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mitoKATPصوصیات بیوفیزیکی و الکتروفارماکولوژیکی تک کانال خبررسی 

در غشاء داخلی میتوکندري مغز موش صحرایی
2، رضا صغیري*1، افسانه الیاسی1جواد فحانیک بابائی

، تهراندانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیدانشکده پزشکی،ي،، گروه فیزیولوژِمرکز تحقیقات علوم اعصاب. 1
تهرانو پاستور ایران،تانستی،بخش بیوشیمی. 2

91تیر6: پذیرش90اسفند3: دریافت

چکیده
در. دارنـد ولی همچون حفاظت سلولی نقـش  یندهاي سلآفراین کانالها در. اندداخلی میتوکندري شناسایی شدهدر غشاءمختلفی ATPبه حساسکانالهاي پتاسیمی: مقدمه

. ایمرا در غشاء داخلی میتوکندري مغز گزارش نمودهKATPاینجا ما خواص بیوفیزیکی و الکتروفارماکولوژي یک کانال 
هاي غشاء یکربنات سدیم سانتریفیوژ و وزیکولدیژیتونین، آب، و ب-MSEطی مراحل برداشتن، هموژنیزه و محلول آن دربالغ بعد ازموش بزرگ آزمایشگاهیمغز :هاروش

فیلتـر و بـا   kHz1سیگنالهاي ثبت تک کانـال  . تشکیل شدµm150غشاء در منفذي به قطر . فسفاتیدیل کولین از زرده تخم مرغ استخراج گردید. داخلی میتوکندري جدا گردید
.آنالیز گردیدندPclamp 10اطلاعات با نرم افزار . ذخیره گردیدندkHz10سرعت نمونه برداري

هاي زمانی توزیع.نشان دادmM KCl cis/50 mM KCl trans 200غلظتیمحیطرا درو وابسته به ولتاژ pS7±143کانالی با کنداکتانس کانال، تکثبت:هاافتهی
مهـار  .باز بودن منطبـق بـود  توانیجزء هاي زمانی وضعیت باز بر دوتوزیع. نشان دادرا براي ولتاژهاي منفیتوانیجزء را براي ولتاژهاي مثبت و دوتوانیوضعیت بسته، یک جزء 

و کاریبوتوکسـین  فعالیت کانال تحت تـاثیر ایبریوتوکسـین  ولینمودهفعالیت کانال را مهارTEAو AP-4. بودKATPهاي کانال، بعنوان کانال از مشخصهوATPکانال توسط 
بـلات و وسـترن . کانال را تحت تاثیر قـرار نـداد  ATPدکانوئیک اسید بعنوان بازدارنده کانال پتاسیمی حساس به هیدروکسی-5تغییر پیدا نکرد وBKل هاي کانابعنوان مهارکننده

.را مشخص نمودkDa 120~وkDa 64-55~پروتئینهایی با وزن مولکولی،SUR2BوKir6.1ضد زیرواحدهايهایی بربادياستفاده از آنتی
.ددارمغزاین کانال احتمالاً نقش مهمی در همئوستازي میتوکندري. دهدرا در میتوکندري مغز نشان میKATPنتایج ما حضور کانال :جه گیريینت

IbTx ،glibenclamide، میتوکندري، غشاء دو لایه لیپیدي، mitoKATP:هاي کلیديواژه

١مقدمه

لی وابسـته بـه   یندهاي سـلو آمیتوکندري براي بسیاري از فر
و بـه عنـوان مرکـز حیـات سـلول      کنـد یمتولید ATP،انرژي

ینـدهایی  آدر طـی فر همچنین ایـن ارگانـل   . شناخته شده است

af.eliassi@sbmu.ac.ir:نویسندة مسئول مکاتبات*
afeliassi@gmail.com

www.phypha.ir/ppj:گاه مجلهبو

مانند ایسکمی، تخریـب نـورونی و پیـري بـا کـاهش انـرژي و       
. ]5[تنظــیم یونهــاي ســیتوزولی، داراي نقــش اساســی اســت 

اجـزاء سـازنده   کانالهاي یونی مانند کانالهاي پتاسـیمی یکـی از   
عـلاوه بـر میتوکنـدري،    . باشـند غشاء داخلی میتوکنـدري مـی  

کانالهاي پتاسیمی در سایر اندامکهاي درون سلولی مانند هسته
و شبکه ]73[، دستگاه گلژي ]72[، گرانولهاي زیموژن ]73، 1[

این کانالها نقش مهمـی  . اندشدهشناسایی ]55، 3[آندوپلاسمی 
هاي سلولی مانند جبران بار الکتریکـی و  یندآرا در بسیاري از فر

. دارنـد ]43، 4[استرسـهاي اکسـیداتیو   و]pH]21،67تنظیم 
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حاکی از آن هستند که ایـن کانالهـا بـویژه در    گزارشهاییاخیراً 
، ]28،76[، همئوســتاز کلســیم]33، 6[میتوکنــدري در تنظــیم 

و نقش داشته]43[و حفاظت سلولی ]53[پوپتوزآ، ]6[اسیدیته
مانند سایر اندامکها، هدف و مقصـد نهـایی بسـیاري از داروهـا     

.]50[می باشند
بررســی خصوصــیات بیــوفیزیکی و الکتروفارمــاکولوژي    
کانالهاي پتاسیمی غشاء داخلی میتوکندري منجر به دسته بندي 

ATP(mitoKATP)آنها بـه کانالهـاي پتاسـیمی حسـاس بـه      

لسـیم بـا کنـداکتانس بـالا     ، کانال پتاسیمی حساس بـه ک ]29[
(mitoBKCa)]22،23،57[ کانال پتاسیمی حساس به کلسیم ،

ــداکتانس متوســط  ــا کن ــال پتاســیمی ]mitoIKCa (]20(ب ، کان
و یـک کانـال   ]Kv1.3(mitoKv1.3)]65وابستــــه به ولتـاژ  

ــذي ــده اســت]TASK-3]51پتاســیمی دو منف ــر . گردی بنظ
کانالها مشابه با کانالهـاي پتاسـیمی غشـاء سـلول     رسد اینمی

نقش مهمی را در کنترل پایداري غشاءهاي داخلی میتوکنـدري  
.]68[دارا باشند 

داراي ATP(mitoKATP)کانالهاي پتاسیمی حسـاس بـه  
مطالعـات نشـان   . باشـند اي در حفاظت سـلولی مـی  نقش ویژه

در طـی  سـلولهاي عصـبی   درmitoKATPکانالهاي دهندیم
دوره ایسکمی باز شده و بدین وسـیله از ایـن سـلولها در برابـر     

بسـیاري از  ایـن کانـال در  . ]11،75[کنندیمایسکمی حفاظت 
 ـ(انواع سلولی یافت شده اسـت   راي مطالعـه بیشـتر بـه مقالـه     ب

et al.; 2010مروري Szewczykکانـال . ]66[)مراجعه شود
mitoKATPنیــک پــچ کلمــپ در اولــین بــار بــا اســتفاده از تک

شناسـایی گردیـد  مـوش بـزرگ آزمایشـگاهی   میتوکندري کبد 
ــکوپ   . ]29[ ــولی و میکروسـ ــاي مولکـ ــتفاده از تکنیکهـ اسـ

