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قرار گرفته  infarction و   ischemia بخش از بافت قلب که تحت   (Acute  Myocardial  Infarction  (AMI پس از 
است، بخش از سلولهای cardiomyocyte خود را از دست مدهد و برای جبران بخش از سلولهای از دست رفته
پاتولوژی مگردد و حت ممن است عملرد پمپ قلب تحت تاثیر قرار بیرد. سلولهای  remodeling دچار 
و جبران بافت قلب regeneration برای انسان بالغ پتانسیل خوب (multipotent Mesenchymal Stem Cell (MSC

عروق از خود نشان داده است [3-1].

شواهد موجود نشان گر این است که استفاده از سلولهای exogenous MSC بدست آمده از بافتهای مختلف من
angiogenesis و قرار گرفته است و   ischemia از قلب که تحت بخش  regeneration جمله مغز استخوان سبب
differentiation بــه ســلولهای endothelial، smooth muscle و fibroblast مشــود[4-7]. در گذشتــه ایــن اعتقــاد
endogenous است، اما در سال ۲۰۰۳ برای اولین بار تعدادی سلول regenerative cell وجود داشت که قلب فاقد
cardiac stem cell در پستانداران بالغ با بیان c-kit یافته شد[8]. در مطالعات جدیدتر شواهدی یافتند که ثابت کرد
functional ـــه ســـلولهای  کـــردن ب  differentiate ـــای ـــد و توان ـــب وجـــود دارن قل  endogenous MSC ســـلولهای
endogenous MSC، niche ــرد ســلولهایــان و عمل ــاکتور در بی ــن ف ــد. یــ از مهمتری cardiomyocytes را دارن
multipotent Cardiac از این است که قلب انسان حاوی تعدادی سلول سلولها است [9-12]. مطالعات اخیر حاک
Stem/Progenitor Cell (CSC / CPC) است که توانایregeneration  بافت عروق و cardiomyocyte را پس از
در پاسخ به آسیب بافت، افزایش میابد.  CSC سلولهای  regeneration  دارند. علاوه بر این، توانای آسیب بافت

.[12]

نتـــایج خـــوب از پتانســـیل  (Chronic Heart Failure (CHF در مـــدلهای حیـــوان CSC اســـتفاده از ســـلولهای
ــلولهای ــرعت turnover س ــایت س ــود، کف ــن وج ــا ای ــت. ب ــان داده اس ــلولهای را نش ــن س ــافت ای ب  regeneration
cardiomyocyte در بالغین برای regenerate کردن کامل آسیب وسیع و قابل توجه ناش از ischemia هنوز مورد
بحث و بررس است. هفت نوع دسته از CSC تا کنون گزارش شده است، که توانایdifferentiation  آنها به سلولهای

قلب متفاوت است. بنابراین به بیش از یmarker  برای یافتن CSC های functional نیاز است [12].
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نقش  migration تقسیم و   ،differentiation من جمله   progenitor در بخشهای حیات از مانیسم سلولهای   c-kit
دارنــد. ســلولهای c-kitpos CSC در قلــب rat، mouse، ســ، خــوک و انســان یــافته شــده اســت[12]. ســلولهای
و فاکتورهـــــای  PDGFRα و   Sca-1،  Abcg-2،  Flk-1 ـــــه توســـــط ماکرهـــــای غشـــــائ از جمل  c-kitpos CSC

transcription از جمله Isl-1، Nkx2.5، GATA4 و Wt-1 قابل افتراق و تشخیص هستند [11, 16-13].

DDR2 و ،CD29، CD44، CD90، CD105، PDGFRα به همراه Vimentin از که بیان قابل توجه CSC دستهای از
، CD45-CD44 DDR نوع MSC افزایش بیان داشتهاند. مضاف بر این، سلولهای ischemia داشتهاند، در فاز اولیه

بصورت in-vitro قابل کشت و multipotent هستند[17].

ـــــده، ـــــ ش ـــــابت معرف ـــــاران دی ـــــون در بیم ـــــد خ ـــــرل قن ـــــرای کنت ـــــه ب ـــــدی ک ـــــای جدی ـــــ از داروه ی
ــــا Sodium-Glucose-co-Transporter Type 2 Inhibitor (SLGT-2 inhibitor) اســــت. SGLT-2 inhibitor ه
داروهای safe و مؤثری برای کنترل دیابت هستند. گیرندهی SGLT-2 بیشتر در لولهی پروگزیمال کلیه بیان مشود و
بیشترین نقش را در بازجذب گلوکز دارد، که بر پایهی همین مانیسم SGLT-2 inhibitor ها مانع بازجذب گلوکز از
کلیه شده و سبب کاهش سطح گلوکز خون مشوند. مطالعات اخیر مضاف بر تاثیرات که پیشتر ذکر شد، تاثیرات
مثبت دیری نیز از SGLT-2 inhibitorها گزارش کردهاند ازجمله بهبود پروفایل چرب، کاهش وزن، کاهش فشار خون

.[cardiovascular events [18-20 و همچنین کاهش ریس

یافتههای مطالعات اخیر برروی مدل حیوان حاک از تاثیر مثبت SGLT-2 inhibitor ها بر regeneration سلولهای
بتا پانراس بوده است و سبب افزایش سطح انسولین خون شده است، با وجود اینه سلولهای بتای پانراس گیرندهی
ها به وسیلهی فاکتورهای واسطهی  SLGT-2  inhibitor را بیان نمکنند. بر همین اساس احتمال تاثیر   SLGT-2

ناشناخته بر microenvironment جزیرهی لانرهانس بیان شده است [21, 22].

