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 بر روند 362فسفوريلاسيون و دفسفوريلاسيون اسيد امينه سرين جايگاه اثر 
    مدولا كليهيقسمت خارج 2 نوعآندوسيتوز كانال پتاسيمي

  
  سعيد حاجي هاشميدكتر 

  
  ، اراك ، ايرانلوژي ، گروه فيزيولوژي ، دانشگاه علوم پزشكي اراكاستاديار، دكتري تخصصي فيزيو 

  
 26/1/88  ، تاريخ پذيرش5/11/87 تاريخ دريافت

  چكيده
 نوع ندوسيتوزكانال پتاسيميآ ندبررو 362 فسفوريله و دفسفوريله كننده اسيد امينه سرين جايگاه در اين مطالعه اثر :مقدمه

  .بيان درغشاء اووسيت بررسي گرديده است پس از  قسمت خارجي مدولا كليه2
 .با استفاده از كلاژناز به روش استاندارد جدا گرديدند  زاينوپوس لويسهاي  تجربي اووسيتمطالعهدر اين : روش كار

استفاده   قسمت خارجي مدولا كليه2 نوع ايجاد موتاسيون در انتهاي كربوكسيل كانال پتاسيميجهت  تغيير سريعروش 
پس از . گرديدها تزريق  به اووسيت  ايجاد شدهS362Dو S362A  هايوموتاسيون اين كانال مربوط cRNA  .گرديد

 25هاي ساخته شده به غشاء به مقدار  مهار كننده انتقال پروتئين ،Aبرفلدين  به محيط كشت) زمان صفر( سه روز
 براي اندازه ثابت نگه داشتن ولتاژ دو الكترود تكنيك از.  اضافه گرديدAميكرومولار يا اتانول به عنوان حلال برفلدين 

  .استفاده شد وهمچنين پتانسيل غشاءهاي يوني   جريانگيري
 را S362D يا موتاسيون فسفوريله كننده  و  قسمت خارجي مدولا كليه2 نوع هاي پتاسيمي هاي كه كانال  اووسيت:نتايج

 پتاسيم وپتانسيل داري در ميزان جريان يون  كاهش معنيAبرفلدين محلول كردند در طي دوره انكوبه شدن در  بيان مي
موتاسيون فسفوريله و   قسمت خارجي مدولا كليه2هاي پتاسيمي نوع   كانالميزان كسر جريان براي. غشاء را نشان دادند

 مربوط به داري باكسر جريان  كه به طور معني بود11/0±05/0  برابر باAانكوبه شدن در برفلدين ساعت 48 پس از كننده
  .  تفاوت داشت96/0±05/0دفسفوريله كننده موتاسيون 

و  در آندوسيتوز با ايجاد حالت  فسفوريله PDZقسمت داخلي ناحيه  در 362اسيد آمينه سرين جايگاه  :نتيجه گيري
  .خالت داردد  قسمت خارجي مدولا كليه2 نوع هاي پتاسيمي  كانالتعدادتعيين 

، موتاسيون S362A، موتاسيون  قسمت خارجي مدولا كليه2كانال پتاسيمي نوع  ،ي كانال پتاسيم:واژگان كليدي
S362D، ناحيه PDZ فسفوريلاسيون ،  

  
  
  
  
  
  
  

  ميدان بسيج، مجتمع دانشگاه علوم پزشكي اراك، دانشكده پزشكي،گروه فيزيولوژي  اراك،:نويسنده مسئول
Email: S.hajihashemi@gmail.com 
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  مقدمه
نگهداري حجم و تركيب يوني ها   كليهيفه وظ
عملي  ها واحدهاي ساختماني و نفرون. باشد  ميمايعات بدن

ها  لقهاي يوني و نا نحوه قرار گرفتن كانال. ها هستند در كليه
ها بر روي باز   جانبي نفرون-اي قاعده  راسي وهايغشا در

ها در  توزيع اين پروتئين. گذارد جذب وترشح مواد تاثير مي
ه با وجود باشد ك ا به صورتي نامتقارن ميه غشاء سلول

آندوسيتوز مداوم به كمك تداخل با اسكلت سلولي اين 
قسمت كانال پتاسيمي . )2 ،1(گردد حالت نامتقارن حفظ مي

 - Renal Outer Medullary K( خارجي مدولا كليه

ROMK(پتاسيمها وظيفه ترشح يون  در نفرون  (K+)  را به
فتن سه ايزو فورم مختلف از  محل قرارگر. عهده دارند

هاي كليه مشخص   در غشاء راسي سلولROMKهاي  كانال
 ترشح ROMKهاي   آندوسيتوز كانال. )3(گرديده است

  .)4-6(كند مي تنظيم را در مجاري جمع كننده +Kيون 
روندهاي اگزوسيتوز و آندوسيتوز تعداد 

