  ،شم ،موش هاي صحرایی نر ویستار به گروه هاي کنترل :روش ها

در ناحیه ایسکمی بطن چـپ و ناحیـه غیـر ایسـکمی      mRNAتغییرات . دقیقه مدل ایسکمی رپرفیوژن القا گردید 180دقیقه و خون رسانی مجدد به مدت  30کرونر چپ به مدت 

  .مورد ارزیابی قرار گرفت Real-time PCRبطن راست توسط 

در ناحیه ایسکمی بطن چـپ در مقایسـه بـا بطـن چـپ گـروه کنتـرل بـه طـور           mRNA NOX2 سطح IRگروه  به دنبال ایسکمی رپرفیوژن میوکارد درنتایج  :یافته ها

بطـن   mRNA  NOX2در سـطح  يدار یمعن ـمصرف لوزارتان به تنهایی تغییر . باشد ینمدرحالیکه در بطن راست این افزایش، معنی دار  (P<0.001) ابدی یمافزایش  يدار یمعن

    (P<0.01).کاهش یافت  يدار یمعنناشی از ایسکمی به طور  NOX2 mRNAایسکمی افزایش +چپ و راست ایجاد نکرد در حالیکه در گروه لوزارتان

در ناحیـه ایسـکمی افـزایش     NOX2ژن  يبـردار  نسخهرپرفیوژن حاد میوکارد به طور زودرس میزان  –نتایج این تحقیق نشان داد که در پاسخ به ایسکمی  :يریگ جهینت

جلـوگیري از  . رفیوژن حاد میوکارد باشدمیتواند از مکانیسم هاي پاتولوژي ایسکمی رپ دهد ینماین افزایش که محدود به ناحیه ایسکمی بطن چپ بوده و در بطن راست رخ  ابدی یم

  .بروز اثرات ضد ایسکمی لوزارتان در قلب پیشنهاد نمود يها سمیمکانناشی از ایسکمی را نیز میتوان به عنوان یکی از  NOX2 mRNAافزایش سطح 
  

  NOX2 mRNAایسکمی رپرفیوژن میوکارد، لوزارتان،  :يدیکل يها واژه

  *مقدمه

 1(ROS) رادیکالهاي آزاد اکسیژن لیداصلی تو یکی از منابع
  

  

  hajizadeh@iricss.or                      :نویسندة مسئول مکاتبات *
  www.phypha.ir/ppj       :                                    وبگاه مجله

ــکمی  ــی ایس ــرپرف -در ط ــی  وژنی ــپلکس آنزیم ــارد کم  میوک

NADPH شـامل  کـه  ایـن آنـزیم غشـایی    .باشد می 2اکسیداز

 بـا انتقـال  باشد یم سیتوزولیزیرواحد کاتالیتیک و زیرواحد هاي 

  1347تأسیس  

1. Reactive Oxygen Species
2. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-
Oxidase
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آنیـون   موجب تولیدبه اکسیژن مولکولی  NADPHالکترون از 

 NADPHنوع آنـزیم   7تا کنون  .گردد یممخرب سوپراکساید 

اکسیداز شناسایی شده است که در بخش کاتالیتیک با یکـدیگر  

 "NOX family"متفاوتند و به مجموع آنها 
1

در  شـود  یمگفته  *

اکسـیداز فاگوسـیتی    NADPHکـه همـان    NOX2این میان 

است به دلیل توزیع وسیع در بدن از اهمیت بیشـتري برخـوردار   

  . است

NOX2 توسط  1980ر سالدPokora   کلـون وgp91phox 

و اجزاي دیگر این کمـپلکس در  NOX2بیان ]1،3[ نامیده شد

به خوبی نشان داده شده  ها تیوسیومیوکارداندوتلیال  يها سلول

قلبی درحالت پایه و بـدون   يها سلولاکسیداز  NADPH. است

 ROS اعمال استیمولوس خاصی فعـال بـوده و مقـادیر انـدکی    

که در تنظیم فعالیت کینازها و فسـفاتازها، تنظـیم    کند یم تولید

ــان  ــا ژنبی ــایز  ه ــز تم ــا تیوســیومیکاردو نی           مشــارکت دارد  ه

مختلفـی ماننـد    يهـا  مولوسیاسـت اما تحـت تـاثیر    ]4،14،18[

بیان  ]13[ TNFαو  ]6[1-، اندوتلین]II ]25 ،12 آنژیوتانسین

که منجر به افـزایش تولیـد    ابدی یمو فعالیت این آنزیم افزایش 

ROS شواهد قوي وجود دارد که افزایش تولید . گردد یمROS 

 يهـا  سـلول موجود در کاردیومیوسـیت هـا و    NOX2از آنزیم 

بیمـاري هـاي قلبـی عروقـی     ژنز اندوتلیال نقش مهمی در پـاتو 

ــت،     ــیون، دیاب ــد هپرتاس ــیداتیو مانن ــترس اکس ــا اس ــراه ب هم

 31،3[عروقــی دارد  Remodelingآرترواســکلروز، ایســکمی و 

،1[.   