درمان مدل حیوانmouse  با SGLT-2 inhibitor ها علاوه بر تاثیر بر regeneration سلول‌های پانراس، متوانند
kidney injury و بهبود (Cells of Renin Lineage (CoRL کلیه به واسطهی سلولهای regeneration سب بهبود
Heart در بیمــاران Empagliflozin .اســت SGLT-2 inhibitor از داروهــای گــروه ــی Empagliflozin .[23]شــود
Failure with Preserved Ejection Fraction (HFpEF)، سبب کاهش ریسcardiovascular death ، بستری به
شده است که این تاثیر مستقل از ابتلا یا عدم ابتلا به دیابت بوده است [24, 25]. تاثیرات مثبت قلب heart failure دلیل
empagliflozin در تمام رنجهای Ejection Fraction (EF) مشهود بوده است، اما این تاثیر در EF های بالاتر کمتر
مشهــود اســت [26]. در مــدل حیــوانmice ، درمــان بــا empagliflozin در موش‌هــای غیــر دیــابتی کــه بــه وســیلهی

pressure overload دچار heart failure شده بودند، سبب کاهش افت EF گردید [27].

مسیرهای سینالین اصل که در پرولیفراسیون و تمایز میوکارد نقش دارند عبارتند از:

:Wnt-β-catenin signaling .1

این مسیر در تمیز ابتدای سلولهای پروژنیتور قلب از مزودرم نقش دارد. در این مسیر، ژنهای GATA4، Nkx2.5 و
TBX5 نقش تنظیم دارند.

:FGF signaling .1

شود. از طرفم سبب افزایش پرولیفراسون سلولهای پروژنیتور قلب C/EBPβ یا بیان ژن نالیندر این مسیر سی
سلولهای پروژنیتور قلب ژنهای c-kit، CITED4 و sca-1 را بیان مکنند. از این رو افزایش بیان این ژنها نشان

دهندهی افزایش پرولیفراسیون این دسته از سلولهای است.

:BMP-TGF-β signaling .1

C/EBPβ کنندهی پرولیفراسیون مثل فعال شدن این مسیر در سلولهای پروژنیتوز سبب کاهش بیان ژنهای تحری
مگردد و در عین حال باعث افزایش فاکتورهای تمایز دهندهی سلول مگردد.

ژنهای GATA4، Nx2.5 و TBX5 نیز این مسیر را تنظیم مکنند.

:Notch signaling .1
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این مسیر تعادل بین پرولیفراسیون و تمیز سلول را تنظیم مکند.
:Calcineurin-NFAT signaling .2

این مسیر در تمایز نهای سلولهای پروژنیتور به سلولهای کاردیومیوسیت نقش دارد. در این مسیر ژن Mef2c از
فاکتورهای کلیدی است که با تعامل با ژنهای GATA4 و TBX5 سبب فعال سازی ژنهای مرتبط با سلولهای

کاردیومیوسیت تمایز یافته مگردد.

با توجه به اصل validation نتایج مسیرهای سینالین با چند ژن و اهمیت تفسیر همزمان نتایج بیان ژنهای مختلف
در از مسیر سینالین چند ژن را برای بررس هر مسیر انتخاب کردیم. بطور خاص در مورد ژن c-kit، مطالعای

Klopsch et al. 2017; Scalise et al. 2019 بیان کرد که تنها 1 تا 2 درصد از سلولهای بنیادی قلب بیان کنندهی
c-kit سب پرولیفراسیون سلولهای کاملا تمایز یافتهی کاردیومیوسیت مشوند. به همین دلیل با بررس همزمان بیان
با توانای توان سلولهای بنیادی قلبم sca-1 من جمله سایر ژنهای مؤثر در پرولیفراسیون سلولهای بنیادی قلب

کامل در regeneration قلب متوان به این مشل فائق آمد.

ــ ــاهش ریس ــر ک ــری ب ــاثیر چشمی ت  empagliflozin ــه ــای SGLT-2 inhibitor از جمل ــه داروه ــه این ــوجه ب ــا ت ب
سلول regeneration و همچنین افزایش (Myocardial Infarction (MI پس از HF و کاهش افت cardiovascular
در بافتهای مختلف که در مطالعات حال حاضر گزارش شده است، این مطالعه را طراح کردیم تا برای نخستین بار
به مقایسهي تاثیر Empagliflozin بر میزان بیان CSC ها در مدل حیوانrat  که با روش ligation induced MI، دچار

heart failure شده است در مقایسه با گروه کنترل بپردازیم.

ضرورت اجرا

ــ ــاهش ریس ــر ک ــری ب ــاثیر چشمی ت  empagliflozin ــه ــای SGLT-2 inhibitor از جمل ــه داروه ــه این ــوجه ب ــا ت ب
سلول regeneration و همچنین افزایش (Myocardial Infarction (MI پس از HF و کاهش افت cardiovascular
در بافتهای مختلف که در مطالعات حال حاضر گزارش شده است، این مطالعه را طراح کردیم تا برای نخستین بار
ligation که با روش   rat  در مدل حیوان بر میزان بازسازی سلول های قلب  Empagliflozin به مقایسهي تاثیر 

induced MI، دچار heart failure شده است در مقایسه با گروه کنترل بپردازیم.

