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ABSTRACT  

Background and Aim: Multiple Sclerosis (MS) is a degenerative disease of the central nervous 

system characterized by the presence of demyelinating plaques and inflammation. The Nlrp3 

inflammasome has been shown to be activated in MS and contributes to its progression. Metformin is 

a blood sugar-lowering drug with anti-inflammatory property. Given the importance of inflammation 

in the pathogenesis of MS, the current study aimed to evaluate the effect of metformin administration 

on the Nlrp3 inflammasome activity in a cuprizone-induced demyelination model. 

Materials and Methods: In this study, male C57BL/6 mice were randomly distributed to the 

following groups: 1) control group that received a normal diet with intraperitoneal injection of normal 

saline, 2) cuprizone (CPZ) group which received ground food containing 0.2% cuprizone for 3 or 5 

weeks, 3) treatment group that received a CPZ diet with intraperitoneal injection of metformin (100 

mg/kg) for 3 or 5 weeks. Real-Time PCR technique was used to evaluate the expression levels of N3 

and Sirt1 genes in the corpus callosum. Nlrp3 and IL18 protein levels were measured using 

immunohistochemistry (IHC) 

Results: RT-PCR results showed that cuprizone significantly increased the mRNA and protein levels 

of Nlrp3 compared to the control group. However, metformin administration decreased Nlrp3 at the 

gene and protein levels compared to the CPZ groups. Also, metformin decreased the protein levels of 

IL18 compared to the CPZ groups. In addition, CPZ increased the expression of Sirt1 gene compared 

to the control group, while metformin therapy had no effect on Sirt1 expression. 

Conclusion: Taken together, our findings indicate that metformin, by suppressing Nlrp3 

inflammosome, has promising effects in modulating inflammatory responses in the cuprizone-induced 

demyelination model. 
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های مدل در مغز موش  IL18و  Sirt1 ،Nlrp3بررسی تأثیر متفورمین بر سطح بیان 
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 چکیده

های دمیلینه و یک بیماری دژنراتیو سیستم عصبی مرکزی است که با حضور پلاک Multiple Sclerosis (MS)  زمینه و هدف: 

می  مشخص  مشخصالتهاب  اینفلامازوم  شود.  می فعال   MSدر    Nlrp3شده  کمک  آن  پیشرفت  به  و  داروی شده  متفورمین  کند. 

پاتوژنزیس   در  التهاب  اهمیت  به  توجه  با  است.  با خاصیت ضدالتهابی  قند خون  تأثیر  MSکاهنده  ارزیابی  با هدف  فعلی  مطالعه   ،

 در مدل دمیلیناسیون القایی با کوپریزون انجام گرفت.  Nlrp3تجویز متفورمین بر فعالیت اینفلامازوم 

( گروه کنترل که  1های زیر توزیع شدند:  صورت تصادفی در گروهبه   C57BL/6های نر  در این مطالعه، موش   ها:مواد و روش 

( که غذای آسیاب شده CPZ( گروه کوپریزون ) 2رژیم غذایی طبیعی همراه با تزریق داخل صفاقی نرمال سالین دریافت کردند،  

را به همراه تزریق داخل صفاقی    CPZدرمانی که رژیم حاوی  ( گروه 3هفته دریافت کردند،    5یا    3کوپریزون را برای    % 0.2حاوی   

در ناحیه جسم پینه ای از فن  Sirt1و    Nlrp3های هفته داشتند. برای ارزیابی میزان بیان ژن  5یا    3به مدت    (mg/kg 100)متفورمین  

Real-Time PCR  های  استفاده گردید. سطح پروتئینNlrp3    وIL18    با استفاده از روش ایمونوهیستوشیمی(IHC)   موردسنجش

 قرار گرفت.

نسبت به گروه کنترل    Nlrp3و پروتئین    mRNAمیزان   دارنشان داد، کوپریزون موجب افزایش معنی  RT- PCRنتایج    ها:یافته

شد. همچنین، متفورمین    CPZهای  در سطوح ژن و پروتئین در مقایسه با گروه  Nlrp3گردید؛ اما تجویز متفورمین موجب کاهش  

را نسبت به گروه کنترل    Sirt1بیان ژن    CPZشد. علاوه بر این،    CPZهای  در مقایسه با گروه  IL18باعث کاهش میزان پروتئین  

 نداشت.   Sirt1 که متفورمین تراپی تأثیری در بیان افزایش داد، درحالی

یافته   گیری:نتیجه می درمجموع،  نشان  ما  اینفلامازوم  های  سرکوب  با  متفورمین  که  در    Nlrp3دهد  امیدوارکننده  اثرات  دارای 

 های التهابی مدل دمیلیناسیون القاء شده با کوپریزون است تعدیل پاسخ

 اینفلامازوم، کوپریزون، مالتیپل اسکلروزیس، متفورمین.  کلمات کلیدی:

 02/07/1404پذیرش: 02/07/1404اصلاحیه نهایی: 07/03/1404وصول مقاله:
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 مقدمه
تعیین  نقش  عصبی  سیستم  پیشرفت کنندهالتهاب  در  ای 

مرکزی   عصبی  سیستم  اختلالات  از   Central)بسیاری 

Nervous System)    مالتیپل و  آلزایمر  پارکینسون،  مانند 

را دارا است. مطالعات    (Multiple Sclerosis)اسکلروزیس  

بیماری  انجام پاتوفیزیولوژی  روی  بر  داده  MSشده  اند  نشان 

های التهابی در مغز این بیماران با مهاجرت  که تشکیل پلاک

های های ایمنی واکنشی به بافت مغز، فعال شدن سلولسلول

و ترشح واسطه است که درنهایت  گلیال  مرتبط  التهابی  های 

میلین زدایی می به  ) منجر  نقش مخربی  1گردد  به  توجه  با   .)