 .نمايد تعيين مي  را  در غشاء پلاسماييROMKهاي  كانال
ايزوفورم ( كيناز cSrc و همكاران نقش فعاليت وانگ

PTKs ( برروي  راهاي موش صحرايي در غشاءراسي نفرون 
تعداد . كردندهاي پتاسيمي گزارش  تنظيم تعداد كانال

 رژيماز طريق +K هاي پتاسيمي با مقدار دريافت  كانال
. )7(باشد اي معكوس مي  در اين حيوانات داراي رابطهغذايي
 كننده هاي مجاري جمع سلولدر  هاي پتاسيمي انالتعداد ك

 بيان شده در ROMK1هاي   كانالو صحرايي موش قشري
 توسط  كينازcSrc چنين سطح فعاليت  و هم ها غشاء اووسيت

استفاده  .كرد افزايش پيدا مي تيروزين كيناز هاي كنندهمهار 
. آنها را كاهش دادتعدادمهار گران تيروزين فسفاتاز از 
ات تيروزين كيناز و فسفاتاز بر روي تعداد و فعاليت اين اثر

هاي آندوسيتوز  مهار كنندهتوسط هاي پتاسيمي  كانال
  .)9، 8 ، 5 ،4(دشممانعت 

 تغيير دري يرژيم غذاموجود در مقدار پتاسيم 
 از راكننده   مجاري جمعبه درونپتاسيم هاي   يونترشح
 ROMKهاي   كانالشدنتغيير در آندوسيتوز ايجاد طريق

  cSrc فعاليت  بر رويمقدار دريافت پتاسيم. كند اعمال مي
 كند ايجاد ميتيروزين كيناز و تيروزين فسفاتاز مربوطه تغيير 

  شدنو يا اگزوسيتوزشدن ميزان آندوسيتوز روي كه بر 
آندوسيتوز به دو صورت . گذارد هاي پتاسيمي تاثير مي كانال

از غشاء  ها را  پروتئين،وابسته و غير وابسته به كلاترين
اطلاعات اندكي درباره چگونگي . )10(دارد پلاسماي بر مي

از غشاهاي  ROMK و بر داشته شدن كانال شدنجايگزين 
و مبادله شدن بين ) Trafficking(داخل و خارج سلولي 

همكاران آندوسيتوزكانال  زنگ و.  وجود داردهاغشا
ROMK ينهاي پوشيده با كلاتر ازطريق وزيكول 

(Clathrin Coated Vesicles-CCVs) نشان دادند و را 
-C(نقش اسيدهاي آمينه ناحيه انتهاي كربوكسيل 

terminal (هاي  كانالROMK (Kir1.1) رادر اين روند 
در طول تكامل توالي اسيدهاي آمينه . )6(مشخص كردند

 انسان و  درROMKهاي  هاي كربوكسيل كانال انتهاي
ها در  كانال  اينرفتن محل قرارگ،جوندگان حفظ شده است
از اين ناحيه تعيين ) Motifs(الگوداخل غشاها را چندين 

 كه  (YDNPNF) يك الگوياز جمله). 1شكل ( كند مي
 Internalization Motif)بري  با الگوي درون

(Y/F)(D/E)MPXYاز  هاي غشايي كه از پروتئين  بسياري
 هومولوگ شوند به صورت  به داخل برده ميCCVsطريق 
  .)11(است

 مطالعه قبلي نشان داده است كه موتاسيون جايگاه 
در  2ROMKهاي  افزايش پايداري وثبات كانال سبب 362

در اين مطالعه چگونگي و مكانيسم اين . )12(گردد ميغشاء 
. موتاسيون بر روي آندوسيتوز مورد بررسي قرار گرفته است

 به صورت طبيعي در حالت 362اسيد امينه سرين در موقعيت 
به منظور بررسي اثر فسفوريله كننده . باشد فسفوريله مي

  هنگام بيان ROMK2برروي پايداري و اندوسيتوز كانال 
 S362D هاي ها موتاسيون شدن در غشاهاي سلولي اووسيت

داراي اثرات  S362Aموتاسيون . ايجاد گرديدS362A  و
ت داراي اثرا S362Dو موتاسيون  دفسفوريله كننده

اين تحقيق آزمايشاتي انجام  در. باشد فسفوريله كننده مي
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 دفسفوريله كننده وگرفت تا نقش و اهميت اثرات فسفوريله 
 را در كنترل فعاليت عملي 362اسيد آمينه سرين جايگاه 

ROMK2در غشا پلاسماي مشخص نمايد   .  