ایمونوفلورسانت، حضور ایـن کانـال و زیـر واحـدهاي تشـکیل      
اولـین بـار   . ]58[دهنده آنرا در سلولهاي مغزي نشان داده است

نیک الحاق کانـال بـه   مطالعه فعالیت تک کانال با استفاده از تک
و همکـاران صـورت   Kulawiakغشاء لیپیدي دولایـه توسـط   

آنها در یک گزارش کوتاه دو نوع کانال پتاسـیمی  ، ]37[گرفت 
پیکوســیمنس را در 320-260و 90-70بــا کنــداکتانس هــاي 

گـزارش  mM KCl cis /450 mM KCl trans 50محـیط 
-70بـا کنـداکتانس   و پیشنهاد نمودند که احتمالاً کانال نمودند

همچنین در . در سلولهاي مغزي باشدmitokATPیک کانال 90
همکاران با اسـتفاده از تکنیـک الحـاق    و 2009Chomaسال 

کانال به غشاء لیپیدي دو لایه و استفاده از برخی داروهاي مهار 
ATP-Mg2+،5-HD ،HMRماننـد داروي  KATPکننده کانال 

لوژیک یک نوع کانال حسـاس  و مارگاتوکسین، خواص فارماکو
را در سلولهاي مغزي مطالعه نمودند و نشان دادند که ATPبه 

پیکوسیمنس با احتمـال بـاز   219کانال فوق داراي کنداکتانس 
ــودن  ــی و  5/0ب ــاي منف ــت  2/0در ولتاژه ــاي مثب در ولتاژه

.]14[باشدیم
رغم تلاشهایی که تاکنون صورت گرفته، هنوز ماهیـت  علی

بررسـی  . ولکولی کانالهاي میتوکندري مشـخص نشـده اسـت   م
غشــاء پلاســمایی نشــان KATPســاختمان مولکــولی کانالهــاي 

زیر واحـد تشـکیل دهنـده    4داراي KATPکه کانالهاي دهدیم
) SURx(گیرنـــده ســـولفونیل اوره 4و Kir6xکانـــال بنـــام 

KATPاي و کاناله ـmitoKATPبا توجه بـه شـباهت   . می باشند

نیـز  mitoKATPغشاء پلاسمایی، اعتقاد بر این است که کانـال  
 ـاز یک زیر واحد منفذ، مشابه زیر واحـد   وKir6.xهیسـو کی

تشکیل شده ) mitoSUR(سولفونیل اوره گیرندهواحد یک زیر
از طرفی بر اساس اطلاعات فارماکولوژیـک و اسـتفاده از   . باشد
غشاء، مشخص شده که KATPاختصاصی کانال يهايبادآنتی 

، و ]63[در میتوکندري سلولهاي عضله و کبد kir6.1زیر واحد 
در میتوکندري سلولهاي قلب Kir6.2, Kir6.1هر دو زیر واحد

علاوه بر این حضـور زیـر واحـد گیرنـده     . وجود دارند]40،41[
نیز در میتوکندري میوسیتهاي عروق ) SUR2A(سولفونیل اوره 

گزارشـهاي در سـلولهاي مغـزي   . ]58[نیز مشخص شده است
وجود دارد که نتایج آنها Kir6.xمختلفی در مورد زیر واحدهاي 

و Szewczykبــراي مثــال . بــا یکــدیگر متفــاوت مــی باشــند
اندنمودهرا گزارش Kir6.2همکارانش در مطالعاتشان زیر واحد 

]79[و همکـاران Zhouاي دیگـر  حالیکه در مطالعهدر. ]69[

هـر دو  ]40[و همکـارانش  Laczaو Kir6.1یر واحد حضور ز
در مورد . را در مغز پیشنهاد نمودندKir6.2و Kir6.1زیر واحد 
، در مطالعات صورت گرفته در میتوکندري mitoSURزیر واحد 

]40،56[شودیمپیشنهاد SUR2Aسلولهاي مغزي، زیر واحد 

 ـ ورد سـاختمان  با این تفاسیر با توجه به نتایجی که تاکنون در م
.بدست آمده، هنوز ابهاماتی وجود داردmitoKATPکانال 

در این مطالعه ما با استفاده از تکنیک الحاق کانال به داخل 
غشاء لیپیدي دو لایه، خواص بیـوفیزیکی و الکتروفارمـاکولوژي   

را در غشاء داخلی میتوکنـدري سـلولهاي   KATPکانال پتاسیمی 
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ــم   ــرار دادی ــی ق ــورد بررس ــزي م ــتفاده از  مغ ــا اس ــاً ب و نهایت
ساختمان مولکـولی کانـال   SUR2Bو Kir6.1يهايبادآنتی 

.را نیز مطالعه نمودیم

هاروشومواد

مــانیتول، -Dکلریــد پتاســیم، دیژیتــونین، ســوکرز، :مــواد
بیکربنات سدیم هیپس، تریس اسیدي و بـازي، سـرم آلبـومین    

BSA،4–AP2،ATP،3TEA،5–4HD،EGTA)1(گـاوي 

از شرکت سیگما، کاغـذ  ایبریوتوکسین، گلی بنکلامید و ناگاریز
ــانس    ــت لومینسـ ــلولز وکیـ ــرکت ) ECL-kit(نیتروسـ از شـ

)Amersham( ،n-   يهـا يبـاد دکان از شرکت مـرك و آنتـی
Kir6.1از شرکتABCAM وSUR2Bسانتاکروزاز شرکت

.خریداري شدند
تخراج میتوکنـدري  محلولهاي مـورد نیـاز در اس ـ  :محلولها

mM75مــانیتول، MSE)mM225محلــول : عبارتنــد از
mM EGTA ,1 mg/ml BSA 1,هیـپس، mM5سـوکرز، 

pH 7.4( محلول ،MSE-- ناگاریز) ناگـاریز در  % 5/0محلـول
%2/0محلـول  (دیژیتـونین  -MSE، محلـول  )MSEمحلول 

بـی تـریس   آبـافر  (TB، محلـول )MSEدیژیتونین در محلول 
ــ ــدیم mM100یدي اس ــد س ــول % )9/0و کلری TBT، محل

).20-توئین%  5/0و TBمحلول (
ــز   ــدري از مغ ــتخراج میتوکن ــزرگ اس ــوش ب م

نمونه هاي میتوکندري مورد اسـتفاده بـا روش   :آزمایشگاهی
Kuddinموش بـزرگ  دو . ]36[و همکاران استخراج گردیدند

سر ش وکلروفرم بیهوتوسط ) گرمی200تا 180(آزمایشگاهی
MSEبه محلول سـرد  آنها بریده شده، مغز آنها را فوراً خارج و

پـس از اضـافه کـردن   . تشو داده شـدند منتقل و چند مرتبه شس
ml10 محلولMSE-   ناگاریز، به آن با هموژنـایزر الکتریکـی
محلول سـرد   ml20در ادامه . هموژنیزه شدند600units/sدر

MSE   ژن درهمـو بـه آن اضـافه شـده و× g2000  4بـراي
بعد از سانتریفیوژ محلول را برداشـته و  . گردیدسانتریفیوژدقیقه

1. Bowine serum albumin
2. 4- Aminopyridin
3. Tetraethylammonium
4. 5-hydroxydecanoic acid

×در  g12000 بـراي بدسـت   . دقیقه سانتریفیوژ گردیـد 9براي
ــا    ــل را ب ــوب حاص ــیناپتوزومها، رس ــول ml10آوردن س محل