 - یســکمیادر طــی پدیــده  NOX2در خصــوص اهمیــت 

میوکــارد همچنــان نکــات قابــل بحثــی وجــود دارد  وژنیــرپرف

Hoffmeyer   انفارکـت در   انـدازه و همکارانش نشان دادند کـه

P47موشهاي
و  )اکسـیداز  NADPH يرواحـدها یز یکـی از ( -/-

و  Byrneدر مطالعه  در حالیکه ].8[مشابه است  WTموشهاي 

P47همکارانش در مـوش  
رپرفیـوژن   - یسـکم یابـه دنبـال    -/-

میوکارد اندازه ناحیه انفارکت نسـبت بـه گـروه کنتـرل کـاهش      

   ].5[ یافت

اکسیداز و تولیـد سوپراکسـاید در   NADPHفعالیتافزایش 

به دنبال ایسـکمی رپرفیـوژن مغـز نیـز     هیپوکمپ  CA1ناحیه 

یکی مهمترین عوامـل القـا کننـده و     .]4[ نشان داده شده است
  

  

1. NADPH Oxidase  

 II در سیستم قلبـی عروقـی آنژیوتانسـین    NOX2فعال کننده 

ــت ــی   . اس ــه در ط ــت ک ــان داده اس ــات نش ــایی و مطالع نارس

  II نیوتانس ـیآنژناشـی از تزریـق   و نیز فیبروز قلبـی   هیپرتروفی

در و ابـد ی یم ـاکسیداز در بطن چپ افـزایش   NADPHفعالیت 

ــوش  ــ اثــرات -/-NOX2م ــوق ســرکوب ف  .]2[ گــردد یم

Landmesser   و همکارانش نشان دادند که در مدل ایسـکمی

اکسـیداز را در بافـت    NADPHفعالیت  II میوکارد آنژیوتانسین

بـه طـور قابـل     P47و حـذف زیرواحـد    دهد یممیوکارد افزایش 

توجهی از اختلال عملکرد بطن چپ بعد از ایسـکمی جلـوگیري   

 ـ زان مـرگ و میـر حیوانـات را نیـز     کرده و با کاهش آپوپتوز می

بنابراین ارتباط بین عملکـرد آنژیوتانسـین   . ]15[ دهد یمکاهش 

II  و تولیدROS  ازNADPH  قلبـی   يهـا  يمـار یباکسیداز در

  . عروقی کاملا مورد تایید قرار گرفته است

 یناشهاي  بیآسمهم مسوول ایجاد  يها سمیمکاناز  یکی

 نیوتانســیآنژیســتم رنــین میوکــارد س وژنیــرپرف - از ایســکمی

(RAS) بنابراین استفاده از داروهاي مهار کننده به منظور  است

ایسکمی رپرفیوژن میوکارد مـورد   يها بیآسپیشگیري و درمان 

داروهاي مهـار کننـده   یکی از  ].23،26[ توجه قرار گرفته است

لوزارتـان اسـت    ضدفشار خون سیستم رنین آنژیوتانسین داروي

اثـرات مخـرب    (AT1)آنژیوتانسـین   1نده نوع گیربلوك که با 

مطالعات نشان داده شده است . کند یمآنژیوتانسین را آنتاگونیزه 

مستقل از اثرات همودینامیکی بـا اثـر مسـتقیم بـر     لوزارتان  که

و با بکارگیري مکانیسمهاي ناشناخته اثرات محافظتی در  سلول

  . کند قلب اعمال می

وزارتـان در برابـر ایسـکمی    چندین مطالعه اثـر محـافظتی ل  

از جملــه  ].24، 31،30[ انــد کــردهرپرفیــوژن میوکــارد را تاییــد 

که نشان داد مصرف دوز غیر مـوثر بـر فشـار خـون      مطالعه ما

 يدار یمعن ـهفته کاهش  4به مدت ) 10mg/kg/day(لوزارتان 

ــه انفارکــت ــدازه ناحی ــی و در ان ــداد ضــربانات زودرس بطن ، تع

اما مکانیسـم  . ]19[کند یمبطنی ایجاد  يکارد یتاک يزودها یاپ

فراوانـی   يهـا  ناشـناخته اثرات محافظتی این دارو همچنـان بـا   

 يها بیآسروبروست همچنین ساخت عوامل درمانی که بتوانند 

ایسکمی رپرفیوژن را بـه حـداقل برسـانند منـوط بـه شـناخت       

 - ســلولی مولکــولی مســوول آســیب ایســکمی يهــا ســمیمکان

  .وکارد استحاد می وژنیرپرف

 ـرپرف -یسـکم یاهدف از این مطالعه بررسی اثر  حـاد   وژنی
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تیمار  يها موشدر  NOX2ژن  يبردار نسخهمیوکارد بر میزان 