بیماری  در  التهابی  فرآیندهای  نورودژنراتیو که    های 

(Neurodegenerative)  می و ایفا  دقیق  شناخت  کنند، 

مکانیسم هدف آنگیری  از طریق  که  سیستم  هایی  التهاب  ها 

 رسد. شود، ضروری به نظر می می CNSعصبی باعث آسیب 

بیماری  در  زدایی  میلین  پیشرفت  گردیده  مشخص  امروزه 

MS   ایمنی ذاتی و سازشی وابسته است به همکاری مستقیم 

های چند  کمپلکس   (Inflammasomes)(. اینفلامازوم ها  2)

پروتئینی سیتوزولی هستند که در پاسخ به الگوهای مولکولی  

)باکتری  پاتوژن  با  ویروسمرتبط  الگوهای  ها،  نیز  و  ها( 

)برون آسیب  با  مرتبط  هیالورونان،  مولکولی  زاد: 

اوریک،  کریستال  اسید  پروتئین درون  ;ATPهای  های زاد: 

miss foldتشکیل اسیدها(  نوکلوئیک  به ،  منجر  و  شده 

می  میزبان  ایمنی   Nucleotide-binding)گردند. واکنش 

domain, leucine-rich repeat containing pyrin 

domain containing 3)  Nlrp3   این  شدهشناخته ترین عضو 

ذاتی   ایمنی  از  ناشی  التهاب  تنظیم  در  که  است  مجموعه 

اینفلامازوم   دارد.  فعالیت  از    Nlrp3)ماکروفاژ/میکروگلیا( 

تشکیل جزء  است:  سه  پروتئین  1شده   .Nlrp3  به عنوان  که 

می عمل  رسپتور  و  پروتئین  2کند  داربست   .ASC 

(Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD)    دارد را  آداپتور  نقش  یک 3که   .

پروکاسپاز نام  به  غیرفعال  که   (Procaspase-1)  1-زیموژن 

به پروتئازی دارد.   با نحوه  عملکرد  طور کلاسیک در رابطه 

اینفلامازوم   شدن  در  گزارش  Nlrp3فعال  که   است  شده 

گیرنده تحریک  اثر  در  اول   Patternهای  مرحله 

recognition receptors   پلی لیپو  اتصال  تیپیک،  )مثال 

گیرنده به  باکتری  دیواره   Toll-likeهای  ساکاری 

receptors  پروتئین  )NF-kB(p65)   میزان فعال و  شده 

ژن از  می  IL1Bو    Nlrp3های  رونویسی  افزایش  دهد. را 

روی   از  پروتئین   mRNAسپس  بالغ  در ساخته   های  و  شده 

هایی مانند در مرحله بعد محرک   .شوندسیتوپلاسم جمع می 

گونهعفونت میکروبی،  اکسیژنهای  فعال  آسیب  های  و 

اینفلامازوم   سلولی الیگومریزاسیون  فعال  Nlrp3موجب   ،

پروکاسپاز آنزیم  های  1-شدن  سایتوکاین  تبدیل  نهایتاً  و 

اینترلوکین پیش  پیش   (pro-IL1B)بتا    1-نابالغ  و 

ترشحی   (pro-IL18)  18-اینترلوکین و  فعال  شکل  به 

)می  گزارش3شود  شدن  (.   فعال  که  در   Nlrp3شده 

پیش   مدیاتورهای  آزادسازی  موجب  مغز  های  میکروگلیا 

فراخواندن  می  IL18و  IL1Bالتهابی   با  نوبه خود  به  شود که 

التهاب  سلول آبشار  تشدید  باعث  آسیب  به محل  ایمنی  های 

)می  اینفلامازوم  4گردند  حقیقت،  در   .)Nlrp3  عنوان  به

شناختهتقویت عصبی  سیستم  التهاب  قوی  که کننده  شده 

بیش  بیماریفعالیت  از  بسیاری  پیشرفت  در  آن  های  ازاندازه 

ازجمله    )  MSنورودژنراتیو  است  رابطه    .(5مؤثر  این  در 

از موشگزارش استفاده  است که  فاقد ژن  شده   Nlrp3های 

قابلبه مدلطور  در  بیماری  شدت  از  حیوانی توجهی  های 

MS  های ننده (. به همین ترتیب، استفاده از مهارک 6کاهد )می

مهارکننده Nlrp3اختصاصی   دیگر  یا  سطح ،  دارویی  های 

IL1B    وIL18  موش در  مبتلابه  را   EAEهای 

(Experimental autoimmune encephalomyelitis) 
قابل قبولی را نشان دادند و   اثربخشی درمانی  کاهش داده و 

اینفلامازوم   مهار  که  آوردند  ارمغان  به  را  ایده    Nlrp3این 

عنوان یک هدف درمانی در کاهش میزان التهاب  تواند بهمی 

 .(7مدنظر قرار بگیرد ) MSو آسیب بافتی در بیماری 

بیگوانیدها   خانواده  جزء  و   (Biguanides)متفورمین  بوده 

تجویز  به دو  نوع  دیابت  کنترل  در  اول  خط  داروی  عنوان 
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دادهمی  نشان  متعدد  مطالعات  فعال  شود.  با  متفورمین  که  اند 

پروتئین   -AMPK (adenosine monophosphateکردن 

activated protein kinase)   و خون  قند  کاهش  موجب 

می انسولین  به  حساسیت  )افزایش  این، 8شود  بر  علاوه   .)

می  نشان  فزاینده  تحریک شواهد  با  متفورمین  که  دهد 

AMPK مکانیسم می ،  فعال  را  به  هایی  منجر  که  کند 

آنتی پاسخ از های  طیفی  در  آپوپتوز  ضد  و  اکسیدانی 

پلیبیماری  تخمدان  سندرم  مانند  بیماریها  های کیستیک، 

می نورودژنراتیو  اختلالات  و  عروقی  ) قلبی  (.  10،  9شود 

مشخص که  همچنین،  است  طریق  می   AMPKشده  از  تواند 

پایین  مختلف  مسیرهای  کردن دتحریک  فعال  ازجمله  ست 

Sirt1    پروتئینNF-kB  های التهابی را  را مهار کرده و پاسخ

( دهد  گزارش11کاهش  راستا،  این  در  که (.  است  شده 

استرس   AMPKتحریک   و  التهاب  کاهش  به  منجر 

از طریق  اکسیداتیو در سلول انسان  نافی  اندوتلیال ورید  های 

مسیر   )  NF-kB /Nlrp3مهار  مطالعه12گردیده  در  ای (. 