MSE-محلــول را بــه ظــرف دیژیتــونین ســرد حــل نمــوده و
مرتبه به طور دستی همـوژنیزه  10-8ه منتقل و هموژنیزه کنند

ــد     ــت آی ــی بدس ــیون همگن ــا سوسپانس ــد ت ــرانجام . گردی س
×سوسپانســیون در g12000 دقیقــه ســانتریفیوژ و 11بــراي

حـل شـده تـا    MSEمحلـول μl300ویزیکولهاي حاصـل در 
.پروتئین بدست آیدml/mg20غلظت حدود 

جـدا  بـراي :داخلی میتوکندريخالص سازي غشاء
و همکـاران  Da Cruzسازي غشاء داخلی میتوکندري از روش 

هـا در غلظـت  بطـور خلاصـه، میتوکنـدري   .]16[استفاده شـد 
mg/ml5   دقیقـه  20در آب مقطر سوسپانسیون شـده و بـراي

مرتبـه بـا هموژنـایزر    20این ترکیب . روي یخ تکان داده شدند
×مرتبــه در دســتی همــوژنیزه و دو g12000دقیقــه 5راي بــ

ــانتریفیوژ ــدس ــا . گردی ــده ب ــتهاي بدســت آم 0.1Mمیتوپلاس

mg/ml 0.5غلظـت نهـایی  در) pH 11.5(بیکربنات پتاسـیم 

ــدت  ــد 20بم ــار گردیدن ــخ تیم ــه روي ی ــاء. دقیق ــی غش داخل
×میتوکندري با سانتریفیوژ در  g100000 دقیقـه بـه   35براي
وسـترن  هـا جهـت بررسـی    نمونه. صورت ویزیکول بدست آمد

ــاي   ــوژي در دم ــلات و الکتروفیزیول ــانتیگراد  -70ب ــه س درج
.نگهداري گردیدند

پس از اندازه گیري غلظت پروتئین غشاي :وسترن بلات
داخلی میتوکندري با اسـتفاده از روش برادفـورد، نمونـه هـا بـه      

سـپس نمونـه هـا    . انکوبه شدندºC95دقیقه در دماي 5مدت 
شده و بعد از SDS-PAGE (run% (12در ژل ) میکرولیتر25(

کاغذها از قبل در. آن به کاغذهاي نیتروسلولزي منتقل گردیدند
و سپس پروتئینهـا  . دقیقه انکوبه شدند10ترانسفر بافر به مدت 

از ژل به کاغذ توسط دستگاه بلاتینگ منتقل گشته و براي قرار 
کاغـذها قبـل از   . گرفتن در مجاورت آنتی بادي آماده گردیدنـد 

سـاعت در  2ار گرفتن در مجاورت آنتی بادي اولیه به مـدت  قر
بی تـریس اسـیدي   آمحلول (TBبافر: محلول بلاکینگ شامل

mM100 9/0و کلرید سدیم( % محلول ،TBT)  بـافرTB و
، در دماي اتاق قـرار  %10و شیر بدون چربی ) 20-توئین% 5/0

: املاولیـه ش ـ يهايبادگرفته، سپس کاغذها در مجاورت آنتی 
بمدت یک شب در دمـاي  SUR2Bو Kir6.1يهايبادآنتی 

بـه  TTBپس از شستشـو بـا محلـول    . درجه قرار داده شدند4
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ساعت در مجاورت آنتی بادي ثانویه براي هر دو نمونـه  1مدت 
پس از شستشوي نهـایی بـا   . تکان داده شدند500:1به نسبت 

نسـانس  کاغـذها بـا اسـتفاده از روش شیمیولومی   TTBمحلول
)ECL-kit (      بر روي فـیلم عکاسـی ظـاهر و بانهـاي پروتئینـی

جهـت تشـکیل   :تشکیل غشاء دولایه لیپیـدي .بررسی گردیدند
از یک یا مخلـوطی از لیپیـدهاي   (BLM)غشاء دولایه لیپیدي

در ایـن پـروژه جهـت    .گـردد طبیعی و یا مصنوعی استفاده مـی 
.از فسفاتیدیل کولین استفاده شدBLMتشکیل 

ماده فوق از زرده ): PC(ستخراج فسفاتیدیل کولینا
و همکـاران در سـال   Singletonتخم مـرغ بـر اسـاس روش   

بـه طـور خلاصـه در مرحلـه اول     . ]59[استخراج گردید1965
فسفولیپیدها با استفاده از حلالهاي آلی از سایر ترکیبات هماننـد  

پس پروتئینها، پیگمانهاي رنگی، و سایر چربیهـا جـدا شـده، س ـ   
فســفاتیدیل کــولین از ســایر فســفاتیدها بــا اســتفاده از ســتون 
کروماتوگرافی که فاز ثابت آن، آلومینیوم اکساید و فاز متحـرك  

خلوص ماده استخراج شده . آن متانل و کلروفرم بود، جدا گردید
.مورد سنجش قرار گرفتTLC1با استفاده از

ز براي تشـکیل غشـاء ا  :تشکیل غشاء دو لایه لیپیدي
در ایـن روش دو  . ]45[دو همکاران استفاده ش ـMullerروش 

از )فضاي لومنی(و ترانس ) فضاي سیتوپلاسمی(محفظه سیس 
جنس تفلون که داراي محلولهاي کلریـد پتاسـیم بـا غلظتهـاي     
1. Thin Layer Chromatography

)200 mM KCl cis/50 mM transKCl (   بودنـد، اسـتفاده
تعبیـه  µm250در دیواره محفظه ترانس منفذي بـه قطـر   . شد

غشاء دو لایه لیپیدي توسط قرار دادن محلول لیپیدي . شده بود
) دکـان -nدر حلالmg/ml25با غلظت (فسفاتیدیل کولین 

بـر روي منفـذ   mµ150با استفاده از سوزن اسـتیل بـه قطـر    
شمایی از چگونگی تشـکیل غشـاء و   A1شکل . تشکیل گردید

تشـکیل غشـاء   . دهـد یهاي سیس و ترانس را نشان ممحفظه
توسط استرئومیکروسکوپ مشاهده و ظرفیت خازنی آن به طـور  

توسط آمپلـی فـایر انـدازه گیـري     300تاpF200معمول بین 
محلولهـاي کلریـد پتاسـیم از هیـپس     pHجهت تنظیم . گردید

)1 mM ( و تریسماي بازي(1 M)استفاده شد.
اج شـده از  وزیکولهـاي اسـتخر  :ثبت الکتروفیزیولوژي

µm150توسط سوزن استیل به قطر غشاء داخلی میتوکندري،
. شـد یم ـبا غشاء دولایه لیپیدي جهت الحاق کانال تماس داده 

 ـجریان عبوري از تک کانال توسط باي لایر کلمـپ   ریفـا یآمپل
BC-525D) شرکتWarner( ولتاژ در . دیگردیماندازه گیري

ــال   ــیس اعم ــه س ــمحفظ ــدیم ــرش ــه ت ــد و محفظ انس گران
اتصالات الکتریکـی دو محفظـه توسـط    ). A1شکل(دیگردیم