  .شده با لوزارتان است

  هاروشومواد

 250( سـتار یومطالعه از موش هاي صحرایی نر نژاد  نیادر 

 یکیتـار  - ییروشنا کلیسبا  واناتیح. استفاده شد) گرم 300تا 

آزاد بـه   یدسترسو  گرادیسانتدرجه  22حدود  يدماساعته،  12

کلیه اصول اخلاقی مطابق با اصـول  . شدند ينگهدارآب و غذا 

کار با حیوانات آزمایشـگاهی مصـوب دانشـگاه تربیـت مـدرس      

  . انجام گرفت

در حیوانات سـالم  : گروه کنترل -1 :یشیآزما يگروهها

یـک  نمونـه از بطـن    دست نخورده نمونه از بافت بطن چـپ و  

در بطـن  mRNA NOX2راست قلب جمع آوري شد تا سطح 

مورد آزمایش به ترتیب با نمونه مربـوط   يها گروهچپ و راست 

  .به بطن چپ و راست گروه کنترل مقایسه گردد

را پشت  یجراحمراحل  واناتیحگروه  نیادر : گروه شم -2

زده نمـی  عبور کرده گره  LAD ریزکه از  ینخد اما سر گذاشتن

نگردید سپس نمونه بـافتی بطـن    جادیا یسکمیا یعبارتشد به 

هدف از انجام آزمایش در ایـن  . چپ و راست جمع آوري گردید

گروه بررسی اثر پروسه جراحی بدون اعمال ایسکمی بر میـزان  

  .است NOX2ژن  يبردار نسخه

 30ابتدا ایسکمی بـه مـدت   : رپرفیوژن-یسکمیاگروه  -3

سـپس  . دقیقـه اعمـال گردیـد    180ژن به مدت دقیقه و رپرفیو

نمونه بافتی از ناحیه ایسکمیک بطن چپ و نمونـه اي از بطـن   

  . راست جمع آوري گردید

حیوانـات در ایـن گـروه    : گروه لوزارتان بدون ایسـکمی  -4

را به  mg/kg/day10با دوز ) شرکت داروپخش(داروي لوزارتان 

سپس بـا اعمـال   . هفته و به روش گاواژ دریافت کردند 4مدت 

بیهوشی و باز کردن قفسه سینه قرار گرفته نمونه از بافت بطـن  

چپ و یک نمونه از بطن راست قلـب جمـع آوري شـد تـا اثـر      

در بطـن   mRNA NOX2مصرف لوزارتان به تنهایی بر سطح 

فاکتور اساسی در انتخـاب  . قرار گیردچپ و راست مورد بررسی

ه بر فشـار خـون و در عـین    دوز دارو عدم تاثیر دوز انتخاب شد

مطالعـه  . حال توانایی اعمال اثرات محافظتی در قلب بوده است

ــرات     ــاد تغیی ــدون ایج ــذکور ب ــان داد دوز م ــز نش ــا نی ــل م قب

همودینامیکی اثرات محـافظتی قابـل تـوجهی در قلـب اعمـال      

  .]19 [کند یم

حیوانـات در ایـن   : ایسکمی رپرفیوژن+ گروه لوزارتان  -5 

هفته  4را به مدت  mg/kg/day10زارتان با دوز گروه داروي لو

سپس تحت ایسکمی به مـدت  . و به روش گاواژ دریافت کردند

در پایان . دقیقه قرار گرفتند 180دقیقه و رپرفیوژن به مدت  30

بافتی از ناحیـه ایسـکمیک بطـن چـپ و      نمونهدوره رپرفیوژن 

  .نمونه اي از بطن راست جمع آوري گردید

پـس از   :رپرفیوژن میوکـارد  –می القاي مدل ایسک

 ،میسـد  تـال یپنتوبارب mg/kg50 قیتزربیهوش کردن حیوان با 

ــه   ــده و ب ــومی ش ــوان توراکوت ــوریونتحی ــد  لات ــل گردی . متص

 ـز یوگرافیالکتروکـارد  يالکترودها منظـور ثبـت    بـه  يجلـد  ری

پس از باز کردن قفسـه  . وصل شدند وانیحالکتروکاردیوگرام به 

 کاردیپر کردنچهارم و پنجم و پاره  يا ندهد نیب يفضادر  نهیس

کرونـر چـپ انسـداد     انیشر ریزاز  لکیس 5-0با عبور دادن نخ 

سـاعت   3دقیقه و سپس رپرفیوژن به مدت  30شریان به مدت 

  . صورت گرفت

STچون  ییها یتمیآرمشاهده  elevation    پـس از بسـتن

ــود  ــر القــاي صــحیح ایســکمی ب ــپادر . شــریان تاییــدي ب  انی

/. 5 اوانـس بلـو   تـر یل یلیم کیبسته و  انیشردوباره  ،وژنیرپرف

 ـناحشد تا  قیتزرفمورال  دیور قیطردرصد از  را از  یسـکم یا هی

قلـب را خـارج    شیآزما انیپادر . کندجدا  کیسکمیا ریغ هیناح

سـرد بلافاصـله ناحیـه     PBSکرده پس از شستشو بـا محلـول   

NOX2را جدا نمـودیم بـه منظـور بررسـی تغییـرات      یسکمیا

mRNA  در ناحیــه غیــر ایســکمیک، ناحیــه اي معــادل ناحیــه

تمـام نمونـه هـا در    . ایسکمیک را از بطن راست نیز جدا گردید

گــراد  یســانتدرجــه  -80منجمــد و در دمــاي  عیمــا تــروژنین

     ].21، 20[ گردیدند ينگهدار

-Real timeتوسـط   mRNA NOX2 يریگاندازه 

PCR :  در این تحقیق ابتـداRNA   بـا اسـتفاده از کیـت    بافـت

-RNeasy fibrous tissue minikit)مخصوص بافت فیبروز 

Qiagen) جهـت محاسـبه غلظـت    . استخراج گردیدRNA   بـا

استفاده از دستگاه بیوفتومتري جذب نوري رقت معینی از نمونه 

سـپس طـی واکـنش    . نانومتر قرائت گردیـد  260در طول موج 

 reverse transcriptaseرونویسی معکوس با استفاده از آنزیم 

)Fermentaz ( نســخهcDNA  از رويRNA  ســاخته شــد .
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cDNA   به دست آمده توسـطRT-PCR   بـاSYBR Green 