بررس متون

Empagliflozin Prevents Worsening of Cardiac" ــارانش مطــالعهای تحــت عنــوانو هم Byrne ،۲۰۱۷ در ســال
ــــــــــــهی Function in an Experimental Model of Pressure Overload-Induced Heart Failure" را در مجل
JACC: Basic to Translational science به چاپ رساندند. در این مطالعه مدلهای حیوانC57BL/6 mice  به دو
pressure  induced تقسیم شدند. مدلهای با روش  transverse aorta یا جراح تن کردن شریان   sham گروه
دچار heart failure شدند. پس از جراح، موشهای که دچار heart failure شدند، دو هفته تحت درمان vehicle یا
echocardiography به وسیلهی مدلهای حیوان رد قلبقرار گرفتند. پس از دو هفته درمان، عمل  empagliflozin
بصــورت in vivo و بــه کمــisolated working hearts  بصــورت ex vivo مــورد ارزیــاب قــرار گرفــت. در نهــایت،
موشهای که تحت درمان با empagliflozin بودند، در بررسin vivo  و ex vivo افت عملرد قلب کمتری را نسبت به

گروه vehicle نشان دادند [27].

The New England Journal of ــهی ــارانش در مجل و هم Anker ــه در ســال ۲۰۲۱ توســط در مطــالعهی دیــری ک
ـــه چـــاپ ـــوان "Empagliflozin in Heart Failure with a Preserved Ejection Fraction" ب Medicine تحـــت عن
رساندند، بصورت double blind random ۵,۹۹۸ بیمار HFpEF با کلاس II-IV و EF بالاتر از ۴۰ درصد را به دو
تقســـیم کردنـــد. میـــانهی مـــدت فـــالوآپ بیمـــاران ۲۶,۲ مـــاه بـــوده اســـت. بـــروز  empagliflozin و placebo گـــروه
cardiovascular death و بستری به علت heart failure در بیماران که تحت درمان با empagliflozin بودند بطور
Hazard Ratio: 0.79, 95%Confidence Interval [CI]: 0.69 to) گزارش شد placebo داری کمتر از گروه معن

p<0.001 ;0.90). این تاثیر مثبت در بیماران مبتلا و غیر مبتلا به دیابت بطور مشابه گزارش شد [24].

SGLT2 inhibitors for" ریویو و متاآنالیز تحت عنوان ارانش در سال ۲۰۱۸ مطالعهی سیستماتیو هم Zelniker
primary and secondary prevention of cardiovascular and renal outcomes in type 2 diabetes: a
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ـــه چـــاپ ـــهی Lancet ب systematic review and meta-analysis of cardiovascular outcome trials" در مجل
Major بزرگ شامل ۳۴,۳۲۲ بیمار در این مطالعه وارد شدند. نتایج این مطالعه حاک از کاهش   trail رساندند. سه 
Adverse Cardiovascular Events (MACE)، cardiovascular death، بســتری بــه دلیــل heart failure و کــاهش

روند پیشرفت بیماری کلیوی در بیماران تحت درمان با empagliflozin بود [25].

Cardiac Mesenchymal Stem Cells Proliferate Early in the Ischemic" سال ۲۰۱۷ مطالعهای تحت عنوان
Heart" توسط Klopsch و همارانش در مجلهی European Surgical Research چاپ شد. در این مطالعه ۱۶ مدل
حیوانrat  تحت Left Anterior Descending (LAD) coronary artery ligation بطور دائم قرار گرفتند و سپس
Immunohistology، confocal laser با روش (Cardiac Mononuclear cells (MNCs ،بافت قلب ،early در فاز
scanning microscopy و flow cytometry مورد بررس قرار گرفتند. دز فاز early پس از ischemia، سلولهای

MSCs خاص به روش Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) تخلیص شده و کشت داده شدند و
سپس از جهت عملرد multipotent differentiation مورد بررس قرار گرفتند. CSC niche بصورت خوشههای

DDR2 و vimentin, CD29, CD44, CD90, CD105, PDGFRα یافته شد که MI پس از intramyocardial سلول
را بیان میردند. تثیر سلول در فاز early پس از MI شروع شد. اندازهی این خوشههای CSC niche ۲۴ ساعت پس

از MI در نواحperi-infarct  و non-infarct نسبت به قلب که تحت infarct قرار نرفته است به ترتیب ۱۵۷ و ۶۴
درصد افزایش داشت. همچنین flow cytometry افزایش متوسط از cardiac MNC CD44 CD45-DDR2 را به

cardiac MSC در تقسیم سلول سبب تحری early در فاز MI نشان داد. در نهایت نتیجه گرفتند که ischemia دنبال
CD45-CD44 DDR2 MCS شود. سلولهایپخش شدهاند م intramyocardial که بصورت خوشههای niches

سلولهای با قابلیت multipotent differentiation هستند [17]
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اهداف: هدف اصل، اهداف
هدف اصل:اختصاص، هدف کاربردی

مپس از القای ایس قلب نارسای در مدل حیوان تعیین اثر امپاگلیفلوزین بر اندکسهای بازسازی سلول
میوکارد

:اهداف فرع

LVIDs -LVEF -LVPWd- IVSs- IVSd-- شامل رد قلبتعیین تأثیر داروی امپاگلیفلوزین بر عمل
.با استفاده از اکوکاردیوگراف قلب از نارسای مدل حیوان در ی- LVIDdLVPWs FS

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از GATA4

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از Tbx5

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از Sca-1

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از Nkx2.5

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از CEBP/β

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از CITED4

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از Mef-2c

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان RNA ژن
real time rt-PCR با استفاده از c-Kit