مولار 3(آگار /کلرید نقره و پل نمکی/الکترودهایی از جنس نقره
KCl (ـگردیمفایر برقرار با دستگاه آمپلی  در هـا ثبـت تمـام  . دی
kHz1 پل بسل و بـا سـرعت نمونـه    4با استفاده از یک فیلتر

شـرکت  (ه برداري و توسط دستگاه ثبـت  نمونkHz10برداري 
Axon ( از جهت آنـالیز . دندیگردیمبه کامپیوتر منتقل و ذخیره

1شکل 
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.استفاده گردید) Axonشرکت (Pclamp 10نرم افزار 
اي تجزیـه و  در روشـه :هـا هاي تجزیه و تحلیـل داده روش

حالـت حضـور یـک    نیتـر سـاده ل، نـا تحلیل داده هاي تک کا
ارتفاع یـا آمپلـی تـود    . باشدیمت باز وضعیت بسته و یک وضعی

بین این دو وضعیت نشان دهنده میـزان عبـور جریـان از درون    
متوسـط  ). B1شـکل (می باشد ) pA(کانال بر اساس پیکو آمپر 

شـکل (میزان جریان عبوري توسط رسم هیستوگرام بیـان شـد   
C1 .(     کنداکتانس تک کانال بـر اسـاس شـیب منحنـی ولتـاژ-

از طریق به Po(1(احتمال باز بودن کانال . یدجریان محاسبه گرد
کــار گیــري الگوریتمهــاي اســتاندارد تعیــین رخــدادها در       

Pclamp10 بر اساس نسبت زمان باز بودن کانال به کل زمان ،
از روي قطعـات یـک   Po. ثبت در ولتاژ معینـی صـورت گرفـت   

اطلاعات بصـورت  . اي در ولتاژهاي معیین محاسبه گردیددقیقه
mean ± SEMگزارش گردیدند.

یافته ها

mito KATPتعیین زیر واحدهاي کانال پتاسـیمی  

بـا اسـتفاده از تکنیـک وسـترن     :غشاء داخلی میتوکندري
، زیـر  KATPاختصاصـی بـراي کانـال    يهـا يبـاد بلات و آنتی 

بـا اسـتفاده از آنتـی بـادي     . واحدهاي کانال را شناسایی نمودیم
Kir6.1)واحـد تشـکیل  کننـده زیـر  اییبادي شناسآنتیبعنوان

نتایج ما بانـد قـوي را در ناحیـه بـین    ) KATPدهنده منفذ کانال

1. Open probability

50kDa 2در هر دو نمونه هموژنیزه60تا)H (  و نمونه پـروتئین
نشـان داد  IMM(3( داخلی میتوکنـدري ءاستخراج شده از غشا

SUR2Bبـادي  هـم چنـین بـا اسـتفاده از آنتـی     ). A2شکل (

بادي شناسایی کننده زیر واحد قسـمت سـولفونیل   بعنوان آنتی (
هاي در نمونه140تا kDa120باندي در ناحیه بین) اوره کانال

).B2شکل (گردیدهموژنیزه و غشاء داخلی میتوکندري مشاهده
خصوصــیات بیــوفیزیکی تــک کانــال پتاســیمی 

mitoKATPثبت جریان در :غشاء داخلی میتوکندري مغز
فعالیت کانال بعد از الحاق وزیکولهاي غشـاء  :ولتاژهاي مختلف

داخلی میتوکندري بـه غشـاء دو لایـه لیپیـدي در محـیط غیـر       
mM KCl cis/50 mM KCl 200(همگون کلریـد پتاسـیم   

trans (نیم تا ده دقیقه بعد از هاکوششاز % 10در. ثبت گردید ،
الحاق وزیکولهاي غشاء داخلی میتوکنـدري بـه غشـاء دو لایـه     

ثبت شـده  يهاانیجر، A3شکل . کانال مشاهده گردیدلیپیدي
میلی ولت را نشان -40تا +40در ولتاژهاي مختلف غشاء، از 

در ولتاژ صفر میلی ولـت  شودیمهمانطور که مشاهده .دهدیم
بدون اینکه هیچگونه اختلاف ولتاژي اعمال شده باشد، جریـان  

کـه ناشـی از   پتاسیمی بصورت رو به بالا و مثبت ثبت گردیـده 
حرکت یونها در جهت گرادیـان غلظتـی از محفظـه سـیس بـه      

میلـی ولـت   -30میزان جریان در ولتاژ نزدیک به . ترانس است
میلی ولت به صفر رسیده -30به شدت کاهش یافته و در ولتاژ 

میلی ولت جریانهاي روبه پـایین  -30در ولتاژ منفی تر از . است
ه داخل یا به عبارتی حرکـت  ثبت گردیده که نشانه حرکت رو ب

2. Homogenate
3. Mitochondria inner membrane

2شکل 
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Vmax-Vmin

1+е zdf (V-V
mid

)RT( P0=Vmin+ )

. یون پتاسیم از محفظه تـرانس بـه محفظـه سـیس مـی باشـد      
نشان می دهد با افزایش ولتاژ به سمت A3همانطور که شکل 

. ولتاژهاي مثبت، احتمال باز بودن کانال افزایش می یابد
جریان  -نمودار ولتاژ B3در شکل:ولتاژ-رابطه جریان

تـا + 40ولتاژ در محـدوده -طه جریانراب. شان داده شده استن
میلی ولت براي کانال به صورت خطی اسـت و هیچگونـه   -40

. گـردد ینم ـانحراف از خط راست یا جریان رو به داخل مشاهده 
شیب منحنی که نشان دهنده کنداکتانس کانال اسـت برابـر بـا    

همانطور کـه شـکل نشـان    . است) pS(پیکوسیمنس 7±143
بــراي وضــعیت هــدایتی کانــال1کــوسپتانســیل معدهــدیمــ
بـه اینکـه میـزان پتانسـیل     با توجـه .میلی ولت است-3±30

بــه پتانســیل تعــادلی پتاســیممعکــوس بدســت آمــده نزدیــک 
mV30-=kE200یونیشرایط درmM=[k]iتـوان یمست، ا

ده، یـک کانـال   بیان نمود کانال براي عبور پتاسیم انتخـابی بـو  
1. Reverse potential
2. Fit

.کاتیونی است
اثر ولتـاژ  :وابستگی به ولتاژ احتمال باز بودن کانال

ویژگیهاي باز و بسته شدن کانال با اندازه گیري احتمال يبر رو
mM 200(در ولتاژهاي مختلف در محیط )Po(باز بودن کانال 

KCl cis/50 mM KCl trans(    مـورد بررسـی قـرار گرفـت .
در نظـر گرفتـه   ل به عنوان تابعی از ولتـاژ کاناباز بودناحتمال 

C3همانطور که شـکل . رسم گردیدبراي آنPoشده و منحنی 
کانال در ولتاژهاي مثبت، بـالا و  باز بودناحتمال دهدیمنشان 

پتانسیل غشاء به سمت ولتاژهـاي منفـی، احتمـال بـاز    با تغییر 
بـاز بـودن   احتمـال -منحنی ولتاژ. بودن کانال کاهش پیدا کرد

Boltzman-Zکانــــــــال، بــــــــا معادلــــــــه  delta

:بدست آمدزیرادیرمقگردید و 2تطبیق
)حداکثر فعالیت% 50بهولتاژ مربوط( Vmid: -17.72±1.3mV