  
 
 
 
 

را نشان ) پر رنگ شده(بواسطه كلاترينمورد قبول واقع شده براي درون بري اسيدهاي آمينه انتهاهاي كربوكسيل انسان، رات و موش : 1شكل
. نشان داده شده است) به صورت ايتاليك (PDZواتصال ) با خط زيرآن مشخص شده ودر توالي انساني حضور ندارد (2كازئين كيناز  .دهد مي

 قرمز رنگ شده به سرين در موقعيت S.  همپوشاني دارد2كيناز كازئين  است كه با توالي PDZ لغات پررنگ شده نشانگر توالي محل اتصال 
S362Aمربوط مي شود .  

  
  روش كار

 حيوانات ماده .باشد  مي تجربي از نوع اين مطالعه                
 درون (Xenopus laevis) زاينوپوس لويسو بالغ
 19-23هاي پلاستيكي محتوي آب با درجه حرارت  تانك

 ساعت 12  ساعت تاريكي و12 شرايط درگراد  درجه سانتي
 ها به منظور جدا كردن اووسيت. شدند روشنايي نگهداري مي

 2  متان سولفوناتحيوانات در محلول بيهوش كننده ترايكن
  برابرpHبا  ) Tricane Methan Sulfonate ( درصد

 پروتكل استانداردي كه استفاده از اب. قرار گرفتند  80/7
ها تحت   اووسيت، شده استائهار برون و  كوپرتوسط

 يها محلول. )13(يدنددگرشرايط آسپتيك جدا و نگهداري 
هاي به اندازه  هاي تخمدان به تكه لوب. استريل استفاده شدند

 قطعات بريده شده. بريده شدندمتر   سانتي1×1×5/0تقريبي 
 محلولي فاقد  محتوي ميلي ليتري50هاي كشت   لولهدرون

 و برروي يك ندمنتقل گرديد )Ca2+ ND96 - 0( كلسيم 
 گرفت قرار (Rotatest R100, Luckham)شيكر افقي 

هر ده دقيقه محلول آن با محلول تازه تعويض  شش بار و
 +Ca2 - 0(ها دوبار در محلول فاقد كلسيم  اووسيت .گرديد

ND96 (كلاژناز گرم در ميلي ليتر  ميلي2 محتوي (Type 

1A) با توجه به قطر و. شدنده دقيقه قرار داد20 به مدت  
 در زير 6 و 5هاي سالم در  مراحل  شكل آنها اووسيت

 OR3در محلول سپس  ،ميكروسكپ شناسايي و جدا شدند
نكوباتور  ادرون گراد  درجه سانتي18حرارت  درجه با

.  نگهداري شدند(LMS: Jencons Scientific Ltd)سرد
مطالعه  هاي مختلف  پاسخ براي غلظت- منحني دوزبراساس

  نانوليتر50ييدر حجم نها  نانو گرم1 به مقدار cRNAقبلي 
 50 هاي كنترل  تزريق گرديد و به اووسيتها به اووسيت

جريان يوني  مربوط به . )15( آب تزريق گرديدنانوليتر
هاي پتاسيمي با استفاده از تكنيك ثابت نگه داشتن  كانال

- Two Electrode Voltage Clamp(ولتاژ دو الكترود

TEVC ( همكاران نشان   وگواردن. گيري گرديد اندازه
  آزمايشگاهي به صورتcRNAدنبال تزريق ه اند كه ب داده

(In Vitro)ها از روي الگو  ، اووسيتcRNA تا چند برابر 
سطح همان نوع از پروتئين با منشاء داخلي پروتئين سازي 

 طور شود به بنابراين سيگنال بزرگي كه ايجاد مي. كنند مي
  .  )14(باشد  ميcRNAمشخص نتيجه تزريق 

و ) الكترود ولتاژي(يك الكترود براي ثبت ولتاژ
 تكنيك پايهبر ) الكترود جريان(ديگري براي تزريق جريان 

TEVC  پتانسيل غشاء به دنبال .  وارد شدغشاء اووسيتدر
دريافت ولتاژتوسط الكترود ولتاژي با ولتاژ مورد درخواست 

د و اختلاف بين اين دو مقدار باتزريق جريان شو مقايسه مي
آزمايشات ولتاژ كلمپ با استفاده از آمپلي . رسد به صفر مي

 ,500B  Clamp - Gene(Axon Instrumentsفاير 

Foster City, CA, USA)ها با استفاده  داده.  انجام گرفت
 ,Clampex (pClamp, Axon Instrumentsاز نرم افزار 

version 6) ي يك كامپيوتر  بر روIBM) International 

Human  COOH-TKMNETDDEVSILYDNPNFKRG 
Rat  COOH-TQMTDDDEEVSVLYDNPNFKRG 

Mouse  HCOO-TQMTDDDEEVSVLYDNPNFKRG 
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Business Machine(  مجهز شده به يك مبدل آنالوگ
ثبت  (Digidata 1200, Axon Instruments)به ديجيتال
 5 ميزانRC-3Z ها محفظه استاندارد اووسيتدر . گرديدند

