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Abstract 

Background: Bartter syndrome is renal tubular disorders that inhibit salt transport and 
increased renal salt wasting. Type II Bartter syndrome is caused by mutations in the KCNJ1 gene 
which encodes the inwardly rectifying ATP-sensitive potassium channel Kir1.1 (ROMK). They play a 
vital role in secretion of potassium into the tubule lumen. The effects of mutation at position 338 of 
ROMK2 (Kir1.1.b) was investigate. 

Materials and Methods: Site-directed mutagenesis was used to substitute of threonine for 
methionine at position 338 of ROMK2 (Kir1.1.b). M338T mutant ROMK2 expressed in oocytes of 
Xenopus laevis, and in a non-polarized mammalian cell line (MDCK). Two electrode voltage clamp 
and were used to measure oocyte ROMK-dependent currents. Confocal microscopy of EGFP-tagged 
ROMK2 determined express and distribution of these channels in MDCK cells. 

Results: The M338T mutant ROMK2 protein expressed in oocytes was functionally identical 
to wild type. Its cellular distribution was different in polarized and non-polarized MDCK cells. 

Conclusion: The M338T mutation is altered residue interactions within the carboxyl terminus 
of ROMK2 channels. Thus mistargeting of ROMK2 in vivo reduces the driving force for potassium 
secretion in the TAL and reduces salt reabsorption by this nephron segment. 
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 هدف گذاري اشتباهی ROMK2 (Kir1.1b) کانال پتاسیمیM338Tموتاسیون 
 شود میبب  سMDCKهاي  را در سلول
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  چکیده
قسمت ضخیم در سندرم بارتر از اختلالات توبولی کلیه است که سبب کاهش باز جذب سدیم و کلر : زمینه و هدف
  ایجاد KCNJ1هاي ژن   با موتاسیون2سندرم بارتر نوع . شود  سدیم و کلر میدفع لوله هنله و سبب  بازوي بالا رونده

 را کد Kir1.1 (ROMK)تري فسفات تصحیح کننده به سمت داخل  هاي پتاسمی حساس به آدنوزین شود که کانال می
  .  بررسی گردیده استROMK2 بر روي کانال پتاسیمی 338در این پژوهش اثرات موتاسیون جایگاه . کند می

زاي مستقیم اسید آمینه ترئونین جایگزین اسید آمینه متیونین  موتاسیونبا یشگاهی،  در این مطالعه آزما:ها مواد و روش
 درون M338T نوع طبیعی و نوع موتاسیون یافته ROMK2هاي پتاسیمی  کانال). M338Tموتاسیون (گردید 
کنیک ثابت با ت.  بیان گردیدندMDCKهاي کشت داده شده  هاي زاینوپوس لویس و به صورت موقتی در سلول اووسیت

 و موتاسیون یافته در ROMK2هاي پتاسیمی  هاي یونی مربوط به کانال نگه داشتن ولتاژ با استفاده از دو الکترود، جریان
  مارك شده با ROMKهاي پتاسیمی  کانال با تکنیک میکروسکوپی کونفو کال توزیع. گیري گردید ها اندازه اووسیت
EGFP) هاي در غشاهاي سلول) دار برچسب MDCKبررسی گردید  .  

 يها عملکرد   درون اووسیتM338T نوع طبیعی و  نوع موتاسیون یافته ROMK2هاي پتاسیمی   کانال:ها یافته
 MDCKهاي  در غشاي سلولM338T  طبیعی و موتاسیون یافته ROMK2هاي پتاسیمی  توزیع کانال. یکسان داشتند

  .هاي داراي قطبیت تفاوت داشت فاقد  قطبیت و سلول
  ROMK2هاي پتاسیمی  باعث تغییر در تداخلات قسمت کربوکسیل کانالM338T موتاسیون جایگاه :نتیجه گیري

، نیروي پیش برنده ترشح پتاسیم و باز جذب سدیم و کلر در این قسمت in vivoهدف گذاري اشتباهی در . گردد می
 .دهد نفرون را کاهش می

   ، غشاء اووسیتM338T، موتاسیون ROMK2می سندرم بارتر، کانال پتاسی: واژگان کلیدي
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  مقدمه
سندرم بارتر اختلال ژنتیکی هتروژن است که 
مشخصه آن از دست دادن سدیم وکلر توسط کلیه 

 به علت نقص در  کهباشد وز متابولیک میهیپوکالمی آلکال
بازجذب سدیم وکلر توسط قسمت ضخیم بازوي بالا رونده 

عملکرد طبیعی قسمت ضخیم بازوي . )1-3(باشد لوله هنله می
بالارونده به روابط عملی بین چند پروتئین غشائی پیش برنده 

