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Abstract* 

Introduction: ROMK channel is localized on the apical membrane of nephrons. Recent studies suggest that 

endocytosis of ROMK channels is important for regulation of K+ secretion in cortical collecting ducts. In this study, the 

effect of S362A mutation is examined on the membrane turnover and stability of ROMK2 channel when expressed in 

Xenopus laevis oocytes. 

Methods: oocytes were isolated by standard protocols using collagenase (Type 1A). Mutations of the cytoplasmic 

termini of ROMK2 were performed using the quik-change approach for site-directed mutagenesis. 

Xenopus oocytes were injected with cRNA encoding ROMK2 or S362A mutant 3 days prior to treatment with 

Brefeldin A added to the OR3 medium (+BFA) at the concentration of 25 µM or ethanol as BFA vehicle (-BFA). BFA 

inhibits the insertion of new proteins into the cell membrane. Two-electrode voltage clamp (TEVC) was used to 

measure oocyte ROMK-dependent currents and membrane potential. Data was analyzed using Student’s t-tests or 

ANOVA as appropriate. 

Results: Incubation of oocytes expressing ROMK2 channels in 25 µM BFA caused a reduction in the currents and 

membrane voltage. In oocytes expressing the S362A mutant, there was no decay in current and membrane voltage after 

48 hours incubation with BFA at 25 µM. The fractional current for ROMK2 at 48h following treatment of oocytes with 

BFA was 0.24 ± 0.05 (n=24), which was significantly different from S362A mutant (0.96 ±0.05, n=24). 

Conclusion: These results show that the S362A mutation increases the general stability of ROMK and renders the 

protein resistance to endocytosis. This is consistent with the idea that there is an interaction between the C-terminal of 

ROMK2 and components of the endocytotic pathway. A functional PDZ domain (the S-E-V) plays a key role in 

determining the stability of ROMK. 
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 در اثر ROMK2 (Kir1.1b) كانال پتاسيمي آندوسيتوزمتوقف شدن روند

 Xenopus laevisهاي درغشاء اووسيت S362A موتاسيون

سعيد حاجي هاشمي
*

 شكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اراك، اراكگروه فيزيولوژي ،دان

87بهمن2: پذيرش87دي23: بازبيني87تير26: دريافت

حاجي هاشميموتاسيون موثر بر آندوسيتوز كانال پتاسيمي

 چكيده

ازهاي مختلف ايزو فورم.اند ر گرفتهقراهاي كليه سلولدر غشاء راسي ROMKهاي پتاسيمي كانال:مقدمه در در قسمت ROMKل پتاسيمي كاناي و هاي انتهـاي نفـرون

در مجـاري+Kبـراي ترشـح ROMKهاي پتاسيمي كانالكه آندوسيتوز اند نشان دادهتحقيقات. بر عهده دارند را+K يون ترشح كه وظيفهاند شناسايي شدهمجاري جمع كننده 

مو.باشدمي نقش مهمي داراجمع كننده   بـر روي اندوسـيتوز)با اسيد آمينه آلانـين 362جايگزين كردن اسيد آمينه سرين در جايگاه شماره( S362Aن تاسيودر اين مطالعه اثرات

.بررسي گرديده است اووسيت غشاءدرپس از بيان ROMK2 كانال پتاسيمي

پ:ها روش به Xenopus laevisهاي اووسيت وهش تجربيژ در اين ايجاد موتاسيون در انتهاي كربوكسيل كانـال ا گرديدند و جهتجد روش استانداردبا استفاده از كلاژناز

هـا اووسـيت بـه كـرد كـد مـيرا S362Aموتاسيونو ROMK2كهاي  cRNA.ايجاد موتاسيون زاي مستقيم گرديد تغيير سريع ايجاد با استفاده از روش ROMK2پتاسيمي 

بـه ميكرومـولار يـا اتـانول25به مقدار هاي ساخته شده به غشاء مهار كننده انتقال پروتئين)BFA+(Aبرفلدين به محيط كشت) زمان صفر(پس از گذشت سه روز.تزريق شد

و ROMK2هـاي پتاسـيمي ط بـه كانـال يوني مربـو هاي با استفاده از تكنيك ثابت نگه داشتن ولتاژ با استفاده از دو الكترود جريان. گرديداضافه)- BFA)BFA حلالعنوان 

.اندازه گيري گرديد  S362A موتاسيون

كه يافته:ها يافته  ROMK2 هاي پتاسيمي بدون موتاسيون بر خلاف كانال S362Aموتاسيونبا ROMK2 هاي پتاسيمي كانالپتاسيم از جريان يوني مقدار ها نشان داد

ا ROMK2براي. داري پيدا نكرد معني كاهش BFAميكرو مولار25 محلولانكوبه شدن در پس از  بودنـد ميـزان كسـر  BFAسـاعت تحـت تـاثير48ها ز اينكه اووسيتپس

± 0.24 جريان برابر با 0.05 (n=16) بود.

