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  چكيده
  

  ارزيابي   هدف  با  ،مطالعه  ين ا.  است  انسولين  عملكرد  يا  ترشح  نسبي  كمبود  از  ناشي  متابوليك  بيماري  ترينشايع   ،ديابت  :مقدمه

  مكانيسم   شناخت   و   آلوكسان  از  ناشي  ديابتي  نفروپاتي  بر)  MET(  متفورمين   و )  VPS(  سديم  والپروات   بازدارندة   افزاييهم  اثرات

  بود.   Bcl-2 و  Sirt-1، التهابي هاي ژن بيان  مسير از  آنها اثر

  

درون  از  استفاده   با  )C57BL/6(  نژاد   از  ماده   هايموش  :هاروش   بر  گرمميلي  ١٢٠(  آلوكساناز    دوز   يك  صفاقي- تزريق 

گرم بر كيلوگرم) و يك دوز از  ميلي  ٤٠و    ٢٠،  ١٠(سديم    والپرواتاز    دوز  سه   با  ديابتي  هايموششدند.    مبتلا  ديابت   به)  كيلوگرم

  كليه   بافتي تغييرات  و   التهابي  هاي ژن  بيان .  گرفتند  قرار  درمان  تحت   روزه   ٢٨  دورة   يك  براي )  گرم بر كيلوگرمميلي  ٢٠٠متفورمين (

  . شد ارزيابي هاموش

  

  صورتبه سديم  والپروات  تجويز  از  ه روز  ٢٨  يك دورة   دنبال  به  آلوكسان  توسط   ديابت  القاي  از  ناشي  خون  قند  افزايش  ها:يافته

بافت    در   التهابي  هاي ژن  بيانمعنادار   كاهش  موجب   متفورمين با سديم    والپروات تركيبي    درمان  .) P>  ٠٥/٠(  يافت   كاهش  معناداري

  وسديم    والپروات  كنندة دريافت  ديابتي  هايموش  در  Bcl2  و  Sirt-1  بيان  در  داريمعنا  افزايش  .شد  ديابتي  هايموش  كلية

  سوء   تغييرات   از   متفورمين  و سديم    والپروات  با   ديابتي  هاي موش  درمان .  شد  مشاهده   ديابتي  گروه   به   نسبت   متفورمين

كليوي  از  ناشي  يهيستوپاتولوژيك   اتساع   كاهش  با  همراه   گلومرولي  هايمويرگ  طبيعي  اندازة   با  كردكه  جلوگيري  نفروپاتي 

  . شد همراه   ديابتي هايموش با  مقايسه  درادراري  مجاري

  

  و  مسيرها تضعيف طريق از آلوكسان از ناشي ديابتي نفروپاتي  از ند توامي متفورمين وسديم  والپروات تجويز همزمان :گيرينتيجه

  .دكن جلوگيري آپوپتوز و  التهاب  اكسيداتيو، استرس سركوبتشديد   با احتمالاًو   التهابي  هايژن  بيان كاهش
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  . كليوي بافت از حفاظت  اثرات  ضدالتهابي،  هايپاسخ  ، متفورمين ، سديم والپروات آلوكسان،  ديابت، كليدي: واژگان

  

  
  مقدمه 

  ديابت،   جهاني  كميتة  هايبررسي  پاية   بر.  است  انسولين   عملكرد  يا   ترشح  نسبي  كمبود  از  ناشي  متابوليك   بيماري  ترينشايع  ،ديابت

- كوتاه   گروه دو   به  ديابت عوارض.  ]١[  دنبرس  هم   نفر ميليون  ٥٥٢  مرَز  به  است   ممكن)  ٢٠٣٠(  سال  تا   بيماري اين  به  مبتلا  افراد  تعداد

مي  كبدي  و  كليوي  قلبي،  هايآسيب  مثل  بلندمدت  و  مدت   عوارض   ترينشايع  از  ،كليوي هاي  نارسايي  .دنشوتقسيم 

به    در)  ها رگيمو  رينظ  كوچك  يخون  يها رگ  ب يتخر(  ميكروواسكولار ابتلا    بيماران   از   سوم- يك  از  بيش  كه   است  ديابت طي 

  سيستم  كاهش   يا   هيدروكسيل  اكسيژن،  آزاد   هاي راديكال   افزايش  از   ناشي  اكسيداتيو   استرس  با  ديابت  .اندكرده   تجربه   را   آن   ديابتي

  نفروپاتي  جمله از ديابت عوارض پيشرفت در بالا قندخون از ناشي  اكسيداتيو استرس. دارد مستقيمي ارتباط بدن اكسيدانيآنتي دفاع

  نشان   قبلي   مطالعات.  شودمي  بدن   در    اكسيژن   فعال  هاي گونه   بيشتر  توليد   سبب   ديابتي   بيماران   در  قندخون   افزايش .  است  دخيل   هم

 شده   مطرح  سميّت  اين  در  هدف  ترينمهم  عنوان  به  التهابي  مسير  و  داشته  ديابت  پيشرفت  در  مهمي  نقش  اكسيداتيو   استرس  كه  داده 

- ژن  بيان   و   ها سلول  در  تنفسي  زنجيرة   مسير  از   اكسيژن  فعال  هايگونه  توليد .  دشومي  كبد  و   كليه  يبافت  آسيب  به  منجر  نهايت   در  كه

   بالا   خون  قند   از  ناشي  بافتي  هاي آسيب  اصلي  علل   چند  از  يكي  ميتوكندري،  در  اكسيژن  فعال  هايگونه  گيريشكل  و   التهابي  هاي

  شودب  اكسيداتيو   استرس  به وابسته  رسانيپيام  مسير  شدن فعال  به منجر  تواندمي  اكسيدانيآنتي  مناسب  دفاع  وجود   عدم همچنين،  .  است