بنابراین از دست دادن . در انتقال سدیم وکلر بستگی دارد
ها به مهار بازجذب سدیم وکلر منجر  ین پروتئینعملکرد ا

-+Na (NKCC2)هاي ناقل سه گانه  موتاسیون. گردد می

K+-2Cl-   موتاسیون در کانال پتاسیمی 1سندرم باتر نوع ،
ROMK (Kir1.1) 2 غشاء رأسی سندرم بارتر نوع ،

-ClC) جانبی -موتاسیون در کانال کلري غشاء قاعدهاي

Kb) موتاسیون در پروتئین جانبی  و3 سندرم بارتر نوع 
 را 4 بارتر نوع (ClC-Kb)بارتین مربوط به کانال کلري 

هاي  اولین عضو از خانواده بزرگ کانال. کنند ایجاد می
که پروتئین آن ) Kir(پتاسمی تصحیح کننده به سمت داخل 

این پروتئین . )4( بودROMKجدا گردید، کانال پتاسیمی 
گردد که از پنج اگزون  ی کد گذاري مKCNJ1توسط ژن 

 5قسمت بیشتر پلی پپتید توسط اگزون . تشکیل شده است
در کلیه به علت به هم ). اگزون اصلی(گردد کد گذاري می

 سه ایزوفرم پلی پپتیدي KCNJ1تابیده شدن ژن 
شود که تفاوت آنها تنها   تولید می (ROMK1– 3)اصلی

ها  ن ایزو فرمباشد، ای انتهاي آمینی آنها میدر توالی قسمت 
هاي قسمت ضخیم بازوي بالارونده،  در غشاء رأسی سلول

توبول خمیده دور مجاري جمع کننده قشري و مرکزي بیان 
تا به امروز تعداد زیادي موتاسیون در اگزون . )5-7(گردند می

هاي متوقف کننده  در نتیجه موتاسیون  KCNJ1اصلی ژن 
فظتی یا زودرس، جایگزینی اسیدهاي آمینه غیر محا

چنین . )8-10(هاي بزرگ گزارش شده است حذف
 اثرات گوناگونی بر روي عملکرد کانال، از یهای موتاسیون

جمله اختلال در انتقال به غشاء پلاسمایی، نقص در عملکرد 
هاي پیام رسان  منفذ کانال، ایجاد تغییر در تداخل با مولکول

حساسیت  دي فسفات و تغییر دادن در 5و4مانند فسفاتیدیل 
 . )11-13(دارندpH کانال به

هاي اپیتلیال توانایی  خصوصیت بسیار مهم سلول
ها در نواحی غشاء پلاسمایی مشخص شده  بیان پروتئین

باشد، جایی که چنین  جانبی می–رأسی یا قاعدهاي
بیان . دهند  عملکرد خاص خود را انجام میهایی پروتئین

یالی توسط ترکیبی هاي اپیتل پروتئین قطبیت یافته در سلول
هاي نگهدارنده تعیین  ازچیدمان اختصاصی و مکانیسم

 کانال 362 قبلی تأثیر جایگاه اتدر مطالع. )15، 14(گردد می
 اسید فسفوریله از طریق ایجاد حالت  ROMK2پتاسیمی 

پتاسیمی  آندوسیتوزکانال بر روي روند سرین آمینه
ROMK2 موتاسیون .گردید بررسی S362A حالت که 

کند، سبب ایجاد مقاومت نسبت به  ایجاد می را دفسفوریله
دهد این جایگاه  گردد؛ که نشان می  میوسیتوزدآن

 .)17، 16(نماید تنظیم می را ها کانال این آندوسیتوز

 ،ها در کلیه، نشانه روي نامناسب پروتئین
هاي  کند که شامل شکل هاي توبولی را ایجاد می بیماري

، 18(باشد مزه می  کلیوي و دیابت بیتوارثی اسیدوز توبولی
 با جانشین KCNJ1 (T1631C)وتاسیون هتروژن م .)19

 کانال پتاسیمی 338کردن متیونین با ترئونین در جایگاه 
ROMK220( با شکل ملایمی از سندرم بارتر همراه است ،

با توجه به فنوتیپ مشاهده شده اثر این موتاسیون بر روي . )8
توالی .  نا مشخص استROMK2می عملکرد کانال پتاسی

 داراي ROMKsهاي پتاسیمی  انتهاي کربوکسیل کانال
هاي انتهایی هستند که در تعیین  چندین الگو در داخل قسمت

این . نی داراي اهمیت هستندیکانال پروتئ محل قرارگیري
 با ROMK2گردد که کانال پتاسیمی  فرضیه مطرح می

ه صورتی مناسب در  ممکن است نتواند بM338Tموتاسیون 
به منظور بررسی این . هاي اپیتلیال کلیه قرار گیرد سلول

