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  107 – 97 ،)1( 15فیزیولوژي و فارماکولوژي 

 1390 بهار

 

  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

در  کانال کلري غشاء داخلی میتوکندري مغزتک  بیوفیزیکیبررسی خصوصیات 

  دو لایه به روش الحاق کانال به داخل غشاء لیپیدي موش صحرایی

  3، رضا صغیري*1و2، افسانه الیاسی1جواد فحانیک بابائی

  مرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران. 1

گروه فیزیولوژي، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران . 2

  ، تهرانگروه بیوشیمی، انستییو پاستور ایران. 3

  89 آذر 3: پذیرش    89 دادرم 10: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

میتوکنـدري  کلر استخراج شـده از   کانالخصوصیات عملی  مطالعهدر این . قلب و کبد وجود دارندمیتوکندري غشاء در  کلرکانالهاي مطالعات اخیر نشان می دهند که : مقدمه

      .شده استگزارش  موش صحرایی مغز

 سـپس،  .شـد  سانتریفیوژ کربنات سدیمب و آدیژیتونین، -MSE جداگانه اي درل ن در طی مراحآمحلول ، موش صحراییمغز  کردن هموژنیزهبعد از برداشتن و  :روش ها 

در هاي لیپیـدي دو لایـه   غشـاء . اسـتخراج گردیـد   تـازه  از زرده تخم مـرغ  )لیپید غشایی( فسفاتیدیل کولین. بدست آمدند MSEدر محلول وزیکول هاي غشاء داخلی میتوکندري 

 .گردیدندمی ذخیره  Pclamp 10نرم افزار براي آنالیز افلاین توسط  kHz 10فیلتر و با سرعت نمونه برداري 1kHz. در هابتث تمام. ندشدمی تشکیل µm 150منفذي به قطر 

  .صورت گرفت noise free single channel analysis Markov نالیز آماري بر اساسآ

وسـترن   .الحـاق شـد  مورد بررسی قرار گرفت و پروتئین کانال به داخل غشاء لیپیدي دولایـه  SDS-PAGEنمونه هاي غشاء داخلی میتوکندري مغز توسط آنالیز  :یافته ها

فاقـد   جزئـی شـبکه آندوپلاسـمی،   بلات و آنتی بادي هایی که بر علیه پروتئینهاي سلولی بکار رفته بود نشان دادند که فراکشنهاي غشـاء داخلـی میتوکنـدري بجـز مقـدار بسـیار       

شـرایط   در301pSکنـداکتانس  به داخل غشاء لیپیـدي دولایـه حضـور کانـال انتخـابی آنیـونی را بـا         کانالالحاق  .ي از سایر ارگانلهاي سلولی بودندپروتئینهاي اختصاصی دیگر

 .فعـال بـود   40-تـا   mV 20+ وابسته به ولتاژ بوده بنحوي که کانال در ولتاژهاي بـین احتمال باز بودن کانال،  .نشان داد  mM KCl cis/50 mM KCl trans 200غلظت

  .به سمتی که معادل محیط داخل سلولی بود موجب مهار قوي فعالیت کانال گردید DIDS داروي µM 10افزودن 

  .دارد حفاظت سلولی نقشو ATP، پتانسیل غشایی، سنتز  pHحفظ این کانال احتمالاً در  :جه گیريینت
  

  DIDSمیتوکندري، کانال کلر، غشاء لیپیدي دو لایه،  :هاي کلیدي واژه
 

  ١مقدمه

مطالعات بسیاري در خصوص کانالهاي یونی صورت گرفتـه  
  

  

   afeliassi@sbmu.ac.ir                       :نویسندة مسئول مکاتبات *

  www.phypha.ir/ppj         :                                  وبگاه مجله

. در این میان کانالهاي کلر از اهمیت ویژه اي برخوردارنـد .است

این کانالها در تمام سلولهاي یوکاریوتی بیان شـده انـد و نقـش    

غشــاء در مثــالبــراي . مهمــی در ســلول ایفــاء میکننــد بســیار

انتقال آب و نمـک از عـرض    تنظیم حجم سلول، پلاسمایی در

غشاء اپیتلیال، بعلاوه در تغییر پتانسیل الکتریکـی سـلول نقـش    

در دهه گذشته علی رغم فعالیتهاي بسیاري کـه درزمینـه   . دارند
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و همکاران فحانیک           غشاء داخلی میتوکندريکانال کلر 