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین C/EBPβبا
Western Blot استفاده از

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین C-kitبا
Western Blot استفاده از

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین Nkx2.5با
Western Blot استفاده از

قلب نارسای در مدل حیوان رد قلبتعیین تأثیر زمان شروع درمان با امپاگلیفلوزین بر بهبود عمل
تعیین نقش امپاگلیفلوزین در میزان نروز بافت در مدل حیوان نارسای قلب در بررس لام پاتولوژی
تعیین نقش امپاگلیفلوزین در میزان فیبروز بافت در مدل حیوان نارسای قلب در بررس لام پاتولوژی

تعیین نقش امپاگلیفلوزین در میزان نئوواسولازیسیون بافت در مدل حیوان نارسای قلب در بررس لام
پاتولوژی

اهداف کاربردی:

قلب بیماران نارسای رد و بازسازی سلولهای قلبام با امپاگلیفلوزین در بهبود عملتاثیر درمان زود هن
(Myocardial Infarction (MI از ناش
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فرضیات یا سوالات پژوهش
آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در بهبود عملرد قلب در ی مدل حیوان از نارسای قلب با استفاده از

اکوکاردیوگراف دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن GATA4با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن Tbx5 با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن Sca-1 با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن Nkx2.5 با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن CEBP/β با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن CITED4 با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن Mef-2c با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
RNA به وسیله مطالعهی اندازهگیری بیان آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب

ژن c-Kit با استفاده از real time rt-PCR دارد؟
آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین

C/EBPβبا استفاده از Western Blotدارد؟
آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین C-kitبا

استفاده از Western Blotدارد؟
آیا داروی امپاگلیفلوزین تأثیری در رشد و بازسازی سلولهای قلب به وسیله مطالعهی سطح پروتئین Nkx2.5با

استفاده از Western Blotدارد؟

مشخصات ابزار جمع آوری
اطلاعات و نحوه جمع آوری

آن
در هفتههای ۴ و ۶ پس از القای نارسای ،۲ بعدی ترانس توراسی از اکوکاردیوگراف رد قلبعمل به منظوربررس

قلب و به منظور بررس مولول از PCR و westernblot استفاده خواهد شد.

روش اجرا

:انتخاب مدل حیوان

در این مطالعه از موشهای صحرای نر نژاد Wistar با سن 10 هفته و وزن 250 تا 300 گرم استفاده مشود. موشها
در شرایط محیط کنترل شده در قفسهای مشابه، در اتاق در آزمایشاه حیوان بیمارستان قلب شهید رجای با دمای
کنترلشده ۲۳ درجه سانتگراد، چرخه نور/تاری 12 ساعت: 12 ساعت و رطوبت 5 ± 60 درصد نهداری مشوند.

موشها آزادانه به غذا و آب دسترس دارند.

:انتخاب گروههای آزمایش

در این مرحله، موشها به صورت تصادف به ۴ گروه مساوی ۱۰ تای تقسیم مشوند:

۱. گروه درمان زودهنام: این گروه تحت عمل جراح قرار مگیرد و شریان نزول قدام چپ (LAD) در این گروه
مسدود مشود. بلافاصله پس از القای انفارکتوس میوکارد، تحت درمان با داروی امپاگلیفلوزین قرار مگیرد.

۲. گروه درمان دیرهنام: این گروه تحت عمل جراح قرار مگیرد و شریان نزول قدام چپ (LAD) در این گروه
مسدود مشود. ۲هفته پس از القای انفارکتوس میوکارد، تحت درمان با داروی امپاگلیفلوزین قرار مگیرد.

۳. گروه کنترل (vehicle): این گروه تحت عمل جراح قرار مگیرد و شریان نزول قدام چپ (LAD) در این گروه
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مسدود مشود. سپس پس از القای انفارکتوس میوکارد، تحت گاواژ آب قرار مگیرد.

این گروه تحت عمل جراح توراکوتوم مشابه سایر گروهها قرار مگیرد، اما بدون بستن  :(sham) ۴. گروه شاهد
.(LAD) چپ قدام شریان نزول

القای ایسم میوکارد:

پس از تخصیص موشها به گروههای مطالعه به روش رندوم، در گروههای کنترل و درمان زود و دیر هنام به روش زیر
القای ایسم میوکارد را انجام مدهیم مراحل انجام این عمل به شرح زیر است:

5) و زایلازین   (mg/kg 60) از کتامین مخلوط و آمادهسازی: موشها تحت تزریق داخل صفاق ۱. مرحله بیهوش
mg/kg) قرار مگیرند. سپس پس از اطمینان از بیهوش، موشها به صورت supine بر روی پد حرارت قرار مگیرند

و به کم پد و لامپ حرارت دمای بدنشان تا حد ممن نزدی ۳۷ درجهي سانت گراد حفظ مشود.

rodent ventilator اهــا اســتفاده از دســت ــد و ب ــرار مگیرن ــس از بیهــوش تحــت intubation ق ــا پ ــویه: موشه ۲. ته
VentElite Small Animal, Harvard model 683, Holliston, USA)) که برای جوندگان طراح شده، با هوای اتاق

و حجمml 3-2 و ریت تنفسmin/70-65  پشتیبان و کنترل مشود.

متصل به  channel  recorder-8 استاندارد تعبیه و به وسیلهي   II  ECG ۳.مانیتورین: قبل از شروع جراح، لید 
Lab و نرم افزار (Power Lab 8/35 (ADInstruments, Australia نرم افزارهای جمع‌آوری دادهی کامپیوتر با کم

Chart در تمام طول عمل جراح بطور مداوم پایش مشود.

