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Abstract 

Introduction: It has recently been suggested that the KATP channel subunits Kir6.x and BKCa channels exist in the 

endoplasmic reticulum of cardiomyocytes and neurons. Our previous studies showed the electrophysiological behavior 

of cation channels in the rough endoplasmic reticulum (RER) of rat hepatocytes. Therefore, we hypothesized that KATP 

channels and Ca
2+

-activated potassium channels may exist in RER of the liver. 

Methods: Ion channel incorporation of RER of hepatocytes into the bilayer lipid membrane and western blotting 

allowed the identification of the rerKATP and Ca
2+

-activated potassium channels of intermediate conductance (rerIKCa 

channel). 

Results: Single channel recordings revealed a 211 pS K channel, which was sensitive to 200  nM charibdotoxin. In 

addition, adding 2.5 mM ATP, 100 µM glibenclamide and 400 µM tolbutamide inhibited a 596 pS potassium channel 

activity. According to the results of western blot analysis, Kir6.2, SUR1 and/or SUR2B, SUR2A and IKCa were 

expressed in the endoplasmic reticulum fractions. 

Conclusion: The data obtained in this study demonstrate, in part, the composition of rerKATP channel and the 

presence of rerIKCa in the endoplasmic reticulum of the liver. These results will be useful for further analysis of the 

composition of rerKATP and rerIKCa channels and help to understand the role of these channels in diseases. 
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  ها تیهپاتوس کلومیرت کیاندوپلاسم یمیپتاس یکانال ها یمولکول یبررس

 *5،1، افسانه الیاسی2، فریبا خداقلی1، ناصر خدائی عطالو1مائده قاسمی

 ، تهرانیتبهش دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،یولوژیزیگروه ف. 1
 ، تهرانیبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یولوژینوروب قاتیمرکز تحق. 2
 ، تهرانیبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک ،یولوژیزینوروف قاتیمرکز تحق. 5

 35مرداد  51پذیرش:   35اردیبهشت  11دریافت: 
  

 چكيده

هاا وواو دارد. مطالتاات قبلای ماا       ها و کاردیومیوسیت در اندوپلاسمیک رتیکلوم نورون BKCa و کانال KATP کانال Kir6.xهای پیشنهاد شده است زیر واحد راًیاخ :مقدمه

پتاسیمی وابسته باه کلسایم    یها کانالو  KATP یها کانالها نشان داد. بنابراین فرض کردیم  کاتیونی را در اندوپلاسمیک رتیکلوم خشن هپاتوسیت یها کانالرفتار الکتروفیزیوژی 

       ووود داشته باشد. تواند یمها  دوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیتدر ان

 اندوپلاسمیک رتیکلوم استفاده گردید. IKCa و KATP به غشاء لیپیدی دو لایه و وسترن بلات وهت شناسائی کانال ها کانالاز تکنیکهای الحاق  :ها  روش

کریبدوتوکساین را نشاان داد همیناین مشااهده گردیاد       و حساس با pS 211 نال پتاسیمی با کنداکتانسثبت شده از فتالیت تک کانال حضور یک کا یها انیور ها: يافته

 گلی بن کلامید و تولبوتامید مهار گردید. نتایج آنالیز مولکولی وساترن بالات پیشانهاد مای دهاد کاه زیار واحادهای        ، ATP توسط pS  335فتالیت کانال پتاسیمی با کنداکتانس

Kir6.2  ،SUR2A، SUR2B/SUR1  وIKCa .در اندوپلاسمیک رتیکلوم بیان می شود 

دهاد. ایان نتاایج وهات آناالیز بیشاتر        ها نشان می را در اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت IKCaو KATP های مطالته حاضر حضور زیر واحدهای کانال  یافته :جه گيريينت

 مفید خواهد بود. ها یماریبدر  ها کانالو درک نقش کلوم اندوپلاسمیک رتی  IKCa  و  KATP یها کانالترکیب مولکولی 

 

هپاتوسیت ها ،IKCa  کانال ،KATPاندوپلاسمیک رتیکلوم، کانال  :هاي كليدي واژه

 1مقدمه

اندوپلاسمیک رتیکلوم به عنوان مرکز سنتز کننده پروتئین 

و لیپید نقش مهمی را در تنظیم مرگ یا بقاا سالولی بواساطه    

زی کلسیم درون سلولی یا درون ارگانلی ایفاا  کنترل هومئوستا

. وریانات یونی از خلال غشاء اندوپلاسامیک رتیکلاوم،   کند یم

است و کنترل دقیق آن برای حفا    ندهایفرآپایه و اساس این 

. در این بین وریاان  ]23 ،8[ هومئوستازی کلسیم حیاتی است
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پتاساایمی مووااود در  یهااا کانااالیااون پتاساایمی از  ریااق 