  و   گرفته صورت زيادي دقت با  كه بايستي  آن حيواني هايمدل سازيشبيه  ديابت، بيماري مختلف ابعاد و پيچيدگي علتّ به .]٣ و ٢[

.  شود  استفاده   حيواني  مدل  يك  از  بيش  از  بيماري  اين  به  مربوط  عوارض  در  مشاهده   قابل  تنوع  نمايش  جهت   آلايده   شكل  به

  ].٤[ شوند مي محسوب  ديابت القاي جهت مورداستفاده  شيميايي تركيبات ترينپرمصرف و ترينمهم  از  آلوكسان و  استرپتوزوتوسين

  كليوي  آسيب   پاتوژنز   در   داستيلازها   هيستون   مشاركت   طريق  از   و   است   اكسيدانيآنتي  و   ضدالتهابي   فعاليت   داراي   سديم   والپروات

  هيستون مهار  با شيميايي  تركيب  اين  .شودمي  مختلف  پاتولوژيك  شرايط   در  درگير  هاي اندام   آسيب  كاهش   به  منجر  فيبروز  و  ديابتي

موجبداستيلاز اثر  هاژن   بيان  بر  نتيجه   در   و  شده   كروماتين  هيستونهاي   ساختار  در  تغيير  ،    كه  شده   داده   نشان  .گذاردمي  هم 

  داده   نشان  همچنين.  كنند  جبران  را  عروقي  اختلال  از  ناشي  هايآسيب  ،زاييرگ  افزايش  با  توانندمي  داستيلاز  هيستون  مهارگرهاي

  دو   ، راستا  همين  در  ]. ٤[شود  مي  ها   آسيب   برابر  در  نوروني   بافت  محافظت  سبب   آپويتوزي   فاكتورهاي  مهار   با   والپروات   كه   شده 

  يافته   افزايش  خون  قند  جبران  و  پانكراس  بتاي   هايسلول  ترميم  افزايش  سبب  ديابتي  مدل  در  والپروات  كه  دادند  نشان  مجزا  بررسي

بر بيان ژن  والپروات تركيبي تجويز همزمان    اثر  وديابتي    روپاتيفن  در حوزة   مطالعات  هرچند  .]٦،  ٥[  شودمي ها  سديم و متفورمين 

است.  مطالعه،    محدودتر  (  الشربينيدر يك  ارزيابي  اقدام   )، ٢٠١٩و همكاران    در   درد  نوع   بر  سديم  والپروات  يكنندگمهار  اثر  به 

مجموع  نمودند.   التهابي  هاي واسطه  و  نخاعي  ) ١(  داستيلاز  هيستون  سركوب  تحت   ديابتي  هايموش اين    هايداده   ،در  از  حاصل 

  ستون  )١(  داستيلاز  هيستون  مهار  طريق  از  يودحد  تا  حداقل  سديم  والپروات  ضدالتهابي  فعاليت  و  درد  كاهش  كه  نشان داد  مطالعه

  .]٧[ شودمي  انجام گليا  پذيريواكنش و فقرات

-مهاركننده   برروي  دقيق  مطالعات  با   توانمي  است،  گسترش  حال  در  خاموش  اپيدمي  يك  بصورت  ديابتي  نفروپاتي  كه  آنجايي  از

  اين   . داد  قرار  داروسازان   فراروي   ديابت   به   مبتلا   بيماران   در  سندروم   اين   با   مقابله   جهت   جديدي  شاهراه   ، داستيلاز  هيستون   هاي

بيان    و ارزيابي  آلوكسان  با   شده   ديابتي  هاي موش  در   ديابتي  نفروپاتي  بر   سديم  والپروات   همزمان متفورمين و   ثير تأ  بررسي  به  ،مطالعه

  . پردازدمي  Bcl-2 و  Sirt-1هاي التهابي، ژن
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  ها روش و مواد 
  مواد 

كنترلدارو  عنوان  بهمتفورمين    و  موش  در  ديابت  القاي   جهت   آلوكسان از   دارو    رويش  شركت  از  آلوكسان.  شد  استفاده   ي 

  سطوح تخمين  هايكيت. شد  خريداري) ايران تهران، ( راموفارمين داروسازي شركت ازمتفورمين  و  سديم والپروات.  شد خريداري

  به  استاندارد   تجاري   كنندگانمينتأ  از  هم   موادشيميايي  ساير.  شد  خريداري )  ايران  تهران، (  آزمون  پارس  شركت  از   خون  گلوكز

  هر   در   شيميايي  هاي محلول  و   بوده   مطلوبي  آزمايشگاهي  كيفيت  داراي   تحقيق  اين   انجام   براي  مورداستفاده   موادشيميايي.  آمد  دست

  .شدند تهيه تازه  صورت  به  استفاده   از قبل بار

  

  مطالعه  طراحي  و گيرينمونه  روش بررسي، مورد   هاينمونه

نژاد (موش نگهداري  ) تحت شرايط  ٢٥-٣٠±  ١  gهفته (وزن بدن در محدودة    ٨تا    ٦) با سن  C57BL/6هاي صحرايي ماده از 

و با دسترسي آزادانه به آب و غذا نگهداري شدند. تمام    ٢٢  ±  ٢  ºCتاريكي/ روشنايي، دماي    ةساعت  ١٢با دورة    ياستاندارد در اتاق

پروتكل برطبق  آزمايشات  انجام  و  نگهداري  كميتة مراحل  اخلاق:    هاي  (كد  شد  انجام  مازندران  پزشكي  علوم  دانشگاه  اخلاق 

IR.MAZUMS.4.REC.1397.1396 .(  

به  موش گروه   ١٠گروه    ٧ها  و  تقسيم  دريافتتايي  آلوكسانهاي  دسته   متفورمين  و   سديم  والپروات   ،كنندة  زير  صورت  بندي  به 

  شدند: 