9999

درك نقش کانالهـاي کلـردر طیـف وسـیعی از بیمـاري هـایی       

یسـتیک فـایبروزیس   س ]24،13[ ینلاض ـهمچون دیستروفی ع

صورت گرفتـه   ]6، 20[ واستئوپتروزیس ]41[، آب مروارید ]31[

اما هنوز عملکرد بیولوژیکی دقیق کانالهاي کلر به خـوبی   است،

.مشخص نشده است

ــبکه     ــر در ش ــاي کل ــمایی، کاناله ــاء پلاس ــر غش ــلاوه ب ع

ــته،      ــزوزوم، هس ــدوزوم، لی ــژي، ان ــتگاه گل ــمی، دس آندوپلاس

بـه   .]38، 29، 20[اي سلولی وجود دارنـد  میتوکندري و وزیکوله

نظر می رسد که این کانالها داراي نقش مهمی در حفاظت قلبی 

عمده از کانالهاي کلر  دستهچندین . داشته باشند ]25[ و اپوپتوز

 کـه شـامل   بر اساس ساختمان و عملکردشان شناسایی شده اند

انالهـاي  ، ک)کانالهاي کلر وابسته به ولتـاژ ( ClCsاعضاء خانواده 

کلر وابسته به لیگاند، تنظیم کننده کنـداکتانس انتقـال غشـایی    

، کانالهاي کلـري درون سـلولی   )CFTR(سیستیک فایبروزیس 

)CLIC(   کانالهاي کلر حساس بـه کلسـیم ،)CaCC(  ًو اخیـرا ،

ایـن  .]38، 16، 9، 5[ اسـت ) GpHR(گلژي  pHتنظیم کننده 

همچـون تنظـیم   کانالها نقش مهمـی را در فراینـدهاي چنـدي    

ارتباطاتهـاي   انتقـال اپیتلیـالی،   پتانسیل غشـایی،  حجم سلول ،

هـم چنـین عملکـرد    . ]17[ سلولی و اسیدي شدن ارگانل دارند

این کانالها در ارتباط با بیمـاري هـایی ماننـد صـرع، میوتونیـا،      

ــه و   ــنگهاي کلیـ ــایبروزیس، سـ ــتیک فـ ــیا، سیسـ هیپرپلکسـ

  .]38، 29، 28، 22[استئوپتروزیس مهم هستند 

در خصوص فعالیت تک کانال کلـري در غشـاء ارگانلهـاي    

با 1987و همکارانش در سال  Sorgatoاولین بار داخل سلولی، 

استفاده از روش پچ کلمپ گزارشی مبنی بر حضور یـک کانـال   

را در غشـاء  pHغیر وابسـته بـه    pS 107آنیونی با کنداکتانس 

 ـ    .]35[ ه نمودنـد داخلی میتوکندري سلول چربـی قهـوه اي  ارائ

را در  pS  108مطالعات دیگر حضور یک کانال انیونی همچنین

، 2[ غشا داخلی میتوکندري قلب و چربی قهوه اي نشـان دادنـد  

نس هاي متفـاوت  اچندین کانال آنیونی دیگر نیز با کنداکت. ]32

و همکـاران کانـال    Kindallyبـراي مثـال   . گزارش شده است

، 18[ست هاي میتوکنـدري قلـب   را در میتوپلا pS 100آنیونی 

19[ Eliassi     و همکارانش در شبکه آندوپلاسـمی کبـد کانـال

همکاران یـک  و  De Marchiو pS 165کلري با کنداکتانس 

را  سلولهاي سـرطانی کولـون   يکانال بزرگ کلري در میتوکندر

حضور کانال هاي آنیـونی  علاوه بر این،  .]10، 9[ اعلام نمودند

 و ]25، 4[ متعدد در میتوپلاست هـاي قلـب   هاي نسابا کنداکت

 نیز در شبکه سارکوپلاسمی قلب و پوشش هسته سلولهاي کبـد 

شـده اسـت کـه     عنـوان نیـز   اًاخیـر .شده است گزارش ]39، 7[

بعضی از پروتئین هاي انتقالی میتوکندریائی جدا شـده از بافـت   

بعـد از الحـاق     Baxپیش آپوپتوتیک چربی قهوه اي یا پروتئین

، 14[ خل غشا لیپیدي دو لایه تشکیل کانال کلر را می دهندبدا

 ،کانالهاي کلري غشـاء داخلـی و خـارجی میتوکنـدري     ]33، 15

داراي اهمیت بسزایی هستند، چرا که باز شدن کانالهاي کلـر در  

طی آسیب بافتهاي قلب می تواند موجب دپلاریزه شدن غشـاء  

عاقب آن فعـال  مت و Cداخلی میتوکندري و آزاد شدن سیتوکرم 

کانالهـاي  . ]35، 28[ شدن پروتئین کاسپاز و القاء اپوپتوز گـردد 

کلر میتوکندري نه تنها در بافت قلب بلکه در سـلولهاي مغـزي   

و  ATPنیز نقش بسیار مهمی را در فرایندهایی همچون انتقال 

 صبی بر عهده دارندمرگ سلولی و همچنین حفاظت سلولهاي ع

در خصوص کینتیک و چگـونگی بـاز و بسـته    با این حال . ]40[