یاک مکانیسام مهمای بارای      تواند یماندوپلاسمیک رتیکلوم 

کنترل هومئوساتاز باشاد. باه  وریکاه مطالتاات اخیار نقاش        

پتاسیمی را در دور نگاه داشتن پتانسیل  یها کانالفیزیولوژیک 

اندوپلاسمیک رتیکلاوم از پتانسایل تتاادلی کلسایم و در     غشا 

 ،5[ کنناد  یما کلسیم بیاان   باز وذبنتیجه تنظیم آزادسازی و 

 یهاا  کاناال . تا کنون مطالتات فارماکولوژیکی حضور ]55 ،22

و مطالتااات  (BKCa, SKCa)پتاساایمی وابسااته بااه کلساایم  

 یهااا کانااال(Kir6.x) مولکااولی حضااور زیاار واحااد منفااذی 

 را در رتیکلااوم اناادو پلاساامیک ATP می حساااس بااهپتاساای

(rerKATP)  قابال   .]53 ،11[ اناد  دادهبافت های مختلف نشان
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ذکر است که مطالتات اخیر ماا نیاز رفتاار الکتروفارمااکولوژی     

 را در سطح تک کانال ماورد بررسای قارار داد   rerKATP کانال 

]25[. 

زیار   از به هم پیوساتن  KATP یها کانالاز لحاظ ساختاری 

( و ساااولفونیل اوره  Kir6.2, Kir6.1) Kir6.xواحااادهای  

SURx (SUR1, SUR2A, SUR2B)   شاوند  یما تشاکیل .

منفذ را کانال سااخته و زیار واحادهای     Kir6.xزیر واحدهای 

SUR    فارم  زویا انقش تنظیمی دارند. ترکیب متناو Kir6  و

SUR   ها منجر به تشکیل کانال هاایKATP    باا خووصایات

 ،15 ،11[ مای شاود   هاا  بافتاختواصی در  عملکردی مجزا و

، توضاایح هااا کانااالایاان اخااتلاز ایزوفاارم در ساااختار   ].51

مکانیساامی قااوی باارای اختلافااات کینتیکاای و فارماااکولوژی 

به عناوان مااال،    مشاهده شده در سطح بافت را ارائه می دهد.

پااانکراس بااا ترکیااب   β یهااا ساالول KATPکانااال هااای  

Kir6.2/SUR1 و کنااداکتانس  pS65  میاال ترکیباای بااالائی

نسبت باه مهاار کنناده تولبوتامیاد نشاان داده و در محادوده       

    ، در حالیکااه کنااد یمااوساایتی از شاارایط متااابولیکی فتالیاات 

و  Kir6.2/SUR2Aقلااب بااا ترکیااب    KATPکانااال هااای 

نسبت به داروی تولبوتامید بای پاسا     pS 80-30کنداکتانس 

ه و تحات مهاار شادید    است و در شرایط  بیتی غیر فتال بود

مانناد ایساکمی(، فتاال     ATP متابولیکی سلول )کاهش شدید

با وواود اینکاه مطالتاات وسایتی در ماورد       .]13 ،1[ گردد یم

هاای   الکتروفارمااکولوژی کاناال   ساختمان مولکولی و فتالیات 

               غشااا داخلاای میتوکناادری   ATPپتاساایمی حساااس بااه   

) (mitoKATP  انکه در بالا اما هم چن .]28[صورت گرفته است

 KATPهاای   ذکر شد ولی تنها ا لاعات اندکی در مورد کاناال 

حضاور زیار واحاد     اندوپلاسمیک رتیکلوم ووود دارد که صرفاً

Kir6.2     و ایان در   ]53 ،50[ اناد  دادهرا در ایان کاناال نشاان

و ترکیاب آنهاا در    SURحالی است که در مورد زیر واحدهای 

از وملاه هپاتوسایت هاا     هاا  سالول  rerKATPساختمان کانال 

 ا لاعات دقیقی در دست نیست.

های پتاسایمی وابساته باه کلسایم بار       در خووص کانال

اساس وابستگی به ولتاژ و کنداکتانس تک کانال به سه گاروه  

BKCa ،IKCa  وSKCa  سااااختمان ]2[ شاااوند یماااتقسااایم .     

بوده و  αبه صورت تترامری از زیر واحدهای IKCa کانال های 

و باه   شوند یمکالمودولین به کانال فتال -کلسیم اتوال توسط

. شاواهد فارمااکولوژی   ]21[ تغییرات ولتاژ غیر حساس هستند

دهااد کانااال هااای پتاساایمی وابسااته بااه کلساایم  نشااان ماای

اندوپلاسمیک رتیکلوم نقش بسزائی در تغییر دینامیک کلسایم  

از  مطالته در حال انجام ما، با اساتفاده  ].55 ،11[ سلولی دارند

 احتمالاًروش ثبت فتالیت تک کانال، حضور کانال ودیدی که 

پتاسیمی وابسته به کلسیم باا کناداکتنس    یها کانالاز خانواده 

، باا  نیبناابرا . دیا نما یماست را نیز مترفی  (rerIKCa)متوسط 

تووه به اینکه ا لاعات چندانی در خووص ساختار منفاذی و  

کباد و حضاور کاناال     rerKATPزیر واحدهای تنظیمی کاناال  

rerIKCa    در اندوپلاسمیک رتیکلوم کبد ووود نادارد و داشاتن

این ا لاعات کمکی در وهت افزایش دانش ماا در چگاونگی   

عملکرد و فتالیت آنهاا خواهاد باود، هادز از مطالتاه حاضار       

در  rerIKCaو  rerKATPبررسی ساختمان مولکولی کانال های 

با استفاده از روش وسترن اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت ها 

