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 يدهچک

 ارزيابي ارتباط سن با ميزان بيان ژنصبي در افراد مسن است. در اين مطالعه کننده عترين فرم زوال عقل و بيماري تخريبآلزايمر شايع :هدف و زمينهپيش

ATF4 .طي فرآيند پيري در مدل تراريخت آلزايمر بررسي گرديد  
ASU-هاي نر در دروزوفيلا بيان و جهت ايجاد مدل مگس GAL4/UAS) توسط سيستم بياني 42hAβيافته آميلوئيد بتاي انساني (ژن جهش ها:مواد و روش

42Aβ هاي ماده با مگسGAL4-elav  و ياGAL4-107ok  .ييد مدل توسط بررسي شاخص برتري يادگيري (تألقاح داده شدندPLI در لاروهاي نسل اول و همچنين (
 ارزيابي قرار گرفت.مورد  RT-PCRتوسط فن  ۳۰و  ۲۰، ۱۰در روزهاي  ATF4هاي بالغ انجام شد. در اين مطالعه تحليلي بيان ژن تغيير ساختار چشم مگس

ييد شد. در اين مدل با کاهش تأ) P<0.01(ها ) و همچنين تخريب ساختارهاي چشم مگسPLI )P < 0.05 در مدل آلزايمر توسط کاهش معنادارايجاد  ها:يافته
) و با افزايش مجدد 0.05P>هش داده شد (و سميت آن در قبل از بلوغ کا 42hAβگراد)، بيان ژن درجه سانتي ۱۸در دماي پايين ( UAS-GAL4فعاليت سيستم 

 ۲۰يکساني در هر دو گروه سني (روزهاي  صورتبه ATF4هاي بالغ ديده شد. بيان ژن گراد)، بيشترين بيان و سميت اين ژن در مغز مگسدرجه سانتي ۲۴دما (
  ) داشت.P<0.01داري (مدل نسبت به گروه کنترل افزايش معني هايمگس) ۳۰و 

توان نتيجه گرفت فرآيند پيري يمبا افزايش سن يکسان است،  42hAβتوسط سميت  القاشده ATF4با توجه به اين يافته که الگوي بيان  گيري:بحث و نتيجه
نقش پيري توانند يمدر شبکه آندوپلاسمي است ندارد. مطالعات تکميلي بعدي  ATF4ترين عامل افزايش بيان که مهم PERKرساني اثري بر فعاليت مسير پيام

 ) طي روند بيماري آلزايمر نشان دهند.IRE1و  ATF6( تا نخوردههاي را در فعال شدن ساير مسيرهاي پاسخ به پروتئين

  ATF4بيماري آلزايمر، دروزوفيلاملانوگاستر، آميلوئيدبتاي انساني، فاکتور رونويسي : هايدواژهلک
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  مقدمه

 يعيوس في، ط)ويتينورون (نورودژنر کنندهبيهاي تخربيماري
، علائماز  ياريه با بسهمراکه  رنديگيرا در برم ياز اختلالات عصـب 

به  علائم نيهستند. ا يو شناخت يحرکت ،يازجمله مشکلات گفتار
ر دايجاد گشته،  عدر مغز و نخا يعصب هايسلول رفتن تحليل ليدل

مانند  يماريب مولکولي هاييژگيو افتد،ياتفاق م بيکه تخر ينقاط
ــوديم نمـايان  تـانخورده هـاي  پروتئينوجود   و هانيپروتئ ني. اشـ

ي ومارکرهايب عنوانبه تواننديها مآن يي مرتبط باايميوشيب راتييتغ

                                                             
 راني، زابل، ايشناس ستيگروه زه، يدانشگاه زابل، دانشکده علوم پا ١
 راني، زابل، ايشناس ستيگروه زه، يدانشگاه زابل، دانشکده علوم پا ٢
 راني، اراک، ايست شناسيه، گروه زيدانشگاه اراک، دانشکده علوم پا ٣
 سند همسئول)ي(نو راني، زابل، ايشناس ستيز گروهه، يدانشگاه زابل، دانشکده علوم پا ٤

 ندريدرمان هدفمند مورداســتفاده قرار گ يطور بالقوه برابه بيماري
در اين نورون  بيــهـاي مرتبط بــا تخر از پروتئين ي ديگر. برخ)١(

ــ ديلوئيآم نيانـد از پروتئ عبـارت رونـد   و  نينوکليبتا، تائو، آلفا سـ
ــارکوما. مهم نيپروتئ ــامل مرتبط  کياختلالات نوروژن ترينسـ شـ

 و ،کيوتروپيآم ي، اسکلروز جانبنسونيپارک يماري، بمريآلزا يماريب
ــنديم نگتونيهانت يمـار يب ــا مريآلزا يماري. ب)٢( باشـ  نيترعيشـ

عنوان است که بهمريکا علت مرگ در ا نياختلال زوال عقل و ششم
ــميبا مکان ويتيمزمن نورودژنر يماريب کي  ک،يژولويزيپاتوف يهاسـ
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ــاختارها گريو د يجگاهيلوب گ يانيطور عمده بر بخش مبـه   يسـ
در اثر از  يفکر تيدر ظرف ديد. اختلال ش)۳( گذارديقشر مخ اثر م
مغز را زوال عقل  يعصــب يهاســلول دنيد بيآســ ايدســت دادن 

ــب يها. پلاکنـد گوييم ترين از مهم يليبريفنورو هايو گره يعصـ
ــتنـد و بـه ترت   مريآلزا يکيعلائم پـاتولوژ   شياافز اط بتبمر بيهسـ

ــوب آم اســکلت  راتييو تغ يمغز يها) در بافتAβبتا ( ديلوئيرس
مرتبط با  يتائو نيپروتئ ونيلاسيفسفور شيافزا قيکه از طر يسلول

ــتنديم جاديدر نورون ا کروتوبوليم ــود هس ــش  هي. با توجه به فرض
از اختلال در  يناش Aβازحد بيش ديتول مر،يآلزا يماريب يديلوئيآم

اده م شيپ يکيتياســت که برش پروتئول يهوموســتاز يندهايفرآ
عوامل  ،يکي. عوامل ژنتکنديم ميظ) را تنAPP( ديلوئيآم نيپروتئ