 house keepingبا ژن  NOX2شده و از نظر ژن هاي  ریتکث

تـوالی پرایمرهـاي    ].29[ مورد بررسی قرار گرفت) نیاکت -بتا (

در شـکل   .خلاصـه شـده انـد    1مورد استفاده در جدول شـماره  

مربوط به تایید تکثیر اختصاصی  melting يها یمنحن 1شماره 

  .نیز نشان داده شده است NOX2بتا اکتین و  يها ژن

بــین  mRNA  NOX2مقایســه ســطح :آنــالیز آمــاري

گروهاي کنترل، شم و ایسکمی رپرفیوژن توسط آنالیز واریـانس  

در بخـش  . صـورت گرفـت   Tukeyیک طرفه و آزمون متعاقب

مورد مطالعه به دلیل  يها ژنی اثر داروي لوزارتان بر بیان بررس

مختلف یعنی ایسکمی و مصـرف دارو   Interventionوجود دو 

استفاده شد در صـورت   Two way ANOVA يآماراز روش 

داراي اخـتلاف   يهـا  گـروه بودن اثر دارو براي تعیـین   دار یمعن

Bonferroni posttests   مورد استفاده قـرار گرفـت.P<0.05 

مـورد آزمـایش در    يها گروهبودن اختلاف بین  دار یمعنملاك 

 ±S.E.M صـورت  آمـده بـه   دسـت  بـه مقـادیر  . شد نظر گرفته

Mean  نمونـه   6تعداد نمونه ها در هر گـروه  . است شدهگزارش

  .بوده است

  یافته ها

قابـل   1همانطور که در جدول  :تغییرات همودینامیکی

و ضربان قلب بین پنج گروه مشاهده است در میزان فشار خون

اخـتلاف معنـی داري   ) قبـل از ایسـکمی  (مختلف در حالت پایه 

در  يدار یمعنبه عبارتی مصرف لوزارتان نیز کاهش . وجود ندارد

کـه تحـت    ییهـا  گروهدر . فشارخون و ضربان قلب ایجاد نکرد

ایسکمی رپرفیوژن قرار گرفتند بـا بسـتن شـریان فشـار خـون      

اما این . کاهش می یابد  ه طور معنی دارينسبت به سطح پایه ب

کاهش گذرا بوده و فشار خـون مجـددا بـه سـطح طبیعـی بـاز       

سـاعت رپرفیـوژن کـه زمـان      3بـه طوریکـه بعـد از     گـردد  یم

است عمـلا اخـتلاف معنـی داري در میـزان      ها نمونه يآور جمع

  .و ضربان قلب بین گروه هاي مختلف وجود نداردفشار خون

رفیوژن حاد میوکـارد بـر میـزان    رپ -اثر ایسکمی

 2همـانطور کـه شـکل شـماره      :NOX2ژن  يبردار نسخه

در بطن چپ و راست گـروه شـم در مقایسـه بـا      دهد یمنشان 

 mRNA NOX2در ســطح يدار یمعنــگــروه کنتــرل تغییــر 

رپرفیـوژن میوکـارد    -بـه دنبـال ایسـکمی   . شـود  ینم ـمشاهده 

ه در ناحیـه ایسـکمی بطـن چـپ گـرو      mRNA NOX2سطح

 در مقایسه با بطن چپ گـروه کنتـرل   (IR)ایسکمی رپرفیوژن 

درحالیکـه در بطـن    (P<0.001) ابـد ی یمافزایش % 103 ± 21

نسبت به بطن راست گروه (IR)راست گروه ایسکمی رپرفیوژن 

که  ابدی یمافزایش % NOX2 mRNA 8/4± 25کنترل سطح 

  ). 2شکل( باشد ینماز نظر آماري معنی دار 

 :NOX2ژن  يبـردار  نسخهن بر میزان اثر لوزارتا

  ) . C  60°:دماي اتصال(  RT-PCRتوالی پرایمر هاي مورد استفاده در  -1دول ج

Gene     Sense primer (5'–3')       /       Antisense primer (5'–3')                       GeneBank Accessio No. for cDNA

NOX2   CAGTGTGTCGGAATCTCCT / ATGTGCAATGGTGTGAATGG                                           NM_023965
β-actin  GAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT  /    ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATG               X03765  

  ب  الف

  
  .اي بودن منحنی نشانه وجود یک نوع محصول است قله  تک). ب(اکتین -و بتا )الف( NOX2هاي   ژن melt  بررسی منحنی - 1شکل 
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که اشاره شد در خصوص اثر داروي لوزارتان بـر بیـان    همانطور

مورد نظر با توجه به وجود دو مداخله مجزا یعنی ایسکمی و  ژن

دارو تجزیه و تحلیل نتایج توسط آنالیز واریانس دوطرفه صورت 

 دهـد  یم ـآماري نتایج این بخش از مطالعه نشان  تحلیل. گرفت

 NOX2بـر بیـان    يدار یمعناثر مصرف لوزارتان به تنهایی که 

لوزارتـان   نـدارد در حالیکـه در گروهـی کـه     mRNAدر سطح 

هـا   داده. هـا  آوري نمونـه  جمـع  زمـان  از بسـتن شـریان و نیـز در   ) فاز ایسکمی(و بعد ) فاز پایه(قبل  (MBP)و فشار متوسط شریانی  (HR)تغییرات ضربان قلب  -2جدول 

.استدر مقایسه با وضعیت پایه در همان گروه سنجیده شدهP<0.01**و  P<0.05*. بیان شده اند S.E.M.  ± Meanصورت به

Groups
Baseline Ischemia Sampling time

MBP HR MBP HR MBP HR

Control --- --- --- --- 113±5 379±21

Sham  119 ± 8 373 ± 25 --- --- 116±7 361±19

IR  115±7 358±19 84±6** 403±18 107±8 346±16

Los 104±11 382±24 --- --- 99±8 397±18

Los+IR  111±6 361±15 76±8* 392±19 95±9 375±21
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 ـ  (RV).و راسـت   (LV) در بطن چپ  mRNA NOX2بر سطح (IR)رپرفیوژن میوکارد  -اثر ایسکمی -2شکل       . انـد  گـزارش شـده    .Mean±S.E.Mه صـورت مقـادیر ب

  .باشد دار می   نسبت به بطن چپ گروه کنترل معنی P<0.001در سطح  ***
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  . اند گزارش شده .Mean±S.E.Mمقادیر به صورت . (RV)و راست  (LV) در بطن چپ NOX2 mRNAاثر لوزارتان بر سطح - 3شکل 

 LV: FLosartan=17.17, P=0.21; FIschemia=41.40, P<0.001; FInteraction=10.80, P<0.05), ** P<0. 01 (Bonferroni post test)  
RV: FLosartan=11.05, P=0.915; FIntervention=13.17, P=0.111; FInteraction=8.46, P=0.1956)
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 انـد  گرفتـه قرار  رپرفیوژن تحت ایسکمی دریافت کرده و سپس