ها سرريز  محلول در هر دقيقه برروي اووسيتاز ميلي ليتر 
 كننده الكترود رفرانس متصل در داخل محلول پرفيوژن. شد

الكترودهاي . داشت قرار  Ag/AgCl2)سيم ( به زمين
اي بروسيليكات  هاي مويينه شيشه و جريان از لوله ولتاژي

 متر  ميلي68/0و قطر داخلي ميلي متر5/1باقطر خارجي 
)(GC150F-15 Harvard Apparatus تهيه گرديد كه 
 ديعمو ميكروالكترودپولر يك از استفاده با

(Microelectrode puller PP-83: Narishige, 
Japan)3الكترودها با محلول كلرور پتاسيم.  كشيده شدند 

 مگااهم 5/0 -5/2 مولار پر شدند و الكترودهاي با مقاومت
 . هاي داخل سلولي مورد استفاده قرار گرفتند براي ثبت

 درجه نسبت به سطح اووسيت 45با زاويه 
. ندشدها وارد  امي به درون اووسيتميكروالكترودها به آر

 از وارد كردن ميكروالكترودها آنها با الكترود رفرنس پيش
انجام هنگامي  ميران جريان يوني گيري اندازه. شدند ميصفر 
 هر دو الكترود ولتاژي و جريان، پتانسيل غشائي شد كه مي

پتانسيل غشائي  شدن ثابتپس از  .يكساني را نشان دادند
 Voltageبه وضعيت Setup mode  از حالتآمپلي فاير

Clamp mode 50پتانسل در  دا ابتدر. شد  تغيير داده - 
 ميلي -120 سپس ولتاژ از ، ثابت نگاه داشته شدميلي ولت

 ميلي ولت 20در هر مرحله به اندازهميلي ولت + 100 تا ولت
در هر ولتاژ نگه داشته  هزارم ثانيه 50 و به مدت كردتغيير 
 بر گردانده   ميلي ولت-50ين هر مرحله ولتاژ به بدر  ،شد
 بار تكرار گرديد 5ها اين پروتكل  براي هركدام از ثبت. شد
باريم به . گرديد محاسبه هاي ثبت شده جريان ميانگينو 

 TEVC در مطالعات ROMKهاي  عنوان مهار كننده كانال
با  جريان –بعد از ثبت نمودن رابطه ولتاژ . به كار برده شد

 ميلي مولار 5 حاوي ND96 ، محلول ND96محلول كنترل 
جريان يافت تا اين كه  ها بر روي اووسيت از كلريد باريم 

 .ر باقي ماند يك حالت پايدادر و هميزان جريان كاهش يافت

پروتكل  .گرديد  جريان ثبت مي–در اين حالت رابطه ولتاژ 
 ال كان كهcRNAي بود كهآزمايشات به صورتقسمت از اين 

ROMK2سه روز ، كرد  را كد مي و يا موتاسيون مربوط
به ) زمان صفر (Aمحلول برفلدين  قبل از قرار دادن در

 انكوبه OR3محيط كشت  شد و در ها تزريق مي اووسيت
در زمان صفر محيط كشت تعويض گرديد و . گرديد

 برفلدين ها به محيط كشت حاوي محلول اووسيت

(Brefledin A- BFA) ميكرومولار يا به 25 غلظت اب 
 .منتقل گرديدند) A برفلدين حلال( از اتانول حجمهمان 

  ميكرومولار25نتايج تحقيقات قبلي نشان داده است با دوز 
، 6، 3(ها   ميزان جريان در تمامي زمانAبرفلدين   محلولاز

داري   پس از انكوبه شدن كاهش معني) ساعت48 و 24، 12
 15 به صورت Aبرفلدين توك محلول اس. )15(كند پيدا مي

 Aبرفلدين .  در اتانول به عنوان حلال تهيه گرديدميلي مولار

 انتقال پروتئين از شبكه تواند اي است كه مي ماده
ين  ا بنابر.اندوپلاسمي به دستگاه گلژي را مسدود نمايد

سلول اضافه  هاي جديد ساخته شده به غشاء پروتئين
هاي پتاسيمي نشان  كانالتعداد  كاهش در مقدار. شود نمي

دوره طول در . باشد آندوسيتوز آنها ميمقدار دهنده 
آزمايشات محيط كشت هر روز با محيط كشت تازه تعويض 

 2ROMK -pTLNدر همه آزمايشات از پلاسميد . گرديد
براي . استفاده گرديد) گوردون كوپراهداي توسط دكتر (

 موش ROMKايجاد موتاسيون در انتهاي كربوكسيل كانال 

ايجاد موتاسيون زاي  تغيير سريع  با استفاده از روشصحرايي
) Site Directed Mutagensis(مستقيم در جايگاه 