 .باشد یمبلات 

 ها روش و وادم

مرکز  "قیدر تحق اخلاق" مطالته حاضر پس از تایید هیات

 علوم اعواب دانشگاه علوم پزشکی شاهید بهشاتی باه انجاام    

 آزمایشااای مطاااابق باااا  یهاااا پروتکااالتماااام  .رساااید

حیواناات   استفاده از زمینه مراقبت و در  NIHیها دستورالتمل

 .بودند

آلباومین   سرم بازی، و اسیدی تریس پتاسیم، سوکرز، لریدک

باان کلامیااد، تولبوتامیااد و    ، گلاایATP ،(BSA) 1گاااوی

کاغاذ نیتارو سالولز و کیات      سیگما، شرکت کریبدوتوکسین از

 از دکاان  Amersham،-nشارکت   از (ECL-kit) لومینسانس

، Actin ،Calnexin ،Coxضد  یها یباد آنتی و مرک شرکت

Golgi،Kir6.2 ،SUR1 ، SUR2A ،SUR2B،IKCa  از 

 .شدند خریداری سانتاکروز شرکت

های اندوپلاسامیک رتیکلاوم و    تتیین خلوص نمونهوهت 

پتاسایمی غشااء    هاای  کاناال واحاد سااختمانی    زیار  ها یبررس

اندوپلاسمیک رتیکلوم باا اساتفاده از روش مولکاولی وساترن     

 یها سلولبلات نیاز به وداسازی غشاء اندوپلاسمیک رتیکلوم 
 

 

1. Bowine serum albumin 
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های سلولی باود. بادین منظاور از     ها از سایر ارگانل هپاتوسیت