۴. جراح: توراکوتوم در شرایط استریل بر روی دیواره قفسه سینه در چهارمین فضای بین دندهای چپ ایجاد مشود
تا قلب را قابل دسترس قرار دهد. پس از برش پریارد برای نمایان شدن سطح قلب، شریان نزول قدام چپ (LAD) به
طور دائم با استفاده از بخیه سیل 6-0 در فاصله ۱‐۲ میلمتر دیستالتر از منشا آن بطور کامل و دائم بسته
،ligation بلافاصله پس از   ST  elevation به کم بررس سیانوز ناحیهای میوکارد و   ligation مشود. موفقیت 

ارزیاب مشود.

recovery.۵ از جراح: پس از بستن LAD و تایید موفقیت ligation، لایههای دیواره قفسه سینه با نخ سیل 2-0 بسته
با دقت باد شده و موشها پس از برقراری تنفس  (PEEP)  شود. ریهها با استفاده از فشار مثبت انتهای بازدمم
خودبخودی از دستاه تنفس مصنوع جدا مشوند. سپس به منظور جلوگیری از عفونت، آنتبیوتی تراپ با

بصورت داخل وریدی انجام مشود.  (mg/kg  10) سفازولین 

درمان با امپاگلیفلوزین: داروی امپاگلیفلوزین با دوز 30 میلگرم بر کیلوگرم در روز به مدت ۱۲ هفته در گروه درمان
دیرهنام و زودهنام استفاده مشود. دارو به صورت هفت بر اساس وزن موشها تنظیم مشود [28]. دارو به روش

گاواژ پس از حل کردن در آب به موشها داده مشود.

:قلب نارسای ارزیاب

transthoracicتوسط کاردیولوژیست با  دو، شش، هشت و دوازده هفته پس از انفارکتوس میوکارد، اکوکاردیوگراف
تجربه در اکوکاردیوگراف حیوانات کوچ که نسبت به گروهها blind شده بود انجام مشود.

مشاهده اختلال حرکت دیواره قدام شود. در اکوکاردیوگرافاستفاده م قلب جهت اطمینان از القای موثر نارسای
قلب ، کاهش کسر جهش و کوتاه شدن کسری (FS) به عنوان شاخص های نارسای قلب در نظر گرفته مشود. پس از
shave ناحیهی قفسهی سینه، موشها بیهوش با دوز پائین کتامین (mg/kg I.P 20-10) در حالت supine قرار گرفته
و توسط دستاه اکوکاردیوگراف ۲ بعدی ترانس توراسی و MHz linear array transducer-10 متصل به سیستم
mm/s (General Electric-Vingmed Ultrasound, Horten, 100 بــــــا ســــــرعت Vivid 7 expert ultrasound
Norway)، تحت اکوکاردیوگراف قرار مگیرند. به کمparasternal M-mode  و view short-axis دو بعدی در
Left Ventricular Internal Diameter in Systole (LVIDs)، Left Ventricular سطح عضلات پاپیلاری اندکسهای
Internal  Diameter  in  Diastole  (LVIDd)،  Interventricular  Septal  Wall  Thickness  in  Diastole  (IVSd)،
Interventricular Ventricular Septal Wall Thickness in Systole (IVSs)، Left Ventricular Posterior Wall
ـــا Thickness in Diastole (LVPWd) و Left Ventricular Posterior Wall Thickness in Systole (LVPWs). ب
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استفاده از اندکسهای فوق طبق فرمول زیر، Left Ventricular Ejection Fraction (LVEF) محاسبه مشود:

LVEF % = (LVIDd2– LVIDs2)/LVIDd2

همچنین جهت محاسبهی Fractional Shortening (FS%) از فرمول زیر استفاده مشود:

FS%: [(LVIDd-LVIDs)/LVIDd] ×100

تمام موشهای که تحت  heart  failure جهت ارزیاب موفقیت مدل سازی   ligation ۲۴ ساعت و دو هفته بعد از 
ligation قرار گرفتهاند، تحت اکوکاردیوگراف قرار مگیرند و معیار موفقیت مدل سازی FS ≤ 35% خواهد بود.

:هیستوپاتولوژی بررس

پس از ۱۲ هفته از شروع درمان موش ها با اوردوز پنتوباربیتال (200 میل گرم بر کیلوگرم) قربان خواهند شد.سپس
قفسه سینه آنها باز شده و قلب آن ها برداشته م شود .نیم از قلب ها بلافاصله به بافر فرمالین ۱۰٪ برای فیساسیون
منتقل م شود. پس از آبیری و جاسازی در بافر پارافین ، نمونه ها به ضخامت 5 میرومتر برش داده م شوند و به
منظور ارزیاب بافت از نظر میزان نروز بافت، میزان فیبروز و میزان نئوواسولیزاسیون ، تحت رن آمیزی با

هماتوکسیلین و ائوزین (H&E) و تری کروم ماسون قرار مییرند.