[k]o 50mM

3شکل 
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(Apparent gating charge) Zd = 3.14 ±0.4

صـفر  ل در ولتاژهاي بالاتر ازماکزیمم احتمال باز بودن کانا
85/0±05/0برابـر  + 30و + 20در ولتاژهـاي  مشاهده شـده و 

.است
بررسی توزیع زمانی حالتهاي باز و بسـته کانـال   

dwell time distribution):(  جزئیات بیشتر اثر ولتـاژ روي
 ـتوزنحوه باز و بسته شدن تک کانـال توسـط بررسـی     يهـا عی

حالتهـاي بـاز و بسـته    distributions (dwell time)زمـانی 
در . ه قـرار گرفـت  ع ـکانال در دو ولتاژ مثبت و منفی مـورد مطال 

هاي توزیع زمانی بسته، فواصل زمانی وضعیت بسته هیستوگرام
اطلاق گردیده که در آن میزان جریان صـفر و یـا   ییهازمانبه 

pA3/0±فواصل زمانی بـاز  در هیستوگرام هاي باز. بوده است
انهایی اطلاق گردیده که در آن میزان جریـان در حـداکثر   به زم

بـراي  مثالهـایی از ایـن هیسـتوگرام هـا     . مقدار خود بوده است

میلی ولت نشـان  -40و+ 40هاي ژبراي ولتا4کانالها در شکل 
توانیزمانی وضعیت بسته، یک جزء يهاعیتوز. داده شده است

τclosed1با ثابت زمانی +mV40را در ~ 4.5 ms) شکلA4 (
بــــا ثوابــــت زمــــانی-mV40را در تــــوانیو دو جــــزء 

closed1 ~1.5 msτوτclosed2 ~ 12 ms) شــکلB4 ( نشــان
منطبق گردیده است و توانیتوزیع زمانی باز، با دو تابع . دهدیم

 ـآیم ـبـه نظـر   دهـد یم ـنشان C4وDهمانطور که شکل  دی
ثیر معنی داري بـر روي توزیـع هـاي    أتولتاژهاي مثبت و منفی 

.زمانی باز نداشته باشد
بـر  AP-4اثـر  :بررسی خواص فارماکولوژیک کانال

به عنـوان مهـار کننـده    mitoKATP:4-APروي فعالیت کانال 
الیت کانال مورد بررسـی  غیر انتخابی کانال پتاسیمی بر روي فع

در cisرا در محفظـه  AP-4اثـر افـزودن   5شکل . قرار گرفت
10غلظت  mM  40و +30بر روي فعالیت کانال در دو ولتـاژ-
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4شکل 

+40 mVA
Closed

B
Closed

-40 mV

C
Open

D
Open
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میلـی +30میزان جریان براي ولتـاژ .میلی ولت نشان می دهد
پیکـو آمپـر و   8±1برابـر بـا   AP-4اضافه کـردن ولت قبل از

ولت میلی-40و براي ولتاژ ) 5شکل (85/0احتمال باز بودن آن 
بـود  3/0ال باز بـودن آن پیکو آمپر و احتم3±1میزان جریان

فعالیـت کانـال بـه طـور     AP-4پس از اضافه کردن .)5شکل (
کامل مهار گردید و احتمال بـاز بـودن کانـال در هـر دو ولتـاژ      

.تقریبا به صفر رسید
اثـر  :mitoKATPبر روي فعالیـت کانـال   TEAاثر 
به عنوان مهار کننده کانالهاي پتاسـیمی وابسـته   TEAافزودن 
6شـکل .بر روي فعالیت کانال مورد بررسی قرار گرفتبه ولتاژ 

بـر روي  mM30در غلظـت  cisدر محفظه TEAافزودن اثر
میلـی ولـت را   –10و +20فعالیت کانال به ترتیب در دو ولتـاژ 

میزان جریان ،دهدیمنشان 6همانطور که شکل .دهدیمنشان 
ابـر بـا   برTEAمیلی ولت قبل از اضافه کردن +20براي ولتاژ

–10و بـراي ولتـاژ   8/0پیکو آمپر و احتمال باز بـودن آن  2±6

و احتمال بـاز بـودن   2±5/0میلی ولت میزان جریان پیکو آمپر 
فعالیت کانال به طـور  TEAپس از اضافه کردن . است7/0آن 

شکل (میلی ولت مهار گردید –10و +20هر دو ولتاژکامل در

6(.
روي فعالیـت کانـال  بـر  Iberiotoxin(IbTx)اثر

mitoKATP:تصاصی  ایبریوتوکسین به عنوان مهارکننده اخاثر
) نس بـالا ابویژه با کنداکت(کلسیم کانالهاي پتاسیمی حساس به

اثـر  7شـکل  . بر روي فعالیت کانال مورد بررسـی قـرار گرفـت   
بــر روي nM100در غلظــت cisرا در ناحیــه IbTxافــزودن 

نشـان  –10و +20دو ولتاژ دو ولتـاژ فعالیت کانال به ترتیب در 
اضافه ولت قبل ازمیلی+20میزان جریان براي ولتاژ. دهدیم

IbTx 8/0پیکو آمپـر و احتمـال بـاز بـودن آن     6±2برابر با
2±5/0ولت میـزان جریـان  میلی-10، و براي ولتاژ )5شکل (

دن پس از اضـافه کـر  . بود8/0پیکو آمپر و احتمال باز بودن آن
IbTxمیلی ولـت تغییـر  –10و +20فعالیت کانال هر دو ولتاژ

و معنی داري در میزان جریـان و احتمـال بـاز بـودن     محسوس
.)10شکل (کانال ایجاد نشد 

:ATPمهارکننده بررسی اثر داروهاي
ATPاثـر :mitoKATPبر روي فعالیت کانـال ATPاثر 1.1

بـر  ATPحسـاس بـه   به عنوان مهار کننده کانالهاي پتاسیمی
اثر افزودن  7شکل. روي فعالیت کانال مورد بررسی قرار گرفت

5شکل 

6شکل 
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ATP را در محفظهcis در غلظتmM5/2   بـر روي فعالیـت
میلــی ولــت نشــان -40و +20کانــال بــه ترتیــب در دو ولتــاژ 

نشان مـی دهـد میـزان جریـان     7همانطور که شکل . می دهد
برابـر بـا   ATPاضافه کـردن زولت قبل امیلی+20براي ولتاژ

-40و بـراي ولتـاژ  85/0پیکو آمپر و احتمال باز بـودن آن  2±6

پیکو آمپر و احتمال بـاز بـودن آن   3±1ولت میزان جریان میلی
فعالیت کانـال در هـر دو   ATPپس از اضافه کردن . است3/0

).8شکل (ولت مهار گردید میلی-40و +20ولتاژ 
اثـر :mitoKATPروي فعالیت کانالاثر گلیبن کلامید بر. 2

گلیبن کلامید به عنوان مهار کننده کانالهاي پتاسـیمی حسـاس   
شـکل  . بر روي فعالیت کانال مورد بررسی قرار گرفتATPبه 
ــد را در محفظــه  9 ــبن کلامی ــزودن گلی ــر اف در غلظــتcisاث

nM70  میلـی  -10و +30بر روي فعالیت کانال به در دو ولتـاژ
میـزان  دهـد یمنشان 9همانطور که شکل . دهدیمن ولت نشا