احتمال عملکرد و چگونگی استقرار نوع وحشی و موتاسیون 
در ) بیشترین ایزوفرم(ROMK2 یافته کانال پتاسیمی

هاي قطبی شده وغیر قطبی شده  ها و در سلول اووسیت
) MDCK) Madin Darby Canine Kidneyهاي  سلول

  .آزمایش گردید
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  ها مواد و روش
خش  بدرباشد که  می تجربی نوع از مطالعه این

 دانشگاه شفیلد کشور انگلستان انجام علوم زیست پزشکی
موش صحرایی به درون ROMK2  کانال پتاسیم.شده است
 قابل بیان در اووسیت ساب کلون pTLNپلاسمید 

 توسط ROMK2خواندن باز کانال قالب . )21(گردید
از پلاسمید قبلی BAMH1 و  ECOR1 نوکلئازهاياندو

pcDNA3-ROMK2 جدا گردید و در جایگاه مشابه 
موتاسیون . )22(  ساب کلون گردیدpTLNدرون پلاسمید 

M338T با استفاده از پروتکل Quikchange در درون 
pEGFP-C2-ROMK2 و pTLN-ROMK2 با تغییر  

. )22( ایجاد گردیدACG به ATGدادن نوکلوتیدهاي 
موتاسیون ایجاد شده با تعیین توالی نوکلوتیدي تأیید گردید 

 ) UKبراي تولید ) . لارك، تکنولوژي، تاکلیRNA 
 MLUبا استفاده ازاندونوکلئازهاي pTLN مکمل پلاسمید 

I یا SNAB1 به صورت خطی تبدیل گردید و  RNA 
(  پلیمراز تولید گردید SP6 RNAمکمل توسط آنزیم 

 ). وندهانتیگآمبیون، 

اندازه گیري  بیان کردن ژن در اووسیت ها و
 با تکنیک ثابت نگه داشتن ولتاژ میزان جریان

حیوانات وحشی ماده و بالغ زینوپوس نژاد لویس 
بر اساس پروتکل انسانی که در بخش علوم زیست پزشکی 
دانشگاه شفیلد کشور انگلستان تأیید شده است با جدا کردن 

ها به همان  اووسیت. کشته شدندسر و تخریب طناب نخاعی 
روش پروتکل استانداردي که توسط کوپر و همکاران 
توصیف شده است تحت شرایط ضد عفونی شده جدا و 

 در حجم  نانوگرم1 ها مقدار به اووسیت. )23(نگهداري شدند
 مکمل که کانال پتاسیمی RNA از  نانولیتر50 یینها

ROMK2طبیعی و موتاسیون یافته   M338T کد گذاري را
 50 هاي کنترل چنین به اووسیت کرد، تزریق گردید و هم می

 با تکنیک ثابت نگه داشتن ولتاژ . آب تزریق گردیدنانولیتر
 درجه 20-23(با استفاده از دو الکترود در دماي اتاق

گیري  اندازه ها جریانات یونی کانال) گراد سانتی
محفظه ) ND96محلول (محلول پرفیوز کننده .گردید

 میلی مول HEPES ، 8/1 میلی مول 5 اووسیت شامل
CaCl2 ،1 میلی مول MgCl2 ،2 میلی مول KCl 96 و 

در محلول حاوي باریم، .  بود7 برابر pH با NaCl میلی مول
جهت تعیین . کلرید سدیم گردید کلرید باریم جانشین

 M338T و ROMK2 هاي طبیعی  حساسیت کانال
 پیآکسوت نرم افزار 2ز نسخه  اpH موتاسیون یافته نسبت به 

 50 منفیاستفاده گردید، به این ترتیب که پتانسیل غشاء در
 داخل pHمیلی ولت ثابت نگه داشته شد و در حالی که 

 اووسیت با اسید ضعیف بوتیرات کاهش  (pHi)سلولی
غشاء اووسیت . گیري گردید یافت میزان جریان اندازه می

و داخل سیتوپلاسم   استنسبت به بوتیرات بسیار نفوذ پذیر
هاي تنظیم  نجا که مکانیسمآاز . کند سلول را اسیدي می

 در سطح جدید ثابت pHiکننده داخل سلولی فعال نیست، 
 آزمایشات با محلول پرفیوزکننده حاوي )24، 23(ماند باقی می

مولار بوتیرات انجام گردید و با اضافه کردن   میلی3
 613 و 75، 24، 8هاي  بوتیریک اسید به ترتیب با غلظت

 تنظیم 4/5 و 4/6 ، 9/6 ، 4/7ها   محلولpHمیکرو مول، 
 درجه سانتی 20 در دماي pKa 81/4بر اساس ( گردید