  هفته روزي يكبار.   ٤، به مدت داخل صفاقيتزريق : كنترل منفي (نرمال سالين)، ١گروه  

  ).١٢٠ mg/kgداخل صفاقي (تزريق  : ديابتي، آلوكسان، ٢گروه 

  هفته متوالي روزي يكبار.  ٤داخل صفاقي، به مدت  تزريق )١٠ mg/kg( سديم والپروات: آلوكسان + ٣گروه 

  هفته متوالي روزي يكبار.  ٤داخل صفاقي، به مدت  تزريق) ٢٠ mg/kg( سديم والپروات: آلوكسان + ٤گروه 

  هفته متوالي روزي يكبار.  ٤داخل صفاقي، به مدت  تزريق) ٤٠ mg/kg( سديم والپروات: آلوكسان + ٥گروه 

  هفته متوالي روزي يكبار.  ٤داخل صفاقي، به مدت  تزريق) ٢٠٠ mg/kg(  متفورمين : ٦گروه 

  هفته متوالي روزي يكبار. ٤داخل صفاقي، به مدت  تزريق)  ٢٠٠ mg/kg+ متفورمين ( ) ٤٠ mg/kg(  سديم والپروات: ٧گروه 

  

  جدا   لاپاراتومي  با  آنها  كلية  و  شده   بيهوش)  صفاقي  داخل   كيلوگرم،  بر  گرمميلي   ٤٠(  زايلازين/كتامين   با   هاموش   روز،  ٢١در پايان  

) شستشو داده  ٢/٠  EDTA  mM،  ٧٤  mM، ساكاروز  ٢٥٥/٠  Mهاي خارج شده را با بافر سرد مانيتول (مانيتول  ابتدا بافت .  شدند

ها انتقال داده شد و  ها تكه تكه و به كمك هموژنايزر برقي هموژن شدند. بافت هموژن شده به ميكروتيوبو سپس با قيچي بافت 

يخچال سانتريفيوژ  دماي  در  در  سرعت  ٤  ºCدار  با  ابتدا   ،ˣg  مدت    ٢٠٠٠ رويي)    ١٠به  (مايع  شد. سوپرناتانت  سانتريفيوژ  دقيقه 

 بررسي  اين   در  استفاده   مورد  تركيبات  دوز   و   ها   موش  تعداد .  ]٦[  د استفاده قرار گرفتراي انجام آزمايشات بافتي موربدست آمده ب

  .]٦، ٥[ شدند  انتخاب قبلي مطالعات بر مبناي

  

    ديابت القاي و آلوكسان تزريق

  وزن  كيلوگرم هر  ازاي  به گرم ميلي ١٢٠ ميزان به فيزيولوژي سرم  در محلول مونوهيدرات آلوكسان صفاقي داخل تزريق با ها موش

  .]٧[ بود  ليتردسي بر گرم ميلي ١٨٠ بالاي  خون  گلوكز سطح شدن،  ديابتي  ملاك. شدند  ديابتي متوالي روز  سه در  بدن

  

  هاي صحرايي  ارزيابي بافت كليه در موش 
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نمونه ميكروسكوپي،  ارزيابي  منظور  سانتيبه  يك  تقريباً  ابعاد  به  بافتي  ظرفهاي  در  و  شده  جدا  حيوان  هر  كليه  از  هاي  مترمربع 

نگه   ١٠ين  حاوي فرمال آبگيري، شفافداري شددرصد  تثبيت،  بافت شامل  پردازش  بافتي (توسط دستگاه  پاساژ  و  . مراحل  سازي 

برش از هر نمونه با ضخامتي مشابه)    ١٠ز ميكروتوم دوار و  ميكروني (با استفاده ا  ٥هاي  هاي پارافيني و برشآغشتگي)، تهية بلوك

هماتوكسيلين روش  به  نمايي    - و  درشت  (با  نوري  ميكروسكوپ  با  و  آميزي  رنگ  و  ٤٠٠ائوزين  مانيتور  به  متصل  به  )  مجهز 

شد   ارزيابي  عكاسي  لام    .]٨[دوربين  هر  از  و  لام  سه  هر موش  از  بافتي  تغييرات  ارزيابي  ميك  ١٠براي  وسيله  فيلد  به  روسكوپي 

  مشاهده شد. ميكروسكوپ نوري 

  

  هاژن  بيان سنجش
بيهوش كردن حيوانات،   محلول  هاي حاوي  كليه با سرم مانيتول شستشو داده شده و درون ميكروتيوب   از بافت     ٣٠٠  mgپس از 

از    RNAاستخراج    نگه داري شد.  - ٨٠  ºCدماي  فريزر با  در    RNAقرار داده شد و تا زمان استخراج  RNA   محافظت كنندة 

هاي مورد مطالعه، با  پرايمر براي ژن  (شركت يكتا تجهيز آزما) صورت گرفت.  ستوني  RNAبا استفاده از كيت استخراج  ها  بافت

برنامه   از  پرايمرها  NCBIدر    Primer-Blastاستفاده  اين  توالي  گرديد.  پيشگام خريداري  از شركت  و  شد  برنامة    طراحي  و 

ها با محاسبه  سنجش بيان ژن   به عنوان رفرنس استفاده شد.  GAPDHقابل مشاهده است. از ژن  )  ١(در جدول  مورداستفاده    دمايي

CTΔ  ،CTΔΔ ها بر حسب  و در نهايت رسم نمودارCtΔΔ-2   هاي  ژن  تمامي .ها انجام شدجهت محاسبه تغييرات بيان ژن در نمونه  

  .]١٠، ٩[ بود   گذشته مطالعات بر مكمل و  منطبق مطالعه اين  در منتخب

  

 .q-RT PCRهاي مصرفي در بررسي التهاب به روش برنامة دمايي و پرايمر  .١  جدول

Primer Sequence  

TNF-α Forward 
Reverse 

AGGGTCTGGGCCATAGAACT 
CCACCACGCTCTTCTGTCTAC 

IL-6 Forward 
Reverse 

AGACTTCCATCCAGTTGCCT 
CATTTCCACGATTTCCCAGAGA´ 

NF-κB Forward 
Reverse 

AGCCACAGAGATGGAGGAGTTG 
GGATGTCAGCACCAGCCTTTAG 

Sirt1 Forward 
Reverse 

AGCTCCTTGGAGACTGCGAT´ 
ATGAAGAGGTGTTGGTGGCA 

F: Forward primer, R: Reverse primer. 