:ولمول بررس

ژنهای مشخص شده در بافت قلب اندازهگیری مشود.  RNA میزان  ،Q-RT-PCRو  PCR نیبا استفاده از ت
همچنین با استفاده از روش western blotting، سطح پروتئینهای مشخص شده در بافت قلب بررس مشود. این

پروتئینها و ژنها در مسیرهای بازسازی، تمایز و رشد سلولهای بنیادی قلب نقش دارند. این موارد شامل:

GATA4 (GATA Binding Protein 4) Tbx5 (T-Box Transcription Factor 5) Sca-1 (Stem Cell Antigen
1)  Nkx2.5  (NK2  Homeobox  5)  CEBP/β  (CCAAT/Enhancer  Binding  Protein  Beta)  CITED4
(Cbp/P300-Interacting Transactivator 4) Mef-2c (Myocyte Enhancer Factor 2C) c-Kit (Stem Cell

Factor Receptor

روش محاسبه حجم نمونه و
برای محاسبهی حجم نمونه از مطالعهی Naderi et al. [28] استفاده شد. بر اساس مقایسهي بیان c-kit بین دو گروه باتعدادآن

استفاده از فرمول در هر گروه ۹ نمونه محاسبه شد. با احتساب ده درصد ریزش، ۱۰ نمونه در هر گروه خواهد بود.

western blot و ۴ نمونه برای در این مطالعه از هر گروه ۳ نمونه برای آزمایشات ایمونوهیستوشیم، ۳ نمونه برای 
پاتولوژی نیاز است که مجموعا تعداد موش های مورد نیاز برای هر گروه ۱۰ موش محاسبه م شود. با احتساب بیست

درصد ریزش، حجم نمونه ۱۲ موش در هر گروه خواهد بود.

ملاحظات اخلاق

۱. حداقل تعداد حیوانات: تلاش بر این است که تعداد حیوانات مورد نیاز برای تحقیقات حداقل باشد.

۲. رفاه حیوانات: حقوق رفاه حیوانات، شامل محیط مناسب، تغذیه، دسترس به آب و غذا و جلوگیری از درد و رنج،
رعایت مشود.

۳. مدیریت درد و رنج: پیش از مداخلههای دردناک، توجه به کاهش رنج حیوانات ضروری است.

۴. تخصص کارشناسان: تحقیقات حیوان توسط افراد ماهر و با اصول اخلاق اجرا مشود.

۵. تجهیزات مناسب: استفاده از تجهیزات مناسب باعث کاهش خطرات ناش از تحقیقات مشود.
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۶. نظارت مداوم: وضعیت حیوانات به صورت مداوم نظارت مشود.

محدودیتهای اجرای طرح
از جمله محدودیت های احتمال م توان به مرگ زودهنام موش ها ب دنبال جراح اشاره کرد که با توجه به حضوروروش کاهش آنها

متخصصین و تجهیزات کامل تا حد امان از این امر جلوگیری به عمل خواهد آمد از دیر محدودیت ها به القای
نارسای قلب به دنبال انفرکتوس میوکارد است که با اکوکاردیوگراف از افت عملرد قلب در آن ها اطمینان کسب

خواهد شد.

جدول متغیرها

نحوه اندازه گیری تعریف کاربردی واحد اندازه
گیری

نوع
متغیر

‐ کیف
اسم
است؟

نوع
متغیر

‐ کیف
رتبه ای
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
گسسته
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
پیوسته
است؟

نقش
متغیر نام متغیر

با استفاده از
LVEF % فرمول

= (LVIDd2 –
LVIDs2)/LVID

d2

LVEF بطن چپ کسر جهش درصد وابسته

Left
Ventricul

ar
Ejection
Fraction
((LVEF

با استفاده از
FS%: فرمول

[(LVIDd-
LVIDs)/LVIDd]

×100

درصد کوتاه شدگ بطن چپ در
جریان سیتول درصد وابسته

Fractiona
l

Shortenin
(%g (FS

اکوکاردیوگراف قطر داخل بطن چپ در سیستول میل متر مستقل

Left
Ventricul

ar
Internal

Diameter
in

Systole
((LVIDs

اکوکاردیوگراف قطر داخل بطن چپ در مرحله
دیاستول میل متر مستقل

Left
Ventricul

ar
Internal

Diameter
in

Diastole
((LVIDd

اکوکاردیوگراف ضخامت دیواره بین بطن در
زمان دیاستول میل متر مستقل

Interventr
icular

Septal
Wall

Thicknes
s in

Diastole
((IVSd
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جدول متغیرها

نحوه اندازه گیری تعریف کاربردی واحد اندازه
گیری

نوع
متغیر

‐ کیف
اسم
است؟

نوع
متغیر

‐ کیف
رتبه ای
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
گسسته
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
پیوسته
است؟

نقش
متغیر نام متغیر

اکوکاردیوگراف ضخامت دیواره بین بطن در
زمان سیستول میل متر مستقل

Interventr
icular

Ventricul
ar Septal

Wall
Thicknes

s in
Systole
((IVSs

اکوکاردیوگراف ضخامت دیواره خلف بطن چپ
در زمان دیاستول میل متر مستقل

Left)
Ventricul

ar
Posterior

Wall
Thicknes

s in
Diastole
(LVPWd

اکوکاردیوگراف ضخامت دیواره خلف بطن چپ
در زمان سیستول میل متر مستقل

Left
Ventricul

ar
Posterior

Wall
Thicknes

s in
Systole

((LVPWs

western blot سطح پروتئین C-kit نسبت به
Bactin روتئین

نسبت به
پروتئین
Bactin

مستقل
C-kit

protein
level

q-PCR نسبت به ی Tbx5 بیان ژن
کنترل

نسبت به
کنترل مستقل

Tbx5 (T-
Box

Transcrip
tion

Factor 5)
RNA

expressi
on

q-PCR نسبت به ی GATA4 بیان ژن
کنترل

نسبت به
کنترل مستقل

GATA4
(GATA

Binding
Protein
4) RNA

expressi
on

q-PCR بیان ژن Sca-1 نسبت به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

Sca-1
(Stem

Cell
Antigen
1) RNA

expressi
on
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جدول متغیرها

نحوه اندازه گیری تعریف کاربردی واحد اندازه
گیری

نوع
متغیر

‐ کیف
اسم
است؟

نوع
متغیر

‐ کیف
رتبه ای
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
گسسته
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
پیوسته
است؟