ــن و فاکتورها ــميمتابول رييبه تغ يطيمح يمرتبط با سـ ک کم سـ
ي تحت ترشــح يکيولوژيزيف ريرا در مســ APPپردازش  و کننديم

 APP يمتوال هايبا برش Aβ يدهاي. پپت)٤دهند (يقرار م يرتـأث 
 که شونديم دي) و گاما سکرتاز تولBACE-1بتا سکرتاز ( يلهوس ـبه
ــبـه  يتـازگ بـه  هـا ميآنز نيا ــ يعنوان بخشـ  نينلياز مجموعه پرسـ

به  بتا که با توجه ديلوئيفرم آم زويا نيچند انياند. از مشدهشناخته
 ــ  ١-٤٢بتا  ديلوئيتفاوت دارند، آم C انهيپا نهيآم يدهايتعـداد اسـ

ــم مريآلزا ييزايمـار يدر ب ينقش مهم  ديپپت ينورون تيدارند. سـ
ــبتا از خ ديلوئيآم ــيب اتيصــوص ــ ييايميوش ــوديم يآن ناش ه ك ش
نوع  ني. انديآينامحلول درم هايليبريو پروتوف گومرهايصورت البه
شده و هانباشت يعيرطبيغ هايصورت پلاکبه يبريف يبتا ديلوئيآم

 يبتا ديلوئيبتا از مغز و انباشت آم ديلوئيآم يسازباعث کاهش پاک
 ينورون تيســم يآبشــار تيفعال درنهايت .شــونديم يخارج ســلول
 يلو مرگ سلو يعصب لالاتاخت ،ياسـکلت  تويس ـ راتييمنجر به تغ

  .)٥( شوديم
ا دارد. ب مريآلزا ييزايماريدر ب ينقش مهم ويداتياکس استرس
 يچون مس، آهن و رو يفلزات هايونيبتا،  ديلوئيآم ديانباشت پپت

 ييهاونيکاهش -شياکسا تي. فعالشـوند يم ليتشـک در بافت مغز 
و ) ROS( ژنياکس رپذيواکنش هايگونه ديتول توانديمانند مس، م

. اســـترس شـــبکه )۶(کند  زيکاتال رابتا  ديلوئيها به آمآناتصـــال 
ته شناخ مريلزاآ يترين جنبه علت شناسعنوان مهمبه يآندوپلاسم

 يهومئوستاز يهاي بد تاخورده و آشـفتگ . تجمع پروتئينشـود يم
ــ وني ــلول ميکلس ــبکه   هايعنوان محرکبه يداخل س ــترس ش اس

 ).٧شوند (يم يولو مرگ سل يمنجر به اختلال عصب يآندوپلاسـم 
پاسخ  يرهايها به کمک فعال کردن مساسـترس، سلول  طيدر شـرا 

از  شوندي) شناخته مUPRا نخورده (ت نيعنوان پاسـخ پروتئ که به
ه س قيتا نخورده از طر ني. پاسـخ پروتئ کننديفرار م يجد بيآس ـ
) : (الفشوديفعال م يشبکه آندوپلاسم ياز راه غشا يديکل ريمس ـ

PERK (ب) ؛ATF-6 (ج) ؛IRE1 )۸(.  

PERK ،و اســـت يشـــبکه آندوپلاســـم ييغشـــا نازيک کي 
ــتق آن يســـازفعــال ــنتز پروتئ ميبــه مهــار مسـ  قياز طر نيسـ

 ونيلاســيفســفور ي. در طشــوديممنجر  eIF2α ونيلاســيفســفور
eIF2αاز  ي، برخmRNA ــع ــامل چند  فيها با ترجمه ضـ که شـ

ترجمه  اديز زاني) هستند، به مuORFبالادست ( خوانشچارچوب 
فاکتور  کي ATF4. ســازنديرا ممکن م ATF4 انيکه ب شــونديم

ــت که نه يســيرونو ــا يتنها در هومئوســتازاس کاهش در -شياکس
ــم  ــبکه آندوپلاس ــنتزيب ،يش ــيآم وس و تا خوردن  ياتوفاژ د،ينواس

پرو  فاکتور يااسـت بلکه سـرنوشـت سلول را با الق    ليدخ نيپروتئ
ــخص م BCL-2 نيو پروتئ CHOPآپوپتوز   CHOP. کنــديمشـ

 يرا در ط eIF2α ونيلاسيسـطح فسـفور   زانيم توانديم نيهمچن
ــفاتاز  يالقا ــارکت  .)٩( کاهش دهد GADD34فس با توجه به مش

زيادي  اتهاي سرطان و زوال عقل، مطالعدر بيماري PERKعمده 
 هــايمولکول .)١١ ,١٠(روي اهــداف دارويي آن انجــام گرديــده 

 يهاشــامل مهارکننده PERK/ATF4 رســانياميکوچک مؤثر بر پ
ــفاتازها  ــتندفس اثرات مهار ترجمه  کردهکنترل را  eIF2α که هس

ــدي. به نظر م)١٢( کننديم يرا طولان نيپروتئ ــازفعال رسـ  يسـ
PERK ــکل  انيدر مغز مبتلا هاي پاتوژنپروتئين يريگقبل از شـ

تجمع  قياز طر توانــديبــاشـــد، امــا فعــال شـــدن آن م   مريآلزا
 يوانيمدل ح يبر رو العات. مط)١٣( ديآبه وجود  Tau هايپروتئين

 BACE1 نيسطح پروتئ PERK بيکه تخر دهدينشان م مريآلزا
برعکس، قرار  دهد.يکاهش ممعنـاداري   طوربتـا را بـه   دي ـلوئيو آم

 نيسطوح پروتئ شيافزافسـفريله   eIF2αگرفتن سـلول در معرض  
BACE1  در اين مطـالعـه براي اولين بــار   . )١٤(کنـد  يرا مهـار م
ــط  ــن با ميزان بيان ژن توسـ مدل  در ATF4 ارزيـابي ارتباط سـ

تراريخت مگس سرکه الگوي بيان اين ژن کليدي در بيماري آلزايمر 
 موردبررسي قرار گرفت.