)  Zhangمشابه   متفورمین  2020و همکاران  نشان دادند که   )

مسیر   تنظیم  طریق  کاهش    AMPK/ Nlrp3از  موجب 

ایسکمیپاسخ آسیب  آزمایشگاهی  مدل  در  التهابی    -های 

می میوکارد  پرفیوژن   )ری  این، 13گردد  بر  علاوه     .)

بهگزارش اخیراً  که  که  دستهایی  است  آن  از  حاکی  آمده 

پروتئین  متفور کردن  فعال  با  تحریک   AMPKمین  موجب 

پروتئین  برداشت  و  اتوفاژی  های  مکانیسم  ارگانل  و  ها 

سرکوب  موجب  خود  نوبه  به  که  شده  سلولی  ناکارآمد 

های ناشی از آن در مدل و کاهش آسیب  Nlrp3اینفلامازوم  

ای که (. همچنین در مطالعه14شود )ایسکمی میوکاردی می 

انجام اینفلامازوم  اخیراً   با سرکوب   Nlrp3گرفته، متفورمین 

پاسخ کاهش  پره  موجب  حیوانی  مدل  در  التهابی  های 

( است  شده  )15کلامپسی  همکاران  و  سندگل   .)2019  )

موش تیمار  کردند،  افزایش  گزارش  سبب  متفورمین  با  ها 

آنتی پاسخ الیگودندروژنزیس  های  افزایش  اکسیدانی، 

و  درون میکروگلیوزیس  کاهش  میزان  زاد،  افزایش 

موش ای  پینه  جسم  در  کوپریزونی ریمیلیناسیون  مدل  های 

ای دیگر نشان داده شد که  (. همچنین در مطالعه16شود )می 

شدت   کاهش  علائم،  شروع  در  تأخیر  موجب  متفورمین 

و  التهابی  پیش  های  سایتوکاین  کاهش  بیماری،  پیشرفت 

سلول  مهاجرت  به  کاهش  التهابی  مدل    CNSهای    EAEدر 

)می  هم17گردد  گزارش(.  این  با  مطالعهراستا  در  که ها،  ای 

انجام مشاهده اخیراً  متفورمین  گرفته  تجویز  است که  در شده 

اتوایمیون   میکروگلیوزیس   MSمدل  در  کاهش  به  منجر 

بیماری   علائم  نسبی  بهبود  و  نخاعی  دمیلیناسیون  واکنشی، 

امروزه مشخص  (.   18گردد )می  شده در کنار مطالب فوق، 

سیستم میکروبی روده با تعدیل سیستم ایمنی اثرات  است که  

بیماریامیدوارکننده کنترل  در  را  در  ای  دارد.  التهابی  های 

اند که تجویز  ( نشان داده2022این زمینه سامانی و همکاران )

مانند   هایی  و   Enterococcus duransپروبیوتیک 

های ایمنی  لاکتوباسیل ها موجب کاهش اینفیلتراسیون سلول 

 (. 19شوند )می  EAEحیوانات مبتلابه  CNSبه بافت 

حاکی    in vivoو    in vitroآمده از مطالعات  دستشواهد به 

خود  از  فراوانی  محافظتی  اثرات  متفورمین  که  است  آن  از 

می  با کاهش سیتوکاین های نشان  دهد و مصرف آن همراه 

بااین است.  بدن  در  مکانیسم التهابی  که  حال،  مولکولی  های 

کند تا  متفورمین اثرات ضدالتهابی خود را در مغز اعمال می 

تأثیر  واکاوی  بنابراین،  است؛  مانده  ناشناخته  زیادی  حدود 

اینفلامازوم   تشکیل  بر  به Nlrp3متفورمین  یک  ،  عنوان 

مدل در  عصبی،  سیستم  التهاب  در  درگیر  های  مکانیسم 

های درمانی تواند منجر به شناسایی استراتژیمی  MSحیوانی  

این  در  لذا،  گردد.  بیماری  این  علائم  بهبود  برای  بالقوه 

مطالعه ما بر آن شدیم تا برای اولین بار تأثیر متفورمین را بر 

اینفلامازوم   دمیلیناسیون   Nlrp3فعالیت  حیوانی  مدل  در 

 موردبررسی قرار دهیم.  (Cuprizone)القایی با کوپریزون 

 هامواد و روش

 طراحی مطالعه

از   تجربی  مطالعه  این  نر  50در  موش  نژاد  هفته  8سر  ای 

C57BL/6   موش تقریبی  وزن  شد.  استفاده  نر  جنسیت  ها  با 
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در   25-20 و  خریداری  پاستور  انستیتو  از  که  بود  گرم 

 12حیوانخانه گروه آناتومی دانشکده پزشکی تحت شرایط  

و   روشنایی  دمای    12ساعت  و  تاریکی    21±2ساعت 

.  گرفت  قرار  اختیارشان  در  آب  و  غذا  و  شدند  دارینگه

 هر  در  موش  10)  زیر  هایگروه  در  تصادفی  طوربه  حیوانات

)شدند  توزیع(  گروه غذای  Ctrl)  کنترل  گروه (  1:  با  که   )

تغذیه روزانه  معمولی  و  سالین    100شده  نرمال  میکرولیتر 

دریافت کردند.    (intraperitoneal)صورت داخل صفاقی  به

که مخلوطی   (Sigma-USA)(  CPZ( گروه کوپریزون )2)

حاوی   شده  آسیاب  غذایی  رژیم  به    %0.2از  را  کوپریزون 

هفته    5یا    3همراه تزریق داخل صفاقی نرمال سالین به مدت  

( کردند   )3دریافت  درمان  گروه   )CPZ+MET  که  )