 PDZدر قسمت داخلي ناحيه . گرديد
)PSD95/Drosophila disk large/ ZO-1 Domain( 

در همه . ند گرديدايجاد S362D و S362A هاي موتاسيون
 به صورت خطي تبديل MLU Iز موارد پلاسميد با استفاده ا

 پليمراز توليد SP6 RNAتوسط آنزيم cRNA گرديد و
  .  دش

 كاهش مقدارميزان كسر جريان با استفاده از 
در مقايسه با   كلريد باريماز ميلي مولار 5جريان توسط 
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كسر جريان "مقدار جريان در زمان صفر با استفاده از رابطه 
 = "I-IBa/I0گر كاهش مقدار  ه نشانكگيري گرديد  اندازه

 48 مقدار جريان پس از گذشت  Iدر اين رابطه.جريان است
كاهش  IBa و Aبرفلدين ساعت انكوبه شدن در محلول 

 ساعت انكوبه 48 از گذشت پس مقدار جريان توسط باريم
مقدار جريان ثبت شده در  I0 و Aبرفلدين شدن در محلول 
 را نشان Aفلدين براز انكوبه شدن در محلول  زمان صفر قبل

 از پس اگر بيانگر اين است كه اين رابطه به خوبي .مي دهد
هاي پتاسيمي و در نتيجه   ساعت تعداد كانال48گذشت 

ميزان جريان در غشاء اووسيت كاهش يافته باشد مقدار كسر 
  .جريان كاهش خواهد يافت

ــا     ــراه ب ــانگين هم ــورت مي ــه ص ــايج ب ــراف نت انح
ــار  ــت  معي ــده اس ــه ش ــرا. ارائ ــايج ب ــسه نت ــون ي مقاي  از آزم

ــه  ــواي يكطرف ــوكي  (آن ــون ت ــا )آزم ــون  وي ــتفاده  tآزم اس
  . در نظر گرفته شد05/0سطح معني دار بودن . گرديد

  
  نتايج

در محلول   ها  انكوبه كردن اووسيت   ،نتايجبراساس  
 از  يــون پتاســيم ميــزان جريــانA ميكــرو مــولار برفلــدين 25

 -جريـان بطـه   را. دادكـاهش   را   ROMK2هـاي    طريق كانال 
  ميكرومولار25دوز شدن در انكوبه ساعت  48  پس ازولتاژ

 ROMK2 بـراي . نشان داده شده اسـت    2شكلدر   Aبرفلدين
 )18تعــداد برابــر  (16/0±05/0ميــزان كــسر جريــان برابــر بــا 

   .)3شكل(بود
هاي پتاسيم از  ثبت الكتروفيزيولوژيك جريان يون

ها  وسيت كه در اوS362A با موتاسيون ROMK2كانال 
 ميكرومولار 25 محلولدر  پس از انكوبه شدنگرديدند،بيان 

داري را در   كاهش معنيساعت 48 در مدت زمان Aبرفلدين
نشان  موتاسيون يافته ميزان جريان يوني اين كانال پتاسيمي

هاي است كه  از اووسيت  ولتاژ- جرياننمودار. نداد

اعت انكوبه  س48اند بعد از   را بيان كردهS362Aموتاسيون 
 . نشان داده شده است2شكل  در Aبرفلدين شدن در حضور 

 ميزان كسر جريان برابر با S362A موتاسيون براي
 در ميزان دار  معني بود وكاهشي)24تعداد برابر ( 05/0±96/0

  .)3شكل( جريان حساس به باريم ديده نشد
هاي پتاسيم   يون مربوط به ولتاژ-جريانمنحني 

 S362D با موتاسيون ROMK2ال پتاسيمي  از كانشدهثبت 
 ساعت 48 پس از بيان شده بودها  اووسيتغشاء  دركه

 كاهش A ميكرو مولار برفلدين 25محلولانكوبه شدن در 
  را پتاسيميهاي  اين كانال ازداري در ميزان جريان يوني معني

 موتاسيون  برايميزان كسر جريان. )2شكل (نشان داد
S362D ش وكاه  بود)18تعداد برابر  (11/0±05/0 برابر با

 گيري اندازه در ميزان جريان حساس به باريم داري معني
  ). 3شكل ( گرديد

پتانسيل استراحت غشاء با توجه به اين كه 
 ،رد رابطه مستقيم داROMK2هاي  تعداد كانال با ها اووسيت

هاي انكوبه  درهر دو گروه از اووسيت در طول آزمايشات
 Aمحلول فاقد برفلدين  و Aبرفلدين  اراي محلول دشده در

 نتايج .گيري گرديد اندازهها  پتانسيل استراحت غشاء اووسيت
موتاسيون   وROMK2هاي كه كانال  اووسيت دادنشان 

S362Dساعت از 48 بعد از گذشت ،كردند  را بيان مي 
داري در  كاهش معني Aانكوبه شدن در محلول برفلدين 