گلیـبن  اضـافه کـردن  ولت قبـل از میلی+30جریان براي ولتاژ
8/0پیکو آمپـر و احتمـال بـاز بـودن آن     8±1کلامید برابر با 

2±5/0ولـت میـزان جریـان    میلی-10و براي ولتاژ ) 5شکل (
فه کـردن  بود پس از اضـا 7/0پیکو آمپر و احتمال باز بودن آن

میلـی  -10و +30گلیبن کلامید، فعالیت کانال در هر دو ولتـاژ  
.)9شکل (ولت تغییر و مهار گردید 

ــر .3 ــال HD-5اث ــت کان ــر روي فعالی ــر:mitoKATPب اث
5-HD     به عنوان مهـار اختصاصـی کانالهـاي پتاسـیمیKATP

.میتوکندریایی بر روي فعالیت کانال مورد بررسـی قـرار گرفـت   
ــزودن 10شــکل  ــر اف در غلظــت cisرا در محفظــه HD-5اث
1mM  40و +20بر روي فعالیت کانال به ترتیب در دو ولتـاژ-

+20میـزان جریـان بـراي ولتـاژ    .دهـد یم ـمیلی ولـت نشـان   

پیکو آمپر و 6±2برابر با HD-5اضافه کردنولت قبل ازمیلی
ولـت میـزان   میلـی -40و براي ولتاژ85/0احتمال باز بودن آن 

پـس از  . است3/0پیکو آمپر و احتمال باز بودن آن 3±1جریان 
تغییر معنی داري در فعالیت کانـال در هـر   HD-5اضافه کردن 

).10شکل (میلی ولت ایجاد نشد -40و +20دو ولتاژ

بحث

کانالهاي یونی بخصوص کانالهاي پتاسیمی در غشاء داخلی 
تنظـیم حجـم سـلول   میتوکندري داراي نقش مهمـی از جملـه   

7شکل 

8شکل 
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و ]7[pH، تنظیم ذخیره کلسیم، ]19[پتانسیل غشایی]7،26[
بعلاوه ایـن کانالهـا   . می باشند]64[پوپتوزآیندي موسوم به آفر

هدف بسیاري از داروهـا بـوده و تنظـیم عملکـرد آنهـا موجـب       
در ایـن  . حفاظت سلولی در سلولهاي قلبی و نورونها مـی گـردد  

 ـ  وفیزیکی و الکتروفارماکولوژیــک کانــال مطالعـه مــا خــواص بی
mitoKATPایمهمورد بررسی قرار دادرا در سلولهاي مغز .

قسمتی از نتایج ما یک کانال پتاسیمی وابسته بـه ولتـاژ بـا    
را در شــــرایط غلظتــــیپیکوســــیمنس143کنــــداکتانس 

200 mM KCl cis/50 mM KCl trans  دهـد یم ـنشـان .
کانال وابسته به ولتاژ بوده و در ولتاژهاي منفی احتمال باز بودن 

پایین و با افزایش به سمت ولتاژهاي مثبت مقـدار آن افـزایش   
هم چنین آنالیز توزیع زمانی نشان داد که با کاهش ولتـاژ  . یافت

یک حالت بسته طولانی به تعداد حالتهاي بسـته کانـال اضـافه    
.گرددیم

ــیمی    ــاي پتاس ــی کاناله ــتفاده از  mitoKATPبررس ــا اس ب
ــوژي مولکــولی   تکنیکهــاي مختلــف الکتروفیزیولوژیــک و بیول

و همکـاران حضـور   1991Inoueدر سال . صورت گرفته است
در غشـاء داخلـی میتوکنـدري    ATPکانال پتاسیمی حساس به 

همچنـین  . ]29[کبد را با استفاده از روش پچ کلمپ نشان دادند
ري سـلول عضـله   حضور این کانال در غشـاء داخلـی میتوکنـد   

انسـان T، لنفوسیتهاي)Debeska et al., 2002(19اسکلتی
پیکوسـیمنس نشـان   110~10انس تبا کنداک]5[و مغز]17[

مبنی بر حضور یک کانال پتاسـیمی  گزارشهایی. داده شده است
در سلولهاي مختلـف نیـز بـا    mitoKATP)کانال(میتوکندریایی 

چنانکه . دو لایه ارائه شده استاستفاده از تکنیک غشاء لیپیدي
Bednarczyk    ــداکتانس ــا کن ــالی ب ــاران کان 103±9و همک

150در شرایط غلظتی برابرپیکوسیمنس mM KCl trans/cis

150 mM KClکـه  انـد نمـوده سلولهاي قلبی گـزارش  ، را در
.]6[مهار گردید +ATP/Mg2توسط 

Kulawiak   از بـا اسـتفاده  2005و همکاران نیـز در سـال
تکنیک الحاق کانال به غشاء دو لایه لیپیدي کانال پتاسیمی بـا  

پیکوســیمنس را تحــت شــرایط غلظتــی 90-70کنــداکتانس 
)450 mM KCltrans/cis50 mM KCl  و غلظـت برابـر

450 mM KCl cis/450 mM KCl trans ( در سلولهاي مغز
ــد   ــزارش نمودن ــ]37[گ ــواص   و ای ــه خ ــود ک ــالی ب ن در ح

مطالعات ما نیـز  . فارماکولوژیک کانال مورد بررسی قرار نگرفت
ري مغز نشان داد یک کانال پتاسیمی را در غشاء داخلی میتوکند

-40تـا  + 40ولتـاژ آن در دامنـه ولتـاژي    -که نمـودار جریـان  
نتـایج مـا   . خطی اسـت ،pS143ولت با شیب کنداکتانس میلی

که احتمال باز بودن کانـال، وابسـته بـه    کندیمهم چنین بیان 

9شکل 

10شکل 
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4شـکل  . رسـد می9/0ولتاژ بوده و در ولتاژهاي مثبت به حدود 
دهد که توزیع زمانی وضعیت باز کانال بـا دو تـابع   نیز نشان می

به عبارتی وجود حداقل دو حالت باز براي تک کانال است توانی
ته کانال حاکی توزیع زمانی بس. باشدکه غیر حساس به ولتاژ می
در ولتاژهـاي  ) یـک وضـعیت بسـته   (از یک تابع اکسپوننشـیال  

در ) حـداقل دو وضـعیت بسـته   (مثبت و دو تـابع اکسپوننشـیال   
دارند کـه یـک حالـت    این نتایج بیان می. ولتاژهاي منفی است

و شودیمظاهر تریمنفيهالیپتانسطولانی در کانال در بسته
نــال در ولتاژهــاي منفــی کاســبب کــاهش احتمــال بــاز بــودن

انطباق وابستگی احتمال باز بودن کانـال بـه ولتـاژ بـا     . گرددمی
رابطه بولتزمن، میزان بار لازم جهـت رفتـار بـاز و بسـته شـدن      

حداکثر فعالیـت را  % 50بار و میزان ولتاژ موثر جهت 3کانال را 
مطالعات ما به مـوازات مطالعـه   . میلی ولت نشان داد-18برابر

Chomaآنها کانـالی پتاسـیمی در   . و همکارانش صورت گرفت
ســــــلولهاي مغــــــزي در شــــــرایط    میتوکنــــــدري