 NOX2در افـزایش   يدار یمعن ـتجویز لوزارتان موجب کاهش 

 ســطح IRبطوریکــه در گــروه  گــردد یمــحاصــل از ایســکمی 

mRNA NOX2    103 ± 21در ناحیه ایسـکمی بطـن چـپ %

 انـد  کـرده اما در گروهی کـه لوزارتـان دریافـت     ابدی یمافزایش 

ــزایش در ســطح % 41± 5اعمــال ایســکمی تنهــا   mRNAاف

NOX2  دار یمعن ـکه این اختلاف از نظر آمـاري   کند یمایجاد 

در  mRNAدر سـطح   NOX2مطالعه بیـان   (P<0.01). است

بـدون اعمـال    لوزارتـان مصـرف  داد کـه   بطن راست نیز نشان

 ـاثـر   ایسکمی و نیز متعاقب ایسـکمی رپرفیـوژن   در  يدار یمعن

  ).3شکل ( کند ینمبطن راست ایجاد  mRNA NOX2سطح 

  بحث

در  هـا  نیپـروتئ با شروع ایسکمی میوکارد سطح وسـیعی از  

کـه   گردنـد  یم ـو یا ترجمه دستخوش تغییر  يبردار نسخهسطح 

به منظـور سـاخت داروهـاي کارامـدتر در     شناخت این تغییرات 

نتـایج ایـن   . درمان آسیب ایسکمی حاد میوکارد ضروري اسـت 

رپرفیـوژن میوکـارد    -مطالعه نشان داد که به دنبـال ایسـکمی   

در ناحیه ایسکمی بطن چپ بـه طـور    mRNA NOX2سطح 

به منظور شناسایی ناحیه ایسکمی . ابدی یمقابل توجهی افزایش 

بدین صورت کـه در   اوانس بلو استفاده نمودیمبا  يزیآم رنگاز 

 ـبسته شـده و   LAD انیشر، مجدداً رپرفیوژن انیپا  ـیم کی  یل

 دیورداخل  بهکانول ورید فمورال  قیطراز % 5/0اوانس بلو  تریل

 ـناحتـا   شد یم قیتزر  ـناحرا از  یسـکم یا هی  کیسـکم یا ری ـغ هی

 ـآم رنـگ با توجه به اینکـه هـدف از   . مشخص سازد صـرفا   يزی

خص ساختن ناحیه ایسکمی بود بنابراین از رقت کـم رنـگ   مش

مولکولی ایجاد  يها یبررساستفاده کردیم تا اختلال کمتري در 

نماید در واقع بعد از تزریق رنگ ناحیه ایسکمی عملا فاقد رنگ 

است بنابراین مطالعات مولکولی در این ناحیه با آرامـش خـاطر   

ه ما به بررسی تغییرات  اما بخش دیگري از مطالع ردیگ یمانجام 

مولکولی در ناحیه غیر ایسکمی دور از ناحیه ایسکمی اختصاص 

یافت تا بتوان موضعی و یا فراگیر بودن اثر ایسـکمی بـر بیـان    

مورد نظر را نیـز مـورد ارزیـابی قـرار داد بنـابراین       يها نیپروتئ

از بطن راست کـه از نظـر آنـاتومیکی حتـی الامکـان       يا نمونه

ه ایسکمی بطن چپ باشد نیز جـدا نمـودیم طبیعـی    معادل ناحی

بنابراین بایـد بـا تامـل     شود یماست که این ناحیه رنگ آمیزي 

. میداد یمبیشتري مطالعات مولکولی خود را در این ناحیه انجام 

ــروه    ــر روي دو گ ــایلوتی ب ــه پ ــور مطالع ــدین منظ از  (n=5)ب

بیان ژن شده انجام دادیم و  يزیآم رنگبدون رنگ و  يها نمونه

را در آنها مقایسه کردیم نتـایج حاصـل از   NOX2اکتین و  -بتا

 ـآم رنـگ این مطالعه ابتدایی بـه خـوبی نشـان داد کـه      بـا   يزی

. کنـد  ینم ـایجاد  RT-PCRاختلالی در انجام تکنیک  بلو اوانس

مـورد مطالعـه از بتـا     ژن mRNAجهت بررسی تغییرات سطح 