نقش
متغیر نام متغیر

q-PCR بیان ژن Nkx2.5 نسبت به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

Nkx2.5
(NK2

Homeob
ox 5)
RNA

expressi
on

q-PCR بیان ژن CEBP/βنسبت به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

CEBP/β
(CCAAT/
Enhance
r Binding

Protein
Beta)
RNA

expressi
on

q-PCR بیان ژن CITED4 نست به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

CITED4
(Cbp/P30

0-
Interactin

g
Transacti

(vator 4

q-PCR بیان ژنMef-2c نسبت به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

Mef-2c
(Myocyte
Enhance
r Factor

2C) RNA
expressi

on

q-PCR بیان ژن c-Kit نسبت به کنترل نسبت به
کنترل مستقل

c-Kit
(Stem

Cell
Factor

Receptor
) RNA

expressi
on

Western blot سطح پروتئین C/EBPβ نسبت به
پروتئین کنترل

نسبت به
پروتئین
Bactin

مستقل
C/EBPβ
protein

level

western blot سطح پروتئین Nkx2.5 نسبت به
Bactin پروتئین کنترل

نسبت به
پروتئين
Bactin

مستقل
سطح

پروتئین
Nkx2.5

بررس لام
پاتولوژی

به صورت میزان نروز در هر
HPF تعریف م گردد درصد مستقل میزان

روز بافتن

بررس لام
پاتولوژي

به صورت درصد فیبروز در بافت
قلب در هر HPF تعریف میردد درصد مستقل

میزان
فیبروز
بافت



14

جدول متغیرها

نحوه اندازه گیری تعریف کاربردی واحد اندازه
گیری

نوع
متغیر

‐ کیف
اسم
است؟

نوع
متغیر

‐ کیف
رتبه ای
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
گسسته
است؟

نوع
متغیر

‐ کم
پیوسته
است؟

نقش
متغیر نام متغیر

لام پاتولوژی HPF تراکم عروق در ناحیه در هر عدد مستقل
میزان

نئوواسولا
سیون بافت

زمانبندی و اجرا
تا تاریخ از تاریخ مدت زمان اجرا ‐ ماه درصد مرحله شرح مختصر مرحله

1 خرید اقلام مصرف

2 مداخلات حیوان و پییری حیوانات

2 انتشار یافته ها

هزینه وسایل و مواد مورد نیاز

جمع کل هزینه به
ریال

محل تامین
اعتبار

شرک
ت

فروشن
ده

شرکت
سازنده

کشور
سازند

ه

قیمت دستاه/
وسیله/ مواد ‐

ریال

تعداد
مورد
نیاز

نان دستاه / مواد
اولیه نوع

25,000,000 داخل مرکز سیناکلون 25,000,000 1 RNx Plus محلول مصرف

11,000,000 داخل مرکز DNABiotec
h 11,000,000 1 کلروفرم مصرف

2,000,000 داخل مرکز اراک 2,000,000 1 اتانول مطلق مصرف

28,000,000 داخل مرکز سیناکلون 28,000,000 1 Proteinase K مصرف

7,500,000 داخل مرکز سیناکلون 7,500,000 1 DNAse I مصرف

60,000,000 داخل مرکز سیناکلون 30,000,000 2 cDNA کیت سنتز مصرف

60,000,000 داخل مرکز سیناکلون 12,000,000 5 مسترمیس ریل تایم مصرف

15,000,000 داخل مرکز سیناکلون 15,000,000 1 آگارز مصرف

9,000,000 داخل مرکز سیناکلون 9,000,000 1 DNA safe stain مصرف

10,000,000 داخل مرکز آرکاطب 10,000,000 1 Tris مصرف

5,000,000 DNABiotec
h 5,000,000 1 EDTA مصرف

12,000,000 داخل مرکز DNABiotec
h 12,000,000 1 DNA MW marker

100 bp مصرف

40,000,000 سیناکلون 2,000,000 20 پرایمر مصرف

200,000,000 داخل مرکز Biorbyt 200,000,000 1 C/EBPβ بادی آنت مصرف
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هزینه وسایل و مواد مورد نیاز