. در ایان روش  ]12[ و همکاران استفاده شدKan دستورالتمل 

گارم،   220-200باا وزن تقریبای    Wistarنر ناااد   یها موش

 شدند یمساعت قبل از وداسازی کبد ناشتا نگه داشته  18-15

تن حیوان و خارج نماودن  )دسترسی به آب آزاد بود(. بتد از کش

مرحلاه   6تخلیص( و  ای   1کبد، بافت هموژنیزه شده )مرحله 

 -سانتریفیوز با دور بالا غشاء سلولی، میتوکندری و سایر ارگانل

هااا واادا شااده و در نهایاات رسااوب حاااوی وزیکااول هااای   

کاه در یاک میلای لیتار      آماده اندوپلاسمیک رتیکلوم بدسات  

و  2. همیناین از مراحال   دشا  یمسوکروز ایمیدازول هموژنیزه 

یا به عبارتی مرحله گرادیان سوکروز و مرحله پایاانی   5مرحله 

و  شاد  یما هائی برداشته  سانتریفیوژ وهت تتیین خلوص نمونه

شدند. وهت انجام ثبت نگهداری می -ºC60  در دمای ها نمونه

از فتالیت تک کانال از روش الحاق کانال بداخل غشاء لیپیدی 

 -. در این روش وزیکاول ]18[ استفاده گردید (BLM)دو لایه 

 استیل سوزن توسط اندوپلاسمیک رتیکلوم شده استخراج های

 .شاد  یما  داده تماس کانال الحاق وهت لیپیدی دولایه غشاء با

 محفظاه  و اعمال سیس )سطح سیتوپلاسمی( در محفظه ولتاژ

 .شاد  یما گراناد   )سطح لومنی اندوپلاسمیک رتیکلاوم(  ترانس

 525D BC- ریفاا  یآمپلا  توساط  کاناال  تاک  از بوریع وریان

 هاا  ثبات  تماام  گردیاد.  مای  گیاری  ( انادازه  Warner)شرکت

 نموناه  سرعت با و بسل پل 4 فیلتر یک از استفاده با  1kHzدر

        منتقال  کاامپیوتر  ثبات باه   دساتگاه  توساط   kHz 10بارداری 

  Pclamp 9افازار  از نارم  آناالیز  وهات  گردیاد.  مای  ذخیاره  و

وهات انجاام کاار مولکاولی،      .گردید استفاده (Axon )شرکت

تتیاین و   برادفوردبا استفاده از تکنیک  ها نمونهغلظت پروتئین 

 SDS-PAGEمقدار یکسانی از هر نموناه وهات الکتروفاورز    

بار اسااس    هاا  نیپاروتئ . پس از ودا سازی ]5[ شد یماستفاده 

با استفاده از بالات کاردن باه روش     ها نیپروتئوزن مولکولی، 

یمه مر وب بر روی غشاء نیتروسلولزی منتقل شده و پاس از  ن

باه ناواحی    هاا  یبااد انتقال، وهت پیشگیری از اتواال آنتای   

غیراختواصی، غشاءها در ظرز حااوی باافر بلاکیناش )شایر     

  c° 4( تا روز بتاد، غو اه در دماای   TBSگلیسرول و  خشک،

ار آنتی بادی اولیه قر مجاورت با . سپس این غشاها درشدند یم

. وهت تایید خلوص وزیکاول هاای اندوپلاسامیک    گرفتند یم

 cox1, SC-58347, Santa) رتیکلوم از نشانگر میتوکنادری 

Cruz)غشاء پلاسمائی ، (actin, SC-1615, Santa Cruz) ،

و اندوپلاسمیک  (Golgi protein, abcam, ab6284)گلای 

اساتفاده   (calnexin, SC-11397, Santa Cruz) رتیکلاوم 

از آنتای   KATP وهت بررسی نو  زیر واحادهای کاناال   .یدگرد

-anti-Kir6.2, SC)اولیاه ضاد زیار واحاد منفاذ       یهاا  یباد

11228;  Santa Cruz)     و زیار واحادهای تنظیمای کاناال 

(anti-SUR1 (Santa Cruz, SC-5789), anti-SUR2A 

and SUR2B Santa Cruz, SC-32462, SC-5793) و )

  SK4از آنتی بادی اولیه ضاد  IKCaوهت تتیین حضور کانال 

استفاده گردید. پس از مرحلاه آنتای    IKCa anti-KCNN4یا 

 یها یباداولیه غشاء نیتروسلولزی در مجاورت آنتی  یها یباد

ثانویه قرار گرفتند و در نهایت باندهای پروتئینی با کمک کیت 

ECL (Amersham) .بر روی فیلم عکاسی ظاهر گردیدند 

 يافته ها

ات الكتروفارميييياكولوژي كانييييا  خصوصييييي
 : IKCaو   KATPپتاسيمي

در مطالته الکتروفارماکولوژی دو ناو  کاناال پتاسایمی باا     

در غشااء اندوپلاسامیک    pS 211 و pS 335کنداکتانس های 

رتیکلوم مشاهده گردید. بررسای فارمااکولوژی ایان دو کاناال     

 ، گلای بان  ATPبا داروهاای   pS  335نشان داد فتالیت کانال

( که نشان دهنده 1A)شکل  گردد یمکلامید و تولبوتامید مهار 

باا   pS 211کانال  .است KATPتتلق آن به خانواده کانال های 

(، حالیکااه بااه  1Bکریبدوتوکسااین مهااار گردیااد )شااکل    

 احتماالاً )داده نشان داده نشد(.  ایبریوتوکسین غیر حساس بود

ی وابساته باه   این کانال متتلق به خانواده کانال هاای پتاسایم  

است. بنابراین وهت  (IKCa) کلسیم از نو  کنداکتانس متوسط

بررسی بیشتر و تتیین ساختار مولکولی کاناال هاای ماذکور از    

 روش وسترن بلات استفاده گردید.

 تعين خلوص نمونه: 
با اساتفاده   IKCaو  KATPوهت تتیین زیر واحدهای کانال 

ه هاااای از روش وساااترن بااالات، در ابتااادا خلاااوص نمونااا

اندوپلاسمیک رتیکلوم مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور از 

مراحل مختلف استخراج غشای اندوپلاسمیک رتیکلاوم نموناه   

-2،  (step 1)مرحله هموژنیزاسیون-1برداری صورت گرفت :
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مرحلاه گرادیاان    -5، (step 2)اولین مرحله سانتریفیوژ بکمن 

. (step 4)تخراج آخارین مرحلاه اسا    -1 و (step 3)سوکروز 

نشاانگر غشااء پلاسامائی     یها یبادغشاءها در مجاورت آنتی 

(Actin ( اندوپلاسااامیک رتیکلاااوم ،)Calnexin گلاااای ،)

(Golgi و غشاء داخلی میتوکندری )(COX1)    قارار داده شاد

(. نتایج حاکی از عدم حضور متنی داری حضاور غشاا   2)شکل 

ری، در های   سلولی و یا غشا گلای اسات. در ماورد میتوکناد   

باناد مرباوب باه غشااء داخلای میتوکنادری        هاا  نمونهکدام از 

مشاااهده نشااد. از آنجااائی کااه در اسااتخراج غشاااء داخلاای   

های استخراج شده باید در آب دیونیزه  میتوکندری، میتوکندری

قرار بگیرند تا غشا داخلی در دسترس قرار گیرد و ایان مرحلاه   

کلوم وواود نادارد، ایان    در پروتکل استخراج اندوپلاسمیک رتی

احتمال ووود داشت که بتلت سالم بودن میتوکندری ها، غشاء 

داخلی میتوکندری برای آنتی بادی نشانگر کاه اختوااص باه    

 
 