کوپریزون   %0.2مخلوطی از رژیم غذایی آسیاب شده حاوی  

 (Sigma)(  mg/kg 100را به همراه تزریق روزانه متفورمین )

دریافت کردند. دوز مؤثر متفورمین    5یا    3های  تا پایان هفته

 (. 20بر اساس مطالعات قبلی انتخاب شد )

 سازی بافت  آماده

هفته  پایان  موش در  پنجم،  و  سوم  کتامین  های  تزریق   با  ها 

(80 mg/kg( زایلازین  و   )8 mg/kg به عمقی  (  صورت 

محلول  بی از  استفاده  با  پرفیوژن  سپس  شده،   PBSهوش 

(phosphate-buffered saline)    ،ادامه در  گرفت.  انجام 

پارافرمالدهید  محلول  سامانمند  تزریق  با  بافتی  ثبوت  فرآیند 

حیوانات   (%4) جمجمه  بعد  مرحله  در  پذیرفت.  صورت 

آن درون  مغز  و  مدت  بازشده  به  و  خارج  در    24ها  ساعت 

قرار گرفت. بعد از فرآیندهای آبگیری    10%محلول فرمالین  

شفاف نمونهو  قالبسازی،  پارافین  با  سپس  ها  و  شده  گیری 

سیلانه    میکرومتر تهیه و روی لام  5مقاطع سریال با ضخامت  

،  PBSقرار گرفتند. برای ارزیابی بیان ژن، بعد از پرفیوژن با  

طور کامل جداسازی شده و در  ها بهجسم پینه ای مغز موش

 گراد نگهداری شدند. درجه سانتی -80دمای 

 ایمونوهیستوشیمی

در جسم    IL18و    Nlrp3های  منظور ارزیابی سطح پروتئین به

مقاطع   گردید.  استفاده  ایمونوهیستوشیمی  فن  از  ای  پینه 

هیدراته   و  زدایی  پارافین  مراحلی  طی  از  بعد  آماده  مغزی 

  (mM, pH 6.0 10)دقیقه در بافر سیترات    15شدن، به مدت  

آنتی توپ  اپی  نواحی  تا  شدند  داده  بازیابی  ژنحرارت  ها 

پس )شوند.  آندوژن  پراکسیداز  کننده  بلاک   %0.3ازآن 

PBS/2O2H10-15های بافتی افزوده و به مدت  ( را به برش 

اتصال   از  جلوگیری  برای  شدند.  انکوبه  تاریکی  در  دقیقه 

آنتی  نمونهغیراختصاصی  با  بادی  ساعت  یک  مدت  به  ها 

%   0/1در    (FBS %0.1, sigma USA)آلبومین سرم گاوی  

Triton X-100/PBS   بعد مرحله  در  گردیدند.  تیمار 

مدت  نمونه به  دمای    12ها  در  آنتی  C04ساعت  های  بادیبا 

پروتئین علیه   Nlrp3 (1:200 Abcam, UK)های  اولیه 

بعد    IL18   (Abcam, UK 1:200)و روز  شدند.  انکوبه 

معرض   در  ساعت  یک  مدت  به  و  شده  شسته  مقاطع 

پراکسیداز  بادیآنتی  آنزیم  با  کونژوگه  ثانویه   HRPهای 

(horseradish peroxidase)   روی درنهایت  گرفتند.  قرار 

سوبسترای  بافت محلول   DAB (Diaminobenzidine)ها 

سلول  هسته  و  کرده  هماتوکسیلین  اضافه  رنگ  با  ها 

ناحیه رنگ از  متوالی  اسلاید  چهار  درمجموع  آمیزی شدند. 

میکرون از هم برای هر   150مرکزی جسم پینه ای به فاصله  

موش در هر گروه(. نتایج    4موش موردبررسی قرار گرفت )

نرم از  استفاده  با  کمی   Image jافزار  ایمونوهیستوشیمی 

به و  شد  رنگ  سازی  شدت  میانگین   mean)صورت 

staining intensity) ( 21گزارش گردید.) 

 هابررسی بیان ژن

-GeneAll hybridکل طبق دستورالعمل کیت    RNAابتدا  

R    از جسم پینه ای جداسازی گردید. سپس خلوص و غلظت

RNA  جمع اسپکتروفتومتر  آوری های  دستگاه  توسط  شده 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)    مورد

غلظت   گرفت.  قرار  در نمونه  RNAارزیابی  مختلف  های 

 cDNDبه دست آمد. برای تهیه    ng/µl 700-350محدوده  
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(1000 ng)    1000مقدار ng    ازRNA  شده  استخراج

معکوس   RNAبرداشتیم.   رونویسی  کیت  از  استفاده  با  ها 

(SMOBIO, Taiwan)TM RP1300 ExcelRT    بهcDNA  

و   µl 20در حجم    Real-Time PCRتبدیل شدند. واکنش  

کیت   پیشنهادی  ترکیب  اساس   5x HOT FIREPOLبر 

EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, 

Estonia)    دستگاه گرفت.   TMStepOnePlusدر  انجام 

دمایی  نمونه پروفایل  مطابق   initial activation (95ها 

°C/15 min, 1 cycle)  ،denaturation (95 °C/20 

second)  ،annealing (60 °C/20 second)    وelongation 

(72 °C/20 second)    دستگاه    40با در   Step Oneتکرار 

کمپانی    اندازه  ABIساخت  شدند.  داده  گیری قرار 

دمای  سیگنال  در  فلورسانس  شد.    72های  انجام  درجه 

منظور اطمینان از صحت و اختصاصی بودن واکنش منحنی  به

گراد رسم شد.  درجه سانتی   60-95ذوب در محدوده دمایی  

نرمال از  ژنپس  میزان  سازی  به   mRNAهای هدف،  نسبت 

بیان   به -βسطح  مقایسه شد و اکتین  عنوان ژن مرجع داخلی 

 (.22گزارش گردید ) Ct∆∆-2صورت نتایج به

 هاوتحلیل آماری دادهتجزیه

به نرمدستنتایج  از  استفاده  با  و   SPSS 22افزار  آمده  آنالیز 

نرم با  رسم 8)ورژن    Graph Pad Prismافزار  نمودارها   )