  و سيستم بيان ژن آميلوئيد بتاي انساني: مدلانتخاب  
 در دسترس يکيهاي ژنتمدل ترينمناسباز  يکيمگس سرکه 

و موجودات  مراحل تکوين، تکاملدر درک  ياريکمک بســ واسـت  
حشــره، از  نيکرده اســت. ا يهاي انســاناريبيمعلت شــناســي  زين

، جنس Drosophilidaeراسـته دو بالان، کلاس حشــرات، خانواده  
Drosophila   و گونـهMelanogaster ــت که به  انهيطور عامهسـ

 ي اســت کهموجود نياولو  شــوديشــناخته م وهيعنوان مگس مبه
ژن  ١٣,٦٠٠ باًي. تقر)١٥(شده است مشخصآن کامل  يژنوم يتوال

مگس سرکه قرار دارند.  در تنها چهار کروموزوم نيکد کننده پروتئ
 يعصب ستميمغز و س اجزاي مطالعه شـده و  يخوبمگس به يآناتوم

 يدسترس آن مانند چشـم مرکب  هاييويژگي و اسـت  مشـخص آن 
. محدوده رفتار مگس کنديرا فراهم م پيفنوت اتيآسان به خصوص

ــاده تا  ــت. کوتاه تا درازمدت متغير و حافظه  يريادگياز فرار س اس
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 روز است ١٢٠عمر آن حداکثر  نيانگيو استرس، م هيبسـته به تغذ 
ــرکه را  نيا يتمامو  موجود ايدئال در  کتبديل به يموارد مگس س

ــت  مريمانند آلزا مرتبط با پيريهاي بيمـاري  قـات يتحق کرده اسـ
ــرکه جهت ايجاد مدل  بنـابراين در . )١٦( اين پژوهش از مگس سـ

  استفاده شد.
 هادر القاي بيان ژن يسيستم قدرتمند Gal4-UAS سـيستم 

است. و ساير موجودات مدل  مگس سرکهها در و بررسي عملکرد آن
فاکتور  آنکه در ) محرک ١: دو جز است شاملاين سـيستم بياني  

تحت کنترل  Gal4 ، موسوم بهمخمر القاکننده رونويسـي با منشـأ  
که يک  دهندهپاسخ) ٢و  گيرديک پروموتر اختصاصي بافت قرار مي

 Gal4به  براي اتصال DNAموتيف متصل به  توالي تنظيمي داراي
 Upstream Activationســاز بالادســت (هاي فعالتواليو  اســت

Sequences( .اختصاصي بيان نام دارد Gal4 در بافت سبب توليد 

شده و بيان  UAS رونويسي به نواحي تنظيمي و اتصال اين فاکتور
 کند؛ بنابراينمي تحريکرا  UAS هـاي تحـت کنترل  توالي و ژن

ــرکهين لادو  آميزش تحت پروموتر  Gal4 يکي حاوي جز مگس س
ــي بافت   ــاص که توالي موردنظر  UAS حاوي توالي و ديگرياختص

ســبب قرار گرفتن و  داردتحت کنترل  (گزارشــگر يا ســرکوبگر) را
ــوديمنســـل اول  هاياين دو جز در زاده بيان . بنابراين در اين شـ

پژوهش از اين ســيســتم جهت بيان آميلوئيد بتاي انســاني و ايجاد 
  مدل استفاده شد.

  
  هاروشمواد و  

  :داري و تغذيه مگس سرکهنگه 
و در حضور  گراديسـانت درجه  ۲۵سـرکه در دماي   هايمگس

ــکر،   ــت نيمه جامد حاوي ش ــده،   و پرکجمحيط کش ــياب ش آس
ــبوس، مخمر، آگار ــيد پروپيونيک -س ــد قارچ  عنوانبهآگار و اس ض

پرورش داده شدند. براي تهيه اين محيط کشت پس از رساندن آب 
آسـياب شده، سبوس و   جو پرکبه دماي جوش، به ترتيب شـکر،  

ي مخلوط شد. سپس مخمري که از قبل خوببهآگار را اضافه و -آگار
ــافه گرديد. ليتر ميلي ۱۵در  پس از  تيدرنهاآب حل شــده بود اض

ــيدن دماي مخلوط به  ــيد پروپيونيک به  ۵۰تا  ۴۰رسـ درجه، اسـ
ــت   ــد. محيط کش ــافه ش ــدههيتهمخلوط اض هاي را درون بطري ش

ها با مقدار کمي پنبه يا اسفنج بسته شد مناسـب ريخته و درب آن 
)۱۷.(  

  :تکثير مگس سرکه ترا ريخته و تهيه نمونه 
 Gal4-107OK Gal4,-GMR يهــانيلامطــالعــه از  در اين

,Gal4-elav  (آميزش نکرده) و لاين  ويرجين مگس مـاده-UAS

42Aβ   هاي ماده ويرجين از هر مگس نر اسـتفاده شـد. سپس مگس
ــد. براي  42Aβ-UASهـاي نر لاين  لاين بـا مگس  آميزش داده شـ

ن از هاي بالغ يا والديهاي ماده ويرجين، ابتدا مگسجداسازي مگس
ساعت  ۴هاي کشـت شفيره دار جدا شدند، سپس به فواصل  محيط
ــفيره با پد مگس هوش گرديده در بي CO2هاي بيرون آمده از شـ
ــترزير ا ــکوپ مگسس ــانه يو ميکروس هاي ماده ويرجين که فاقد ش

  جنسي و داراي لکه سياه در ناحيه شکمي هستند جدا شدند.
ــائيــد القــاي جهش GMR-Gal4از لاين  ــا تغيير  براي ت ب

ــم ــت Gal4-107OKو از لاين  مورفولوژي چش هاي براي انجام تس
). پس از اطمينان از ۱۸مربوط به حافظه و يادگيري اسـتفاده شد ( 

ايجاد سميت آميلوئيد بتا توسط تغييرات مورفولوژي چشم و تست 
براي القاي جهش  elav-Gal4يادگيري پرهيز از بو در لارو، از لاين 