مطالعـات چنـدانی وجـود     مغـز  شدن کانالهاي کلر میتوکنـدري 

 توسط متدهاي پچ کلمـپ و الحـاق کانـال بـداخل غشـا     . ندارد

ــه لیپیــدي ــوان خــواص بیوفیزیــک و BLM(1( دو لای مــی ت

تـک کانـال مـورد    فارماکولوژیک کانالهـاي یـونی را در سـطح    

بررســـی خصوصـــیات بیوفیزیـــک و    .بررســـی قـــرار داد 

الکتروفارماکولوژي کانال در سطح ثبت از تک کانال اطلاعـات  

کانـال و نحـوه    باز و بسـته شـدن  مفیدي را در زمینه چگونگی 

بر این مطالعه براي همین تلاش ما در این  .کنترل آن می دهد

جزئیـات   ،نـال کا بیـوفیزیکی تـک   بوده که بـا بررسـی خـواص   

با  مغز بیشتري در رابطه با کانال آنیونی غشاء داخلی میتوکندري

استفاده از تکنیک الحاق کانال در غشاء لیپیـدي دو لایـه ارائـه    

، تا زمینه اي را جهت بررسی ساختمان و عملکرد کانـال  نماییم

  .در شرایط فیزیولوژیک و پاتولوژیک فراهم سازیم

  هاروشومواد

کلریـد پتاسـیم، دیژیتـونین،    : د اسـتفاده شـامل  مواد موردر 

مانیتول، بیکربنات سدیم هیـپس، تـریس اسـیدي،    -Dسوکرز، 

  

  

1. Bilayer lipid membrane
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1390، بهار 1، شماره 15جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي
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از و ناگـاریز  1BSA1, ،EGTA, DIDS)(سرم آلبـومین گـاوي  

 آنتـی بـادي هـاي   مـرك  ,شـرکت  ازدکـان  -n ،سیگماشرکت 

actin (SC-1615) ،calnexin, 90kDa (SC-11397)  و 

)cox1 (SC-58347 ــرکت ــانتاکروز از ش ــی وس ــادي آنت  ب

58KGP (AB6284)  از شرکتABCAMخریداري شد.  

 :محلولهاي مورد نیـاز در اسـتخراج میتوکنـدري عبارتنـد از    

 mM 5سوکرز،  mM 75مانیتول،   MSE)225 mM محلول

محلول  ).mg/ml BSA, pH 7.4 1وmM EGTA 1هیپس، 

MSE--در محلـول   ناگاریز  %0.05محلول ( ناگاریزMSE( ،

ــونین   %0.02محلــول( دیژیتــونین -MSEمحلــول  در دیژیت

  .)MSEمحلول 

موش صـحرایی از روش  استخراج میتوکندري از مغز جهت 

Kuddin مـوش  دو . ]21[استفاده گردید  (2003)ش همکارانو

سـر   توسط  کلروفـرم بیهـوش و  ) گرمی 200تا  180(صحرایی 

 MSEسـرد  به محلول خارج و مغز آنها را فوراً ،شده آنها بریده

 ند، پـس از اضـافه کـردن    منتقل و چند مرتبه شستشو داده شـد 

10 ml  محلولMSE-  آن با هموژنـایزر الکتریکـی   ناگاریز، به

 ml 20در ادامــه  ).step1(همــوژنیزه شــدند  units/s 600در

 g × 2000 وهمـوژن در شده به آن اضافه  MSE سرد  محلول

محلـول را   بعـد از سـانتریفیوژ   .گردیدسـانتریفیوژ دقیقه 4 براي

گردیـد   دقیقـه سـانتریفیوژ  9 بـراي  g × 12000 برداشـته و در 

)step 2.( حاصل را بـا   رسوب ست آوردن سیناپتوزومها،دبراي ب

10ml  محلولMSE- را ومحلـول  نمـوده  سرد حل دیژیتونین 

مرتبه بـه طـور دسـتی    10-8به ظرف هموژنیزه کننده منتقل و 

سـرانجام   .تا سوسپانسیون همگنی بدست آیـد  گردیدژنیزه همو

 دقیقـه سـانتریفیوژ و   11بـراي  g × 12000سوسپانسـیون در  

تا حدود  شدهحل   MSEمحلول 300μlویزیکولهاي حاصل در

ml/20 mg  پروتئین بدست آیـد )step 3(.     بـراي جـدا سـازي

) (2003وهمکاران  Da Cruz روش ازغشاء داخلی میتوکندري 

 5در غلظت میتوکندري ها در بدین صورت که . ]8[ فاده شداست

mg/ml  یـخ   رويدقیقه 20براي  سوسپاند شده ودر آب مقطر

دسـتی   مرتبـه بـا هموژنـایزر   20ایـن ترکیـب    .تکان داده شدند

دقیقــه  5 بــراي g × 12000دومرتبــه در  همــوژنیزه و

ــا   .ســانتریفیوژگردید ــده ب ــتهاي بدســت آم  0.1M میتوپلاس
  

  