داده نرمالیتی  توزیع  ارزیابی  از  بعد  بهشدند.  آزمون ها  وسیله 

Shapiro-Wilkها از آزمون آنالیز ، برای مقایسه مابین گروه

 Turkey’s posthoc test( و  ANOVAطرفه )واریانس یک

یافته بهاستفاده شد.   mean values ± Standardصورت  ها 

Deviation (M ± SD)    و شدند    P value ≤ 0.05بیان 

دار بودن اختلاف از نظر آماری در نظر گرفته  عنوان معنیبه

اندازه برای  رنگ  شد.  دانسیته  از    DAB گیری کمی شدت 

 استفاده گردید. Image jافزار نرم

 

  3(، کوپریزون Ctrl. کنترل )Real-Time PCRوسیله آزمون های مختلف به در جسم پینه ای گروه Nlrp3: آنالیز بیان ژن 1 نمودار

  هفته  5، کوپریزون و متفورمین CPZ+Met(3wks)هفته   3، کوپریزون و متفورمین CPZ(5wks)هفته   5، کوپریزون CPZ(3wks)هفته 

CPZ+Met(5wks) 

  

 نتایج

در جسم پینه ای   Nlrp3تأثیر متفورمین بر فعالیت اینفلامازوم 

آزمونبه ایمونوهیستوشیمی    qRT-PCRهای  وسیله  و 

داده نشان  اینفلامازوم  مطالعات  فعالیت  مدل   Nlrp3اند  در 

موش  MSکوپریزونی   تیمار  آغاز  از  سوم  هفته  با  در  ها 

شروع می کوپریزون  افزایش  پنجم  هفته  تا  و  یابد.  شده 

فعالیت  اوج میکروگلیوزیس،    Nlrp3گیری  افزایش  با 

دمیلیناسیون  و  ها  الیگودندروسیت  مرگ  آستروگلیوزیس، 
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منظور بررسی تأثیر متفورمین  مطابقت دارد. در این مطالعه به

اینفلامازوم   فعالیت  )Nlrp3بر  حسگر  جزء   ،Nlrp3  )

نیز   و  پروتئین  و  ژن  سطوح  در  از  IL18اینفلامازوم  یکی   ،

ناحیه   در  پروتئین  سطح  در  اینفلامازوم،  نهایی  محصولات 

نتایج  گرفتند.  قرار  موردبررسی  حیوانات  ای  پینه  جسم 

فن   از  می 1)نمودار    Real-Time PCRحاصل  نشان  دهد  ( 

بیان ژن    ;CPZهای کوپریزونی )در گروه  Nlrp3که میزان 

3wks, 5wksبه معنی (   )صورت  به  p<0.001دار  نسبت   )

در  بیان  افزایش  این  است.  پیداکرده  افزایش  کنترل  گروه 

)CPZ, 5wksگروه ) به گروه  نسبت   )CPZ, 3wksبه طور  ( 

( بهp<0.001فراوانی  متفورمین  با  تیمار  بود.  بیشتر  صورت  ( 

های را در گروه  Nlrp3( بیان  p<0.01, p<0.001دار )معنی 

گروه  CPZ+Metدرمان   به  داد.    CPZهای  نسبت  کاهش 

به فعالیت  همچنین  بر  متفورمین  تأثیر  تکمیلی  ارزیابی  منظور 

آزمون   از  ای،  پینه  جسم  در  بررسی   IHCاینفلامازوم  برای 

پروتئین  مثبت    Nlrp3ها  سطح  واکنش  گردید.  استفاده 

پروتئین  آنتی  علیه  قهوه   Nlrp3بادی  رنگ  در    DABای  با 

نشان قابل  A-1تصویر دهنده هسته  تشخیص است. رنگ آبی 

(. آنالیز  A-1آمیزی شده با هماتوکسیلین است )تصویررنگ

تصاویر   پروتئین    IHCکمی  سطح  که  است  آن  گویای 

Nlrp3  موش کوپریزونی در  رژیم  تحت  فقط  که  هایی 

  ±  2.3  ±  28.24  ;2)  (CPZ; 3wks, 5wks)قرارگرفته بودند  

گروه  p<0.001)  دارمعنی   صورتبه (  23.33 به  نسبت   )

( (. B-1تصویر)  است  پیداکرده  افزایش(  2.7  ±  0.64کنترل 

هم  تیمار  دیگر،  سوی  بهاز  متفورمین  با  صورت  زمان 

پروتئین  p<0.001دار)معنی  میزان   )Nlrp3  گروه در  های را 

  ±  1.29  ±  19.87;1.82)(CPZ+Met; 3wks, 5wks)درمان  

  است   داده  کاهش  کوپریزونی  هایگروه  به  نسبت(  16.56

 (. B-1تصویر)
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  3، کوپریزون  (Ctrl)های مختلف با فن ایمونوهیستوشیمی. کنترل در جسم پینه ای گروه  Nlrp3بررسی سطح پروتئین  (A): 1 تصویر

هفته    5، کوپریزون و متفورمین CPZ+Met(3wks)هفته   3، کوپریزون و متفورمین CPZ(5wks)هفته   5، کوپریزون CPZ(3wks)هفته 

CPZ+Met(5wks) های ها نشانگر سلول. پیکانNlrp3+  باشند. بزرگنمایی میX20 ،Scale bars: 100μm .(B)  بررسی کمی سطح

. های مختلف با فن ایمونوهیستوشیمیدر جسم پینه ای گروه  Nlrp3پروتئین 

پروتئین  مابین  بیوشیمیایی  کنش  میان  ،  Nlrp3های  درنتیجه 

ASC    وProcaspase-1  آنزیم ،Procaspase-1    غیرفعال به

فعال   می  caspase-1پروتئاز  ادامه تبدیل  در  و  شود 

التهابی   پیش  های  را   Pro-IL18و    Pro-IL1Bسایتوکاین 

ترشحی   و  فعال  حالت  به  و    IL18و    IL1Bشکسته 

فعالیت درمی بیشتر  ارزیابی  برای  مطالعه  این  در  آورد. 