)50 mM KCl cis/450 trans mM KCl ( نسـی  ابـا کنداکت
نتـایج آنهـا بـر    . ]14[پیکوسیمنس مشاهده کردند 219برابر با 

اخلـی  که کانال پتاسـیمی غشـا د  دهدیمخلاف نتایج ما نشان 
میتوکندري مغز در ولتاژهاي مثبت و منفی داراي یک حالت باز 

باز بودن کانـال در ولتاژهـاي   و احتمالو یک حالت بسته بوده 
اي نشان داده است که میزان بـار  مطالعه. ابدییممنفی افزایش 

توانـد یم ـموثر جهت باز شدن کانال پتاسیمی وابسته بـه ولتـاژ   
اسیم داخل سلولی تحت تاثیر قرار توسط غلظت پتاسیم بویژه پت

بنابراین، منطقی است فـرض نمـاییم کـه اخـتلاف     ،]78[گیرد 
جهت حـل ایـن   . گرادیان شیمیایی دلیلی براي این تفاوت باشد

مسئله، بایـد مطالعـه بیشـتري بـر روي رفتـار کانـال و ارتبـاط        
در KATPيهاکانال. عملکرد کانال و ساختمان آن صورت گیرد

و هم چنین ]46،47، 15، 1[یی بسیاري از اندامهاغشا پلاسما
از ویژگی . یافت شده است]34،74[در غشا داخلی میتوکندري 
 ـاخ. اسـت ATPاین کانال مهار آن توسـط   نیـز مـا کانـال    راًی

پتاسیمی را در غشا اندوپلاسمیک رتیکلوم گزارش نمـودیم کـه   
ــط ــار ATPγSو ATPتوس ــمه ــگردیم ــا در دی ــن کاناله ، ای

یندهایی همچون سیگنالینگ کلسیم و تنظیم پتانسیل غشـاء  آرف
ــویژه در شــرایط استرســهاي متابولیــک نقــش مهمــی را دارا   ب

در قســمت دوم نتــایج، مــا خصوصــیات    . ]3[مــی باشــند 
فارماکولوژیک کانال پتاسیمی غشا داخلـی میتوکنـدري مغـز را    

. مورد مطالعه قرار دادیم
نتایج . یدین را مورد مطالعه قرار دادیمآمینوپیر-4در ابتدا اثر 

بعنوان مهار کننده غیر اختصاصی کانالهاي AP-4ما نشان داد؛ 
، )cisمحفظـه  (در ناحیه سیتوپلاسمی mM10پتاسیمی با دوز 

فعالیت کانال را به طـور کامـل و غیـر وابسـته بـه ولتـاژ مهـار        
و همکـاران  Inoueمطالعه مشابهی توسـط ). 5شکل(دینمایم

نشان داده که این کانال در غشاء داخلی میتوکندري کبد با دوز 
5mM 4از-AP ما هم چنـین در بررسـی   .]29[گرددیممهار

بعنـوان داروي مهارکننـده کانالهـاي    +TEAخود نشان دادیـم  
سبب مهار غیر وابسـته  Mm30پتاسیمی وابسته به ولتاژ با دوز 

بر TEAمهاري غیر وابسته به ولتاژ اثر . گرددیمبه ولتاژ کانال 
روي کانال پتاسیمی میتوکندري مشابه اثر آن در مطالعـه قبلـی   

با توجـه  . ]23[ما بر روي کانال پتاسیمی حساس به کلسیم بود
بالاي کانال و هم چنـین نتـایج مطالعـات    نسبتاًنس ابه کنداکت

قبلی ما مبنی بر حضـور دو نـوع کانـال پتاسـیمی حسـاس بـه       
بـر روي  ATPمبنـی بـر اثـر    گزارشـهایی و ]23، 22[کلسـیم 

بر IbTxاثر]49، 44، 27[کانالهاي پتاسیمی حساس به کلسیم 
مهـار کننـده هـاي    . روي فعالیت کانال مورد بررسی قرار گرفت

فارمــاکولوژیکی چنــدي جهــت شناســایی کانالهــاي پتاســیمی  
حساس به کلسیم شناسایی شده که شامل پپتیدهاي مشـتق از  

و ایبریوتوکسـین  (ChTx)کریبدوتوکسین يهابنامکورپیون اس
(IbTx) بنابراین در این مطالعه اثر. ]62، 61[می باشندIbTx

بر روي کانال مورد مطالعه قرار گرفت و هیچگونه اثري بر روي 
چندین مهار کننده اختصاصی در . فعالیت کانال مشاهده نگردید

بکـار  mitoKATPيهـا کانـال مربـوط بـه رفتـار    يهـا یبررس ـ
، ترکیبات سـولفونیل اوره ماننـد گلـی    ATPکه شامل روندیم

ــد و  . هســتندhydroxydecanoic acid(5-HD)-5بنکلامی
فعالیـت  mM5/2بـا دوز  ATPنتایج ما نشان داد کـه تجـویز   

هم چنـین  . دینمایمکانال را در هر دو ولتاژ مثبت و منفی مهار 
وارد کردن گلی بـن کلامیـد  بـا دوز    کهدهدیمنتایج ما نشان 

nM70 در ناحیه سیس کانال پتاسیمی الحاق یافته به غشاء دو
لایه لیپیدي در هر دو ولتاژ مثبت و منفی بـدون وابسـتگی بـه    

و این حضور کانـال پتاسـیمی   گرددیمولتاژ موجب مهار کانال 
را در غشــاء داخلــی میتوکنــدري مغــز تاییــد mitoKATPنــوع 

گلی بن کلامید بر روي کانال بـا اتصـال بـه گیرنـده     . دینمایم
پتاسـیمی از داخـل   هـا ونیسولفونیل اوره مانع از جریان یافتن 
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یم کـه کانـال   اهاي نشان داددر مطالعهما اخیراً . گرددیمکانال 
ء عـلاوه بـر میتوکنـدري در غشـا    ATPپتاسیمی حسـاس بـه   

د دارد که بطـور وابسـته بـه    اندوپلاسمیک رتیکلوم کبد نیز وجو
یـک  HD-5. ]55[گـردد یم ـولتاژ توسط گلی بنکلامید مهـار  
در حالیکـه  باشدیمmitoKATPمهار کننده اختصاصی کانالهاي 

. ]54[باشـد یم ـگلی بنکلامید یک مهار کننده غیر اختصاصـی  
این طبقه بندي بر اساس بررسی عملکرد میتوکنـدري قلـب در   

، و روي ]35[، میتوکندري جـدا شـده   ]52، 39[سلولهاي سالم
اما نتایج مـا نشـان داد   . باشدیم]77، 32[تک کاناليهاثبت
مطالعات قبل اثـر  . اثري بر روي فعالیت کانال نداردHD-5که 

میتوکنـدریایی  KATPرا بر روي فعالیـت کانـال   HD-5مهاري 
نــورونی کــه بــدنبال يهــابافــتو]5[، پروتئولیپوزومهــا]19[

، 42[اندکردهدیازوکساید فعال شده بودند را توصیف ي ریارگکبه
ــین . ]71، 56 ــم چنـ ــهاییهـ ــان گزارشـ ــز نشـ ــري نیـ دیگـ

در قلـب  mitoKATPکه اثر ایـن دارو بـر روي کانـال    دهندیم
، مغـز و  ]12[، کلیـه  ]30[، کبـد  ]9[عضله اسکلتی ،]48، 35[