1. Bowine serum albumin 

 mg/ml 0.5درغلظـت نهـایی  ) pH 11.5(بیکربنـات پتاسـیم   

 ــ 20 بمــدت ــار گردیدن ــخ تیم ــه روي ی ــی غشــاء. ددقیق داخل

دقیقه بـه   35براي  g × 100,000در  با سانتریفیوژ میتوکندري

نمونه ها جهـت بررسـی   ). step 4( صورت ویزیکول بدست آمد

د درجه سانتیگرا -70وسترن بلات و الکتروفیزیولوژي در دماي 

جهت تعیین خلوص نمونه از وسـترن بـلات   . نگهداري گردیدند

پس از اندازه گیري غلظت پروتئین غشـاي داخلـی   . استفاده شد

 5میتوکندري با استفاده از روش برادفورد، نمونه هـا بـه مـدت    

ــاي    ــه در دم ــدند  950Cدقیق ــه ش ــه . انکوب ــپس نمون ــا س  ه

شده و بعد از آن به  SDS-PAGE (run(در ژل ) میکرولیتر25(

ترانسفر  ممبرنها از قبل در .ممبرنهاي نیتروسلولز منتقل گردیدند

سپس ممبرنها در مجاورت . دقیقه انکوبه شدند 10به مدت  بافر

براي غشـاء پلاسـمایی بـا      actin:آنتی بادي ها ي اولیه شامل

براي شبکه آندوپلاسـمی   calnexin 90kDa ، 250 :1نسبت 

مارکر دستگاه گلژي با نسبت 58KGP، 1:250خشن با نسبت 

اختصاصی غشاء داخلی میتوکندري با نسبت   cox1و 5000 :1

 1پس از آن به مدت . تکان داده شدندساعت  2بمدت  250 :1

تکـان   1:500ساعت در مجاورت آنتی بادي ثانویه بـه نسـبت   

پس از شستشوي نهایی ممبرنها با اسـتفاده از روش  . داده شدند

 بــر روي فــیلم عکاســی ظــاهر )ECL-kit( مینســانسشیمیولو

از میکروسکوپ الکترونی بعنوان روش دیگري جهـت   .گردیدند

 (µl 1000)نمونه ها به مقدار . تعیین خلوص نمونه استفاده شد

به مدت  g × 14000منتقل شده و با دور  ml 1.5 لوله هايبه 

ــانتریفیوژ شــدند  10 ــه س ــول   .دقیق ــوب حاصــل را در محل رس

 2.5%درسدیم M 0.2( ساتیو میکروسکوپ الکترونی شاملفیک

قرار داده شدند و پـس   (pH 7.4)بافر پیروفسفات  وگلوترالدئید

میلی متـر    2.5اتاق با یک سوزن به قطر يدقیقه در دما 20از 

بــه مــدت یــک شــب  C˚4نمونــه هــا را هــم زده و در دمــاي 

 سدیم پیروفسـفات  بافر M 0.2 نمونه ها در. نگهداري گردیدند

 %1 فــیکس نهــایی در بــرايدقیقــه ســه مرتبــه و  15بــراي 

بمـدت یـک   سدیم پیروفسفات در درون بافر  اوسمیوم تتراکسید

ساعت در دماي اتاق قرار داده شدند، بدنبال آن سه مرتبـه هـر   

 ـ %2استات اوره با دقیقه با آب شستشو داده و 15کدام  راي ب

در مرحلـه بلـوك   . گردیدنـد بلوك گیري و رنگ آمیـزي آمـاده   

 ,50 ,30(  گیري براي آبگیري گریدها در سري الکل اتیلیـک 

دقیقـه قـرار داده شـدند و     20هرکدام  )100% ,100 ,95 ,70
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 ~ )برشهاي اولترا. رزین جاگذاري گردیدنداپوکسی سپس درون 

100 nm)   بر روي اولترا میکروتوم( Leica Microsystems 

Inc.) روي گریدهاي مسـی قـرار داده شـدند    گرفته شده و بر. 