نیز در    IL18اینفلامازوم، یکی از محصولات نهایی آن یعنی  

همان شد.  سنجیده  پروتئین  تصویرسطح  در  که    A-2طور 

نواحی  قابل است،  قهوه   IL18مشاهده  رنگ  با  ای  مثبت 

DAB  نشانقابل آبی  رنگ  هستند،  هسته تشخیص  دهنده 

 شده است. است که توسط رنگ هماتوکسیلین مشخص 

آنالیز کمی تصاویر ایمونوهیستوشیمی حاکی از آن است که  

پروتئین   گروه   IL18میزان  کوپریزونی  در   ;CPZ)های 

3wks, 5wks) (5.19  ±  54.5  ;3  ±  27.33  ) گروه   به  نسبت  

است  p<0.001)دارمعنی   افزایش   کنترل پیداکرده   )

پروتئین  B-2)تصویر سطح   .)IL18   به نسبت  پنجم  هفته  در 

به سوم  قابلهفته  )ملاحظهصورت  بود. p<0.001ای  بیشتر   )

موش  زمان  هم  کاهش تیمار  سبب  متفورمین  با  ها 
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سطح  p<0.01, p<0.001دار)معنی   )IL18  گروه های در 

  3.69  ±  23.93;  1.88)  (CPZ+Met; 3wks, 5wks)درمان  

  رژیم   تحت  فقط  که  هاییگروه  به  نسبت(  16.63   ±

 (. B-2تصویر) گردید بودند قرارگرفته کوپریزونی
 

 
  3، کوپریزون (Ctrl)های مختلف با فن ایمونوهیستوشیمی. کنترل در جسم پینه ای گروه  IL18بررسی سطح پروتئین  (A): 2تصویر 

هفته    5، کوپریزون و متفورمین CPZ+Met(3wks)هفته   3، کوپریزون و متفورمین CPZ(5wks)هفته   5، کوپریزون CPZ(3wks)هفته 

CPZ+Met(5wks) ها نشانگر نواحی . پیکانIL18+   باشند. بزرگنمایی  میX40 ،Scale bars: 50μ .(B)  بررسی کمی سطح پروتئینIL18  

 های مختلف با فن ایمونوهیستوشیمی. در جسم پینه ای گروه 
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 : توالی پرایمرهای مورداستفاده در این مطالعه1جدول 

 نام ژن  توالی پرایمر  پرایمر   طول

22 

23 
CAGCCTTCCTTCTTGGGTATGGForward:  

AGAGGTCTTTACGGATGTCAACGReverse:  
Actb 

22 

20 
GTCTTGTCCTCTAGTTCCTGTGForward:  

GCCTCTCCGTATCATCTTCCReverse:  
Sirt1 

 

21 

22 
CCAGACCTCCAAGACCACTACForward:  

GAGAAGAGATGCTCCTCAATGCReverse:  
Nlrp3 

 

بیان ژن  نشان می   RT-PCRنتایج حاصل از آزمون   دهد که 

Sirt1  موش در  مدت  فقط  به  که  رژیم    5هایی  تحت  هفته 

به بودند،  کوپریزون  حاوی  معنی غذایی  دار صورت 

(p<0.05  نسبت به گروه کنترل افزایش پیدا کرد. همچنین )

معنی  ژن  اختلاف  بیان  در  گروه  Sirt1داری  های بین 

)دریافت کوپریزون   وجود CPZ; 3wks, 5wksکننده   )

بااین ژن  دارد.  بیان  در  تأثیری  تراپی  متفورمین   Sirt1وجود 

 (. 2ایجاد نکرد )نمودار 

 
  3، کوپریزون (Ctrl). کنترل Real-Time PCRوسیله آزمون های مختلف به در جسم پینه ای گروه Sirt1: آنالیز بیان ژن 2 نمودار

  5، کوپریزون و متفورمین CPZ+Met(3wks)هفته   3، کوپریزون و متفورمین CPZ(5wks)هفته   5، کوپریزون CPZ(3wks)هفته 

   CPZ+Met(5wks).هفته

 بحث 

مطالعه، این  در  که  ما  دادیم  نشان  بار،  اولین  با    برای  تیمار 

اینفلامازوم   مهار  موجب  مدل   Nlrp3متفورمین  در 

 گردید.  MSکوپریزونی بیماری 

MS   است که   یک بیماری خود ایمنی سیستم عصبی مرکزی

لنفوسیت مهاجرت  آنتی با  به  حساس  به  ژنهای  میلینی  های 

مغزی، گلیوزیس واکنشی،   -، آسیب سد خونیCNSبافت  

میلین حسی    و   تخریب  ناتوانی  همراه    -درنهایت  حرکتی 

( و 23است  میتوکندری  عملکرد  در  اخلال  با  کوپریزون   .)

آنزیم  بازدهی  کاهش  و  اکسیداتیو  استرس  های افزایش 

ها  آنتی  الیگودندروسیت  در  آپوپتوز  القاء  موجب  اکسیدانی 

به  می  و  اولیه  پیشرونده  تیپ  پاتوفیزیولوژی  مدل  این  شود. 

عودکننده   نوع  کمتری  بیماری    -میزان  را    MSپیشرونده 

می را  تقلید  مغز  از  مختلفی  نواحی  ماده  این  اگرچه  کند. 

حال،  دژنراسیون در جسم پینه  دهد، بااینتحت تأثیر قرار می

کوپریزونی  مدل  در  نوروآناتومیکال  کلیدی  شاخص  ای 
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ترین ناحیه برای مطالعه است. در حقیقت، جسم پینه ای شایع

سلولمکانیسم  رفتار  نیز  و  مولکولی  و  سلولی  های های 

به  و پشتیبان  دمیلیناسیون  روند  طی  در  میکروگلیاها  ویژه 

بنابراین، این پژوهش  24ریمیلیناسیون با کوپریزون است ) (؛ 

اینفلامازوم   پاسخ  ناحیه   Nlrp3بر  در  متفورمین  با  تیمار  به 

 جسم پینه ای متمرکزشده است.  