بـر خـلاف   .باشدیممهاري ]71، 11[سلولهاي کشت شده مغز 
يهـا کانـال دهنـد یم ـمطالعات فـوق، مطالعـات دیگـر نشـان     

mitoKATP در میتوکندري هاي غیر سیناپتوزومال حضور دارند
 ـاخ. ]9[باشـند ینمHD-5که حساس به دیازوکساید و  نیـز  راًی

روي متورم شدن میتوکنـدري مغـز مشـاهده    HD-5ریعدم تأث
بـر تغییـرات ویـژه    این تفاوت عـلاوه  احتمالاً.]38[است شده 

بافتی در ارتباط با زیر واحد هاي تشکیل دهنده کانال و تفـاوت  
آنها در بافتهاي مختلـف و یـا حـذف عـواملی در سـلول ماننـد       
سایتواسکلتونها و دیگر پروتئینهاي موجود در غشاء مانند بعضی 

، کننـد یم ـاز پروتئینهاي داخل غشائی کـه ماننـد لنگـر عمـل     
ن رفتن ارتباط کانال و این پروتئینها باعـث تغییـر   از بی. باشدیم

ــداکت   ــدن و کن ــته ش ــاز و بس ــواص  ادر ب ــده و خ ــا ش نس آنه
. ]70، 18[دهــدفارماکولوژیـک آنهــا را تحــت تـاثیر قــرار مــی  

مطالعات ایمونوهیستوشیمی و بیولوژي مولکولی حضـور کانـال   
. ]60[انددادهپتاسیمی را در غشاء داخلی میتوکندري مغز نشان 

هنـوز بطـور   mitoKATPبا این حال ساختمان مولکولی کانـال  
اعتقـاد بـر ایـن اسـت کـه کانـال        . دقیق شناسایی نشده اسـت 

mitoKATP و کانالهايKATP   يهـا شـباهت غشـاء پلاسـمایی
ترکیب اکتـامري  KATPساختمان کانال . زیادي با یکدیگر دارند

لفونیل و سـو Kir6.xواحـدهاي  پیوستن زیراست که از به هم 

. شوندیمتشکیل ) SURx(اوره 
Kir6.x)Kir6.2دو نوع زیر واحد  , Kir6.1 (و سه نوع زیر

SUR(SUR1حد وا ,SUR2A ,SUR2B)ان ایـن  در ساختم
منفـذ کانـال را   Kir6.xزیر واحـدهاي  . کنندیمکانالها شرکت 

زیر . باشدیمATPو زیر واحد مسئول پاسخ کانال به سازندیم
ــدهاي  ــدیل     SURواح ــث تع ــته و باع ــی داش ــش تنظیم نق

این زیـر  . شوندیمخصوصیات بیوفیزیکی و فارماکولوژي کانال 
]21، 8[باشدواحدها جایگاه عملکرد داروي گلی بن کلامید می

و تنوع این زیرواحدها باعث ایجـاد تنـوع در خصوصـیات بـاز و     
. بسته شدن و فارماکولوژي این کانالها شده است

ي بـر اسـاس تحقیقـات فارماکولوژیـک و     مشاهدات متعدد
قلب و کبـد  mitoKATPکه کانالهاي کنندیممولکولی پیشنهاد 

Kir6.1متعلق به خـانواده کانالهـاي پتاسـیمی یکسـویه سـاز      

.]58، 41[می باشند
51kDaزیـر واحـد   ) 2003(و همکـاران  Laczaمطالعـات 

Kir6.1  و مطالعـات  ]40[را در میتوکنـدري قلـبSuzukiو
را در میتوکندري عضله اسکلتی kDa51باند ) 1997(همکاران

و همکـاران  Zhouقبـل از ایـن مطالعـات نیـز     . ]63[انـد افتهی
را در مغز شناسایی Kir6.2و Kir6.1هر دو زیر واحد ) 1999(

و کبـد ، و همکاران نیز در مغزFosterاخیراً . ]79[نموده بودند
Ng نشـان دادنـد کـه    ماهیچـه اي  ياه ـسـلول و همکاران در

Kir6.1نتایج ما نیز بـا اسـتفاده از آنتـی    . ]25، 24[حضور دارد
زیر واحدهاي . دینمایمحضور آن را در مغز تایید Kir6.1بادي 

نیز در ) SUR2BوSUR2A(مربوط به گیرنده سولفونیل اوره 
mitoKATP     اندامهاي مختلف از جملـه عضـله قلبـی شناسـایی

و همکاران با استفاده از آنتی بادي و بررسـی  Chen.شده است
را در عضله قلبی شناسـایی نمـوده امـا    SUR2Aبیان ژن زیر 

SUR2B مـا  آزمایشـهاي  امـا نتـایج   . ]13[را مشاهده ننمودنـد
نشان داد که در بین زیر واحدهاي مربوط به گیرنده سـولفونیل  

ناشـی از  تواندیمحضور دارد که SUR2Bاحتمالاًاوره در مغز 
و سـلولهاي  هـا بافـت و نقـش آنهـا در   واحـدها زیر يهاتفاوت

.]56، 40[مختلف باشد 
بعنـوان  mitoKATPدر خصوص نقش فیزیولوژیک کانـال  

کــه کانالهــاي دهنــدیمــمثــال در ایســکمی مطالعــات نشــان 
mitoKATP  نورونهاي عصبی در طی دوره ایسکمی باز شـده و

کننـد یم ـبرابر ایسکمی حفـاظتی  بدین وسیله از این سلولها در
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به طـوري کـه ایـن کانالهـاي پتاسـیمی متابولیسـم       . ]75، 10[
]26[میتوکندري را از طریق تنظیم حجم ماتریکس میتوکندري 

هاي اکسیژن واکنش دار و اثر مستقیم ورود کلسیم و تولید گونه
.]26،37[نمایندتنظیم می

غشـاء داخلـی   در تحقیق حاضر به دنبـال الحـاق وزیکـول    
میتوکندري جدا شده از مغز موش صحرائی به داخـل غشـاء دو   

کانال کاتیونی مشاهده شد کـه  ،لایه لیپیدي فسفاتیدیل کولین
و وابسـته بـه ولتـاژ    KATPمتعلق به خانواده کانالهاي پتاسیمی 

و Kir6.1زیر واحدهاي تشکیل دهنـده آن  احتمالاًکه باشدیم
SUR2B143راي کنـداکتانس  کانال دا. باشدیم pS  وابسـته ،

ــه ولتــاژ کــه توســط داروهــاي  و گلــی AP،TEA ،ATP-4ب

و ایبریوتوکسـین بـر آن   HD-5بنکلامید مهار شده در حالیکـه  
احتمـالاً نقـش مهمـی در    ، این کانالرسدیمبنظر . اثري ندارند

.و حفاظت نورونی داشته باشدمغزهمئوستازي میتوکندري

سپاسگزاري

حقیقات علوم اعصاب دانشگاه شهید بهشتی جهـت حمایـت   تاز مرکز
، آقــاي دکتــر وزیــري از انســتیتو پاســتور ایــران جهــت مــالی ایــن پــروژه

سجاد سالاري کـه در  دکترو آقايراهنماییهاي ارزنده در قسمت مولکولی
.استخراج لیپید مورد نیاز همکاري داشتند، تشکر بعمل می آید
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