بـدنبال   و%5استات اورینیـل  ابتدا با براي رنگ آمیزي برشها،

رنـگ آمیـزي گردیدنـد و در    سـرب  سـیترات   %0.1آن توسط

 zeiss EM 900 نهایت با میکروسکوپ الکترونی گـذاره مـدل  

  .مشاهده واز آنها عکس برداري شد kV 80در 

از یـک یـا مخلـوطی از    لیپیدي دولایه  تشکیل غشاء جهت

در این پـروژه   .می گرددلیپیدهاي طبیعی و یا مصنوعی استفاده 

ــولین BLMجهــت تشــکیل  ــتفاده  (PC) از فســفاتیدیل ک      اس

مــاده فــوق از زرده تخــم مــرغ بــر اســاس        .مــی شــود  

 ـاستخراج گردو همکاران   Singletonروش طـور  بـه   .]34[ دی

در مرحله اول فسفولیپیدها با استفاده از حلالهاي آلی از  خلاصه

و سـایر   پیگمانهـاي رنگـی،   سایر ترکیبـات هماننـد پروتئینهـا،   

سپس فسفاتیدیل کولین از سایر فسفاتیدها بـا   چربیها جدا شده،

آلومینیـوم   استفاده از ستون کرومـاتوگرافی کـه فـاز ثابـت آن،    

 ـ   .دی ـجـدا گرد  ،بـود رم اکساید و فاز متحرك آن متانـل و کلروف

مـورد سـنجش   TLC 1خلوص ماده استخراج شده با اسـتفاده از 

 و همکـاران  Muller براي تشـکیل غشـاء از روش  .قرار گرفت

فضــاي (در ایــن روش دو محفظــه ســیس  ]27[شــد اســتفاده 

از جـنس تفلـون کـه     )فضاي لـومنی  (و ترانس ) سیتوپلاسمی

 mM 50(تهـاي  با غلظ KCl)(داراي محلولهاي کلرید پتاسیم 

cis/200 mM trans  (در دیـواره محفظـه   . بودند، استفاده شد

غشـاء لیپیـدي   . تعبیه شده بود µm 250ترانس منفذي به قطر 

بـا  (دو لایه توسط قرار دادن محلول لیپیدي فسفاتیدیل کـولین  

اسـتفاده از سـوزن   بـا  ) دکـان  - nدر حلال mg/ml 25غلظت 

  .تشکیل گردیدمنفذ  بر روي  mµ 150به قطر  استیل

شمایی از چگونگی تشکیل غشاء و محفظه هاي  A1شکل 

تشکیل غشاء توسـط اسـترئو   . سیس و ترانس را نشان می دهد

به طور معمول بـین   میکروسکوپ مشاهده و ظرفیت خازنی آن

pF 200  جهـت   .گردیـد توسط آمپلی فایر اندازه گیري  300تا

و  )mM 10(یـپس  ه از کلریـد پتاسـیم   محلولهـاي  pHتنظیم 

، ثبـت الکتروفیزیولـوژي  جهـت   .شـد اسـتفاده   تریسماي بـازي 

  

  

1.Thin Layer Chromatography

در  µm 250غشاء دولایه لیپیدي بر روي منفذي به قطر . و نمونه اي از هیستوگرام آمپلیتودغشاء لیپیدي دو لایه و الحاق کانال به داخل آنتشکیلشمایی از محل -1شکل 

نمونه ثبت گرفته ). A(َمی شدترانس گراند ولتاژ در محفظه سیس اعمال و محفظه . به داخل آن الحاق گردید) SMP(محفظه سیس تشکیل و وزیکول حاوي یک یا چند کانال

در مـدت  ) C(و بسـته  ) O(کانـال در دو حالـت بـاز    هیستوگرام آمپلی تود 40 mV- (B).شده از کانال کلر غشاء داخلی میتوکندري مغز، الحاق شده در غشاء دولایه لیپیدي در

SMP: submitochondrial particle)(ثانیه نشان داده شده است  10زمان 
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توسـط  ،از غشاء داخلـی میتوکنـدري   وزیکولهاي استخراج شده

دولایـه جهـت    يلیپیدبا غشاء  µm 150به قطر  استیل سوزن

جریان عبوري از تـک کانـال   . می شدتماس داده  الحاق کانال 

شــرکت (  BC-525Dتوســط بــاي لایــر کلمــپ آمپلــی فــایر 

Warner(   ولتـاژ در محفظـه سـیس    . اندازه گیري مـی گردیـد

اعمال می شد و محفظه ترانس گراند می گردید جریان کلـر از  

و ) منفی(محفظه سیس به ترانس به صورت جریان رو به پایین 

) مثبـت (از محفظه ترانس به سیس به صورت جریان رو به بـالا 

محفظه توسـط  ی دو اتصالات الکتریک ).A 1شکل. (ثبت گردید

 KCl(آگـار  /و پل نمـک  کلرید نقره/هایی از جنس نقرهالکترود

3M ( 1تمـام ثبتهـا در   . آمپلی فایر برقرار می گردیدبا دستگاه 

kHz     با استفاده از یک فیلتر چهار پل بسل فیلتـر و بـا سـرعت

نمونه برداري و بـه کـامپیوتر منتقـل و     kHz 10نمونه برداري 

(  Pclamp 10جهت آنالیز توسط نرم افزار . ذخیره می گردیدند

  .استفاده گردیدند) Axonشرکت 

در روشهاي تجزیه و تحلیل داده هـاي تـک کانـال، سـاده     

ترین حالت حضور یک وضعیت بسته و یک وضـعیت بـاز مـی    

ه ارتفاع یا آمپلی تود بـین ایـن دو وضـعیت نشـان دهنـد     . باشد

 ) pA(میزان عبور جریان از درون کانال بـر اسـاس پیکـو آمپـر     

متوسط میزان جریان عبوري توسط رسم ). B1شکل (می باشد 

کنـداکتانس تـک کانـال بـر     ). C 1شـکل (هیستوگرام بیان شد 

احتمـال بـاز   .جریان محاسـبه گردیـد  -ولتاژشیب منحنی  اساس

از طریق به کار گیري الگوریتمهاي استاندارد  Po(1( بودن کانال

event detection  درPclamp10  بر اساس نسبت زمان باز ،

 Po .گرفتبودن کانال به کل زمان ثبت در ولتاژ معینی صورت 

 ـ   اطلاعـات  .داز روي سگمنتهایی یک دقیقه اي محاسـبه گردی

  .گزارش گردیدند mean ± semبصورت 

  یافته ها

نمونه هـاي اسـتخراج شـده توسـط تکنیـک       تعیین خلوص

جهـت تعیـین    :کوپ الکترونـی وسترن بلات و تصویر میکروس ـ

خلوص غشاء داخلی میتوکندري مغز استخراج شـده از دو روش  

 .وسترن بلات و تصـویر میکروسـکوپ الکترونـی اسـتفاده شـد     
  

  