بـه PDZقسـمت داخلـي ناحيـه. دهدمي نشانرا S362Aايجاد موتاسيون بعد از غشاءدر ROMK2هاي پتاسيمي كانالاين نتايج افزايش پايداري وثبات:گيري نتيجه

س ترتيب با اسيد .دارد خالتددر غشاء سلول ROMK2 هاي پتاسيمي كانال و آندوسيتوز در تعيين پايداري) S-E-V( والين-گلوتاميك اسيد–رين هاي

 PDZناحيه ، S362A ،BFA، موتاسيون ROMK2:هاي كليدي واژه

�مقدمه

تركيب شيميايي مايعات بدن بـا دفـع مـواد زائـد متابوليـك

 

 hajihashemi@hotmail.com: نويسندة مسئول مكاتبات*

���� ���	
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آبو نگهدا دفعيهاي اندام توسط و،ري مقادير متناسبي از  نمك

هاي مسـئول نگهـداري ها اندام كليه. شود مواد غذاي تنظيم مي

هـاي واحـد هـا نفـرون. حجم و تركيب يوني مايعات بدن هستند

و ه كليهدر عملي ساختماني هـا اپيتليوم نفـرون كردعمل.ندستها

و ها و ليپيده پروتئيننحوه قرار گرفتن به   اي آن درغشـاء راسـي

ودر غشـاء راسـيها پروتئين اين. جانبي بستگي دارد-اي قاعده
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كهمي نامتقارن توزيعها به صورتي سلول جانبي-اي قاعده شوند

ن ايـ با وجود آندوسيتوز مداوم به كمك تداخل با اسكلت سـلولي 

 ROMK كانال پتاسـيمي.]13،4[ گردد حالت نامتقارن حفظ مي

انتهـاي مختلـف هـاي بخـش ايزو فورم مختلف در به شكل سه

و انـد شناسايي شـده در مجاري جمع كننده همچنينوها نفرون

 محـل. را بـه عهـده دارنـد هـا در ايـن قسـمت+K يـون ترشح

ــرفتن ــالقرارگ ــيمي كان ــاي پتاس ــي ROMKه ــاء راس در غش

مطالعـات اخيـر.]21[ اسـت مشـخص گرديـده هاي كليه سلول

 ROMKپتاسـيمي هـاي كانـال است كـه آندوسـيتوز نشان داده

تـاثير دارد در مجاري جمـع كننـده+Kيون تنظيم ترشح رويبر

]12،19،23[.

ك ننـده تعادل ديناميكي بين روندهاي اگزوسيتوزي جايگزين

هـاي تعـداد كانـال هـا،آنهاي ساخته شده و آندوسـيتوز پروتئين

را ROMKپتاسيمي  اخيـرا.كنـد مـي تعييندر غشاء پلاسمايي

Wang ــد كــهشو همكــاران مــوش هــاي در كليــه نشــان دادن

رژيـم مقـدار راسـي بـا غشاءهاي پتاسيمي تعداد كانال صحرايي

مي داراي در اين حيوانات پتاسيمدريافت  دباش رابطه اي معكوس

از1پـچ كلامـپ هـاي درثبـت تعداد كانال هاي پتاسـيمي.]18[

مــوش صــحرايي، ) CCDs(هــاي مجــاري جمــع كننــده ســلول

در ROMK1يها كانالهمچنين  هـا اووسـيت غشـاء بيان شـده

م لـي توسـطو يافـت افزايش مـي هار گران تيروزين كينازتوسط

اسـتفاده از مهـار. يافـت مـي هار گران تيروزين فسفاتاز كاهشم

آندوسيتوز اثـرات تيـروزين كينـاز و فسـفاتاز بـر روي هايهكنند

 ـتعداد و فعاليت  دكـر مـي ممانعـترا هـاي پتاسـيمي ن كانـال اي

]12،19،3،10[.