  
  آماري ارزيابي

گزارش شد. نمودارهاي حاصل توسط برنامة پريسم      انحراف معيار  ±اطلاعات آماري حاصل از اين پژوهش به صورت ميانگين  

مورد ارزيابي قرار گرفت.  از تست توكي به منظور مقايسه اختلاف بين    طرفه- ) و با استفاده از آزمون تحليل واريانس يك٨نسخة (

شده  گروه  استفاده  مختلف  آماري  هاي  در سطح  معناداري  شد.   ) P< 0.05(و حدود  كولم  تعريف  آماري  آزمون  -وگروفاز 

 ها استفاده شد. اسميرنوف براي بررسي توزيع نرمال داده 

  
  ها يافته

  كليه هاي التهابي بافتبر بيان ژنسديم و متفورمين  والپرواتاثرات حفاظتي 
التهاب شامل:به منظور ارزيابي سطح التهاب، بيان ژن  -TNF(  آلفا   يتومور  نكروز  فاكتور  ،)IL-6(  ٦- اينترلوكين  هاي دخيل در 

α( ،NF-KB  وSirt-1 روش   باReal-time PCR .مورد سنجش قرار گرفت  
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  در بافت كليه IL-6بر بيان ژن سديم و متفورمين  والپرواتتأثير 
با   (مطابق  اينترلوكين)١شكل  بيان  دريافت  ٦- ،  گروه  آلوكساندر  داشت    كنندة  معناداري  افزايش  شاهد  گروه  با  مقايسه  در 

)P<0.001 اينترلوكين ژن  بيان  با    ٦- ).  تيمار  تحت  هاي  موش  آلوكسان  متفورمين    و  سديم  والپرواتدر  گروه  با  مقايسه  در 

)mg/kg  به شكل معناداري كاهش يافت (١٢٠ (P<0.001در دو گروه تحت تيمار با متفورمين    ٦- اينترلوكين  ). ميزان بيان ژن

)mg/kg  ( به تنهايي  سديم  والپرواتگروه تحت تيمار با   ٣در مقايسه با   سديم   والپروات و    ) و دي متيل فومارات٢٠٠mg/kg  ١٠  ،

  ).P<0.001يافت ( بيشتري) كاهش ٤٠و  ٢٠

  

  در بافت كليه TNF-αبر بيان  سديم و متفورمين  والپرواتتأثير 
نشان داد كه بيان ژن   به دست آمده  با گروه كنترل منفي به شكل ١٢٠  mg/kgدر گروه آلوكسان (  TNF-αنتايج  ) در مقايسه 

اين ژل در  P<0.001معناداري افزايش يافت ( بيان  با دوزهاي مختلفي از    ٣).  در  متفورمين    و   سديم  والپرواتگروه تحت تيمار 

) آلوكسان  گروه  با  ژن  ١٢٠  mg/kgمقايسه  بيان  يافت.  كاهش  معناداري  شكل  به   (TNF-α    سديم  والپروات گروه    ٢در    +

) با  ٢٠٠  mg/kgمتفورمين  مقايسه  در  با    ٣)  تيمار  تحت  كاهش  ٤٠و    ٢٠،  ١٠  mg/kg(  سديم   والپرواتگروه  يافت  بيشتري  ) 

)P<0.001 .(  

  
  در بافت كليه NF-KBبر بيان سديم و متفورمين  والپرواتتأثير 

بيان ژن   ) در مقايسه با گروه كنترل منفي به شكل  ١٢٠  mg/kgدر گروه آلوكسان (  NF-KBنتايج به دست آمده نشان داد كه 

در مقايسه با گروه    سديم  والپروات گروه تحت تيمار با دوزهاي مختلفي از    ٣). بيان اين ژن در  P<0.001معناداري افزايش يافت ( 

ورمين  + متف  سديم  والپرواتدر گروه    NF-KB). بيان ژن  P<0.001) به شكل معناداري كاهش يافت (١٢٠  mg/kgآلوكسان (

  ) به طور معناداري كاهش يافت.٤٠و   ٢٠، ١٠ mg/kg(  سديم والپرواتگروه تحت تيمار با   ٣در مقايسه با 

  

  
  در بافت كليه Sirt-1بر بيان  سديم و متفورمين  والپرواتتأثير 

بيان ژن   كه  داد  نشان  آمده  به دست  (   Sirt-1نتايج  آلوكسان  گروه  به شكل  ١٢٠  mg/kgدر  منفي  كنترل  با گروه  مقايسه  در   (

) در مقايسه با گروه آلوكسان  ٢٠٠  mg/kg(  متفورمين). بيان اين ژن در گروه تحت تيمار با  P<0.001معناداري كاهش يافت (

)mg/kg  به شكل معناداري افزايش يافت (١٢٠ (P<0.001  بيان ژن .(Sirt-1    سديم  والپروات در گروه   ) متفورمين +mg/kg  

  افزايش يافت. ديابتيدر مقايسه با گروه    سديم والپرواتگروه تحت تيمار با  ٣) و ٢٠٠
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Data are presented as mean± SD (n=10).  
***(P< 0.001) vs. control group. 
###(P< 0.001) vs. diabetic group. 
$$$(P< 0.001) vs. diabetic group + VPS10. 