قبل و بتد از  در فضای سیس( میپتاس دیکلر mM  200در فضای ترانس و میپتاس دیکلر mM 30+ )در شرایطmV 20در ولتاژ  IKCaو  KATPثبت از فتالیت کانال  -8شكل 

با غلظت  ، تولبوتامیدµM 100، گلی بن کلامید با غلظت mM 3/2با غلظت  ATP+ در حضور داروهای mV 20در ولتاژ  KATPثبت از فتالیت کانال  -Aکردن داروها.  اضافه
µM 400  در فضای سیس. اضافه کردنATPگلی بن کلامید و تولبوتامید باعث مهار کامل فتالیت کانال گردید ، (3 n= .)B-  ثبت از فتالیت کانال IKCa در ولتاژmV 20 +

 (.=n 3) در فضای سیس. اضافه کردن کریبدوتوکسین باعث مهار کامل فتالیت کانال گردید 200nMسین با غلظت در حضور کریبدوتوک
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در دو  هاا  نموناه  غشا داخلی دارد غیر قابل دسترس باشاد. لاذا  

( و دسات  2از شکل  bحالت سوسپانسیون شده درون آب )باند 

( ماورد اساتفاده قارار گرفات. نتاایج      2از شکل aنخورده )باند 

حاکی از ووود مقدار بسایار وزیای میتوکنادری ساالم و عادم      

ن در نموناه اندوپلاسامیک   آحضور غشا داخلای وادا شاده از    

رتیکلوم بود )لازم به ذکر است غشا داخلی میتوکندری حااوی  

کانال های پتاسیمی است(. در نهایت، هم چنانکه شکل نشاان  

نشان دهنده حضاور   1کالنکسین در مرحله می دهد باند قوی 

. باه  باشاد  یمغلظت بالای غشاء اندوپلاسمیک رتیکلوم خشن 

 ور کلی نتایج نشاان داد کاه نموناه اندوپلاسامیک رتیکلاوم      

 خالص بوده است.

 KATPبررسي بيان زيرواحدهاي كانا  پتاسييمي  
 :IKCaو 

پااس از اسااتخراج غشاااء اندوپلاساامیک رتیکلااوم و تائیااد 

و  KATPآن، شناساائی زیرواحادهای کاناال پتاسایمی      خلوص

IKCa     با بکارگیری آنتی بادی نشانگر آنها ماورد بررسای قارار

 
، (step 2)، اولین مرحله سانتریفیوژ بکمن  (step 1)رتیکلوم با استفاده از وسترن بلات. از نمونه های پس از مرحله هموژنیزاسیون تتیین خلوص نمونه اندوپلاسمیک -2شكل

نشاانگر غشااء پلاسامائی     یهاا  یبااد وهت وسترن بالات اساتفاده شاد. آنتای       (step 4)و آخرین مرحله رسوب حاصل از سانتریفیوژ بکمن (step 3)رحله گرادیان سوکروز م

(Actinگلای ،)(Golgi 58kDa)  اندوپلاسمیک رتیکلوم ،(Calnexin)  و غشاء داخلی میتوکندری(Cox1) .مورد استفاده قرار گرفت 
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100KDa 

 

 

 

150KDa 

 

 

100KDa 

Kir6.2 (55KDa) 

H                   ER 

H                   ER 

A B 

 (kDa 55: باند زیر واحد )A دهد. را نشان می ها با روش وسترن بلات در پروتئینهای غشاء اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت KATPبیان زیر واحدهای کانال  -3شكل

Kir6.2،B باند زیر واحدهای :SUR1 SUR2A  و SUR2Bدهد. را در غشاء اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت ها نشان میH نمونه هموژنیزه بافت کبد به عنوان کنترل :
 : میکروزوم های خالص اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت هاERمابت، 

 



 1535، پاییز 5، شمارة 18ولد   فیزیولوژی و فارماکولوژی

510 310 

  

 گرفت. 

از آنتای باادی    KATPوهت تتیاین زیرواحاد منفاذ کاناال     

( استفاده شاد  Anti- KCNJ11 antibody) Kir6.2نشانگر 

نمایااانگر حضااور ایاان  kDa 33 (. بانااد پروتئیناایA5)شااکل 

فرم از زیرواحد منفذ کانال در غشاء اندوپلاسمیک رتیکلاوم  ایزو

 .باشد یم

 یها یبادوهت تتیین زیر واحدهای تنظیمی کانال از آنتی 

استفاده شد.  SUR2Bو  SUR1 ،SUR2Aنشانگر پپتیدهای 

 SUR2B، آنتی بادیkDa 130 یک باند  SUR2Aآنتی بادی

 SUR1و همینین آنتی بادی  kDa 130 ،kDa 100دو باند  

را در میکروزوم هاای شناساائی    kDa 130 ،kDa 100دو باند 

هاا و  SURدهد تمامی  (. این نتایج نشان میB5کردند )شکل 

در اندوپلاسامیک   KATPدر تشاکیل کاناال    Kir6.2زیر واحد 

 رتیکلوم هپاتوسیت ها دخالت دارند.