اده شـد کـه در   اسـتف  house keepingاکتـین بـه عنـوان ژن    

 mRNA NOX2مطالعات بسیاري براي مقایسه تغییرات سطح

مورد استفاده قرار گرفته است توالی پرایمرهاي مورد اسـتفاده و  

Geneنیـز توسـط نـرم افـزار      Productاندازه قطعه  Runner  

  .کنترل گردید

همانطور که اشاره شد در گروه شم کـه پروسـه جراحـی را    

 ـتغییـر   انـد  گذاشـته پشت سر  LADبدون بستن  در  يدار یمعن

ایجاد نگردید کـه بیـانگر عـدم تـاثیر     mRNA NOX2سطح 

همچنین بـر اسـاس   . پروسه جراحی بر بیان ژن مورد نظر است

متغیرهاي همودینـامیکی   2اطلاعات ارائه شده در جدول شماره 

در  هـا  نمونه يآور جمعشامل فشار خون و ضربان قلب در زمان 

بنابراین  دهد ینمنشان  يدار یمعنمختلف تفاوت  يها گروهبین 

مسـتقل از   NOX2ژن  يبردار نسخهتغییرات مشاهده در میزان 

تغییرات همودینامیکی ناشی از ایسکمی رپرفیوژن رخ داده و در 

اصل حاصل اثرات سلولی پدیـده ایسـکمی رپرفیـوژن میوکـارد     

 mRNA NOX2 رپرفیوژن سـطح  - اعمال ایسکمی. باشد یم

این اثر محدود بـه ناحیـه   . دهد یمدر ناحیه ایسکمی افزایش را 

ایســکمی بطــن چــپ بــوده و در بطــن راســت قابــل مشــاهده 

     را  NOX2 يبـردار  نسـخه بنـابراین افـزایش میـزان     باشـد  ینم

نتیجه این بخـش از تحقیـق بـا     .توان اثري موضعی دانست می

ند کـه  دارد آنها نشان داد یهمخوانو همکارانش  Wanمطالعه 

 12دقیقـه و رپرفیـوژن بـه مـدت      30مدت  بهاعمال ایسکمی 

و  mRNAسـاعت در قلـب خرگــوش موجـب افـزایش ســطح     

در مطالعه ما بـا وجـود زمـان     ].27[ گردد یم NOX2پروتئین 

کاملا قابـل   NOX2 mRNAکوتاهتر رپرفیوژن افزایش سطح 

در سـطح   NOX2مشاهده است هرچند در مطالعه ما تغییـرات  

در نمونه قلبی گرفته شـده از  . مورد ارزیابی قرار نگرفت پروتئین

فوت کـرده بودنـد نیـز سـطح پـروتئین       MIبیمارانی که در اثر 
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NOX2 افزایش یافته بود اما در ناحیـه غیـر   در ناحیه ایسکمی

مشاهده نگردیـد لازم بـه    NOX2ایسکمیک تغییري در سطح 

از مـرگ و  کر است در مطالعه مذکور حداقل فاصله زمانی بعد ذ

بنابراین افزایش میزان  ].9[ ساعت بود 12برداشتن نمونه قلبی 

بـه عنـوان یـک پاسـخ زودرس بـه       NOX2ژن  يبـردار  نسخه

مکانیسـم هـاي مختلفـی    . دهـد  یم ـایسکمی حاد میوکـارد رخ  

در اکثــر . منجـر شـوند   NOX2بـه افــزایش سـطح    تواننـد  یم ـ

ا فعـال  ر NOX يهـا  نیپـروتئ مطالعات عواملی که به طور حاد 

از  ROS .کننـد  یم ـن آنهـا را نیـز تحریـک    بیـا  کنند غالبـاً  می

وجـود  . است NOX يها نیپروتئمهمترین عوامل افزایش بیان 

ــوالی  ــختــ ــده پاســ ــا    دهنــ ــرتبط بــ ــل مــ ــه عوامــ                           بــ