2. Open probability

را میکروسـکوپ الکترونـی گـذاره     شده باتصاویر تهیه  2 کلش

یک یا گروهی از میتوکندري هـا  تصاویر  ایندر . نشان می دهد

)A (وزیکولهاي میتوپلاست  و)داخلـی  وزیکولهاي حاوي غشاء 

براي تعیـین   .نشان داده شده است) B( )جدا شده از میتوکندري

بـا  . شدنالیز وسترن بلات استفاده آاز همچنین خلوص نمونه ها 

، )actin( استفاده از انتی بـادي هـاي موجـود در غشـاء سـلول     

  . تعیین خلوص نمونه میتوکندري استخراج شده از مغز -2شکل 

A :  تصویر میکروسکوپ الکترونی میتوکنـدري)magnification × و ) 21000

B:  وزیکولهاي غشاء داخلی میتوکندري(magnification × 48900)  استخراج

شده از مغز رت که توسط ماده تثبیت کننده گلوترآلدئید فیکس و رنگ آمیزي شده 

.اند

تعیین خلوص نمونه غشاء داخلی میتوکنـدري مغـز بـا اسـتفاده از روش      -3شکل

مـارکر  ( Actinنمونه ها بر روي کاغذ در مجاورت آنتی بادي هاي  . وسترن بلات

 KDa 58، پـروتئین  )مارکر غشاء داخلی میتوکنـدري ( Cox-1، )غشاء پلاسمایی

. ر گرفتنـد قـرا ) مـارکر شـبکه آندوپلاسـمی   ( Calnexinو ) مارکر دستگاه گلژي(

در مواد و روشها توضیح ) Step 1-4(نمونه ها ي برداشته شده در مراحل مختلف 

  .داده شده اند

  

A

B
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 58(، دسـتگاه گلـژي   )calnexin 90 kD(شبکه آندوپلاسمی 

GkP(  و غشاء داخلی میتوکنـدري)cox ( کـه    ه شـد نشـان داد

بجـز مقـدار بسـیار    نمونه تهیه شده از غشاء داخلی میتوکندري 

سایر ارگانلها و اجزاء سـلولی   فاقدشبکه آندوپلاسمی ناچیزي از 

  ).3شکل ( بود

ــی     ــاء داخل ــري غش ــال کل ــوژي کان ــواص الکتروفیزیول خ

بعد از قرار دادن وزیکولهاي اسـتخراج شـده غشـاء     :میتوکندري

غشـاء لیپیـدي دو لایـه،     به داخل داخلی میتوکندري مغز موش

200جریانهاي تک کانال در شرایط غلظتی: A. جریان و احتمال باز بودن کانال به عنوان تابعی از ولتاژ –نمونه اي ازجریانهاي ثبت شده از تک کانال، منحنی ولتاژ  -4شکل 

mM KCl cis/50 mM KCl trans در محدوده ولتاژيmV  +50  دهند پیکانها حالت بسته کانال را نشان می. اندثبت شده 50-تا. B: ولتـاژ، شـیب خـط     -ارتباط جریان

-تا  +  50احتمال باز بودن کانال در محدوده ولتاژي :C. بود pS 301معادل کنداکتانس کانال و برابر  .میلی ولت یک منحنی زنگ شکل را نشان می دهد 50
  
  

 
و بلافاصـله بعـد از افـزودن     (mM KCl; cis/trans 200/50)ثبت از تک کانـال تحـت شـرایط کنتـرل     . ، مهار کننده کانال کلر،برروي فعالیت کانال DIDSاثر  -5شکل 

DIDS  10با غلظت µM  در ناحیه سیتوپلاسمی)cis()n = 4 ( در ولتاژ– 20 mV )A ( 40 +و mV )B .(پـایین هیسـتوگرام    در. پیکان حالت بسته کانال را نشان می دهد

.آمپلی تود نشان داده شده است

A

A B
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 200) محلولهـاي  در عبور یک جریان آنیونی از داخـل کانـال  