دريافـت غذاي رژيمبهمجاري جمع كنندهدرترشح پتاسيم
 

1. Patch Clamp 

هـاي كانـال مكانيسـم آندوسـيتوز وابسته است و توسـط پتاسيم

ROMK دريافت پتاسيم فعاليت تغيير دررژيم. شودتنظيمcSrc 

ميتيروزين كيناز و تير دهد كه بـه وزين فسفاتاز مربوطه را تغيير

 پتاسـيمي هاي وز و يا اگزوسيتوز كانالميزان آندوسيتبر نوبه خود 

وابسـته بـه وابسـته و غير آندوسيتوز به دو صورت. گذارد تاثير مي

مياز غشاء پلاسمايراها كلاترين پروتئين با وجـود.]7[ دارد بر

مطالعات گسترده الكتروفيزيولـوژي انجـام شـده بـر روي كانـال 

بـ هنوز ROMKپتاسيمي  هـاي اره مكانيسـم اطلاعات كمي در

و به غشاانتقال دهنده  و)trafficking(داخل سلولي هاي خارج

توسط قابل انكاري شواهد غير. غشائي آن وجود دارده شدن مبادل

Zeng آندوســيتوزكانال كــه اســت شــدهگــزارش همكــارانشو

2نهاي پوشـيده بـا كلاتـري ازطريق وزيكول ROMKپتاسيمي 

)CCVs (مي هاي آمينـهيدنقـش اسـ همچنـينودهـد را نشان

 ROMK (Kir1.1)هاي پتاسيمي كانالناحيه انتهاي كربوكسيل 

 ناحيـه هـاي پـروتئين.]23[كنـد در اين روند مشـخص مـي را

PDZكه با داردراكربوكسيل هاي انتهاي قابليت اتصال به توالي

 انسان وجونـدگان تـواليدر.دنماينميهاي هدف تداخل پروتئين

ــيد ــه اس ــاي آمين ــاي ه ــ انته ــال ه ــيل كان ــاي اي كربوكس ه

به مقدار زيادي در طول تكامـل حفـظ شـده ROMKsپتاسيمي

 كه محل قرارگيـري هستند ) motifs( و داراي چندين الگو است

را در داخل غشاها كانال اين مي ها  از جملـه).1شكل( كند تعيين

ــوي ــك الگ ــري (YDNPNF) ي ــوي درون ب ــا الگ ــه ب (3ك

(Y/F)(D/E)MPهاي غشايي كـه از طريـق از پروتئين بسياري

CCVs مي .]11[ شوند به صورت هومولوگ است به داخل برده

در( S362A موتاسيون جايگزين كردن اسيد آمينه سرين

در)با اسيد امينه آلانـين 362جايگاه شماره  يـك موتاسـيون

در حالت طبيعي اسيد امينـه. استPDZ قسمت داخلي ناحيه 

باشــد ولــي كننـده مــي سـرين داراي اثــرات فسفوريلاســيون 

داراي اثرات دفسفوريلاسـيون S362Aموتاسيون ايجاد شده 

موتاسـيون اثـرات دفسفوريلاسـيون كننـده.باشـد كننده مـي 

S362A كانال پتاسيمي پايداري بر رويROMK2 هنگـام 

نشده ها هنوز مشخص در غشاهاي سلولي اووسيت بيان شدن

 تــا نقــشايــن تحقيــق آزمايشــاتي انجــام گرفــترد. اســت

2. Clathrin-Coated Vesicles (CCV’s) 
3. Internalization motif 

هاي كربوكسـيل انسـان، مـوش صـحرايي و مـوش هاي آمينه انتها اسيد-1شكل

را نشـان) پـر رنـگ شـده(مورد قبول واقع شده براي درون بري بواسطه كلاتـرين

و با خط زير(IIكازئين كيناز. دهدمي ني حضـوردر تـوالي انسـا آن مشخص شـده

لغات پر رنگ شـده. نشان داده شده است) به صورت ايتاليك( PDZاتصالو)ندارد

.همپوشاني داردIIاست كه با توالي كازئين كيناز PDZنشانگر توالي محل اتصال

Sمشخص شده با ستاره به سرين موقعيتS362 مي .دهد را نشان
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در 362و اسيد آمينـه سـرين جايگـاه S362Aموتاسيون را

ي مشـخصيدر غشا پلاسما ROMK2كنترل فعاليت عملي 

.نمايد

ها مواد و روش

حيوانـات مـاده و بـالغ. باشـد اين مطالعه از نوع تجربي مـي

Xenopus laevis از شركتBlades Biologicals خريـداري

در. گرديدند آب بـا محتـوي پلاسـتيكي تانك هـايونحيوانات

و12در شـرايط 23ºC -19درجـه حـرارت  12سـاعت تـاريكي

ميساعت روشنايي در. شدند نگهداري به طور خلاصه حيوانـات

قـرار 7.80 برابـر pHبـا%12محلول بيهـوش كننـده تـرايكن 

از. گرفتند بـا جـدا كـردن سـر و تخريـباتحيوانيبيهوشپس

كـهي پروتكـل اسـتاندارد بـه روش.ندطناب نخاعي كشته شـد 

هـا و همكارانش توصيف شـده اسـت اووسـيت Cooperتوسط 

هـا همه محلول.]8[ و نگهداري شدند جدا تحت شرايط آسپتيك

اسـتريل µm 0.2با عبوراز فيلترهاي با قطر منافذ مورد استفاده

لـوب هـاي تخمـدان جـدا شـده و بـه خلاصـه صـورتب. شدند

1هاي به اندازه تقريبي تكه cm ×1 cm × 0.5 cm بريده شدند

و ميلي50به داخل لوله هاي كشت سپسو ليتري منتقل گرديد

بـه (Rotatest R100, Luckham)بر روي يك شـيكر افقـي 

) Ca2+ ND96 -0(ت يك ساعت در محلـولي فاقـد كلسـيم مد

قرار داديم و هر ده دقيقه محلول آن را با محلـول تـازه تعـويض 

 محتــوي2ر در محلــول فاقــد كلســيمهــا دوبــا اووســيت.كـرديم 

2 mg/ml كلاژناز(Type 1A) دقيقه قرار داديـم20مدتبه .