جمع کل هزینه به
ریال

محل تامین
اعتبار

شرک
ت

فروشن
ده

شرکت
سازنده

کشور
سازند

ه

قیمت دستاه/
وسیله/ مواد ‐

ریال

تعداد
مورد
نیاز

نان دستاه / مواد
اولیه نوع

200,000,000 داخل مرکز Biorbyt 200,000,000 1 c-kit بادی آنت مصرف

200,000,000 داخل مرکز Biorbyt 200,000,000 1 Nkx2.5 بادی آنت مصرف

70,000,000 داخل مرکز Biorbyt 70,000,000 1 Anti- بادی ثانویه آنت
(Rabbit(HRP مصرف

12,000,000 داخل مرکز SMBio 12,000,000 1 ولمارکر وزن مول
پروتئین مصرف

4,000,000 داخل مرکز DNABiotec
h 4,000,000 1 SDS مصرف

3,000,000 داخل مرکز DNABiotec
h 3,000,000 1 APS مصرف

2,800,000 داخل مرکز DNABiotec
h 2,800,000 1 TEMED مصرف

4,500,000 داخل مرکز DNABiotec
h 4,500,000 1 Tris base مصرف

4,200,000 داخل مرکز GoldBio 4,200,000 1 Panceu S مصرف

7,000,000 داخل مرکز SRL chem 7,000,000 1 Methanol مصرف

2,500,000 داخل مرکز DNABiotec
h 2,500,000 1 Glycine مصرف

6,100,000 داخل مرکز CMG 6,100,000 1 ECL substrate مصرف

30,000,000 داخل مرکز G-
Bioscience 30,000,000 1 ممبران PVD (سایز

(30*10 مصرف

4,500,000 داخل مرکز Maxwell 1,500,000 3 سرسمپلر آب مصرف

4,500,000 داخل مرکز Maxwell 1,500,000 3 سرسمپلر زرد مصرف

7,000,000 داخل مرکز Maxwell 3,500,000 2 سرسمپلر کریستال مصرف

2,000,000 داخل مرکز Maxwell 1,000,000 2 رک سرسمپلر آب مصرف

2,000,000 داخل مرکز Maxwell 1,000,000 2 رک سرسمپلر زرد مصرف

2,000,000 داخل مرکز Maxwell 1,000,000 2 رک سرسمپلر
کریستال مصرف

2,400,000 داخل مرکز Medwares
pro 1,200,000 2 کرایوباکس مصرف

2,800,000 داخل مرکز Medwares
pro 1,400,000 2 میروتیوب 2 میل مصرف

2,100,000 داخل مرکز Medwares
pro 2,100,000 1 میروتیوب 0.5 میل مصرف
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هزینه وسایل و مواد مورد نیاز

جمع کل هزینه به
ریال

محل تامین
اعتبار

شرک
ت

فروشن
ده

شرکت
سازنده

کشور
سازند

ه

قیمت دستاه/
وسیله/ مواد ‐

ریال

تعداد
مورد
نیاز

نان دستاه / مواد
اولیه نوع

23,000,000 داخل مرکز Socal Bio 23,000,000 1 استریپ ریل تایم مصرف

2,800,000 داخل مرکز OP 1,400,000 2 دستش لاتس مصرف

800,000 داخل مرکز 800,000 1 گاز غیر استریل مصرف

2,400,000 داخل مرکز 120,000 20 زايلازين مصرف

10,080,000 داخل مرکز 140,000 72 (%10حیوان)کتامین مصرف

2,400,000 داخل مرکز 50,000 48 ترامادول مصرف

40,800,000 داخل مرکز 850,000 48 سفازولین مصرف

720,000 داخل مرکز 30,000 24 سرن انسولین مصرف

624,000 داخل مرکز 26,000 24 س 2 س سرن مصرف

1,920,000 داخل مرکز 120,000 16 آنژيوكت مصرف

432,000 داخل مرکز 1,500 288 سرم رينر مصرف

600,000 داخل مرکز 50,000 12 آب مقطر مصرف

4,440,000 داخل مرکز 185,000 24 ش جراحدست مصرف

1,440,000 داخل مرکز 15,000 96 دستش غیر استریل مصرف

1,440,000 داخل مرکز 90,000 16 تیغ شیو مصرف

1,440,000 داخل مرکز 90,000 16 تیغ بیستوری مصرف

28,800,000 داخل مرکز 1,200,000 24 نخ بخیه سرجیپو0/4 مصرف

15,600,000 داخل مرکز 650,000 24 نخ بخیه پرولن 0/6 مصرف

4,800,000 داخل مرکز 200,000 24 نخ بخیه سیل مصرف

3,840,000 داخل مرکز 80,000 48 گاز استریل مصرف

72,000,000 داخل مرکز 1,500,000 48 اهحیوان آزمایش
(رت) مصرف

4,000,000 داخل مرکز DNABiotec
h 4,000,000 1 Acrylamide/bis-

acrylamide مصرف

هزینه آزمایشات و خدمات تخصص

قیمت کل ‐ ریال قیمت واحد ‐ ریال تعداد یا مقدار لازم نام مؤسسه ارائه کننده
خدمت نام خدمت

360,000,000 1,500,000 240 انجام اکوکاردیوگراف
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هزینه آزمایشات و خدمات تخصص

قیمت کل ‐ ریال قیمت واحد ‐ ریال تعداد یا مقدار لازم نام مؤسسه ارائه کننده
خدمت نام خدمت

86,400,000 1,800,000 48 و بیهوش MI و ایجاد مدل هزینه جراح

312,000,000 6,500,000 48 هزینه نهداری و تیمار رت ها

32,000,000 1,000,000 32 تفسیر پاتولوژی

16,000,000 1,000,000 16 رن آمیزی H&E نمونه پاتولوژی

4,800,000 300,000 16 رن آمیزی تری کروم نمونه پاتولوژي

جمع کل هزینه های طرح

جمع کل هزینه
‐ ریال

سایر
هزینه ها

هزینه چاپ
و تثیر

هزینه
مسافرت

هزینه
تجهیزات،موادوخدمات

موجوددر مرکز

هزینه مواد
غیر مصرف

هزینه مواد
مصرف

هزینه پرسنل
(هیات علم و غیر

(هیات علم

2,095,476,000 0 0 0 811,200,000 0 1,284,276,00
0 0