  ).گراد
  MDCKسلولهاي ترانسفکشن 

به صورت تک  ) IIنوع (گونه با مقاومت پایین 
 سلول در هر چاهک 3×105 در تراکم MDCKلایه اي 

اي نازك   صفحه شیشه4-5وي  چاهکی حا6ظروف فالکون 
 کشت ))BDH،1( میلی متر طول و با ضخامت شماره 13(

ها با   درصد سلول50-60داده شد و اجازه داده شد تا 
 درجه سانتیگراد  37سلولها در دماي . یکدیگر متصل شوند

 48-72براي  %  5و دي اکسید کربن  % 95در رطوبت 
روسکوپی  ساعت قبل از فیکس کردن  و کونفوکال میک

 .نگهداري گردید

 3 مکمل وDNA میکرو گرم از 1با استفاده از 
لیتر از سرم   میلی1 در 2000میکرولیتر از لیپوفکتامین 

OptiMEM (Gibco Invitrogen) فاقد آنتی بیوتیک، 
 انجام انتقال ژنیبراساس راهنمایی کارخانه تولید کننده 

ر داشته  ساعت مخلوط معرف ب6-12 بعد از گذشت. گردید
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) Minimom Eagles(شد و با محیط کشت مینیموم ایگلز
 براي .سرم جنین گوساله جایگزین گردید درصد 5حاوي 

 سلول بر 3×105اي تعداد  ها به صورت تک لایه رشد سلول
متر و اندازه منفذ   میلی5/6با قطر (روي فیلترهاي نفوذپذیر 

ها به  لولکشت  گردید و اجازه داده شد تا س)  میکرومتر4/0
 درجه 37ها در دماي  سلول. یکدیگر متصل گردند

 5 درصد و دي اکسید کربن 95گراد در رطوبت  سانتی
 ساعت قبل از فیکس کردن و کونفوکال 48-72درصد براي 

  . میکروسکوپی نگهداري گردید
متر   سانتی1 با قطر cover slipsها بر روي  سلول

ات سالین  و سه بار با محلول با فرفسفندکشت شد
با نسبت ( متانول استن محلول اشستشوداده شد و سپس ب

گراد   درجه سانتی-20فیکس گردید و در دماي) 7:3حجمی 
محلول فیکس کننده خارج گردید و قبل . )27(نگهداري شد

 دقیقه 10از این که داخل وکتا شیلد قرار گیرد به مدت 
هاي تک  سلول. ها در دماي اتاق خشک گردیدند سلول

فسفات سالین اي کشت شده بر روي فیلتر سه بار با بافر یهلا
 غلظت شستشو داده شد و سپس غشاء رأسی در معرض

حامل ( APN رودآمین کونژوگه با میکروگرم40
 دقیقه در 30در محلول بافرسالین به مدت ) آزمایشگاهی

با  .دماي اتاق در تاریکی قرار گرفت و سپس فیکس گردید
 فیلتر از محل  اقوي کوچک جراحی تمیزاستفاده از تیغه چ

قرار گرفتن جدا گردید و درون وکتاشیلد بر روي 
 میکروسکوپ کونفوکال با )VWR(اسلایدهاي مخصوص 

 با استفاده از لاك ناخن  و میلی متر قرار گرفت1ضخامت 
. که با دقت در بالاي فیلتر قرار گرفت مهر و موم گردید

گراد نگهداري  درجه سانتی 4اسلایدها در تاریکی در دماي 
 زیر میکروسکوپ Ar فلورسانس با استفاده از لیزر. گردید

با استفاده از ) 2 آگزیوپلان510 متا-مدل زایس(کونفوکال 
ها با استفاده از نظر  همه داده. فیلترهاي مناسب مشاهده شد

. یکسانی گرفته شد تی پلایرلفتوموتنظیمات توان لیزر و 
یا ) 1.351نسخه  NIH ImageJ(ز تصاویر با استفاده ا

تجزیه و ) ، ال اس ام3.20نسخه ( مرورگر تصویر زایس
 مرتب و تکثیر Paint Shop Pro 8تحلیل شد و با نسخه 

 . گردید

  هایافته
ثابت نگه داشتن ولتاژ و رابطه بین میزان جریان و 

 نوع 2ROMKهاي داراي کانال پتاسیمی  ولتاژ در اووسیت
گیري    اندازهT338Mیون یافته طبیعی و یا موتاس

  ). 1شکل(شد
 

 
  

 نمودار سمت OMK2- M338T طبیعی و موتاسیون یافته ROMK2 میلی مولار کلرید باریم بر روي کانال پتاسیمی 5اثر . 1شکل 
  .دهد  ولتاژ از همان اووسیت را نشان می-راست منحنی جریان

  

هاي داراي نوع طبیعی کانال میزان  اووسیت
در پتانسیل ) n=7( میکرو آمپر 13/4±13/0 برابر جریانی