و VIوVهاي سالم در مراحل اووسيت شـكل با توجه به قطـر

و ها در زير ميكروسـكپ آن در محلـول شناسـايي و جـدا شـدند

OR3 ــرارت ــه حـ ــا درجـ ــرداون در18oC بـ ــاتور سـ  نكوبـ

(LMS: Jencons Scientific Ltd) از. نگهداري شـدند پـس

 هـاي مختلـف، بـراي غلظـت پاسـخ-بدست آوردن منحني دوز

cRNA 1به مقدار ng50ييدر حجم نها nl و تزريـق گرديـد

بـا اسـتفاده از.آب تزريق گرديـد nl 50هاي كنترل به اووسيت

) TEVC(تكنيك ثابت نگه داشتن ولتاژ با استفاده از دو الكترود 
 

1. Tricaine methansulfonate 

2. 0 - Ca2+ ND96 

 ROMK2 هـاي پتاسـيمي مربوط به كانـالمپتاسي جريان يوني

 قـبلا همكارانشو Gurdon.گيري گرديد اندازه موش صحرايي

، in vitroبـه صـورت cRNAاند كه بـدنبال تزريـق نشان داده

از چند برابر سطح همان نـوعتا cRNAها از روي الگو اووسيت

ميپروتئين با منشاء داخلي پروتئين ل ين سيگناابنابر. كنند سازي

ايجاد مي شود به طور مشخص نتيجه با بيان پروتئين بزرگي كه

.)9( باشدمي cRNAتزريق 

غشاء اووسيت توسط دو الكترود، TEVCبر اساس تكنيك

و ديگـري بـراي) الكتـرود ولتـاژي(ژيك الكترود براي ثبت ولتا

مي) الكترود جريان(جريان تزريق پتانسيل غشاء بـه. شود سوراخ

با ولتاژ مورد درخواست توسط الكترود ولتاژي ولتاژ دنبال دريافت

با مقايسه مي تزريق جريـان بـه شود و اختلاف بين اين دو مقدار

آزمايشات ولتاژ كلمـپ بـا اسـتفاده از آمپلـي فـاير. رسد صفر مي

500B Clamp-Gene (Axon Instruments, Foster 

City, CA, USA) از داده. انجام گرفت نرم افـزار ها با استفاده

Clampex (pClamp, Axon Instruments, version 6) بر

مجهز شده به يك مبـدل آنـالوگ بـه IBMروي يك كامپيوتر

ــال ــت (Digidata 1200, Axon Instruments) ديجيت ثب

 Warner Instrumentsهـا اووسـيت استاندارد اطاقك. گرديدند

Inc.) RC-3Z مكـش محفظـه كـه خـلاء يك پمپبه متصل

5ميـزان. اسـتفاده قـرار گرفـت سيت را تامين مي كرد مورد اوو

هـا در هـر دقيقـه بـر روي اووسـيت ND96محلول از ليتر ميلي

ــرريز مــي ــد س ــين. ش ــه زم ــل ب ــرانس متص ــرود رف ــيم( الكت س

(Ag/AgCl اطاقك قـرار درون در داخل محلول پرفيوژن كننده

اي يشهشهاي مويينه از لوله ي ولتاژي و جريانالكترودها. گرفت

ــيليكات بـــا ــي 1.5mmقطـــر خـــارجي بروسـ  و قطـــر داخلـ

0.86 mm)(GC150F-15 Harvard Apparatus ــه تهي

 پــولر عمــودي بــا اســتفاده از ميكــرو الكتــرودگرديــد كــه مــي

(Microelectrode puller PP-83: Narishige, Japan) 

با الكترود. شدندميكشيده مـولار پـر3كلرور پتاسيم محلول ها

و شدن مي MΩ 2.5 – 0.5 بـين هاي بـا مقاومـت الكترود تنهاد

.براي ثبت هاي داخل سلولي مورد استفاده قرار گرفتند

درجه نسبت به سطح اووسـيت45ها با زاويه ميكروالكترود

قبـل از وارد. نـد گرديد هـا وارد مـي به آرامي به درون اووسـيت 

مي كردن ميكروالكترودها آن .دندشـ ها با الكترود رفرنس صفر
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گرفـت كـه هـر دو الكتـرود هنگامي انجـام مـيها گيري اندازه