  

  
  بر متفورمين + والپروات سديم تأثير) a. ديابتي  هايموش در التهابي  هايژن بيان كليوي سطوح متفورمين و والپروات سديم بر اثر. ١شكل 

 تأثير تأثير) NF-kB، d بيان  بر متفورمين + والپروات سديم تأثير تأثير) IL-6، c بيان بر متفورمين + والپروات سديم تأثير) TNF-α، b بيان

  . Sirt-1 بيان بر متفورمين + والپروات سديم

  
: P< 0.001*** است.  كنترل (منفي) گروه با دارمعنا دهندة اختلاف نشان  

: P< 0.001 ###  :آلوكسان ( گروه با دارمعنا دهندة اختلاف نشانmg/kg/day است. )١٢٠    

P< 0.001 $$$: سديم والپروات گروه با دارمعنا دهندة اختلافنشان )mg/kg/day است.  )١٠  

P< 0.001€€€: سديم والپروات گروه با دارمعنا دهندة اختلافنشان )mg/kg/day است.  )٢٠  

P< 0.001(¥¥¥: سديم والپروات گروه با دارمعنا دهندة اختلافنشان )mg/kg/day است.  )٤٠  
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  بر بافت كليه سديم والپرواتاثر پاتولوژيكي 
گروه    هايموش  كليه).  ٢  شكل (  شد  انجام  ائوزين-هماتوكسيلين  آميزي  رنگ  از  استفاده   با  كليه  بافت  هيستوپاتولوژيك  ارزيابي

  گروه   با  مقايسه  در  ديابتي  هاي موش  در  هاتوبول   خفيف  دژنراسيون  و  اتساع  آلوكسان،  تزريق  با).  A(  داشتند   طبيعي  ساختار  كنترل

از   ديابتي  هاي موش  كليوي  برش  ديگر،  سوي   از).  B(  شد  مشاهده   كنترل   فضاي  افزايش  شده،  منقبض  گلومرولي  هايتافت   نشان 

  هاي موش   هاي كليهبرش.  داشت  مزانژيال  هايسلول   بالاتر  نسبتاً تعداد با  ديستال   و  پروگزيمال  شده تشنج  هايلوله   گشادشدن  و   بومن

  كه   داد   نشان روز)   در  كيلوگرم  بر   گرمميلي  ٤٠(  متوسط   دوزهاي  در   متوالي  روز   ٢٨  مدت   به  سديم  والپروات   با   درمان   از  پس   ديابتي

  و   اندازه   نظر  از  نيز  ديستال  و   پروگزيمال  هاي لوله   بومن،   كپسول.  است  شده   حفظ   گلومرولي   هاي مويرگ  معمول  اندازة   و   ظاهر

متفورمين  سديموالپروات(  تيمار  دو  هر  از  تركيبي  با   ديابتي  گروه   در موجود    التهابي   هاي سلول  ،به علاوه .  يافتند  بهبود   ضخامت )  و 

  طور   به  آپوپتوز   نرمال،  گروه   با   مقايسه   در ).  E   شكل(  شدند   ظاهر  نخورده دست   طبيعي  ساختار  با   هاتوبول   بيشتر   ولي،  شدند.  درمان

  گروه   در  آپوپتوز  ديابتي،  نفروپاتي  گروه   با  مقايسه  در  حال،  اين   با).  B  شكل(  يافت  افزايش  ديابتي  نفروپاتي  گروه   در  معناداري

  گروه   در  ٣-كاسپاز  و   Bax  بيان  كنترل،   گروه   با   مقايسه   در).  C  و   D  شكل (  يافت   كاهش   و متفورمين  سديم  والپرواتتحت تيمار با  

  گروه   با   مقايسه   در  مقابل،  در .  يافت  كاهش   Bcl-2  پروتئين   بيان   كه است    حالي  در اين    يافت.  افزايش   ديابتي  نفروپاتي  دچار

  نشان   نتايج   اين .    يافت  افزايش  Bcl-2  بيان  و  كاهش  و متفورمين  سديم  والپروات  گروه   در  ٣-كاسپاز  و  Bax  بيان   ديابتي،   نفروپاتي

  .دهد كاهش  كليه بافت  در را  آپوپتوز تواند مي متفورمين با  تركيب در سديم والپروات كه  دهد مي

  

   
  

 يزيآم رنگ باو متفورمين   سديم والپروات با مواجهه در يي صحرا يهاموش  كليه بافت به مربوط ي كروسكوپيم ريتصاو  .٢ شكل

  گروه  (C ،)١٢٠ mg/kg( ديابتي  گروه  (B كنترل، گروه (Bcl2.  A: ٢و Caspase & Bax : ژن هاي١. نيائوز-نيليهماتوكس

  ×).٤٠٠( يي بزرگنما .سديم  والپرواتمتفورمين +  گروه گروه (E ، سديم والپروات گروه (D متفورمين

  

  بحث
هاي  موشصدمات هيستوپاتولوژي در بافت كليه   بروز  ثر بر التهاب وهاي مؤبيان ژن  در  تغيير  باعث آلوكسان  در اين مطالعه، تجويز

شد حفاظتي    . ديابتي  و  تركيب  شكل    سديم  والپروات  متفورمين  كاهش  راديكال موجب  آزادگيري  و    ،هاي  اكسيداتيو  استرس 

بيان فاكتورهاي التهابي و صدمات پاتولوژيكي در بافت  كليه، عضو بسيار تأثيرپذير در طي ابتلا به ديابت و    هاي كليه شد. كاهش 

از آن   ناشي    كه   يماريب  ن يا.  است  يوي كل  بيآس  ابت، يد  بلندمدت   عوارض  نيترعيشا  از  يكي  .شودمحسوب ميعوارض جانبي 
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  خطر  و  است   ابتيد  از  يناش  يعروق  ي هايناهنجار  ةج ينت  شود،يم  شناخته  هم  يابتيد  يويكل  يماريب  اي  يابتيد  ينفروپات  عنوان  تحت