که   دادیم  نشان  پیشین  مطالعه  موش  5در  تیمار  های هفته 

C57/BL6    دمیلیناسیون موجب  کوپریزون  حاوی  رژیم  با 

حرکتی   توانایی  متعاقباً کاهش  و  ای  پینه  در جسم    –شدید 

 زمان  هم  تجویز  باوجوداین،.  گردید  حیوانات   تعادلی

  تغییر  اما  دهد،  کاهش  را   دمیلیناسیون  روند  توانست  متفورمین

 های گروه  بین  روتارود  رفتاری  آزمون  نتایج  در  داریمعنی 

 تراپی  متفورمین  همچنین.  نگردید  مشاهده  درمان  و  مدل

 نیز  و  میکروگلیوزیس  آستروگلیوزیس،  میزان  کاهش  باعث

  از   ای  پینه  جسم  در  التهابی  پیش  میکروگیاهای  تعداد  کاهش

 (.21) گردید AMPK-NF-ƙB مسیر  تنظیم طریق

گزارش حاضر،  حال  تأثیر  در  مورد  در  متعددی  های 

شده است، چاپ   MSهای حیوانی بیماری  متفورمین در مدل

در  متفورمین  کارکرد  مورد  در  کمی  اطلاعات  هنوز  اما 

بالینی   MSبیماران   وجود دارد. در یک مطالعه کار آزمایی 

عودکننده تیپ  مبتلابه  بیماران  روی  بر  رونده  پیش   -که 

 ( متفورمین  تجویز  که  داد  نشان  گرفت    850-1500صورت 

طور قابل ملاحضه ای گرم، روزانه( به مدت دو سال بهمیلی 

دفعات  کاهش  مراکزدمیلیناسیون،  تعداد  کاهش  موجب 

حسی لنفوسیت  -حملات  کاهش   به  حرکتی،  حساس  های 

افزایش سلولژنآنتی  و  مغزی  به   Tهای  های  نسبت  تنظیمی 

 (.25بیمارانی که متفورمین دریافت نکرده بودند، گردید )

فعالیت  نیز  حاضر  مطالعه  در  پیشین،  بامطالعه  همسو 

در هفته سوم از شروع تیمار با کوپریزون   Nlrp3اینفلامازوم  

با  آن  فعالیت  و  یافت  افزایش  پنجم  هفته  تا  و  گردید  آغاز 

مرگ  آستروگلیوزیس،  میکروگلیوزیس،  نرخ 

پینه ای مطابقت  الیگودندروسیت ها و دمیلیناسیون در جسم 

( یافته 21داشت  این  گزارش  (.  تائید  در  همکاران    Yuها  و 

اینفلامازوم   فعالیت  بین  ارتباط  که  تشدید    Nlrp3است  و 

(. در این  26دمیلیناسیون را در مدل کوپریزونی نشان دادند )

موجب  متفورمین  با  همزمان  تیمار  که  دریافتیم  پژوهش 

اینفلامازوم   فعالیت  پینه ای گردید.    Nlrp3کاهش  در جسم 

هم مشاهدات  مطالعه   این  با  که   Haراستا  است  همکاران  و 

اینفلامازوم   مهار  موجب  متفورمین  دادند  و    Nlrp3نشان 

 BV-2کاهش سایتوکاین های پیش التهابی در لاین سلولی  

(Microglia)  می ساکارید  لیپوپلی  با  شده  )القاء  (. 27شود 

است آن  از  حاکی  دیگر  مطالعات  نتایج  این،  بر  که   علاوه 

مکانیسم  تحریک  با  مهار  متفورمین  طریق  از  اتوفاژی  های 

و کاهش   3NLRPموجب مهار اینفلامازوم    mTORپروتئین  

دیابتیک   آسیب  کاردیومیوپاتی  مدل  در  آن  از  ناشی  های 

 (. 28شود )می 

وجود   MSدر حال حاضر درمان قطعی برای بیماران مبتلابه  

و تولیدشده  ندارد  منظور  این  برای  که  عمدتاً  داروهایی  اند 

هدف با  حملات  مدیریت  مکانیسم موجب  های گیری 

می  بیماری  پیشرفت  و  ایجاد  در  درگیر  شوند.  مولکولی 

داده نشان  فعالمطالعات  که  اینفلامازوم  اند    Nlrp3سازی 

از مکانیسم بیماری  یکی  پیشرفت    است   MSهای کلیدی در 

شده، برخی داروهایی که امروزه برای بیماران (. مشخص 29)

MS  می میاستفاده  شدن  شوند،  فعال  برابر  در  توانند 

به باشند.  مؤثر  ،  Interferon Beta-1aمثال  عنواناینفلامازوم 

اول   خط  فعالMSدرمان    درداروی  بواسطه  ،  التهاب  سازی 

Nlrp3    و مهار  )  EAEرا  بخشد  می  بهبود  داروی  30را   .)

فعال  سرکوب  در  که  اینفلامازوم  دیگری  در   Nlrp3سازی 

MS   علائم پردنیزون  با  درمان  است.  پردنیزون  است،  مؤثر 

گلیوزیس   و  دمیلیناسیون  نرخ  از  و  بخشیده  بهبود  را  بیماری 

شدن  می  فعال  کاهش  باعث  پردنیزون  این،  بر  علاوه  کاهد. 