رايولتاژ .دادنـد نشـان مـي و جريان، پتانسيل غشائي يكساني

 گرديد آمپلي فاير از حالتمي هنگامي كه پتانسيل غشائي ثابت

Setup mode به وضـعيت Voltage Clamp mode تغييـر

دريپتانس ابتدادر.شدميداده   نگـاه داشـته ابـتث mV 50-ل

 بـه انـدازه mV 100+تـا mV -120ازولتاژ شد و سپس مي

20 mV مي در ms 50شد و به مـدت در هر مرحله تغيير داده

 شد و بـين هـر مرحلـه ولتـاژ بـهمي نگاه داشتهثابت هر ولتاژ

-50 mV مي هر. شـد بر گردانده هـا ايـن ثبـت كـدام از بـراي

و بار تكرار مـي5پروتكل  هـا متوسـط سـيگنالس سـپ گرديـد

كانـال هـاي مسـدودكننده بـاريم بـه عنـوان.شدميمحاسبه 

مي TEVCدر مطالعات 2ROMKپتاسيمي  . شـد به كار برده

با محلول كنترل ) I-V( جريان–بعد از ثبت نمودن رابطه ولتاژ

ND96 محلــول ،ND96 5حــاوي mM ازBaCl2بــر روي

از ها جريان مي يافت تا اين كه جريـان اووسيت يـون پتاسـيم

مي 2ROMKهاي كانال و كاهش پايـدار حالـتيكبه يافت

ثبـت مـي ) I-V( جريـان–در اين حالت رابطه ولتاژ رسيد مي

به.دگردي عنـوان مهـار كننـده ميلي مـولار بـه5ميزان باريم

بـه كـار TEVCدر مطالعات 2ROMKكانال هاي پتاسيمي 

كانـال پتاسـيمي cRNAپس از تزريـق بنابراين اگـر.شدبرده 

استفاده از اين ماده بعنوان مهار كننـده كانـال.مي گرديدبيان 

در غير. دادميرا كاهشها از اين كانال بايد ميزان جريان يوني

ثبت شده مربوط به اين نوع كانال يوني اين صورت اگر جريان

 ايـن پروتكل آزمايشـات بـه.تغييري نداشتميزان جريانودنب

كه cRNAبود كه صورت را كد مي كـرد سـه ROMK2اي

ــول  ــرار دادن درمحل ــل از ق ــفر( BFAروز قب ــان ص ــه) زم ب

 OR3 مخصـوص ها تزريق مي شد و درمحيط كشـت اووسيت

مي. گرديد انكوبه مي  گرديد در زمان صفر محيط كشت تعويض

به و اووسيت  محلـول حـاوي OR3 مخصوص محيط كشتها

BFA )+BFA ( محـيط كشـتبهيا ميكرومولار25به مقدار 

OR3 حلالبه عنوان(اتانولزابا همان حجم BFA ( منتقـل 

25بـا دوز نتايج تحقيقات قبلي نشان داده بودكـه.ندگرديد مي

هـاي يـوني پتاسـيم از كانـال ميزان جريـان BFA ميكرومولار

h[هـا در تمامي زمـانها به علت كاهش تعداد كانال پتاسيمي

داري پيـدا به شدن كاهش معنـيوپس از انك]24،3،6،12و 48

در mM 15بـه صـورت BFAمحلـول اسـتوك.]1[درك مي

اسـت كـهاي مـاده BFA.اتانول به عنوان حلال تهيه گرديـد

به (ER) هاي ساخته شده از شبكه آندوپلاسمي انتقال پروتئين

هـاي جديـد بنابراين پروتئين. نمايد دستگاه گلژي را مسدود مي

كـاهش درتعـداد. شـود لول اضافه نمـيس ساخته شده به غشاء

آن كانال هـا هـاي پتاسـيمي نشـان دهنـده ميـزان آندوسـيتوز

ك باشد مي از انالزيرا اين به صورت مداوم با عمـل آندوسـيتوز

دوره آزمايشات محـيط كشـت درطي. شوند غشاء بر داشته مي

در همـه.گرديـد هر روز بـا محـيط كشـت تـازه تعـويض مـي 

ي توسط دكترياهدا( 2ROMK  -pTLNد آزمايشات از پلاسمي

Copper Gordon (در. استفاده گرديد براي ايجاد موتاسـيون

 موش صـحرايي ROMK2انتهاي كربوكسيل كانال پتاسيمي 

زاي ايجـاد موتاسـيون تغييـر سـريع ايجـاد با استفاده از روش

يــك  S362A موتاســيون. گرديــد مــي در جايگــاه مســتقيم

ن توليـد بـا ايـن روش PDZاحيـه موتاسيون در قسمت داخلي

از. گرديد به صورت MLU Iدر همه موارد پلاسميد با استفاده

و مـي خطي تبديل  SP6 RNAتوسـط آنـزيم cRNAگرديـد

ميزان كسر جريان با اسـتفاده از ميـزان گرديد پليمراز توليد مي

5كاهش جريان توسط  mM ازBaCl2 در مقايسـه بـا مقـدار

ا .گيري گرديد ستفاده از رابطه زير اندازهجريان در زمان صفر با

I-IBa/I0= كسر جريان

ميكه بيا در ايـن.باشد نگر خوبي از كاهش مقدار جريان

ساعت انكوبـه شـدن48مقدار جريان پس از گذشتI رابطه

پس IBaو BFAدر محلول  كاهش مقدار جريان توسط باريم

 I0و BFAسـاعت انكوبـه شـدن در محلـول48از گذشـت 

مقدار جريان ثبت شده در زمان صفر قبل از انكوبه شـدن در

مي.باشدمي BFAمحلول   دهـد كه اين رابطه به خوبي نشان

در ساعت تعداد كانـال48از گذشت اگر پس هـاي پتاسـيمي