  ة مرحل  نيترشرفتهيپ  كه  است  يينها  ةمرحل  يويكل  يماريب  به   ابتلا  خطر  ياصل  عامل  ابتيد  ،به علاوه .  دهديم  شيافزا  را  ريم  و  مرگ

  هيپرگليـسمي  تـشديد   بـه  منجر  تواند مي  هيپرگليسمي  از   ناشي  اكسيداتيو   استرس   .گردديم  محسوب  يه كل  آسيب و نقض در عملكرد

به    ريـسك   افـزايش  و   ن يترمهم  از  ٦- نينترلوك يا  و   آلفا  يتومور  نكروز  فاكتوردر همين راستا،    .]١١[  شـود  ديابـت  عـوارضابتلا 

  از   مختلف  يكيمتابول  يهايماريب  در  آنها  يخون  سطوح  نيهمچن  و  يچرب  بافت  در  آنها  انيب  كه  هستند  يالتهابش يپ  يهانيپوك يآد

ها  باتوجه به گستردگي و عدم انسجام پژوهش  .]١٠[  ابدييم  شيافزا  جوندگان   و انسان  در  نيانسول  به  مقاومت  و  ابتيد  ،يچاق  جمله

هاي هيستوپاتولوژيك و بيان  شاخص  بر را     سديم   والپروات   همزمان متفورمين و  اثر  در اين حوزه، ما در اين مطالعه بر آن شديم كه 

   .مورد ارزيابي قرار دهيم تزريق آلوكسان از  ناشي هاي ديابتيموش كليه  در بافت  هاي التهابيژن

در  ايي خون و استرس اكسيداتيو  هاي بيوشيميتواند منجر به بهبود شاخصميسديم    والپروات   تجويز  كه   داده   نشان   مختلف  مطالعات

هاي  مطالعه،  .  ]١٣،  ١٢[شود    ي ديابت  مدل  (اُمتي  در يك  كه  )  ٢٠٢١و همكارانش  داشتند   استرس  تنظيم  طريق   از   متفورميناظهار 

  با   لاوّ  درجة  در  متفورمين  كنندة محافظت  نقش.  دهدمي  كاهش  را  كلستاز  با  مرتبط  نفروپاتي  ميتوكندري،  عملكرد  و  اكسيداتيو

  .]١٤[ است  مرتبط ميتوكندري  عملكرد و  اكسيداتيو استرس پارامترهاي  بر آن  اثرات

 متعاقب  و  جزاير  هايسلول   در  نكروزه   تغييرات  جزاير،  اندازة   كاهش  و  خون  قند  معنادار  افزايش  باعث  آلوكسان  ،حاضر  مطالعة  در

  با   مطابق  نتايج  اين.  شد  مشخص  نيز  ايلوله   بين   خونريزي  و  اي لوله   نكروز  گلومرولي،  شديد  احتقان  با  كه   شد  كليوي   آسيب  آن

  گلومرولي،  هايتوفت  ،استرپتوزوتوسين تزريق  از ناشي ديابتي هايموش  در كه بود] ١٥) [٢٠١٥( در سال   همكاران و خان مطالعات

 راستا،   اين  در.  كردند  گزارش  را  كليوي  مجراهاي  دهندة پوشش  اپيتليوم  هايسلول   در  دژنراتيو  تغييرات  و  اي،لوله   بين  پرخوني

 كليه  در  ،٣- كاسپاز  و  Bax  هيستوشيميايي،- ايمني  نظر  از  شده   شناسايي آپوپتوز  هايواسطه   و  TNF-α  التهابي،  پيش   هايسيتوكين

  آپوپتوز   پروتئين  بيان   كهاست    حالي  دراين    يافت.  كاهش  معناداري  طور به ديابت  با تركيبات ضد  درمان  نتيجة  در  ديابتي  هايموش

Bcl-2  آنتي  دفاعي  سيستم  شدن  ضعيف  و  اكسيداتيو  استرس  افزايش  با  است  ممكن  كليه  بر  آلوكسان  مضر  ثراتا  .يافت  افزايش-

  عارضه   چندين  اتيولوژي  در  كه  كنندمي  فعال  را  مختلفي  دهيسيگنال  مسيرهاي  اكسيژن،  فعال  هايگونه .  باشد مرتبط  بدن  اكسيداني

  اكسيداتيو   آسيب   و   كاهش  را  ها   سلول   اكسيدانيآنتي  دفاع  ،هاي آزاد اكسيژنراديكال.  دارند  نقش  ديابتي  نفروپاتي  ازجمله  ديابتي

  منجر   اكسيداسيون  اين .  گيرندمي  قرارهاي آزاد اكسيژن  راديكال  تأثير  تحت   بيشتر   ها،پروتئين   و  DNA  ليپيدها،.  دندهمي  افزايش  را

  تكثير  كه  شده   ها  پروتئين  هاي درخيل در كنترلژن  در  جهش  و  كليه   سلولي  نكروز   مانند  سلول  عملكرد  و   ساختار  در  تغييراتي  به

  . ]١٦[  كنندمي تنظيم را آپوپتوز  و سلولي

  يعني  مختلف،  دوز   سه  در  آلوكسان   با  درمان  تحت   هايموش  به  متفورمين   و    سديم  والپروات   روزانة  تجويز  مبتني بر   حاضر  مطالعة

 عوامل  كه   اندداده   نشان   قبلي  مطالعات  است.  متوالي  هفتة  ٤  مدت   به   ) كيلوگرم  بر  گرمميلي (  ٤٠  بالا   و   ٢٠  متوسط   ،١٠  پايين   دوز

  ديابتي  شرايط  درراديكال هاي آزاد اكسيژن    گيريشكل  و  بالا  گلوكز  آزاد،  چرب  اسيدهاي  و  اضافي   موادمغذي  جمله  از  متعددي

-NF  رونويسي  فاكتور  با  آندوپلاسمي  شبكه   استرس  ميتوژن،  با  شده   فعال  كيناز  پروتئين  ،C  كيناز  پروتئين  شدن فعال  باعث  تواندمي