بررسي بيان زيرواحد كانا  پتاسيمي وابسته بيه  
  :(or SK4 rerIKCaتوسط )كلسيم با كنداكتانس م

، از rerIKCaیاا    SK4وهت بررسی حضور زیرواحد کاناال 

                   ترمینااال پااروتئین کانااال - Cآنتاای بااادی نشااانگر ناحیااه  

(Anti-KCNN4 antibody) (. از 1)شاکل   ، استفاده گردیاد

 ریق مجااورت باا آنتای باادی اختواصای، دو باناد باا وزن        

برای این کانال شناساایی شاد.    kDa 60و  kDa 36مولکولی 

 -کمپلکس کانال kDa 60پروتئین کانال و باند  kDa 36باند 

. نتااایج حضااور کانااال ]16[ دهااد کااالمودولین را نشااان ماای

    پتاسیمی وابسته به کلسایم باا کناداکتانس متوساط را نشاان      

   دهد. می

 بحث

 در این مطالته، سااختار مولکاولی کاناال هاای پتاسایمی     

KATP و IKCa  اندوپلاساامیک رتیکلااوم بررساای گردیااد. درک

ساختار مولکولی ا لاعات با ارزشای از ارتبااب باین سااختار و     

 ارائه می دهد.  ها کانالعملکرد 

غشا سلولی، اولین بار در میوسیت هاای   KATPهای  کانال

 βو ساپس در بافتهاای دیگار از وملاه سالولهای       ]25[ قلب

از عاروق و ناورون هاا    پانکراس، عضله اسکلتی، عضاله صا  

همیناین در    KATP. کاناال هاای  ]3 ،3 ،55[ گزارش گردیدند

ساختارهای غشائی درون سلولی بویاه میتوکنادری نیاز وواود    

متابولیسم سلول را باا تحریاک    KATP های . کانال]23[ دارند

 ATPباا افازایش    هاا  کانال. این کنند یمپذیری غشاء مرتبط 

از  .]21[ شاوند  یما ن تحریک داخل سلولی مهار و با کاهش آ

اکتامری متشکل کمپلکس  KATPلحاظ ساختاری، کانال های 

. زیر واحد تشکیل باشند یم SURsو  Kir6.x از زیر واحدهای

 Kir6.2و  Kir6.1( با دو ایزوفرم (Kir6.xدهنده منفذ کانال 

و  SUR1 ،SUR2Aبا سه ایزوفرم  SURو زیر واحد تنظیمی 

SUR2B ختلفی را بووود آورده کاه سابب   ترکیب مولکولی م

 تنظیم متفاوت عملکرد کانال در بافتهای مختلاف شاده اسات   

]11، 15[. 

مولکاولی   یهاا  یاگا یودر این مطالته وهت بدست آوردن 

های اختواصی اندوپلاسمیک رتیکلوم و وهت رفا  هار    کانال

نو  احتمال از حضور زیرواحدهای کاناال هاای ماورد نظار از     

اختواصای   یهاا  یبااد ، با استفاده آنتای  سایر غشاهای سلولی

 
 -مربوب باه کماپلکس پاروتئین    50دهد. باند  در پروتئین های غشاء اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت ها با روش وسترن بلات را نشان می IKCaبیان پروتئین کانال  -3شكل

                     زوم هاای خاالص اندوپلاسامیک رتیکلاوم     : میکارو ER: نموناه هماوژنیزه بافات کباد باه عناوان کنتارل مابات،         Hکانال به تنهائی است.  مربوب پروتئین 55کالمودولین و باند 
 هپاتوسیت ها
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هااای داخاال ساالولی، خلااوص نمونااه اندوپلاساامیک  اناادامک

رتیکلوم مورد بررسی قرار گرفت و نتایج، خلوص بالای نموناه  

اندوپلاسمیک رتیکلوم استخراج شده را نشان دادند. مطابق باا  

آمده از آنالیز مولکولی، در اندوپلاسمیک رتیکلاوم  نتایج بدست 

 و Kir6.2 ،SUR1 ،SUR2Aهااا زیاار واحاادهای  یتهپاتوسا 

SUR2B    بیااان ماای شااود. مطالتااه مااا حضااورKir6.2  در

اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت هاا و مطالتاه دیگاران نیاز     