التهابی    Nlrp3اینفلامازوم   پیش  های  سیتوکین  ترشح  و 

می  آن  میمتعاقب  پشتیبانی  ایده  این  از  و  که شود  کند 

اینفلامازوم   بهمی  Nlrp3سرکوب  واسطه  تواند  یک  عنوان 

(. هم سو 26اصلی برای عملکرد ضدالتهابی پردنیزون باشد )

یافته  این  گزارش   ها،با  مهاری    شدهاخیراً  مولکول  یک  که 
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آزادسازی  MCC950مانند   کاهش  باعث   ،IL17    وIFNG  

لنفوسیت مدل   Tهای  از  در  را  بیماری  شدت  و  شده 

 (.31دهد )کاهش می MSاتوایمیون بیماری 

حفاظت  Sirt1 (Silent Informationشده  پروتئین 

Regulator 1)  یک هیستون داستیلاز وابسته به  +NAD   است

می  مشارکت  پیری  و  انرژی  متابولیسم  تنظیم  در  کند.  که 

Sirt1   با داستیله کردن تعدادی از فاکتورهای رونویسی مانند

Nrf-2    وNF-ƙB  استرس می کاهش  به  منجر  تواند 

  Cho  (.32اکسیداتیو و التهاب در کبد، پانکراس و مغز شود )

بیان   کردند  گزارش  همکاران  پیری    Sirt1و  روند  در 

می کاهش  ازاینمیکروگلیاها  نقش   Sirt1رو  یابد،  احتمالاً 

(. همچنین  33واسطه پیری دارد )ای در نقص حافظه بهعمده

که  مشخص  است  تولید    Sirt1شده  مهار  طریق  و   ROSاز 

ر فاکتور  کاهش   NF-ƙBونویسی  سرکوب  به  منجر 

به التهابی  پیش  فاکتورهای  منفی  آزادسازی  تنظیم  واسطه 

تواند باعث  نوبه خود میشود که بهمی  NLRP3اینفلامازوم   

سلول اینفیلتراسیون  نرخ  آسیب  نزول  متعاقباً  و  ایمنی  های 

( گردد  با 34بافتی  تیمار  که  دریافتیم  مطالعه  این  در  ما   .)

در   Sirt1هفته منجر به افزایش بیان ژن    5کوپریزون به مدت  

پینه  گزارش جسم  با  تضاد  در  ما  یافته  گردید.  حیوانات  ای 

Elbaz    بیان که  است  همکاران  حاد    Sirt1و  مدل  در 

می  کاهش  کوپریزون  با  )دمیلیناسیون  این  35یابد   .)

ها ممکن است به دلیل اختلاف در پاسخ ناهمگونی در یافته

دو  CNSبافت   طول  کوپریزن به  دریافتی  دوز  میزان  و  ره 

مطالعه   در  که  صورتی  به  ابتدا    Elbezباشد،  همکاران  و 

بالای   دوز  با  دوره یک  %0.7کوپریزون  ای هفته برای یک 

 %0.2تجویز شد و به دنبال آن سه هفته تیمار با کوپریزون  

درحالی یافت،  مدت  ادامه  به  حیوانات  ما  مطالعه  در   5که 

درصد بودند.  ضمناً، ما   %0.2هفته تحت تیمار با کوپریزون  

هیچ  متفورمین  شدیم  یا متوجه  کاهش  در  تأثیری  گونه 

در    Sirt1نداشت. هم سو با یافته ما، بیان    Sirt1افزایش بیان  

آلزایمر و  مدل  ) افزایش می   EAEهای حیوانی  (  37,  36یابد 

مطالعه در  دیگر،  همچنین  همکاران    Nimmagaddaای  و 

منجر به سرکوب   Sirt1نشان دادند که افزایش بیان پروتئین  

EAE    مهار طریق  از  احتمالاً  نورونی  مرگ  کاهش  و 

شود. تصور بر این است که افزایش  می  Bو    Tهای  لنفوسیت

عصبی    Sirt1بیان   محافظت  سازگاری  واکنش  یک  درواقع 

تواند نورون ها را در برابر  می  Sirt1است، زیرا افزایش بیان  

کند آسیب  محافظت  نوروتوکسیک،  و  نورودژنراتیو  های 

ازآنجایی38) است،  ذکر  به  لازم  البته  از  (.  متفورمین  که 

تنظیم   پروتئین    AMPKطریق  شدن  فعال  به   Sirt1منجر 

)می  فعالیت 39گردد  است  بهتر  تکمیلی  بررسی  برای  لذا   ،)

 .های اختصاصی سنجیده شودپروتئین آن نیز توسط آزمون

طراحی   به  نیاز  هنوز  گرفته،  صورت  مطالعات  وجود  با 

با  استراتژی مقابله  برای  مؤثرتری  با    MSهای درمانی  هست. 

 MSدر پیشرفت بیماری    Nlrp3توجه به اهمیت اینفلامازوم  

مدل میو  نظر  به  بیماری،  این  تجربی  توسعه  های  که  رسد 

التهابی  استراتژی مسیر  تنظیم  پایه  بر  جدید  درمانی  های 

Nlrp3   جهت می در  بیماری  این  درمان  و  مدیریت  به  تواند 

کمک نورونی  مرگ  و  دمیلیناسیون  التهاب،  کننده  کاهش 

 باشد. 

 گیرینتیجه

نتایج حاصل از این مطالعه مشخص نمود که تجویز همزمان 

اینفلامازوم   سرکوب  موجب  مدل   Nlrp3متفورمین،  در 

درمجموع،   گردید.  کوپریزون  با  القایی  دمیلیناسیون  تجربی 

می یافته نشان  ما  اثرات های  دارای  متفورمین  که  دهد 

های التهابی مدل دمیلیناسیون القاء  امیدبخش در تعدیل پاسخ

 شده با کوپریزون است. 

 تشکر و قدردانی

پژوهشی  معاونت  معنوی  و  مالی  حمایت  از  نویسندگان 

و  تشکر  پژوهش  این  انجام  در  تهران  پزشکی  علوم  دانشگاه 

این مطالعه در سال  قدردانی می تصویب و طبق   1398کنند. 

موازین اخلاقی مصوب کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی 

انجام   تهران  پزشکی  دانشکده  آناتومی  گروه  در  تهران 
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