هاي كه در  را در مقايسه با اووسيتپتانسيل استراحت غشاء 
 انكوبه گرديدند نشان دادند ولي در Aمحلول فاقد برفلدين 

 زاند پس ا كرده را بيان S362Aهاي كه موتاسيون  اووسيت
داري بين اين دو گروه وجود نداشت  زمان اختلاف معنياين 

 قرار Aو پتانسيل استراحت غشاء تحت تاثير برفلدين 
  ).4شكل ( نگرفتند
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 قـسمت خـارجي   2 نـوع   پتاسـيمي هـاي  كانال تعداد  بر رويAبرفلدين  ميكرومولار 25 در محلول ساعت انكوبه شدن 48 اتاثر C ,B ,Aنمودارهاي  .2شكل
  .دهد زان جريان نشان ميرا با توجه به كاهش ميS362D    (C) وS362A  (B)موتاسيون يافته هاي   كانالA) (    (ROMK2)طبيعي  مدولاي كليه

  

  
هـاي    كانـال هـاي كـه    اندازه گيري شده در اووسيت كسر جريان   : 3شكل

ــوع   ــيمي نـ ــه    2پتاسـ ــدولاي كليـ ــارجي مـ ــسمت خـ  (ROMK2) قـ
اند درحضور و غياب     را بيان كرده   S362D و   S362Aهاي   موتاسيونو

). 24با تعداد برابـر     . (دهد  ساعت نشان مي   48را پس از مدت      Aبرفلدين  
001/0p< *=           هـاي پتاسـيمي      اين نتـايج افـزايش پايـداري وثبـات كانـال

ROMK2 غشاء با ايجاد موتاسيون S362A دهد  مينشان را  

 
 هــاي كــه گيــري شــده در اووســيت پتانــسيل اســتراحت انــدازه. 4شــكل

با   (ROMK2)  قسمت خارجي مدولاي كليه2نوعهاي پتاسيمي  كانال
حضور و غياب  اند در بيان كرده را S362D وS362A  هاي  موتاسيون
بـا تعـداد برابـر    (دهـد    سـاعت نـشان مـي   48را پس از مـدت   Aبرفلدين  

24.(001/0p< * =       اين نتايج افزايش پايداري وثباتROMK2   غـشاء 
ه بـا ايـن عقيـده توافـق     ك ـ ، دهد  مينشان  را    S362Aبا ايجاد موتاسيون    

 نقشي  ROMKيمي  هاي پتاس   در تعيين پايداري كانال    S-E-Vدارد كه   
  .به عهده دارد
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  بحث
 سبب عدم S362Aدر مطالعه حاضر موتاسيون 

كاهش ميزان جريان يوني گرديد كه نشان دهنده عدم 
 موتاسيون يافته در غشاء ROMK2هاي  كاهش تعداد كانال

تواند در آندوسيتوز شدن  اين قسمت مي. باشد اووسيت مي
بين هاي  م كنشبر ه. اين نوع از كانال دخالت داشته باشد

هاي  ممكن است چگونگي و نحوه بيان پروتئينپروتئيني 
.  در كليه را تحت تاثير خود قرار دهدROMK2هاي كانال

ه شدن  حالت دفسفوريلS362A موتاسيون با كانال پتاسيمي 
هاي  هاي يوني ثبت شده از كانال جريان. كند  ميايجاد را

ROMK2يافتههاي هاي موتاسيون  وكانال  S362D, 

S362A گيري شده  پتانسيل استراحت اندازهچنين  و هم
ندوسيتوز آها، افزايش پايداري و متوقف شدن  غشاء اووسيت

را نشان S362A  موتاسيون يافته هاي پتاسيمي كانال
بايد در  S-E-V توالي بنابر اين. )4و3و2شكل (دهد مي

داشته   نقش ROMK2هاي  پايداري و آندوسيتوز كانال
ر شرايط طبيعي اين جايگاه به صورت فسفوريله  د.باشد
 كه حالت دفسفوريله را تبعيت S362Aموتاسيون . باشد مي
توان   ميبنابر اين .كند نسبت به آندوسيتوز مقاوم بود مي

 ه شدننتيجه گرفت كه اين جايگاه از طريق  فسفوريل
اختلال در . ها را تنظيم نمايد تواند آندوسيتوز اين كانال مي

 در اين ناحيه سبب ROMK2هاي   كاناله شدنريلفسفو
وضعيت  .گردد  مي شدنايجاد مقاومت نسبت به آندوسيتوز

 تعداد ROMK2هاي   كاناله شدن يا دفسفوريلهفسفوريل
    .نمايد هاي پتاسيمي فعال در غشاء را تعيين مي كانال

ر د ROMKاند كه كانال   نشان داده قبليمطالعات
 Cortical)و   زاينوپوس لويسهاي تيغشاء پلاسماي اووس