به مدت يک  شدهدادههاي آميزش تفاده شد. مگسها اس ـدر نورون
ــدهدادهي در دماي اتاق قرار زيرتخمروز جهت  ــل و لارو ش هاي نس

ــت  مانجا يبرا Gal-107OK-42Aβ-UAS نيلا اول و  يريادگيتسـ
اسـتفاده شـدند. در اين آميزش، شيشه محيط کشت حاوي   حافظه 

ــادرجه  ۲۴تخم براي القاي جهش و تائيد آن در دماي   گرادينتسـ
روزه در محيط  ۱۰ها تا توليد مگس بالغ گذاشـته شـد. ســاير لاين  

) نگهداري شدند. با اين روش ميزان بيان آميلوئيد درجه ۱۸سرما (
پس از . )19( بتا در ده روز اول زندگي مگس ســرکه کنترل شــد 

روزه داراي جهش و بــدون جهش  ۱۰هــاي کردن مگس هوشيب
ــد براي  ۲۵کنترل) بــه مــدت يـک روز در الکـل    عنوانبـه ( درصـ

ي فيکس شـدند. سپس  مورفولوژي و مشـاهده تغييرات  بردارعکس
به مدت يک روز  هرکدام ۱۰۰و  ۹۵، ۷۵، ۵۰هاي ها در الکلمگس

ــپس  ــدند. سـ ــط دوربين  هاي از نمونهبردارعکسآبگيري شـ توسـ
ــورت گرفـت. اثر بيان جهش در ابتدا بر ويژگي   ــي صـ هاي عکـاسـ

دارد و تائيدي بر صحت  ريتأثمورفولوژي مانند چشـم مگس سرکه  
، ۱۰هاي روز آزمايش است. پس از مشاهده تغييرات چشم در مگس

 ادامه آزمايشات انجام شد.
UAS-هاي سرکه لاين مگس آرريل تايم پي سي  براي تسـت 

Gal4-elav-42Aβ  ي و شمارش، در دماي هوش ـيبروز دهم پس از
 ۲۰ي روزهابههاي مربوط فريز شدند. مگس گراديسانتدرجه  -۲۰
درجه  ۲۴روزه در دماي  ۳۰روزه و  ۲۰نيز تا رسيدن به عمر  ۳۰و 

ل ريگراد نگهداري شدند و مراحل فريز کردن و انجام تست سـانتي 
  ).۱۹( سنين نيز انجام گرديد براي هرکدام از اين آرتايم پي سي 

ــت يادگيري پرهيز از بو لارو ((   Odor avoidanceتس

learning (OAL(:  
ــرکـه را    براي پرهيز از بو به کمک  توانيملاروهـاي مگس سـ

ــوک الکتريکي آموزش داد. در اين روش در موقعيت   آزاردهندهشـ
شود که محققان از مرحله کاهش علائم يادگيري ديده مي (شـوک) 

 تمدکوتاه ازجملهکمي فازهاي مختلف حافظه وتحليل تجزيهدر  آن
))Short term (STM()) دوره متوســط ،Middle term (MTM( 
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تابعي از دوره يادگيري  عنوانبه Long term (LTM)(بلندمدت)و 
کنند. بر اثر شوک الکتريکي لارو منحني حفظ يادگيري يماستفاده 

ثرات تکرار آموزش بر حافظه و ا شــدهميتقســلارو به چند قســمت 
ن شود. براي انجام ايبررسي مي بلندمدت نسبتاًو حافظه  مدتکوتاه

و يک گرم  TAEليتر بافر ميلي ۱۰۰آزمايش ژل يک درصد شامل 
سانتيمتر  ۹و محلول درون پتري ديشي با قطر  شـده سـاخته آگارز 

د ش قرار دادهريخته شد. يک سيم جهت شوک الکتريکي درون ژل 
پس از بستن ژل مقداري سديم کلرايد براي ليز شدن سطح ژل و  و

ي ژل اضــافه گرديد. در زير پتري ديش بر روحرکت آســان لاروها 
ي گذارعلامتي آن بر روکاغذ سـياهي قرار داده شـد و سه منطقه   

ــد، مرکز و  ــانتدايره به قطر  ميدونش پتري  دو طرفدر  متريدو س
ــورتبهديش  ــت در  ص ــه مرحله انجام گرديد: قرينه. اين تس ) ۱س

UAS-لارو لاين  ۵۰در اين مرحلـه تعداد   :)(Naiveمرحلـه خـام   

Gal4-107OK-42Aβ ــد و در ي درب  طرفکدر مرکز قرار داده شـ
پتري ديش بوي اتيل استات که براي لاروها جذاب بود و در طرف 

 کرويم ۱۰ اندازهبه هرکدامجذابيت خنثي بود  ازنظرديگر روغن که 
 تهافيجهشهاي اضافه شد. اين مرحله براي تست حافظه مگس تريل

ــوک نيز انجام گرديد. زمان انتظار انتخاب  دقيقه  ۴بدون اعمال شـ

ــتفاده از  بردارعکسبود که پس از طي زمان با  ــمارش با اس ي و ش
ــاخص برتري (فرمول   انتخــابميزان  Preference Index (PIشـ

 ۵۰در اين مرحله : (Trained)ديده ) مرحله آموزش۲مشخص شد. 
لارو جديد از همان لاين درون پتري ديش جديد در قســمت مرکز 

 تريل کرويم ۱۰و بر روي مرکز در درب کوچکي مقدار  شدهگذاشته
از بوي اتيل اسـتات اضـافه شد و بر روي مرکز پتري ديش بر روي   

ولت به  ۱۱۰لاروها قرار داده شـد. پس از چند ثانيه، شوک با ولتاژ  
ثانيه استراحت داده  ۳۰ها داده شـد. مدت  ثانيه به مگس ۳۰ مدت

) مرحله انتخاب: لاروها به پتري ۳شد و اين روند سه بار تکرار شد. 
پتري ديش بوي اتيل  طرفکديش حاوي ژل منتقل شدند و در ي

ــد. زمان انتخاب    ــافه ش ــتات و در طرف ديگر بوي خنثي اض  ۴اس
ي شد و لاروها در هر بردارکسعاز پتري ديش  ازآنپسدقيقه بود. 