غشاء اووسيت كاهش يافته باشد مقدار كسر جريـان كـاهش 

در صورت عدم كاهش جريان مقدار كسر جريان برابر. ابد مي

.شود با يك مي

براي. است ارائه شده SDنتايج به صورت ميانگين همراه با

ــايج  ــه نت ــه ANOVAمقايس ــاو) Tukey’s test(يكطرف  ي

t-tests شد دانش آموزي %5دار بودن سطح معني. به كار برده

. باشد مي
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ها يافته

در هـا اووسـيت انكوبـه كـردن نتايج اين تحقيق نشـان داد كـه

هـاي از طريـق كانـال ميزان جريان BFAمولار ميكرو25محلول

 BFAميكرومـولار25بـا دوز.داد مـي كاهش ROMK2پتاسيمي 

كـاهش پس از انكوبه شدن]24وh48[يها ميزان جريان در زمان

مي معني پـس از اينكـه ROMK2بـراي.)2شـكل( كند داري پيدا

بودند ميـزان كسـر جريـان BFAساعت تحت تاثير48ها اووسيت

± 0.24 برابر با 0.05 (n=16) ميزان جريان2شكل.)5شكل(بود 

را دو عدد اووسيت از اين سري از آزمايشـات يوني پتاسيم مربوط به

در48از پس ارBFA ميكرومـولار25 محلـول ساعت انكوبه شدن

ميـزان كاهش سطح نتايج نشانگر5با توجه به شكل. دهد نشان مي

.باشدميحساس به باريم يوني پتاسيم جريان

از الكتروفيزيولوژيك جريان يـون ثبت كانـال هـاي پتاسـيم

هـا اووسـيتدر كـه S362Aموتاسـيونبا ROMK2پتاسيمي 

درشد بيان مي h48مدت زماندر BFAند پس از انكوبه شدن

در ميـزانرا داري معنـي ميكرو مولاركـاهش25در غلظت24و

ثبـت نمودارهـاي. نشـان نـداد پتاسـيمي جريان يوني اين كانال 

را بيـان S362Aجريان از اووسيت هاي اسـت كـه موتاسـيون 

از كرده شـكلدر BFAساعت انكوبه شدن در حضور48اند بعد

از.داده شده استنشان3 در48بعد  BFAساعت انكوبـه شـدن

بود وكاهشي در ميـزان 0.050.96±ميزان كسر جريان برابر با

.)5شكل(نشد جريان ديده 

هـاي هـا كـه بـه تعـداد كانـال پتانسيل استراحت غشاء اووسيت

هر دو گـروه در بستگي دارد در طول آزمايشاتROMK2 پتاسيمي

ــول از اووســـــيت ــده در محلـــ ــاي انكوبـــــه شـــ  داراي هـــ

BFA (+BFA)محلول فاقدوBFA -BFA) (گيري گرديد اندازه .

كا دهـد اووسـيت چنان كه نتايج نشان مي  نـال پتاسـيمي هـاي كـه

ROMK2 مي سـاعت از انكوبـه48كردنـد بعـد از گذشـت را بيان

داري در پتانسـيل اسـتراحت كـاهش معنـي BFA شدن در محلول

انكوبـه BFAهاي كه در محلول فاقد غشاء را در مقايسه با اووسيت

هـاي كـه موتاسـيون در اووسـيت دادنـد ولـي گرديدند را نشان مـي 

S362A مي در را بيان داري بـين ايـن اين زمان اختلاف معنيكنند

.)4شكل(قرار نگرفتتند BFAدو گروه وجود نداشت و تحت تاثير 

.دهـد را نشـان مـي  ROMK2بـر روي كانـال پتاسـيمي BFAاثـر-2شكل

درحضـور و عـدم حضـور Xenopusازدو اووسـيت A-Dهاي ثبت شدهمنحني

5mMهـاي منحني( از كلرور باريم در گروه كنترلBوA(از 48و گـروه بعـد

را نشـان)CوDهـاي منحني( BFAازµM 25ساعت انكوبه شدن در حضور

از همـان اووسـيت را نشـان) I/V( ولتـاژ- منحنـي جريـانE نمـودار. دهدمي

.دهدمي

ROMK2- S362Aبر روي كانال پتاسيمي موتاسيون يافته BFA اثر-3شكل

ودر Xenopusازدو اووسيت A-Dهاي ثبت شده منحني. دهدرا نشان مي حضـور

و گـروه)AوBهـاي منحنـي( از كلرور باريم در گروه كنتـرل  5mMعدم حضور

از S362Aداراي موتاسون ازµM 25سـاعت انكوبـه شـدن در حضـور48بعـد

BFA)هاي منحنيDوC(نمـودار. دهـد را نشان مـي Eولتـاژ-منحنـي جريـان

)I/V (مي .دهد از همان اووسيت را نشان

و ROMK2 هـاي كـه گيري شـده در اووسـيت پتانسيل استراحت اندازه-4شكل

48را پـس از مـدت BFAاند درحضـور و غيـاب را بيان كرده S362Aموتاسيون

* (n = 24)دهدساعت نشان مي = P < و 0.001 ايـن نتـايج افـزايش پايـداري

نشـانرا S362Aء با ايجـاد موتاسـيون غشا ROMK2هاي پتاسيميثبات كانال

هـاي در تعيـين پايـداري كانـال S-E-Vه با اين عقيده توافـق دارد كـهك، دهدمي

.نقشي به عهده دارد ROMKپتاسيمي
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و ROMK2 هـاي كـه گيـري شـده در اووسـيت انـدازه كسـر جريـان-5شكل