ĸB ١٧ ،١٦[ شوند مي كليوي  بافت  آسيب  و  آپوپتوز منتهي به كهشود  آپوپتوز  طرفدار مسيرهاي  شروع و.[  

تحريك  متفورمين  با  رماند   در  mTOR  سيگنال  بيانكاهش    متعاقباً  و  AMP  با  شده   فعال  كيناز  پروتئين   فسفوريلاسيون  موجب 

- سلول  آپوپتوز  و  مزانشيمي  - اپيتليال  انتقال   هيپرتروفي،  فيبروز،  از  و  داده   افزايش  را  اتوفاژي  امر  اين.  شودمي  كليوي  حاد  مشكلات

  كه   است  هيستوناستيلاسيون- دي  آنزيم  مهاركنندة   يك  همچنين   سديم  والپروات  ،راستا  اين  در .  كندمي  جلوگيري  كليوي   هاي

  براي   دارو  دو   اين   از  شده   پيشنهاد   اكنون.  ]١٩  ،١٨[  كندمي  ترويج  را   ژن  رونويسي   و  دهدمي  افزايش  را  ها هيستون  استيلاسيون  سطح

  . شود روشن  بايد  درگير  درماني مكانيسم حال، اين  با.  شود استفاده   كليوي بيماران درمان
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  زوال   و   كليه  عملكرد  اختلال  در   مهمي  نقش   است   ممكن  نيز   آپوپتوز   و   التهاب   نفروپاتي،   القاي   در  اكسيداتيو   استرس   نقش   بر   علاوه 

ما شاهد حاضر  مطالعة   در   آلوكسان  با   شده   ديابتي  هايموش در    . دنكن  ايفا   بافتي   التهابي،پيش   هاي سيتوكين  بيان   معنادار  افزايش  ، 

TNF-α  آپوپتوز  ضد  نشانگرهاي  كاهش   همچنين  و  ايمونوهيستوشيمي  نظر  از   ٣- كاسپاز  و  Bcl-2   و  Sirt-1  نتايج   اين  .بوديم  

با از    منتطبق  حاصل  بود  قبلي  مطالعةنتايج  سيرينيواسان  و  پاراديپ  چون  كه    بيانآنها    .]٢٠[  محققاني   همزمان  افزايش  باكردند 

  از  ناشي   ديابتي  هايموشدر    Bcl2  و   هاسيتوكين   ،٢- سيكلواكسيژناز   ،NF-kB  پيشرفته،  گليكاسيون  نهايي  محصولات

 در  IL-6  و  TNF-α،  NF-kB ، افزايش    حاضر  مطالعة  در  .خواهيم بود  ديابتي  نفروپاتي  خطر  افزايش  شاهد  ، مااسترپتوزوتوسين

اثر  .  است  داروها  اين   ضدالتهابي  اثر  ازحاكي     سديم  والپرواتو  متفورمين    با   درمان  تحت  آنها  بيان  كاهش   و  ديابتي  هايكلية موش

  تنهايي  به  دارويي  تركيبات  اين  از  هريك  با  هاي تحت درمانگروه   با  مقايسه  در  سديم  والپروات  و  متفورمين  همزمانسينرژيستي  

  .بودمعنادار 

سالهمكاران  وكورآ  - دونت در    پيشرفت  و  توسعه  به  مربوط  هايمكانيسم   و  التهابي- پيش  هايمولكول  پاتوژنز  بر،  )٢٠٢٠(  ش 

  دهند، مي  قرار  هدف   را  التهاب  كه   عواملي  بر  مبتني  جديد   هاياستراتژي  بالقوة   كاربرد  مورد  در  و   كردند  تمركز  ديابتي   نفروپاتي

 درمان  يا  پيشگيري   در   تواند مي  التهابي  فرآيندهاي  تعديل   قابليت  با   آتي  درماني   رويكردهاي  كه  داشتند   اظهار  آنها .  كردند  بحث 

  هاي سايتوكين   چون  اهدافي  ازجمله  التهابي   مسيرهاي   تعديل  برمتمركز    يدرمانهاي  دستورالعمل  اين.  باشد  مفيد   ديابتي  نفروپاتي

  ].٢١[ بود   خواهند NF-kB  بيان يا اكسيداتيو  استرس التهابي،

سالهمكاران  و  يزكويردوا در   سطح  كليوي،   بيماري  به  مبتلا  بيماران  در  پاريكالسيتول با    درمان  از  پس  كه  دريافتند)  ٢٠١٢(  ش 

  ضدالتهابي   سايتوكين  سطح  و   يافت   كاهش  سرم   در  توجهي   قابل   طور   به   IL-18  و  CRP،  TNF-α،  IL-6  التهابي   نشانگرهاي 

IL-10  شدن فعال  كه   كردند  بيان   آنها . .  يافت  افزايش  NF-kB   سيتوكين   بعدي   بيان  درهاي آزاد اكسيژن  راديكال   افزايش  از ناشي  

  ].٢٢[ است ضروري TNF-α مانند  التهابي پيش  هاي

  قابل   طور  به  ديابتي  هايموش  در  ٣- كاسپاز  و  Bax  بيان   كه  داد   نشان   حاضر  نتايج به دست آمده از مطالعة  شد،   گفته  كه  همانطور

در    و  تنهايي  به   متفورمين  اثر  كه  رسدمي  نظر  به .  يافت  كاهش  سديموالپروات  و   متفورمينهمزمان    تجويز  با  و   افزايش  توجهي

  در   دارو  دو  تركيبي  اثر  علاوه،به  .  باشد  تنهايي  به  يك  هر  اثر  از  بيشتر  ٣- كاسپاز  و  Bax  بيان  كاهش  در  سديموالپروات  با  تركيب