ــد. اين مراحل  منطقه شــمارش شــدند و برتري يادگيري گرفته ش
نيز انجــام  Gal4-107OKو  42Aβ-UAS هــاي کنترلبراي گروه

 Preference Learning( يريادگي يبرترگرفت. محاسبه شاخص 

Index (PLI )PLI( ها طبق فرمول زير براي گروه جهش و کنترل
 Prism 6 GraphPadافزار نتايج توسط نرم محاسـبه شـد. سـپس   

  ).۲۰مقايسه شد (
  

=
انتخاب	بو
                                                                            trained PIکل	لاروها

	بو خابتان
کل	لاروها

=  NaivePI  
	 	–	

	
PLI =   

  
  :آرريل تايم پي سي 

، ١٠ در سنين Gal4-elav-42Aβ-UASلاين هاي سر مگساز 
انجام شد. در  آرريل تايم پي سي و  RNAاستخراج روزه  ٣٠و  ٢٠

ــل اول با عمر  ابتـدا مگس  هوش و روزه بي ٣٠و  ٢٠، ١٠هـاي نسـ
ها با سر مگسو سـپس با ازت مايع منجمد شده   ند،شـمارش شـد  

س با استفاده از از بافت مغز مگ RNAاستخراج ورتکس جدا شـد.  
 DNAانجام شد. براي تهيه  RNA (Easy blue)محلول استخراج 

آب دي  تريل کرويم ۱۹بـا   RNAمحلول  تريل کرويممکمـل يـک   
ــاخت  (DEPS)اتيـل پرو کربنـات    از  cDNAدرون کيت ويژه سـ

ــرکــت  ــتگــاه    Intronشـ ريـختــه و پس از ورتکس درون دسـ

Thermocycler   گذاشـته شد. پس از سنتزcDNA،  واکنشRT-

PCR  ميکروليتر در دستگاه کوربت ۱۰در حجم نهايي Corbett (

) Gene 3000-Research Rotor ــد. توالي پرايمرهـا و   انجـام شـ
آورده شـده اسـت. در اين    ۱شـده دسـتگاه در جدول   يمتنظبرنامه 

 تفاوتاســتفاده شــد. عنوان ژن اســتاندارد به Rp49پژوهش از ژن 
 2-فرمولتوسط  ژن رفرنسبا  يرس ـژن موردبر انيب زانيم ينسـب 

 CTΔΔاز  باهمها براي مقايســـه بيان ژن تيدرنها .گرديد محاســـبه
) اسـتفاده شد که چند برابر  Fold Changeمقياس تغيير در برابر (

  ).۲۱و  ۲۲دهد (يمها را نشان يسهمقابودن 

  
 آرم پي سي شده در آزمايش ريل تاي کاررفتهبه): توالي پرايمرهاي ١):١شماره ( جدول

Gene Forward primer Reverse Primer 

RP49 ATGCTAAGCTGTCGCACAAATG GTTVGATCCGTAACCGATGT 

Aβ GCAGAATTCCGACATGACTCAG GCCCACCATGAGTCCAATGA  
ATF4 AGGCCATAGTACCCGCAAAC CCGCCTGTTTGTAAGCATCG 

  



 ۱۴۰۰ آبان، ۸، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
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  تحليل آماري: 

ها، از هجهت انجام محاسبات آماري داددر اين مطالعه تحليلي 
  استفاده شد. Graphpad prisma 6افزار نرم

 p< 0/05 گرفته  دار بودن اختلاف در نظرعنوان معيار معنيبه
  گرديد. گزارش (SD) انحراف معيار±ها بر اساس ميانگينشد. داده

  ي:ملاحظات اخلاق 
 اخلاق و منطبق تهيکم نيبا توجه به مواز ينکات اخلاق تيرعا

 هاي آزمايشــگاهيمدل هيدر مورد کل ينکيلســه يمنشــور اخلاق با
  (UOZ-GR-9618-5) .رساندن آزار صورت گرفت حداقل جهت به

  
  هايافته

ــت رفتاري و تغيير مورفولوژي تـأ  ــط تس ييد مدل توس
  چشم:

ــان داد هاي ميزان حافظه و يادگيري در مدل نتايج مطالعه نش
هاي مدلنسبت به  42hAβآميلوئيد بتاي انسـاني   داراييافته جهش
اســت  داشــته (P< 0.05( يکاهش معنادار )٢و  ١کنترل ( کنترل

که با اعمال شوک الکتريکي همراه با بو، در مرحله انتخاب، طوريبه
دهنده کاهش نشان که اندهاي مدل بيشـتر به سـمت بو رفته  مگس

ايجاد مدل آلزايمر تائيد و يافته هاي سرکه جهشيادگيري در مگس
  .)1Aباشد (شکل يم هامگسدر اين 

ــان داد    همچنين تخريب واحدهاي ميزان  نتـايج مطـالعـه نشـ
 42hAβآميلوئيد بتاي انساني  داراييافته هاي جهشدر مدل بينايي

دهنده نشــان کهاســت  داشــته افزايش هاي ســالممگسنســبت به 
يافته هاي سرکه جهشدر مگسآميلوئيد بتاي انساني  سميت بالاي

  .)1Bباشد (شکل يم هامگسلزايمر در اين ايجاد مدل آتائيد و 

 

OK)107-و  42βA-(UAS(ي کنترل هانمونهدر مقايسه با  42βA-107OKيافته نمودار تغييرات يادگيري در لاين جهش (A) ):١(شکل 

Gal4). * = P < 0.05 دهنده تفاوت با گروه کنترل است.نشان (B) حدهاي بينايي در لاين توجه تخريب وامورفولوژي چشم و ميزان قابل
 هاي سالم.در مقايسه با مگس 42βA-107OKيافته جهش

  
  
ييد اثرات سيستم کاهش دما در سنين پايين بر کاهش تأ

  :42hAβبيان و سميت نوروني 
ها تا ريزي مگسدر ده روز اول زندگي مگس بالغ (از زمان تخم

ــفيره)، مگس آمدنده روز پس از بيرون  ــل اول داز شـ ر هاي نسـ
نگهداري شــدند تا با کاهش دما بيان  گراديســانتدرجه  ۱۸محيط 