گیري شد که با اضافه کردن کلرید  صفر میلی ولت اندازه
.  درصد کاهش نشان داد58 میلی مولار میزان جریان 5باریم 
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 M338T هاي داراي کانال پتاسیمی با موتاسیون در اووسیت
 میکرو 18/4±12/0در ولتاژ صفر میلی ولت میزان جریان

داري بین  گیري شد که تفاوت معنی اندازه) n=7(آمپر 
 T338Mجریان کانال پتاسیمی طبیعی و موتاسون یافته 

  .وجود نداشت
هاي بیان کننده کانال  پتانسیل غشاء براي اووسیت

 T338M طبیعی و موتاسیون یافته  2ROMKپتاسیمی 
 میلی ولت در -7/91±43/1(نداشت داري  معنیتفاوت 

  ).  میلی ولت-2/92±29/1مقابل 
  pH  نسبت به تغییر در2ROMKکانال پتاسیمی 

سیتوپلاسمی حساس است و اسیدي شدن داخل سلولی 
تأثیر موتاسیون  .)24(دهد احتمال باز بودن کانال را کاهش می

T338M 2 بر حساسیت کانالROMK آزمایش گردید .
 هاي زاینوپوس لویس داراي کانال پتاسیمی  در اووسیت

2ROMK و موتاسیون یافته با اضافه کردن طبیعی
 داخل سلولی کاهش یافت pHهاي مختلف بوتیرات  غلظت

 2شکل . )24(گیري گردید و میزان جریان از کانال اندازه

 دهد که در نوع  داخل سلولی را نشان میpHوابستگی به 

هاي قبلی توسط   نتایج با گزارش2ROMKطبیعی 
هیچ تأثیري  T338M هاي دیگر مشابه بود و موتاسیون گروه

 داخل سلولی pHبر عملکرد کانال از نظر وابستگی به 
 98/6±04در مقابل درصد  96/6±12)(2شکل (نداشت
  .)apK(  )19 ،25 ،26 =درصد

 ،هاي غشاء  از آنجا که براي برخی از پروتئین
هاي انتقالی به غشاء پس از بیان  هاي ذاتی در مکانیسم تفاوت

با . )32(ت و فاقد قطبیت وجود داردهاي داراي قطبی در سلول
کونفوکال، توزیع داخل  استفاده از میکروسکوپ فلورسانس

هاي فلورسنت قبل و بعد از ایجاد قطبیت  تئینسلولی از پرو
، بیان در هر دوحالت  MDCKهاي در سلول. بررسی شد

 مشابه بود، کسر  EGFP فاقد و داراي قطبیت پروتئین همراه
شکل (به صورت داخل سلولی بود انالبزرگی از پروتئین ک

 MDCK هاي  گیري فلورسانس در اطراف سلول اندازه ).3
فاقد قطبیت نشان داد که سطح مطلق فلورسانس بین 

  و موتاسیون یافته ROMK2هاي داراي کانال طبیعی سلول

M338T5/86±9/16در برابر  3/80±4/10( تفاوتی نداشت 
هاي  ا دادهاین نتایج ب ).=14nواحد فلورسنت، 

دهد  الکتروفیزیولوژیک به دست آمده از اووسیت نشان می
هاي فاقد قطبیت هر دو فعالیت عملکردي و  که در سلول

نوع طبیعی و جهش  ROMK2 خصوصیت انتقال به غشاء
  .  یکسان بود M338T یافته

 

 
  

گیري شده به سمت   اندازه+K  میزان جریان یونی .2شکل
 pH در برابر تغییر (I/Imax)کزیمم درون نسبت  به جریان ما
 طبیعی و ROMK2هاي که کانال  درون سلولی در اووسیت

حساسیت کانال . دهد  را نشان میM338T موتاسیون یافته
و موتاسیون ) هاي تو خالی دایره( طبیعی OMK2پتاسیمی  

 pHنسبت به)هاي تو پر دایره (ROMK2- M338Tیافته
 آزمایش براي 8ده ها حاصل دا. دهد داخل سلولی را نشان می

  . باشد انحراف معیار  می ±هر گروه به صورت میانگین
  



 سعید حاجی هاشمی و همکاران...                                                             b1.1Kir( 2ROMK( کانال پتاسیمیT338Mموتاسیون 

 42                                                                                 1390، بهمن و اسفند  6،  سال چهاردهم، شماره كمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارا

  
  

تصاویر میکروسکوپ کونفوکال مربوط به . دهد  را نشان میMDCKهاي فاقد قطبیت   در سلولEGFPبیان پروتئین متصل به  3شکل
را بیان ) شکل سمت چپ (EGFP- M338Tو موتاسیون ) شکل سمت راست (EGFP-ROMK2 که MDCK  هاي فاقد قطبیت سلول