mM/50 mM KCl; cis/trans)  شکل  .گردیدمشاهدهA 4 ،

نمونه اي از ثبتهاي تک کانال اندازه گیـري شـده در محـدوده    

در شرایط کنتـرل را نشـان مـی     50+ تا mV -40ولتاژي بین 

بازشــدنهاي ســریع و کوتــاه در ولتاژهــاي مثبــت بعــد از  .دهــد

ه بسـته شـدنهاي   پتانسیل معکوس مشاهده گردید، درحـالی ک ـ 

سریع و باز بودن هـاي طـولانی در ولتاژهـاي قبـل ازپتانسـیل      

فعالیت  mV 40-در ولتاژهاي منفی تر از . معکوس مشاهده شد

نشان می دهـد   B 4شکل . کانال به طور کامل مهار می گشت

ــی (I-V)جریـــان - حنـــی ولتـــاژ کـــه من و  بـــوده خطـ

-بین ولتاژهـاي    rectificationهیچ 40 mV   50 +تـا )n = 

و  pS 301این کانـال کنداکتانسـی معـادل     .وجود نداشت) 30

کـه   نشـان مـی دهـد    mV 30 +آن در ولتاژ پتانسیل معکوس 

در  .تحت این شرایط، این کانال نسبت به آنیون انتخـابی اسـت  

، شکل )Po( کانال باز بودنخصوص وابستگی به ولتاژ و احتمال 

C 4 ل وابسته بـه ولتـاژ   نشان می دهد که این کانال، یک کانا

بـین   در ولتاژهاي کانال بودن زاحتمال بابه نحوي که  می باشد

-تـا    mV 0محـدوده  Po )(بسـیار بـالا   40 در و  0.9 =

به طور معنی داري کـاهش مـی    mV 50 +تا  0بین ولتاژهاي 

بـه    mV 50 +چنانکه احتمال باز بودن کانـال در ولتـاژ   . یافت

  .کاهش یافت  0.2کمتر از 

بر روي فعالیـت بـاز و بسـته     DIDSاثر داروي مهار کننده 

غیـر   مهـار کننـده  در ایـن مرحلـه بـا اسـتفاده از      :شدن کانـال 

کانــال مــورد  ت، فعالیــDIDS)(آنیــونی انالهــاي کاختصاصــی 

در شـرایطی انجـام شـد کـه      هاآزمایش ـ تمام. گرفتبررسی قرار

  ( mM/50 mM 200داراي تـرنس و  سـیس محفظه هـاي  

KCl; cis/trans (   10بودنـد و دارو بـا دوز µM   در محفظـه

 µM 10بـا دوز    DIDSد کهانتایج نشان د.اضافه گردید سیس

 در ولتاژ منفی و مثبت موجب مهار کامل فعالیت کانال می گردد

)n = 4) (  شکلA ،5 B .(  

  بحث

کانالهاي آنیونی در غشاء پلاسمایی و غشاء ارگانلهاي اولین 

مطالعـات   .]28[یوکـاریوتی وجـود دارنـد     سلولی تمام سلولهاي

بسیاري با اسـتفاده از روشـهاي الکتروفیزیولـوژي در رابطـه بـا      

 Sergatoاولین بار.عملکرد کانالهاي آنیونی صورت گرفته است

حضور کانال آنیونی با کنـداکتانس   1987 و همکارانش در سال 

107 pS مطالعـات بعـدي   . را در میتوپلاستها را شناسایی کردند

ــد   ــدري کب ــال را در میتوکن ــن کان ــور ای ــب ]37، 2[ حض ،  قل

ایــن کانــال، یــک کانــال .نشــان داد ]36[و مغــز  ]1،2،18،19[

PCl(انتخابی آنیونی 
-/PK

حساس به ولتاژ بوده و توسط )4.5 = +

pH  اخیـراً  . ]2[ گـردد  تنظیم مـیDe Marchi  نش و همکـارا

را در میتوپلاسـتهاي کبـد    pS 400کانال آنیونی با کنداکتانس 

و   Paladعـلاوه بـر میتوکنـدري،     .]9[موش گـزارش نمودنـد   

همکــارانش  در شــبکه سارکوپلاســمی عضــله، کانــال کلــر بــا 

در مطالعـه   .]30[ را نیز گزارش نموده انـد  pS 505کنداکتانس 

غشـاء داخلـی    حاضر با اسـتفاده از الحـاق کانـال جـدا شـده از     

میتوکندري سلولهاي مغـز در غشـاء لیپیـدي دو لایـه خـواص      

نتـایج   .بیوفیزیکی کانال کلر مغز مورد بررسی قرار گرفته اسـت 

نشان دادند که کنداکتانس کانال کلر غشاء داخلـی میتوکنـدري   

بود که مشابه با کنداکتانس کانال کلر میتوکندري  pS 301مغز 

220 pS  باشد که توسطقلب موش صحرایی میMalekova   

.]25[ و همکارانش گزارش گردیده است

و  Tomaskovaهمچنین در مطالعـه دیگـري کـه توسـط    

Gaburjakova     در مورد کانال آنیـونی میتوکنـدري سـلولهاي

صورت گرفت، کانال کلر  BLMقلب موش صحرایی با تکنیک 

این علاوه بر . ]9[با کنداکتانسی متفاوت با نتایج ما گزارش شد 

آنها نشان دادند که کنداکتانس کانال کلـر داراي وابسـتگی بـه    

-ولتاژ است به نوعی که میزان آن در ولتاژهاي مثبت تر از 20 

mV   13 ± 99برابر pS       و در ولتاژ هـاي  منفـی تـر برابـر بـا

43.6 ± 4.5 pS   می باشد در حالی که نتایج ما حاکی از رابطـه

 50+تـا   40-در محـدوده   بین جریان و ولتاژ) خطی(اهمیک 

mV در خصوص چگونگی باز و بسـته شـدن کانـال    . می باشد

 10+تـا   40-کلرآزمایشات ما نشان داد که در محدوده ولتـاژي 

mV     0.8(کانال داراي فعالیت بسیار بـالایی بـوده= po  ( و در

-و منفـی تـر از    mV 40+ولتاژهـاي مثبـت تـر از     40 mV 

نتـایج مشـابهی   . یک بـه صـفر بـود   احتمال باز بودن کانال نزد

 در مـورد کانـال کلـر    Gaburjakovaو   Tomaskovaتوسط 

 Deاخیـراً نیـز  . ]40[میتوکندري قلب گـزارش گردیـده اسـت    

marchi  همکارانش نیز با استفاده از تکنیک پچ کلمپ نتایج  و

مشابهی را در خصوص احتمال باز بودن کانال کلر میتوکنـدري  
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. ]9[مختلف گزارش نمودند  کبد موش در ولتاژهاي