ــان داد کاهش دما  42hAβ ژن ــورتبهنيز کاهش يابد. نتايج نش  ص

ــحت عملکرد اين   42hAβداري بيـان ژن  معني را کـاهش داد و صـ
  ).2Aييد نمود (شکل تأسيستم کنترلي را 

ت تح ATF4يل اينکه ژن به دلرفت يمطور کـه انتظار  همـان 
نيست کاهش دما نيز تأثيري بر بيان  UAS-Gal4کنترل سـيستم  
در  شــدهمشـاهده ). کاهش 2Bها نداشـت (شــکل  اين ژن در مگس

ــم مگسبـه دل توانـد  يمبيـان اين ژن   ها يل کاهش کلي متابوليسـ
  يجه پايين آمدن دماي محيط باشد.درنت
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نمودار تغييرات بيان ) A(سمت چپ) و ( روزهدههاي درجه مگس ١٨و  ٢٤مربوط به دماهاي  آر يس يپ ميتا ليرمنحني ): ٢شکل (
نمودار تغييرات ) B( درجه است. ٢٤دهنده تفاوت با دماي نشان P < 0.05 = * هاي ده روزه.درجه مگس ١٨و  ٢٤آميلوئيد بتا در دماهاي 

ATF4  هاي ده روزه.درجه مگس ١٨و  ٢٤در دماهاي  
با افزايش  ATF4و  42hAβهاي تغيير در بيـان ژن عـدم 

 سن:
درجه  ۲۴ها به محيط اســتاندارد ( روزگي به بعد مگس ۱۰از  
ــانت ــن ( گراديس ــدند و اثر س روزگي) بر بيان  ۳۰و  ۲۰) منتقل ش

  بررسي شد. ATF4و  42hAβهاي ژن
ير معناداري در تأثفرآيند پيري  شوديمطور که مشاهده همان
ها در مگس 42hAβژن  ندارد و بنابراين بيان Gal4-UASسـيستم  

ها نسبت به سن با افزايش سـن تغييري نداشت، هرچند اين مگس 

ــان  ۱۸ي (دماي روزگده درجه) افزايش معنادار بيان اين ژن را نشـ
در بيان اين ژن  شـــدهمشــاهده ). کاهش اندک 3Aدادند (شــکل  

 هــامگس هــايپروتئينيــل اختلال کلي در بيــان بــه دلتوانــد يم
  سن باشد.يجه افزايش درنت

ير أثتفرآيند پيري از طرف ديگر نتايج اين بررسـي نشان داد،  
ــده به آلزايمر در مگس ATF4بيان ژن  معناداري بر هاي مبتلا شـ

 ۱۸ها نســبت به ســن ده روزگي (دماي نداشــت هرچند اين مگس
  ).3Bدرجه) افزايش معنادار بيان اين ژن را نشان دادند (شکل 

نمودار تغييرات بيان ) A(سمت چپ) و ( روزه بيست و سيهاي درجه مگس ٢٤مربوط به دماي  آر يس يپ ميتا ليرمنحني  ):٣شکل (
نمودار تغييرات ) B( دهنده تفاوت با سن ده روزه است.نشان P < 0.05 = ** روزه. بيست و سيهاي درجه مگس ٢٤آميلوئيد بتا در دماي 

ATF4  روزه بيست و سيهاي درجه مگس ٢٤در دماي .** = P < 0.05 دهنده تفاوت با سن ده روزه است.نشان 
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  بحث

ــ نقشو  ،ATF4 کيپومورفيه الل در  PERK/ATF4 ريمسـ
در  که يعنوان جهشبه ١٩٤٠بار در سال  نيتکامل مگس سرکه اول

جاد اختلال اي يرگيتکامل دوره شف يط نهيقفسه س بهسـر  اتصـال  
و  ينيدر لانه گز دهنده نقصنشان Nullشد. الل  فيتوص ـکند يم

مگس در  ATF4 يسيرونو ده،يا نيشدن لارو است. طبق ا رهيشـف 
ــرکه تحر ــلول را هاييهورمون کيسـ القا  زيرغدد درون هايدر سـ

راً يتوجه است که اخ. جالبشونديم ياندازکه باعث پوسـت  کنديم
 رندهيکننده گعنوان فعالبه ATF4نشان داده است که مطالعه  يک

Ecdysone يسيرا که در دگرد يهاي هدف متعددژن و کردهمل ع 
ــتنـد، کنترل م  ريدرگ  ATF4 نيپروتئ که ي. از آنجـائ کنـد يهسـ
ســنتز  eIF2αالقاکننده اســترس  ونيلاســيبدون فســفور تواندينم

 و استرس شبکه يسيدگرد نيب يمبهم ارتباطمشاهدات  نيشود، ا
 .)۲۳( فراهم کرد که هنوز کاملاً کشــف نشــده اســت يآندوپلاســم

روده بالغ سالم فعال است  ياديبن هايدر سـلول  PERK همچنين
ــلول ري، تکثPERKو بـدون   . ابدييروده کاهش م ياديبن هـاي سـ

 اليتلياپ ياديبن هايدر سلول PERK تيتوجه است که فعالجالب
بافت طول  نيدر ا PERKدارد و خاموش کردن  يمنف جيروده نتـا 

ــرکه را افزا ــان   ني. ا)24( ددهيم شيعمر مگس س ــاهدات نش مش
 و سالم فعال است يهادر بافت PERK/ATF4 ريکه مس ـ هدديم

بر اساس الزامات تکامل  ژهيو هايکه نقش مثبت در بافت ياز آنجائ
در  ياثرات منف توانديم ريمسفعاليت نامناسب اين  شود،يم نييتع
  .)۲۵( باشد داشته هابافت ريسا

ي کنترل هاروشبه بررســي  ۲۰۱۷بريگز و همکاران در ســال 
 هاآندر اختلالات شــبکيه و تخريب نورون پرداختند.  ATF4بيان 

سمي ها در شبکه آندوپلاينپروتئدريافتند که تاخوردگي غيرطبيعي 
ــدهشــناخته GRP78پروتئين چاپرون  لهيوســبه و موجب فعال  ش