 تحت تاثیر قرار M338Tهاي فاقد قطبیت توسط موتاسیون  دهد که قرار گرفتن کانال  در غشاء سلول تصاویر نشان می. شده است
ی نوار ضمیمه شدت کالیبراسیون را نشان م. اندازه گیري شدNIH image سلول با نرم افزار  شدت فلورسانس در اطراف هر. نگرفت

  .   میکرومتر می باشد10نوار مقیاس برابر با . دهد
  

ها بر روي  براي تعیین این که آیا قطبیت سلول
 پروتئین ،و برداشت آنها از غشاء تأثیر دارد ها انتقال پروتئین

اي  هاي تک لایه سلول  درEGFP همراه با ROMK2کانال 
دهد   نشان می4شکل  .بیان گردید MDCK داراي قطبیت

  در قطب رأسی سلول EGFP - ROMK طبیعیکانال

MDCK بر خلاف پروتئین طبیعی، .توزیع گردید 
اي و جانبی سلول   در غشا هاي قاعده M338Tموتاسیون

  ).4شکل(مشاهده شد
  

                             
هاي تک لایه اي  ر مربوط به سلولتصاوی.  را نشان می دهدMDCKهاي داراي قطبیت   در سلولEGFPبیان پروتئین متصل به . 4شکل

در انها بیان شده ) ردیف پایین  (EGFP-M338Tو موتاسیون ) ردیف بالا  (EGFP-ROMK2که  باشد   میMDCK داراي قطبیت
 و در غشاء قاعده اي جانبی دیده شد EGFP-M338Tموتاسیون  . توزیع کانالها تغییر یافت MDCK هاي داراي قطبیت در سلول. است

  .در غشاء رأسی کاهش یافتM338T موتاسیون یافته ROMK2 یان کانال سطح ب
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در غشاء  M338T براي تعیین این که آیا بیان
نوع طبیعی بود، شدت فلورسانس  ROMK2 رأسی کمتر از

 EGFPمیزان . گیري و مقایسه گردید در غشاء رأسی اندازه
پروتئین فلورسنت در داخل غشاء رأسی سلول نوع طبیعی به 

 - EGFPدار قابل توجهی از نوع موتاسیون یافته مق

M338T 113±37/5 در مقابل 3/57±1/10( بیشتر بود 
 ترتیب براي  به=12n وP >10/0واحد فلورسا نس 

بنابراین، جایگزینی ).  و نوع طبیعیM338Tموتاسیون 
 منجر به بیان پروتئین در 338ترئونین با متیونین در جایگاه 

تر از بیان  جانبی از سلول و سطوح پایینهاي  قاعدهاي  ناحیه
   .در غشاء رأسی گردید

  
  بحث 

در این مطالعه هنگامی که کانال پتاسیمی 
2ROMK طبیعی و موتاسیون یافته T338M در 

هاي زینوپوس لویس بیان  گردید، سطح یکسانی از  اووسیت
تصحیح و جریان ماکروسکوپی و درجه مشابهی از 

. کننده کانال پتاسیمی را نشان دادحساسیت به باریم مسدود 
میزان جریان کانال پتاسیمی طبیعی و موتاسیون یافته در 

دهد که  هاي معکوس یکسان بود که نشان می پتانسیل
با .   بر روي حساست کانال تأثیري نداردT338Mموتاسیون 

 که 1ROMK  کانالT357M موتاسیون توجه به این که
 ،است 2ROMKتاسیمی کانال پT338Mمعادل موتاسیون 

 و 1ROMK کانالاین یافته با مشاهدات گزارش شده قبلی 
هدایت یک کانال یونی،  بر T357Mعدم تأثیر موتاسیون 

نفوذ پذیري انتخابی، زمانی که در احتمال باز بودن و یا 
)  Spodopteraدارفروژیپهاي اسپودوپترا  سلول

)9 SfrugiperdaF شد مطابقت داشت بیان می.  
 داخل pH  نسبت به تغییراتROMK کانال

این . باشد سلولی در محدوده فیزیولوژیک بسیار حساس می
 (K80) به حضور اسید آمینه لیزین باردار pHوابستگی به 

باشد که با دو اسید آمینه آرژنین  در انتهاي آمینی مربوط می
سیتوپلاسمی تداخل فیزیکی دارد یکی در انتهاي آمینی 

(R41) انتهاي کربوکسیل  و دیگري در(R311) که 

“RKR Triad”اگر چه اخیراً. )27، 26(شود  نامیده می 
نسبت ROMK مشخص گردیده است که حساسیت کانال 