همین ایزوفرم را در اندوپلاسمیک رتیکلوم سلولهای نورون ها 

، بتالاوه مطالتاه   ]53 ،11[ هاا نشاان دادناد    و کاردیومیوسیت

گازارش از شناساائی زیار واحادهای تنظیمای در      حاضر اولین 

و نکتاه حاائز    باشاد  یما هاا   اندوپلاسمیک رتیکلوم هپاتوسیت

باا هار ساه ناو        Kir6.2اهمیت همراهی زیر واحاد منفاذی  

 .باشد یم( SUR2Bو  SUR1 ،SUR2A) SURsایزوفرم 

Kir6.x   به عنوان منفذ کانال وهت عبور یون عمل کارده

تمانی ایزوفاارم هااای آن، ساااخ یهااا یاگاایوکااه باار اساااس 

کنداکتانس کانال تتیین می شود. بطوریکه کاناال هاای دارای   

کنااداکتانس کمتااری نساابت بااه  Kir6.1زیاار واحااد منفااذی 

Kir6.2  والب اسات کاه بیاان شاود احتماال      دهند یمنشان .

در تشاکیل کماپلکس   Kir6.2 و Kir6.1  تلفیق دو زیر واحاد 

و  Cuiتترامااری منفااذ کانااال ووااود دارد، چنانیااه مطالتااه   

( حضور کانالی باا کناداکتانس حاد واساط را     2001همکاران )

 .  ]5[ پیشنهاد نمودند

هااا ساابب تنظاایم رفتااار بیااوفیزیکی و     SURحضااور 

ا توواه باه اینکاه کناداکتانس     . با گردد یمفارماکولوژی کانال 

( از pS 596) ساامیک رتیکلااوم غشاااء اندوپلا  KATPکانااال

              غشاااااء پلاساااامائی KATPهااااای  کنااااداکتانس کانااااال

(200-300pS    متفاوت است، و هم چنین احتماال بااز باودن )

مابات پاایین، بسایار     نسبتاً یولتاژهاکانال در ولتاژهای منفی 

بالاست این احتمال ووود دارد که علاوه بر اثر ترکیاب غشااء   

    )فسفاتیدیل کولین( و نباود سیتواساکلتون هاا   لیپیدی دو لایه 

بگاذارد.   ریتاثث  اتیخووصا بار ایان    تواند یم SUR، نو  ]1[

احتماال بااز باودن     Kir6.2 به همراه SUR1بطوریکه حضور

دهااد و حضااور  افاازایش ماای 0.1بااه  0.1از  باااًیتقرکانااال را 

برابار   5تاا   2کنداکتانس کاناال را   SURایزوفرمهای مختلف 

زمایشاات ماا   آ. لازم به ذکر است نتایج ]51[ ی دهدافزایش م

  را نشاان   SUR2Bو  SUR2Aحضور هر دو نو  زیار واحاد   

 KATPکاه کاناال    کناد  یما دهد و این احتمال را پیشانهاد   می

ساایر سالولها    KATPاندوپلاسمیک رتیکلوم متفااوت از کاناال   

و   SUR1بوده و ساختار آن تلفیقی از هار دو ناو  زیار واحاد    

SUR2 یکی از دلایل بالا باودن   تواند یاحتمالاً مکه  باشد یم

کنداکتانس کانال باشد. نتیجاه مشاابهی نیاز در ماورد کاناال      

KATP  عالاوه   ].51[ سارکوپلاسمیک قلب مشاهده شده اسات

مهمتارین ویاگای کاناال یتنای حساسایت       هاا  SUR بر این،

 بدون ATP. به عبارت دیگر کنند یممتابولیکی کانال را تتیین 

 Kir6.xحضور زیر واحدهای تنظیمی اثر مهااری خاود را بار    

و حساسیت متابولیکی هر یک از زیر واحد های  کند یماعمال 

Kir6.2  وKir6.1  بهATP     مشابه باوده اماا حضاورSUR1 

      ATPبااه  Kir6.2برابااری حساساایت  10مووااب افاازایش 

شود و در خواوص ماابقی زیار واحادها بواورت الگاوی        می

 لیکی   حساسیت متابو

SUR1 > SUR1 + SUR2B > SUR1 + SUR2A > SUR2B > 

SUR2A + SUR2B > SUR2A 

  حساسایت   تاوان  یما . بدین ترتیب بر اسااس شاواهد   باشد یم

به تخلیه انرژی را بدین ترتیب بیان  KATPکانال های مختلف 

 کرد:

 SUR2A_Kir6.2 < SUR2B_Kir6.2 <<< SUR1_Kir6.2 

ژی کاناال باه داروهاای    . از  رفی الگاوی فارمااکولو  ]13 ،6[

تتیاین   SURبر اساس ایزوفرم  ها اورهدرمانی مانند سولفونیل 

برای ماال فتالیت کانالی باا ترکیاب سااختاری     ]26[ گردد یم

Kir6.2-SUR1   با میل ترکیبی بالائی توسط تولبوتامید مهاار

در حالی که این دارو بر روی فتالیت کانال با ترکیاب   گردد یم

. ایاان در ]20،10[ مااری ناادارد Kir6.2-SUR2Aساااختاری 

حالی است که گلی بن کلامید بر روی فتالیت کانال با هار دو  

ساختار فوق اثر گذار است، البته میل ترکیبی بالاتری نسبت به 

SUR1 دهد. بطوریکه هم بیانی  نشان میKir6.2-SUR2A 

قلبی تمایل کمی به گلی بن کلامید  یها سلولدر سارکولمای 

. بنابراین نتایج مولکولی ما دال بار حضاور زیار    هندد یمنشان 

کانال توسط هم گلی بان   ها و مهار SURواحد های تنظیمی 

 احتمااال تلفیااق  (A1کلامیااد و هاام تولبوتامیااد )شااکل    

را در اندوپلاسمیک رتیکلوم بالا  kir6.2با  SUR زیرواحدهای

 KATPو تاکیاادی باار تفاااوت ساااختمانی کانااال     باارد یماا

غشاائی اسات و ایان     KATPرتیکلاوم و کاناال   اندوپلاسمیک 
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که ممکن است این کاناال محال    کند یماحتمال را نیز مطرح 

 اثری برای داروهای سولفونیل اوره باشد.

دومین یافتاه مهام مطالتاه ایان اسات کاه کاناال هاای         

یا  IKCaپتاسیمی وابسته به کلسیم از نو  کنداکتانس متوسط )

SK4 در غشاء )ER انال حضور دارند. کIKCa   غشا پلاسامایی

 توسط کلسیم داخل سلولی فتاال و توساط کریبدوتوکساین و   

TRAM-34  مطالتاات مولکاولی و   ]52 ،2[ گاردد  یما مهار .

را در اندوپلاسااامیک  SKCaو  BKCaفارمااااکولوژی حضاااور 

هاا و قلاب گازارش داده و واذب و آزادساازی       رتیکلوم نورون

سایمی گازارش   کلسیم را مستلزم حضاور ایان ناو  کاناال پتا    

. نتایج ماا حضاور یاک کاناال کااتیونی باا       ]55 ،11[ اند کرده

را نشان داد  mV 30-و پتانسیل متکوس  pS 211کنداکتانس 

( 1B )شاکل  از آنجائیکه کانال کاتیونی توسط کریبدو توکسین

مهار گردید و ایبروتوکسین بر روی آن اثری نداشت )ا لاعات 

کانال کاتیونی متتلاق باه    لاًاحتما رسد یمدر دست ارائه( بنظر 

خااانواده کانااال هااای پتاساایمی وابسااته بااه کلساایم از نااو   

کنداکتانس متوسط در اندوپلاسمیک رتیکلاوم هپاتوسایت هاا    

باشد وهت تائید این احتمال مطالته مولکولی ما باا اساتفاده از   

حضور این کانال را تائیاد   IKCaآنتی بادی نشانگر پپتید کانال 

کیلاو   55و  50باند پروتئینی با وزن مولکاولی   کرد و حضور دو

   ترمیناال   -Cدالتون را نشان داد. باا توواه باه ایناک بخاش      

به پروتئین درون سلولی کاالمودولین متوال    IKCa های کانال

کیلاو دالتاونی    50است بر اساس شواهد مولکولی باند پروتئین 

 کیلاو دالتاونی   55کاالمودولین و باناد   -مترز کمپلکس کانال

 .]16[ باشد یممترز پپتید کانال به تنهائی 

به  ور خلاصه مطالته حاضر حضاور و سااختار مولکاولی    

را در اندوپلاساامیک رتیکلااوم   IKCaو  KATPکانااال هااای  

هاای   دهد. باا توواه باه نقاش کاناال      ها نشان می هپاتوسیت

پتاسیمی اندوپلاسمیک رتیکلوم در ارتباب با اعمالی مانند وذب 

کلسیم، وبران بار الکتریکی غشا، تغییار پتانسایل   و آزادسازی 

عاارض غشااای اندوپلاساامیک رتیکلااوم و دور نگااه داشااتن  

از پتانساایل تتااادلی  پتانساایل غشاااء اندوپلاساامیک رتیکلااوم

کلسیم، دساتیابی باه عملکارد کاناال مساتلزم یاافتن داناش        

. بنابراین شناخت باشد یمرفتاری کانال  یها یاگیوساختاری و 

لکولی و بررسی نقاش فیزیولوژیاک آنهاا از اهمیات     ساختار مو

 بسزائی برخوردار است.

 سپاسگزاري

 یدانشگاه علاوم پزشاک   یدانشکده پزشک یمتاونت محترم پاوهش از

از  یریشهید بهشتی وهت حمایت مالی این پروژه و آقای دکتر رضا صاغ 

ارزناده در قسامت اساتخراج     یهاا  یهمکاار انستیتو پاستور ایران وهات  

 .دیآ یم به عملتشکر  کلوم،یرت کیسماندوپلا
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