ــير   ــدن مس ــبکه   جهيدرنتگردد. يم PERKش ــترس حاد ش با اس
فسفوريلاسيون  PERKکيناز  ستدنيپائي هاواسطهآندوپلاسـمي  

eIF2α   را ممکن و آن نيز فعــاليـتATF4  اين کنـد يمرا تنظيم .
هاي استرس رونويسي از چاپرون CHOPفاکتور به همراه پروتئين 

ــمت   ــمي را فعال و با مهار موقتي ترجمه به سـ ــبکه آندوپلاسـ شـ
 ).۲۶رود (يمبرقراري مجدد هومئوستازي سلولي پيش 

با تحريک  ATF4س شــبکه آندوپلاســمي، پس از ادامه اســتر
 ي نورونهاسلولپيام نادرست اتوفاژي، مهار ترجمه و پاسخ التهاب، 

ــمت فاز پيش  ــرکوب مداوم يمي هدايت آپوپتوزرا به س کند. با س
ن ممک آپوپتوزبا فعال شدن  هانوروني مرگ سـلولي  رسـان اميپاين 

 ي پارکينسون،شود و موجب اختلالات تخريب نورون مانند بيماريم
ــبکيه   ردد. گيمبيمـاري آلزايمر، بيماري هانتينگتون و تخريب شـ

طور و به شبکه آندوپلاسمي که استرس دهدينشان م ديشواهد جد
ــخ  در رييخاص تغ ــت در  تا نخورده نوروني نيپروتئپاس ممکن اس
فاکتور  باشــد. بر اين اســاس مؤثرشــناســي بيماري آلزايمر آســيب
ATF4 ،طتوساست و  تا نخوردهپاسـخ پروتئين   ريناپذييجزء جدا 

يش پ يســيفاکتور رونو انيو ب فعال شــبکه آندوپلاســمياســترس 
). آشــنايي کامل با  ۴(شــکل   کنديم ميرا تنظ CHOP يآپوپتوز

ــي    ــناس ــمي در علت ش ــبکه آندوپلاس ــترس ش نقش عملکردي اس
ــعـه اهداف درماني    ــتردهبيمـاري آلزايمر در توسـ ــيار  ترگسـ بسـ

 .)۲۷(است  هکنندکمک
نقش نوعي اسيد چرب در مرگ  ۲۰۱۸و همکاران در سال  اينو

ي ي نوروبلاستوماهاسلولسـلولي مرتبط با اسـترس اکسيداتيو در   
ــاني بيان کردند. همچنين ا ــيون   انس ــفوريلاس ــيد چرب فس ين اس

eIF2α  و افزايشATF4 و ســبب فعال شــدن   کندرا تحريک مي
مسـير پاسخ استرس اکسيداتيو و پاسخ استرس شبکه آندوپلاسمي  

 .)۲۸،۲۹( شوديم
ــال  کورونــا در  ATF4نيز نقش  ۲۰۱۸و همکــاران در ســ

ــان دادند که خاموش تحريک ــي کردند و نشـ پذيري نوروني بررسـ
ي هيپوکمــپ موش هــانورونبــه مــدت طولاني در  ATF4کردن 

ــود. يمي باعث افزايش فعاليت خود به خودي توجهقابل رطوبه شـ
باعث تنظيم بيان  ATF4اين مطـالعـات را در يک مدل که در آن   

Cdc42   (ــت ــلولي دخيل اس شــود يم(پروتئيني که در چرخه س
ــنهـاد دادند و    هانوروني ريپذکيتحرموجب تعديل  تيدرنهاپيشـ

ــال . در مطالعه ديگري ژو و همکاران د)۳۰شـــود (يم  ۲۰۱۷ر سـ
ــان  ــيآنتآنزيم  ATF4کـه   دادننشـ را تنظيم  HO-1 داني ـاکسـ

اين ترکيب  . اين آنزيم نيز باعث تمايز استئوبلاست ناشي ازکنديم
 .)۳۱شود (يمگياهي 

ي مگس سرکه سازمدلبا  ۲۰۱۷سـلاردو و همکاران در سـال   
مسئول پاسخ حفاظتي در برابر  هايژنبيان  ATF4نشان دادند که 

ــميت  ــف نقش کنديمميتوکندري تنظيم س ــاناميپ. اين کش  يرس
ATF4    ــان داد که ــون را نشـ يک  توانديمدر بيمـاري پـارکينسـ

شي نا آپوپتوزاستراتژي درماني جديد باشد. در پژوهشي ديگر مهار 
عملکرد مغز و مجدد  از استرس شبکه آندوپلاسمي موجب تحريك

نقش بسيار  باوجوداين پژوهش نشان داد که  .)۳۲(اعصـاب گرديد  
ــحيح  ATF4مهم  و هدف قرار دادن  هانوروندر حفظ عملکرد صـ

ــياري از  تخريب نورون، با  هايبيماريي هادرماناين فاکتور در بس
ايي شـبکه آندوپلاسمي در حذف قطعات آميلوئيد  افزايش سـن توان 

هدف از  جهيدرنت افتهيکاهش PERKاز مســير  شــدهانباشـته بتاي 
آخرين پاسـخ سلول   عنوانبه آپوپتوزمرگ سـلول و   ATF4ازدياد 



 و همکارانمريم غفاری   تراريخت بيماري آلزايمردر مدل  (PERK) فعاليت پروتئين کيناز مشابه رنا در شبکه آندوپلاسميسن و  نيارتباط ب
 

٦١٤  

مرتبط با بيماري آلزايمر  علائمو اين امر موجب شدت يافتن  اسـت 
 .)۳۲(شوديمو کاهش حافظه 

ــير  ۲۰۱۸و همکاران در ســال  مرکادو ــاناميپبا مهار مس ي رس
PERK  به نتايجي دست يافتند که در پي آن سطوح استرس شبکه

 ياهپروتئينو ســـطوح دوپامين و بيان  افتهيکاهشآندوپلاســـمي 
سـيناپس افزايش يافت. اين استراتژي در کاهش تخريب نورون در  