 به تداخلات داخلی دیگري وابسته است و وضعیت pHبه
 A (S200فسفوریلاسیون اسید آمینه سرین پروتئین کیناز 

and S294) نسبت حساسیت  در درون انتهاي کربوکسیل
هاي ما نشان داد  اگر چه یافته. )28، 24(دهد  را تغییر میpHبه 

، اثري بر روي 338که ترئونین قابل فسفوریله شدن وضعیت 
فقدان اثر موتاسیون .  نداشتpHحساسیت کانال نسبت به 

T338Mحساسیت به  بر روي خصوصیات کانال وpH  با
ست مورفیسم آللی ااین ایده که موتاسیون داراي پلی

   .)25(مغایرتی ندارد
هاي غشاء با دیگر  گیري اشتباه پروتئین هدف

مربوط به  اختلالات توارثی توبولی کلیه از جمله اسیدوز
 .)19، 29(مزه نفروژنیک مرتبط است توبول دور و دیابت بی

بر تغییر الگوهاي  T338M بنابراین احتمال تأثیر موتاسیون
ورد بررسی قرار هاي اپیتلیال م  در سلول2ROMK بیان

هاي فاقد   در سلولEGFPهاي متصل به  پروتئین .گرفت
شود،   بیان میMDCKهاي  سلول قطبیت پستانداران مانند

که سطوح مشابهی از پروتئین نوع طبیعی و نوع موتاسیون 
فلورسانس سطح غشاء . )31، 30، 22(یافته وجود دارد
EGFP-ROMKه هاي بیان شد   به طور مستقیم با کانال

هاي مربوط به  موجود رابطه مستقیم دارد، به علاوه داده
دهد که قرار  ها نشان می ها در اووسیت عملکرد این کانال

هاي فاقد قطبیت توسط موتاسیون  گرفتن در غشاء سلول
M338Tآزمایشات وسترن . )32( تحت تاثیر قرار نگرفت

 بلات سطوح مشابهی از پروتئین نوع طبیعی و موتاسیون یافته
هنگامی که . )25( نشان دادSf9هاي  را در غشاء سلول

 MDCKهاي داراي قطبیت   در سلولM338Tموتاسیون 
در غشاء . ها تغییر یافت  توزیع قطبی کانال،بیان گردید

 جانبی وجود فلورسانس مشهود بود و سطح بیان -اي  قاعده
 در غشاء رأسی M338Tموتاسیون یافته  ROMK2 کانال 

توان نتیجه گرفت که  ز این مشاهدات میا. کاهش یافت
کاهش یافته است یا این که  رأسیغشاء ها به  انتقال کانال

تنظیم . برداشت کانال توسط آندوسیتوز افزایش یافته است
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انتقال به غشاء و برداشتن کانال از غشاء براي فعالیت کانال 
هر دو این روندها به تداخلات بین اسیدهاي . بسیار مهم است

ینه درون انتهاي کربوکسیل با دیگر نواحی کانال و با آم
بنابراین با توجه . )33(هاي مرتبط وابستگی دارد دیگر پروتئین

هاي با موتاسیون  به نتایج مربوط به نقص در توزیع کانال
M338Tهاي داراي قطبیت بیان   هنگامی که در سلول

 این احتمال وجود دارد که این قسمت برروي ،شود می
. یع و قرار گرفتن در غشاء سلولی تاثیر داشته باشدتوز

جایگزین نمودن متیونین با ترئونین سبب جایگزینی زنجیره 
بر اساس . گردد آب گریز با یک زنجیره جانبی قطبی می

 ROMK1مدل سازي که بر اساس ساختمان کانال پتاسیمی 
شود که یک تداخل اضافه بین  انجام گرفت پیش بینی می

 وجود 253 و ایزولوسین موقعیت 338ه متیونین اسید آمین
این تداخل اضافه سبب تغییرات بزرگی در . داشته باشد

یر در ساختمان سه بعدي پروتئین یتغ خمیده شدن پروتئین و
شود از این رو فعالیت عملکردي کانال با  کانال پتاسیمی نمی

نوع  نوع طبیعی و. کند   تغییري پیدا نمیM338Tموتاسیون 
 در ROMK2کانال پتاسیمی M338T اسیون یافتهموت

 به صورت MDCKهاي فاقد قطبیت  اووسیت یا سلول
رسد  بنابر این به نظر می. شوند سطوح یکسانی بیان می

هاي که خمیده شدن و تا خوردن پروتئین در  موتاسیون
د بر روي نکن نواحی اطرف موتاسیون را محدود می

جزاء داخل سلولی تأثیر هاي پردازش گر ا تداخلات مکانیسم
هاي داراي قطبیت ثابت  چنین تداخلاتی در سلول. دندار