  معكوس  الگوي ،  Bcl-2  آپوپتوز ضد  پروتئين   كليوي   بيان  .بود   دارمعنا  ، شدند  درمانسديم  والپروات  با   تنها   كه   گروهي   با  مقايسه

با   درمان.  داد  نشان  را  ٣- كاسپاز  و   Bax  با  تغييرات   در مجموع، .  بودثر  مؤ  Bcl-2  افزايش  در   سديموالپروات  و  متفورمين  تركيبي 

  احتمالاً   كه بود آلوكسان از ناشي  هاي ديابتيكلية موش  آپوپتوز بر سديموالپروات و متفورمين محافظتي اثر حاكي از مشاهدات  اين

 سازي فعال   و   داده   تغيير  را   Bcl2  بيان   ،سديموالپروات.  است  ٣- كاسپاز  و  Bcl-2  خانواده   هاي پروتئين  ، Bax  بيان   اصلاح   طريق   از

  آسيب   كليوي   هايسلول  در  آپوپتوز  برابر دراين تركيب دارويي    محافظتي  مكانيسم  يك  است  ممكن  كه  كندمي  مهار  را  ٣- كاسپاز

].  ٢٤[  شد   مشاهده استرپتوزوتوسين    با   درمان  تحت   هاي موش  بر روي   مطالعه   يك  در   مشابهي  تيجةندر همين راستا،    ].٢٣[  باشد  ديده 

و  ندة كاه  اثرات   شد،   انجام   سديموالپرواتبا    درمان  تحت   ديابتي  هايموش  روي   بر  كه   مطالعاتي  ساير  در   و  خون   چربي   گلوكز 

  ]. ٢٥[  مشاهده شد اكسيدانيآنتي فعاليت

  

  گيرينتيجه
عنوان    با   تركيب   در  سديموالپروات  كه  رسدمي  نظر  به به    و   عمل  متعدد  هاي مكانيسم  با همراه    پليوتروپيك   عامل  يكمتفورمين 

 نارسايي  اين  در  اصلي  مسيرهاي  ، اكسيداتيو  استرس  و  التهاب.  باشد  مطرح  ديابتي  نفروپاتي  از  ناشي  آسيب   برابر  در  محافظتي  اثرات

  داشته   مفيدي  اثرات  حالات  از   بسياري  در  دارند،   را  مسيرها  اين  با  مقابله   توانايي  كه  عواملي،  رودمي  انتظار  بنابراين، .  هستند  كليوي
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حفاظتي  . باشند يا  سديموالپروات  نقش  سينرژيستي  طريق  از   احتمالاًمتفورمين    و  در  قابليت  تركيبات   استرس   سركوب  اين 

آسيب  در  Bax  كليوي  بيان  تضعيف  طريق  از  آپوپتوز  كاهشبدن،    اكسيدانيآنتي  دفاعي  سيستم  تقويت  اكسيداتيو، هاي  مقابل 

 ،تحت چنين پروتكل درماني.  است  ضدالتهابي   هاي پاسخبروز    و   Bcl-2  بيان   افزايش،  ٣  كاسپاز  ژن   بيان ،  ديابتي  نفروپاتيناشي از  

بهبود    التهاب  بروز  و  صفراوي  مجاري  كمتر  اتساع  با  همراه   گلومرولي  هايمويرگ  طبيعي  ابعادما شاهد    در  بافتي  هايويژگيو 

  شده   ارزيابي  هايژن  بيان  به  كاملاًمتفورمين    در تركيب با  سديموالپروات  سينرژيك  ثراتا  .ديابتي خواهيم بود  هايموش  با  مقايسه

  هاي موش  با   مقايسه   در   كليه  عملكرد  بر   مؤثر  محافظت  باعث  Bcl-2  و  Sirt-1  چون  هاييژن  بيان   و  بود   وابسته   مطالعه  اين   در

  مديريت   در   آتي  باليني  هايدرمان  جهت  است   ممكنمتفورمين    در تركيب با   سديموالپروات  كه  داد   نشان  ما  هاي يافته .  شد  ديابتي

 . شود انجام زمينه  اين  دربايستي   بيشتري مطالعات. گيرد قرار مورداستفاده  ديابت  عوارض ساير و  كليوي هاي آسيب
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Abstract 
 

Background: This study aimed to assess the synergistic reno-preventive effects of valproate sodium (VPS) and 
metformin (MET) on alloxan-induced diabetic nephropathy and to elucidate their mechanisms of action through 
investigation of the effects on renal modulation of the pro-inflammatory expression and enhancing the 
expression of Sirt1 and Bcl-2.  

Methods: Type 1 diabetes mice (25-30 g) models was established using a single dose i.p of alloxan (120 mgkg-1), 
and the diabetic mice were treated with three doses of VPS (10, 20, and 40 mg/kg) and MET (200 mg/kg), 
respectively for a period of 28 days. Then, specific test were done to evaluate inflammatory genes expression and 
histopathological changes in the mice kidneys.  

Results: The obtained data revealed that the treatment of diabetic mice with VPS and MET led to significant 
decreases in the blood glucose levels; thereby reflecting the improvement of the impaired kidney function. The 
treatment with MET and VPS in combination was the most potent in decreasing the elevated renal mRNA levels 
of inflammatory genes expressions in diabetic mice. Meanwhile, significant increase in the expression of Sirt1and 
Bcl2 was observed in the kidney of diabetic mice receiving MET/VPS as compared with the diabetic group. 
Moreover, the treatment of diabetic mice with MET/VPS successfully prevented the diabetes-induced 
histopathological deleterious changes of kidney.  

Conclusion: It can be concluded that MET and VPS in combination can prevent alloxan-induced diabetic 
nephropathy through attenuating inflammatory pathways and decreasing inflammatory genes expressions 
together probably with the suppression of oxidative stress, inflammation and apoptosis. 

Keywords: Diabetes; valproate sodium; metformin; alloxan; diabetic nephropathy; reno-protective supports. 
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