توکسین ها ابزارهاي قوي فارماکولوژیک بـراي کمـک بـه    

دي سولفوناتهاي استیلبن یکی از . شناخت عملکرد کانال هستند

مهار کننده هاي کانالهاي آنیـونی، اغلـب در مطالعـات سـلولی     

یکـی از بـاز دارنـده هـاي قـوي      . مورد استفاده قرار می گیرنـد 

ایـن ترکیـب    .می باشد (DIDS)ي آنیونی آزمایش شده کانالها

مهار کانال آنیونی را توسط مکانیسم هاي برگشت پـذیر و غیـر   

همچنین مشخص شـده اسـت    ]3[ برگشت پذیر انجام می دهد

با اتصال دارو به درون منفذ کانال آنیونی، ازعبـور آنیـون از   که 

این نظریه بیـان مـی دارد کـه     ]23، 3[کانال بازداري می شود 

بعنـوان آنیونهـاي دو ظرفیتـی کـاملاً      DIDSگروه سـولفونات  

فیزیولوژیک حضـور دارنـد وایـن ترکیـب از      pHیونیزه شده در 

غشاء لیپیدي عبور نمی کند و مانع عبور آنیونها از داخل کانـال  

همچنین این مسیر مهاري وابسته به غلظت اسـت، و   .می شود

اثر غیر قابـل   .این اثر تقویت می شود DIDS با افزایش غلظت

برگشت آن نتیجه باندهاي کووالان تشکیل شده بین گروههاي 

و برخی ازریشـه هـاي اسـید آمینـه کانـال       DIDSایزوسیانات 

کانالهاي انیونی میتوکندریایی نیـز در مـورد مهـار توسـط     .است

DIDS مطالعات فیزیولوژیک نشان می دهند . آزمایش شده اند

چربـی   در سطح ارگانل سلولهاي عضله قلبی، کبـد،  DIDSکه 

قهوه اي و عضله اسکلتی موجب مهـار کانالهـاي آنیـونی مـی     

نتایج مطالعه در استفاده از مهـار کننـده کانـال     ]26، 26[گردد 

دلالت بر مهار کانـال در سـطح سیتوپلاسـمی    ) DIDS(آنیونی 

ی از یک ـ.دارد و این مهار با افزایش غلظـت تقویـت مـی گـردد    

ویژگی هایی که ما نیـز در مـورد کانـال آنیـونی غشـاء داخلـی       

میتوکندري مغز بررسی نمودیم اثر داروي مهار کننده کانالهـاي  

بـا دوز   DIDSبنابراین داروي . آنیونی بر روي فعالیت کانال بود

10 µM      در سطح سیتوپلاسمی تجـویز و موجـب مهـار کانـال

لـر میتوکنـدري اسـتخراج    گردید که نتیجه مشابه نتایج کانال ک

  .]9[شده از بافتهاي قلب و کبد بود 

به طور خلاصه در تحقیق حاضر به دنبال الحـاق وزیکـول    

غشاء داخلی میتوکندري جدا شده از مغـز مـوش صـحرائی بـه     

داخل غشاء دو لایه لیپیدي فسفاتیدیل کولین، کانال انیـونی بـا   

ل وابسته بـه  رفتار این کانا. مشاهده شد 1pS±301کنداکتانس 

ولتاژ بوده و احتمال باز بودن آن به عنوان تابعی از ولتاژ بصورت 

بـه عنـوان مهـار کننـده غیـر        DIDS.نمودار زنگ شکل بـود 

 DIDSمهار کانال توسـط   .انتخابی کانال آنیونی عمل می کند

احتمـالاً  .بیانگر کلري بودن کانال آنیـونی مشـاهده شـده اسـت    

ــی میتو  ــاء داخل ــر غش ــال کل ــدهاي  کان ــز در فراین ــدري مغ کن

تنظیم حجم سلول ،فرایند ترشـح   pHفیزیولوژیک مانند تنظیم 

، 11[ و تغییر پتانسیل غشاء و در حفاظت سلولی و اپوپتـوز نمک

  .نقش داشته باشد ]17، 12

  سپاسگزاري

تحقیقات علوم اعصاب دانشگاه شهید بهشتی جهـت حمایـت    از مرکز

وزیري و انستیتو پاستور ایران جهت انجـام  مالی این پروژه و از آقاي دکتر 

آزمایشات مولکولی و آقاي سجاد سالاري که در استخراج لیپید مـورد نیـاز   

  .همکاري داشتند، تشکر بعمل می آید
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