هاي  هاي غشایی توبول گردیده است و براي دیگر پروتئین
. )27(کلیه پردازش وابسته به قطبیت نیز گزارش شده است

 ROMK2 کانال 338قسمت انتهایی تا جایگاه متیونین 
ري کننده به به عنوان الگوي نگهداRXR داراي قسمت 

شبکه اندوپلاسمیک شناخته شده است، که از طریق 
تداخلات وابسته به فسفوریلاسیون با انتهاي آمینی این نوع 

 در ROMKکند و اجازه ورود کانال  کانال را کنترل می
انتهاي کربوکسیل . )32-34(دهد مسیر ترشحی را می

 داراي دو الگوي شناخته شده هستند، ROMKهاي  کانال
در برداشته شدن و احتباس در غشاء پلاسمایی اهمیت که 

 - 359اسیدهاي آمینه (  NPXY/Fیکی الگوي که . دارند
 را ROMK2که آندوسیتوز وابسته به کلاترین کانال ) 354

 و سرانجام سه اسید آمینه انتهاي )32، 31(کند تعیین می
که الگوي اتصالی  ROMK (TQM-COOH)کربوکسیل 

PDZ دهد که به پروتئین شبه داربستی،  یل می را تشک1 نوع
فاکتور تنظیم کننده مبادله گر سدیم و هیدروژن 

(NHERF)گردد و تداخل با پروتیئن تنظیم گر   متصل می
 را تسهیل و بیان موثر فیبروز کیستیکهدایت کننده 

  .)35(هاي پیچیده را امکان پذیرمی سازد ماکرومولکول
ال بیوسنتزي در با توجه به این که مسیرهاي انتق

هاي فاقد قطبیت و داراي قطبیت به صورتی متفاوت  سلول
به  هاي مربوط هاي فاقد قطبیت پروتئین در سلول. باشد می

هاي احتباس  توانند با وجود نداشتن مکانیسم غشاء رأسی می
کننده در غشاء رأسی به طور موثري در غشاء قرار گیرند که 

متیونین . )37، 36(هده گردیداین مطلب در این مطالعه نیز مشا
 و اسیدهاي امینه مشابه آن در ROMK2  کانال 338

ROMK1و  ROMK3هاي هومولوگ  در همه کانال
ROMKکه اهمیت .  پستانداران حفظ گردیده است

با این تحقیق . دهد عملکرد این اسید آمینه را نشان می
اي از   در ناحیه338گردد که متیونین موقعیت  مشخص می

 قرار گرفته که در بیان طبیعی و ROMK2ئین کانال پروت
بیشتر . قطبیت یافتن کانال در غشاء رأسی داراي اهمیت است

 تأثیر ROMKهاي  هاي بارتر که بر کانال موتاسیون
 20از . هاي فاقد قطبیت مطالعه شده است گذارد در سلول می

هاي   موتاسیون در سلول14 در ROMKموتاسیون کانال 
هاي کلیه جنینی انسان نشان داده شده است  سلولاووسیت و 

که کانال پتاسیمی موتاسیون یافته به غشاء پلاسماي 
اي در از دست  هاي پیچیده بنابراین مکانیسم. )11(رسد نمی

  .دادن عملکرد کانال دخالت دارد
  

 نتیجه گیري
دهد که بر خلاف  نتیجه این تحقیق نشان می

عالیت کانال را از بین هاي که به طور کامل ف موتاسیون
عملکرد کانال در بازوي ضخیم M338T  موتاسیون،برد می
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ولی با توجه به . دهد بالا رونده لوله هنله را کاهش می
 ،چگونگی بیان این کانال که در این تحقیق مشخص گردید

با توجه به این  .رود عملکرد کانال به طور کامل از بین نمی
 روي تداخلات قسمت  برM338Tکه موتاسیون جایگاه 

گذارد   تأثیر می ROMK2هاي پتاسیمی کربوکسیل کانال
  نیروي پیش in vivoاحتمالاً با هدف گذاري اشتباهی در 

و باز جذب سدیم وکلر در این برنده مربوط به ترشح پتاسیم 
مطالعات آینده بر روي . دهد قسمت نفرون را کاهش می

هاي  ی کانالهاي موثر بر روي پردازش سلول موتاسیون
ROMK2شود، که  هاي داراي قطبیت پیشنهاد می  در سلول

هاي که سبب از دست رفتن عملکرد کانال  تواند مکانیسم می
ROMK2شود را روشن نماید که   در سندرم بارتر می

  .تواند به درمان این بیماري نیز کمک کند می
  

 تشکر و قدردانی
 مرکز این مقاله با استفاده از حمایت هاي مالی  

است  تحقیقات کلیه انگلستان در دانشگاه شفیلد انجام شده
  .که از تمام حامیان تشکر و قدردانی می نمایم
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