48را پـس از مـدت BFAاند درحضـور و غيـاب را بيان كرده S362Aموتاسيون

* (n = 24).دهدساعت نشان مي = P < و 0.001 اين نتـايج افـزايش پايـداري

نشـانرا S362Aسـيون غشاء با ايجـاد موتا ROMK2هاي پتاسيمي كانالثبات

.دهدمي

 بحث

با توجه به عدم كاهش نتايج به دست آمده در مطالعه حاضر

هـاي كانـال ميزان جريان كه نشان دهنده عـدم كـاهش تعـداد 

موتاسيون يافتـه در غشـاء اووسـيت اسـت ROMK2پتاسيمي 

نتيجه گرفت كه اين قسمت از كانال در آندوسيتوز شدن توان مي

را بـر هـم كـنش تـوان مـي. اين نوع از كانال دخالت دارد هـاي

هاي و نحوه بيان پروتئين كه ممكن است چگونگي كردپيشنهاد 

. دهـد در كليه را تحت تاثير خود قرار مـي ROMK2 هاي كانال

ون را كانـال پتاسـيمي حالـت دفسفوريلاسـ S362Aموتاسـيون

هـاي يـوني ثبـت شـده از بيـان ميـزان جريـĤن. كنـد تقليد مـي 

 ي موتاسـيون يافتـه هـا وكانـال ROMK2هاي پتاسـيمي كانال

S362A هـا،تگيري شده غشاء اووسي و پتانسيل استراحت اندازه

هـاي پتاسـيمي افزايش پايداري و متوقف شدن اندوسيتوز كانـال 

مي S362Aموتاسيون يافته  كه نشان.)5و4كلش( دهد را نشان

هـاي در پايـداري و آندوسـيتوز كانـال S-E-Vدهد كه توالي مي

اين جايگاه بـه در شرايط طبيعي. نقش دارد ROMK2پتاسيمي 

كــه حالــت S362Aموتاســيون. باشــد صــورت فســفوريله مــي

.دفسفوريله را تبعيت مي كند نسـبت بـه آندوسـيتوز مقـاوم بـود 

ايــن جايگــاه از طريــق تــوان نتيجــه گرفــت كــه مــياين بنــابر

. ها را تنظـيم نمايـد تواند آندوسيتوز اين كانالميفسفوريلاسيون 

در ايـن ناحيـه ROMK2هاي كانالاختلال در فسفوريلاسيون

وضـعيت. گـردد سبب ايجاد مقاومت نسـبت بـه آندوسـيتوز مـي 

تعـداد ROMK2 هاي كانالفسفوريلاسيون يا دفسفوريلاسيون 

مي هاي پتاسيمي فعال كانال نمايد با توجـه بـه در غشاء را تعيين

باشـد مـي IIاين كه فسفوريلاسيون وابسته به كازيين كيناز نوع 

ميبنابر را پايداري پروتئينتواند اين تحت تـاثير به اين صورت ها

 BFAتحقييقـات قبلـي نشـان داده اسـت كـه.]22[ قرار دهـد 

در CCVاي است كـه بـر روي رونـد آندوسـيتوز از طريـق ماده

تحقيـق حاضـر تـاثير.]16[ هاي پلاسمايي تـاثيري نـدارد غشاء

را ي به غشاء پروتئينهاي كانال اين انتقالبر روي BFAمهاري 

هـاي ديگران بـر روي كانـال دهد كه با مطالعات قبلي نشان مي

ROMK1 23[ مطابقت دارد[.

انـد كـه كانـال پتاسـيمي چندين مطالعـه قبلـي نشـان داده

ROMK هـاي ء پلاسماي اووستدر غشاXenopus laevis و

هـا دسـتخوش آنـدو هچنين درمجاري جمع كننده قشري نفرون

داراي ماشـيني Xenopus laevis هاي اووسيت. گردد سيتوز مي

هاي پوشيده شده بـا كلاتـرين با واسطه وزيكولبراي آندوسيتوز 

)CCVs (هـا بـراي اووسـيت با توجه به ايـن ويژگـي ايـن است

شده با كلاترين هاي پوشيده توز با واسطه وزيكوليآندوسمطالعه 

 هاي سـديمي اپيتليـال از جمله كانالهاي يوني بسياري از كانال

(ENaCs) ،CFTR،هـاي پتاسـيمي كانـالو هاي كلرايد كانال 

ROMK1 5،17،23[اند گرفتهمورد استفاده قرار[.

 ابـل ارتباطـات و اثـرات متق هاي سلولي براي بسياري از روند

كـه ايـن حياتي اسـت غشاء سلوليها پروتئينبر سايريپروتئين

آن مـي شـود هاي انجام پروتئينعمل توسط  هـا كـه سـاختمان

بسـياري از اعمـال مختلـف. گرديده اسـت حفظ طول تكاملدر

ازسسلولي به خصوصيات  ايـن اختماني و كاتاليتيـك هـر كـدام

بـه صـورتيپـروتئين هـاي آداپتـور. هـا بسـتگي دارد پروتئين

ب هـا اين بر هم كنشها بر روي ساير پروتئين واسطهامستقيم يا

مي تاثير مي راازهاي بخش توانند گذارند كه قطعات پلي پپتيـدي

آنوتشخيص دهند  هاي ناحيه پروتئين.]15[ گردندها متصل به
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PDZ كـه هسـتند يكي از مهمترين گروه آداپتور هاي پروتئيني