Collecting Duct)CCD هستندآندو سيتوز  داراي .
 داراي ماشيني براي زاينوپوس لويسهاي  اووسيت

هاي پوشيده شده با كلاترين  آندوسيتوز با واسطه وزيكول
ها براي مطالعه آندوسيتوز با  اووسيتبه اين دليل  .است

 بسياري از ن،ريهاي پوشيده شده با كلات واسطه وزيكول
 يهاي سديمي اپيتليال هاي يوني از جمله كانال كانال

(Epithelial Na Channel- ENaCs) ،(Cystic 
Fibrosis Ttransmembrane conductance 

Regulator) CFTR،هاي  و كانال هاي كلرايد  كانال
ROMK1مطالعات )17، 16، 8(گيرند  مورد استفاده قرار مي 

بر روي روندآندوسيتوز از طريق  Aين برفلد اثري از قبلي
CCVتحقيق  در. )18(اند دادهن نشان  را در غشاهاي پلاسمايي

 بر روي ترافيك اين Aبرفلدين حاضر تاثير مهاري ماده 
دهد كه با مطالعات قبلي بر روي  ها را نشان مي پروتئين
  . )8( مطابقت داردROMK1هاي  كانال

ط و اثرات ارتبا به بسياري از روندهاي سلولي
توسط كه است وابسته ها  متقابل پروتئين بر ساير پروتئين

شود كه درطول تكامل حفظ  هاي انجام مي پروتئين
بسياري از اعمال مختلف سلولي به خصوصيات . اند گرديده

ها بستگي  ساختماني و كاتاليتيك هر كدام از اين پروتئين
 يا با هاي آداپتوري به صورت مستقيم پروتئيناين . دارد

هاي از قطعات پلي  توانند بخش  كه ميها پروتئين  سايرواسطه
پپتيدي را تشخيص دهند و به آنها متصل گردند بر روي اين 

 PDZهاي ناحيه  پروتئين. )19(گذارند ها تاثير مي بر هم كنش
ترين گروه آداپتورهاي پروتئيني هستند كه  يكي از مهم
 صورت اختصاصي  اسيد آمينه است كه به90داراي حدود 

متصل  انتهاي -كربوكسيلهاي  به قطعات كوتاه در پروتئين
 در PDZ تعديل كننده ناحيه  هايپروتئين. شود مي

به هاي پيچيده نقش مهمي  پروتئين) Targeting(گيري نشانه
هاي  هاي سيتوپلاسمي پروتئين بسياري از دنباله. دندارعهده 

انند كمپلكس عرض غشايي در نواحي تخصص يافته غشاء م
. )20(شوند  يكديگر متصل ميهاپيتليالي ب هاي اتصال دهنده

 قاعده اي  ياغشا راسيها در   پروتئينشدنبندي در قطب 
 متصل شونده PDZهاي اپي تليالي چندين ناحيه  سلول

هاي پروتئيني را به يكديگر متصل  شركت دارند كه مجتمع
 به ها روتئين بين ساختمان و عملكرد پرابطه. )21(ندنك مي

بستگي ها  اثرات متقابل اختصاصي بين آنها در درون سلول
ها از طريق نواحي پروتئيني  برخي از اين بر هم كنش. دارد

حفظ شده در طول تكامل با ناحيه تعديل كننده واتصالي 
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PDZناحيه. شود  انجام مي PDZهاي  پروتئينبيشتر  در
 Post Synaptic Density)اسكلت سلولي همانند 

95)PSD-95يك نوع از پروتئين متراكم پس سيناپسي كه  
هاي  عملكردساختمان  حضور دارد و نقش مهمي دراست

 توسط ROMKهاي   كانالتعديل عملكرد .غشايي دارد
ها و اسكلت  اسكلت سلولي ارتباط و اتصال بين اين كانال

 در ROMKموتاسيون در كانال . كند سلولي را تاييد مي
 Frame( سبب تغيير چارچوب T332امينه موقعيت اسيد 

Shift ( و يك كدون متوقف كننده زودرس درنزديك
شود كه انتقال كانال به درون غشاء   مي انتهاي-كربوكسيل

كند و سبب ايجاد سندرم بارتر  پلاسمايي را مهار مي
)Bartter’s Syndrome (شواهدي وجود دارد . شود مي

انند عمل ليگاندهاي تو  ميPDZهاي ناحيه   كه پروتئين
خودشان را علاوه بر انجام وظيفه همانند يك داربست تنظيم 

هاي   قابليت اتصال به تواليPDZ هاي  براي پروتئين. نمايند
اي است كه با  انتهاي كوچك راه ساده -كربوكسيل

هاي هدف بدون بر همزدن ساختمان و عملكرد كلي  پروتئين
 چگونه PDZكه نواحي اين . ليگاند هايشان تداخل نمايند