ROS (Stress-responsive element)  در ناحیــه پروموتــور

 يبــردار نســخهان حــاکی از تنظــیم مســتقیم میــز NOX2ژن 

NOX   ــل اســترس اکســیداتیو ــتوســط عوام  ].1،3[ باشــد یم

تجمـع سـلولهاي    NOX2مکانیسم دیگر براي افـزایش سـطح   

التهابی و فعال شدن مسیرهاي التهـابی اسـت مطالعـات نشـان     

 ،NFκB داده است که بـین سـطح فاکتورهـاي التهـابی ماننـد     

TGFβ-1  وTNFα  ــان ــزان بی رابطــه مســتقیم  NOX2و می

فعال شـدن مسـیرهاي التهـابی در پـاتولوژي      ].10[جود دارد و

بنـابراین   کنـد  یم ـایسکمی رپرفیوژن میوکارد نقش مهمی ایفا 

ممکن است یکی دیگر از دلایل بروز پاسخ مربوطـه مشـارکت   

  . باشد ها تیوسیومیکاردمسیرهاي التهابی در 

مطالعه ما لوزارتان توانست به طور قابل توجهی افـزایش   در

را در طی ایسکمی رپرفیوژن میوکارد سرکوب کند  NOX2 بین

اعمال اثـرات محـافظتی    يها سمیمکانیکی از  توان یمبنابراین 

داروهاي مذکور در برابر آسیب ایسـکمی رپرفیـوژن میوکـارد را    

در طـی ایسـکمی    NOX2 يبـردار  نسخهپیشگیري از افزایش 

ده از دوز یکی از نکات قابل توجه در این مطالعه اسـتفا . دانست

غیر موثر بر فشار خون دلروي لوزارتان است با توجه بـه اینکـه   

فشـار   رد يدار یمعن ـهفته کـاهش   4مصرف لوزارتان به مدت 

نمـود کـه اثـر     يری ـگ جـه ینتتوان چنـین   خون ایجاد نکرد می

مسـتقل از   NOX2ژن  يبردار نسخهلوزارتان بر کاهش میزان 

لکرد دارو در سطح سلولی اثرات همودینامیکی دارو بوده و با عم

که به نوبه خود تائید کننده مطالعاتی اسـت کـه    باشد یمهمراه 

داروهاي مهار کننده سیستم رنـین آنژیوتانسـین و    اند دادهنشان 

به ویژه لوزارتان میتوانند با بروز اثرات مسقیم در سطح سلولی و 

 مولکولی اثرات محافظتی در سیستم قلبی عروقی اعمـال کننـد  

در خصوص تفسیر نتـایج مشـاهده شـده ممکـن      ].24،26،30[

 mRNA NOX2است بخشی از اثر لوزارتان در کاهش سـطح  

باشد اما با توجه بـه   IIناشی از مهار اثر القاکنندگی آنژیوتانسین 

کاملا مستقل از اثر مهـاري بـر    توانند یماینکه داروهاي مذکور 

خـود را در  عملکرد سیستم رنین آنژیوتانسین اثـرات محـافظتی   

به مکانیسم  یابی دستسیستم قلبی عروقی اعمال کنند بنابراین 

در بافـت   NOX2از  يبـردار  نسـخه دقیق اثر لوزارتان در مهار 

 ـدقایسکمیک میوکـارد مسـتلزم مطالعـات     . خواهـد بـود   تـر  قی

دیگري مبنی بر اثر داروهاي مهـار کننـده سیسـتم     يها گزارش

 ـ  در سیسـتم قلبـی    NOXت رنین آنژیوتانسین بر بیـان و فعالی

عروقی ارائه شده است در برخی مطالعات اثر داروهاي مذکور بر 