که  ه اســتمشــخص شــدهمچنين  ).۳۳بود ( مؤثربيماري آلزايمر 

هاي مختلف اي در مدلبيان پراکنده phagy -ERهاي دخيل درژن
  NPC1و  FAM134Bتنها افزايش دو ژنو  بيماري آلزايمر دارند

  ).۳۴( دارنداحتمالاً در بيماري آلزايمر نقش 
ــدهانجاممطالعه  اولين پژوهش در نوع خود بوده و هم ازنظر  ش

ــلاحکارگيري مدل به ــدهاص ــرکه و هم ازنظر  ش تراريخت مگس س
 فرددر فرآيند پيري مگس سرکه منحصربه ATF4بررسي بيان ژن 

  باشد.يم
 

  شده (آپوپتوز) سلولريزيي و القاي مرگ برنامهدر طي استرس شبکه آندوپلاسم PERKسازي مسير فعالدر  42hAβنقش  ):٤( شکل
 

  يريگجهينت 
کاهش دما در ده روز اول باعث کاهش بيان معنادار آميلوئيدبتا 

(P< 0.05)   از طريق کاهش فعاليت سـيستمGal4-UAS  .گرديد
بيان آميلوئيد بتا در مراحل  کـاهش  بـدين ترتيـب در اين پژوهش،  

ــن ده روزگي با قرار دادن اوليـه تکـاملي انجـام گرفت و پس ا    ز سـ

ــانتي  ۲۴در دمـاي   هـا مگس حـداکثر بيان   مجـدداً گراد درجـه سـ
آميلوئيد بتا مشـاهده شـد (القاي بيشترين ميزان سميت در سنين   

براي  شدهاسـتفاده  Gal4-UASبالاتر). نتايج نشـان داد سـيسـتم    
ه و در ير سـن قرار نگرفت تأثالقاي بيان آميلوئيد بتاي انسـاني تحت  

در مغز  42hAβيباً يکساني از تقروزهاي بيست و سي روزگي بيان ر



 ۱۴۰۰ آبان، ۸، شماره ۳۲دوره   پزشکيمطالعات علوم مجله 
 

٦١٥  

وقفه ده روز  ذکرشدههاي ها مشاهده گرديد. با توجه به يافتهمگس
ــاني مگس ــط اول در بيان آميلوئيد بتاي انس هاي تراريخته که توس

کاهش دماي محيط زندگي ايجاد شــد باعث شــد تا اثرات ســميت 
 هشددادهکاهش  هامگسرشد و تکامل  آميلوئيد بتا در مراحل اوليه

ها به ســن بيســت روزگي و حداکثر ســميت پس از رســيدن مگس
در  ATF4. تغييرات معنـاداري در بيـان   (P< 0.01)اعمـال گردد  

گراد ديده نشــد، هرچند کاهش در درجه ســانتي ۱۸و  ۲۴دماهاي 
ــت. بيـان اين فـاکتور طي     ۱۸بيـان اين ژن در   درجـه وجود داشـ

ست و سي زندگي مگس، در مقايسه با سطح بيان روز ده روزهاي بي
 >P) گراد) افزايش معناداري نشـــان داددرجه ســـانتي ۱۸(دماي 

ولي بين دو سـن بيسـت و سي تفاوت معناداري ديده نشد.    (0.01
گيري نمود فرآيند پيري توان نتيجهيمهاي فوق درمجموع از يافته

ــي در بيان  دارد و ممکن اســت ن موردمطالعهدر مدل  ATF4نقش
ــيرهاي ديگري  ــبکه  PERK جزبهمسـ ــترس شـ در تغيير در اسـ

آندوپلاسمي در طي پيري در بيماري آلزايمر نقش داشته باشند. از 
تواند يمييد نمود کاهش دماي محيط تـأ طرف ديگر اين مطـالعـه   

 القاشدههاي هزينه براي کنترل بيان ژنروشـي ساده و کم  عنوانبه
هاي سرکه تراريخت استفاده در مگس Gal4-UASتوسط سيستم 

  گذارد.يم هاژنير کمتري بر کاهش ساير تأثشود و 
  

  تشکر و قدرداني
ــگاه زابل در انجام اين پروژه  ــندگان از حمايت مالي دانش نويس

ــکر و قـدرداني را ابراز مي   نمـاينـد. اين پژوهش بـا کد    کمـال تشـ
UOZ.GR9718-13  است.توسط دانشگاه زابل حمايت گرديده  
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Abstract 
Background & Aims: Alzheimer’s disease (AD) is the main form of dementia and neurodegenerative 
disorder among the elderly. In this study, we evaluated the activation of protein kinase RNA-like ER 
kinase (PERK) by monitoring the expression patterns of activating transcription factor 4 (ATF4) during 
aging in a transgenic Alzheimer's model. 
Materials & Methods: The human beta-amyloid (hAβ42) mutant gene was expressed in Drosophila by 
GAL4/UAS system and male flies with UAS-Aβ42 were mated with elav-GAL4 or Ok107-GAL4 female 
to model AD. The model was confirmed by assessment of performance learning index (PLI) of larvae 
from first-generation (Ok107) and adult fly’s eyes structure (elav). The expression of ATF4 was evaluated 
on the 10th, 20th, and 30th days by real-time PCR. 
Results: The AD model was confirmed by decreasing PLI of larvae (p < 0.05) and degeneration of fly’s 
eyes structure (p < 0.01). We declined the activity of the GAL4-UAS system by temperature reduction 
(18 °C) in the first 10 days to decrease neurotoxicity and expression of hAβ42 (p < 0.05) and have the 
relevant model with maximum toxicity in the adult brain. Expression of ATF4 was similarly upregulated 
(p < 0.01) in both ages (20 and 30) of the model flies compared to the control group. 
Conclusion: Given that hAβ42-induced over-expression of ATF4 is the same in different age periods 
and because PERK signaling is the main source of ATF4 expression, we could conclude that aging is 
unable to influence the activation of PERK signaling in our model. Further complimentary molecular 
studies will warrant the possible effects of aging in the activation of other unfolded protein response 
(IRE1 and ATF6) pathways during AD. 
Keywords: Alzheimer’s disease, Drosophila melanogaster, Human beta-amyloid, ATF4 
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