. دهند نياز به تحقيقات بيشتري دارد اين عمل را انجام مي
تواند توسط كنترل توزيع و   ميهاي يوني عملكرد كانال

پخش شدن كانال به درون نواحي تخصص يافته از غشاهاي 
براي . پلاسمايي و يا از طريق اسكلت سلولي تنظيم گردد

 حي كوچكي از از طريق نواKir2.3  نوعمثال كانال
اين .شود انتهاي به اسكلت سلولي متصل مي -كربوكسيل

 بر هم PDZاز  PSD-95 با پروتئين متصل شوندهها كانال
هاي اكتين اسكلت   به رشتهاين ترتيبكند و به  كنش مي

اسيد آمينه سرين در ناحيه . شود ميسلولي متصل 
  براي اين بر همKir2.3هاي   انتهاي از كانال -كربوكسيل

 ه شدنعلاوه فسفوريله  ب)22(باشد كنش مهم و ضروري مي
 A (Ptotein Kinase پروتئين كيناز اين اسيد آمينه توسط

A-PKA)وقتي كه . كند  اين اثرات متقابل را تنظيم مي
 متصل PSD-95 به Kir2.3شود  سرين فسفوريله مي

و تواند تراكم  ميه شدن و در اين پروتئين فسفوريل شود نمي

نتايج . )22، 10(هاي پس سيناپسي را كنترل نمايد كانالتعداد 
هاي مشابهي را  به دست آمده در مطالعه حاضر بر هم كنش

كند كه ممكن است چگونگي و نحوه بيان  پيشنهاد مي
كليه را هاي  نفرون درROMK2 هاي هاي كانال پروتئين

ميزان ترشح پتاسيم و  تواند مي،كه تحت تاثير خود قرار دهد
 با توجه به اين كه .ها را تنظيم نمايد تاسيم از كليهدفع پ

پايداري  CKII 2وابسته به كازيين كيناز نوع ه شدن فسفوريل
كه  اين ،)23(دهد ها را تحت تاثير قرار مي بعضي از پروتئين

 دخالت دارد 2 كازيين كيناز نوع آيا در اين فسفوريلاسيون
  . به تحقيقات بيشتري نياز دارد

  
  ي نتيجه گير

دهد كه كاهش پيش  نتايج اين مطالعه نشان مي
 موتاسيون و ROMK2 ها رونده درميزان جريان از كانال

S362D  برفلدين دراثرAاين ناشي از تاثير بر روي باز شدن  
هاي فعال   نيست بلكه نتيجه كاهش در تعداد كانالها كانال

 مقاومت S362Aموتاسيون . در غشاء پلاسمايي است
نسبت به آندوسيتوز را سبب  ROMK2 هاي نالپروتئين كا

كوبوكسيل شود كه با اين عقيده توافق دارد كه بين  مي
و اجزاء مسير آندوسيتوز  ROMK2هاي  انتهاي كانال

  عملكردباPDZ  ناحيهتداخل عمل وجود دارد و يك
اسيد فسفوريله شدن . مناسب براي آندوسيتوز ضروري است

 براي ROMK2كانال هاي  از PDZآمينه سرين در ناحيه 
   .باشد مهم و ضروري ميها  اين كانالآندوسيتوز 
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Abstract 
 

Background: In this study, the effects of S362A and S362D mutations on the membrane 
turnover and the stability of ROMK2 channel when expressing in Xenopus laevis oocytes were 
examined. 

Methods and Materials:In this experimental study, oocytes were isolated by standard 
protocols using collagens (Type 1A). Mutations of the cytoplasmic termini of ROMK2 were 
constructed using the quick-change approach for site-directed mutagenesis. Xenopus oocytes were 
injected with cRNA encoding ROMK2 or S362A or S362D mutant three days prior to treatment with 
BFA solution (time 0). Brefeldin A (BFA) was added to the OR3 medium (+BFA) at concentrations of 
25µM (inhibit insertion of new proteins into the cell membrane) or ethanol as BFA vehicle (-BFA). 
Two-electrode voltage clamp (TEVC) was used to measure oocyte ROMK-dependent currents and 
membrane potential.  

Results: In oocytes was expressing ROMK2 and/or the S362A mutant, there was significant 
reduce in current and membrane voltage of K. The fractional currents for ROMK2 and S362D mutant 
demonstrated a slight difference 48h following treatment of oocytes with BFA, 0.16±0.05(n=18) and 
0.11±0.05(n=18) respectively. This was; however, significantly different from the fractional current of 
S362A mutant which stood at 0.96±0.05(n=24). 

Conclusion: Mutant Serine residue S362A which causes phosphorylation in endocytosis and 
helps determine the number of ROMK2, plays an important part in PDZ domain. 

Key words: Potassium Channel, ROMK2, S362A Mutant, S362D Mutant, BFA, PDZ domain, 
Phosphorylation. 
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