اکسیداز مورد بررسی قرار گرفته است  NADPHمیزان فعالیت 

اکسیداز توسط لوزارتان  NADPHمطالعات قبل کاهش فعالیت 

را مهار کـرده و   P47لوزارتان ترانس لوکاسیون. اند دادهرا نشان 

ــتدر نتیجــه فعال ــاهش  NADPH ی ــیداز را ک ــاکس ــد یم . ده

ــر لوزارتــان در کــاهش فعالیــت    NADPHمکانیســم دیگــر اث

و  P47براي فسفریله شدن PKCاست زیرا  PKCاکسیداز مهار 

در  .]28، 7 [ اکسـیداز ضـروري اسـت    NADPHفعال شـدن  

مورد ارزیابی قـرار نگرفـت    NADPHمطالعه ما میزان فعالیت 

رد کـه عوامـل مـوثر بـر فعالیـت      اما شـواهد بسـیاري وجـود دا   

NADPH ًمیـزان بیـان اجـزاي ایـن کمـپلکس       اکسیداز غالبا

به عنوان . دهند یمرا نیز تحت تاثیر قرار  NOXآنزیمی به ویژه 

 P22زیرواحـد   mRNAهایپرتانسیو سـطح   يها موشمثال در 

 مهارکننـده (و مصـرف کاپتوپریـل    ابدی یمدر بطن چپ افزایش 

ACE (همچنـین در  . ]16[ گرداند یمبیعی باز آن را به سطح ط

نیـز سـطح بیـان     ونیپرتانس ـیهاعـروق کلیـه افـراد مبـتلا بـه      

NADPH    مصـرف   ابـد ی یم ـاکسیداز در عروق کلیـه افـزایش

 mRNAروز باعـث کـاهش مجـدد سـطح      7لوزارتان به مدت 

و  Robertدر مطالعه . ]17[ گردد یماکسیداز  NADPHاجزاي 

ان بــا دوز مشــابه مطالعــه مــا همکــارانش نیــز مصــرف لوزارتــ

(10mg/kg/day)  سـطح  ) هفته 4(و به مدت مشابهNOX2

mRNA  را در قلب کاهش داد البته آنها اثر لوزارتان را در پاسخ

NOX2بـــه افـــزایش ســـطح  mRNA  ناشـــی از مصـــرف

 تـوان  یم ـبنـابراین  . ]32[ آنژیوتانسین مورد بررسی قرار دادنـد 

رپرفیوژن حاد  -به ایسکمی کرد که در پاسخ يریگ جهینتچنین 
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در  NOX2از ژن يبـردار  نسخهمیوکارد به طور زودرس میزان 

این افـزایش محـدود بـه ناحیـه      ابدی یمناحیه ایسکمی افزایش 

افـزایش  . دهد ینمایسکمی بطن چپ بوده و در بطن راست رخ 

توانـد از مکانیسـم هـاي پـاتولوژي      می NOX2 يبردار نسخه

د و مصرف داروي لوزارتان از افـزایش  ایسکمی حاد میوکارد باش

NOX2  به نفـع   که طبیعتاً کند یمدر ناحیه ایسکمی جلوگیري

  .بافت میوکارد رقم خواهد خورد

  سپاسگزاري

از . این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه تربیت مدرس انجام شده است

. جناب آقاي دکتر نقـدي جهـت تهیـه داروي لوزارتـان تقـدیر مـی گـردد       

مشاوره علمی و موثر جناب آقاي دکتر مـانی اسـتادیار محتـرم     همچنین از

  .گردد گروه فیزیولوژي دانشگاه تربیت مدرس نیز تشکر و قدردانی می
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