 اختصاصـي بـه صـورت كه بـه است يد آمينهاس90حدود داراي

. شودمي متصلكربوكسيل هاي انتهاي قطعات كوتاه در پروتئين

يك PDZناحيه كنـد عمـل مـي پروتئين تعديل كننده به عنوان

 نقـش پيچيـده هـاي پـروتئين ) targeting( در نشانه گيـري كه

هـاي سيتوپلاسـمي دنبالـه هـا بسياري از اين ليگاند. دارد مهمي

 تخصص يافتـه هاي عرض غشايي هستند كه در نواحي تئينپرو

يكـديگرابـياپيتليـال دهنـده اتصـال هاي كمپلكسغشاء مانند

متصــل شــونده PDZچنــدين ناحيــه.]14[ شــوند مــي صــلمت

را به يكـديگر متصـل پروتئينيهاي كه مجتمعاند شناسايي شده

در پروتئين در قطبي شدنودنكن مي رها ايدهقاع ـوياسياغشا

اختصاصـي اثرات متقابل.]2[دنشركت داريهاي اپي تليال سلول

درآن ساختمان و عملكردبين ها ارتباط بين پروتئين درون هـا را

 از طريـقها اين بر هم كنشازبرخي. كندمي مشخصها سلول

با ناحيه تعديل كننـده در طول تكامل نواحي پروتئيني حفظ شده

ــاليو ــام PDZاتص ــي انج ــودم ــين. ش ــه همچن  PDZناحي

از( PSD-95هاي اسكلت سـلولي هماننـد درپروتئين يـك نـوع

 مـيمهبسـار حضور دارد و نقش) پروتئين متراكم پس سيناپسي

هاي كانال تنظيم. به عهده داردهاي غشايي ساختمان عملكرددر

و توسط اسكلت سلولي ROMK پتاسيمي اتصـال بـين ارتبـاط

راها و اسكلت سلو اين كانال مينيز لي در موتاسـيون.كنـد تاييد

سـبب T332 آمينـه جايگـاه اسـيددر  ROMKپتاسيمي كانال

نزديـكدريك كدون متوقف كننـده زودرس ايجادو قالبشيفت 

كهميكربوكسيل انتهاي غشـاء درون كانال بـه انتقال اين شود

. شـود مـيزسندرم بـارتر ايجاد كند و سبب پلاسمايي را مهار مي

كه شده مشخص امروزه نقـش PDZهـاي ناحيـه پروتئيناست

ي هـا درون مولكـول گيـري پـروتئين بـه در هـدفيبسيار مهم

. داردرا هـاي اختصاصـي غشـاء بخـش و وارد شـدن بـه پيچيده

توانند علاوه بر انجـامميها همچنين شواهدي وجود دارد كه آن

را عمـل ليگانـد وظيفه همانند يك داربست  نيـز هـاي خودشـان

ال بــه قابليــت اتصــ PDZهــاي بــراي پــروتئين. يم نماينــدتنظــ

هاي كه با پروتئيناستاي راه ساده كربوكسيل هاي انتهاي توالي

هايشـان كلـي ليگاند كـرد هدف بدون بر همزدن ساختمان و عمل

ايـن عمـل را انجـام چگونه PDZاين كه نواحي.دنماينتداخل 

توانـد د كانال مـي عملكر.ند نياز به تحقيقات بيشتري داردده مي

درون نــواحي كانــال بـه و پخــش شـدن توسـط كنتــرل توزيـع 

هاي پلاسـمايي و يـا از طريـق اسـكلت تخصص يافتـه از غشـا 

از طريـق نـواحي Kir2.3براي مثال كانـال. سلولي تنظيم گردد

انتهاي به اسكلت سلولي متصل مي شود كـه بـا-Cكوچكي از 

مي كنـد هم كنشبر PDZاز PSD-95پروتئين متصل شونده 

به آن اجازه مي دهد بـه رشـته هـاي اكتـين اسـكلت سـلوليو

انتهاي از كانال هاي-Cاسيد آمينه سرين در ناحيه. متصل شود

Kir2.3 6[ باشـد براي اين بر هم كـنش مهـم و ضـروري مـي[

Aبعلاوه فسفوريلاسيون اين اسيد آمينه توسـط پـروتئين كينـاز

م وقتي كـه سـرين فسـفوريله. كندياين اثرات متقابل را تنظيم

از متصل نمي PSD-95به Kir2.3شود مي شود و در ايـن نـوع

ميكانال،  تواند تراكم كانال هاي پس سيناپسـي فسفوريلاسيون

نيـز ROMK2هاي پتاسيمي در مورد كانال.]6[ را كنترل نمايد

كنـد فسفوريله شدن به عنوان يك عامل تنظيم كننده عمل مـي 

دخالت دارد به تحقيقـات CKIIدر اين فسفوريلاسيون اينكه آيا

.بيشتري نياز دارد

مياين مطالعه نتايج در نشان  دهد كه كـاهش پـيش رونـده

 حضـوردر ROMK2هـاي كانـال يـون پتاسـيم از ميزان جريان

BFA از ناشي از تاثير بر روي باز شدن  ها نيسـت كانالاين نوع

در غشاء پلاسـمايي فعاليها بلكه نتيجه كاهش در تعداد كانال

ــت ــيون. اس ــال S362Aموتاس ــروتئين كان ــت پ ــاي مقاوم  ه

ROMK2 نشـان شـود كـه نسبت به آندوسـيتوز را سـبب مـي

ــي ــايدهد م ــين انته ــه ب ــيل ك ــالكربوكس ــيمي كان ــاي پتاس  ه

ROMK2 و و اجزاء مسير آندوسيتوز تـداخل عمـل وجـود دارد

ضـروري آندوسـيتوز بـراي مناسـب عملكردبا PDZيك ناحيه 

.است
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