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Abstract* 

Introduction: ROMK channel is localized on the apical membrane of nephrons. Recent studies suggest that 

endocytosis of ROMK channels is important for regulation of K+ secretion in cortical collecting ducts. In this study, the 

effect of S362A mutation is examined on the membrane turnover and stability of ROMK2 channel when expressed in 

Xenopus laevis oocytes. 

Methods: oocytes were isolated by standard protocols using collagenase (Type 1A). Mutations of the cytoplasmic 

termini of ROMK2 were performed using the quik-change approach for site-directed mutagenesis. 

Xenopus oocytes were injected with cRNA encoding ROMK2 or S362A mutant 3 days prior to treatment with 

Brefeldin A added to the OR3 medium (+BFA) at the concentration of 25 µM or ethanol as BFA vehicle (-BFA). BFA 

inhibits the insertion of new proteins into the cell membrane. Two-electrode voltage clamp (TEVC) was used to 

measure oocyte ROMK-dependent currents and membrane potential. Data was analyzed using Student’s t-tests or 

ANOVA as appropriate. 

Results: Incubation of oocytes expressing ROMK2 channels in 25 µM BFA caused a reduction in the currents and 

membrane voltage. In oocytes expressing the S362A mutant, there was no decay in current and membrane voltage after 

48 hours incubation with BFA at 25 µM. The fractional current for ROMK2 at 48h following treatment of oocytes with 

BFA was 0.24 ± 0.05 (n=24), which was significantly different from S362A mutant (0.96 ±0.05, n=24). 

Conclusion: These results show that the S362A mutation increases the general stability of ROMK and renders the 

protein resistance to endocytosis. This is consistent with the idea that there is an interaction between the C-terminal of 

ROMK2 and components of the endocytotic pathway. A functional PDZ domain (the S-E-V) plays a key role in 

determining the stability of ROMK. 
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 در اثر ROMK2 (Kir1.1b) كانال پتاسيمي آندوسيتوزمتوقف شدن روند

 Xenopus laevisهاي درغشاء اووسيت S362A موتاسيون

سعيد حاجي هاشمي
*

 شكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي اراك، اراكگروه فيزيولوژي ،دان

87بهمن2: پذيرش87دي23: بازبيني87تير26: دريافت

حاجي هاشميموتاسيون موثر بر آندوسيتوز كانال پتاسيمي

 چكيده

ازهاي مختلف ايزو فورم.اند ر گرفتهقراهاي كليه سلولدر غشاء راسي ROMKهاي پتاسيمي كانال:مقدمه در در قسمت ROMKل پتاسيمي كاناي و هاي انتهـاي نفـرون

در مجـاري+Kبـراي ترشـح ROMKهاي پتاسيمي كانالكه آندوسيتوز اند نشان دادهتحقيقات. بر عهده دارند را+K يون ترشح كه وظيفهاند شناسايي شدهمجاري جمع كننده 

مو.باشدمي نقش مهمي داراجمع كننده   بـر روي اندوسـيتوز)با اسيد آمينه آلانـين 362جايگزين كردن اسيد آمينه سرين در جايگاه شماره( S362Aن تاسيودر اين مطالعه اثرات

.بررسي گرديده است اووسيت غشاءدرپس از بيان ROMK2 كانال پتاسيمي

پ:ها روش به Xenopus laevisهاي اووسيت وهش تجربيژ در اين ايجاد موتاسيون در انتهاي كربوكسيل كانـال ا گرديدند و جهتجد روش استانداردبا استفاده از كلاژناز

هـا اووسـيت بـه كـرد كـد مـيرا S362Aموتاسيونو ROMK2كهاي  cRNA.ايجاد موتاسيون زاي مستقيم گرديد تغيير سريع ايجاد با استفاده از روش ROMK2پتاسيمي 

بـه ميكرومـولار يـا اتـانول25به مقدار هاي ساخته شده به غشاء مهار كننده انتقال پروتئين)BFA+(Aبرفلدين به محيط كشت) زمان صفر(پس از گذشت سه روز.تزريق شد

و ROMK2هـاي پتاسـيمي ط بـه كانـال يوني مربـو هاي با استفاده از تكنيك ثابت نگه داشتن ولتاژ با استفاده از دو الكترود جريان. گرديداضافه)- BFA)BFA حلالعنوان 

.اندازه گيري گرديد  S362A موتاسيون

كه يافته:ها يافته  ROMK2 هاي پتاسيمي بدون موتاسيون بر خلاف كانال S362Aموتاسيونبا ROMK2 هاي پتاسيمي كانالپتاسيم از جريان يوني مقدار ها نشان داد

ا ROMK2براي. داري پيدا نكرد معني كاهش BFAميكرو مولار25 محلولانكوبه شدن در پس از  بودنـد ميـزان كسـر  BFAسـاعت تحـت تـاثير48ها ز اينكه اووسيتپس

± 0.24 جريان برابر با 0.05 (n=16) بود.

بـه PDZقسـمت داخلـي ناحيـه. دهدمي نشانرا S362Aايجاد موتاسيون بعد از غشاءدر ROMK2هاي پتاسيمي كانالاين نتايج افزايش پايداري وثبات:گيري نتيجه

س ترتيب با اسيد .دارد خالتددر غشاء سلول ROMK2 هاي پتاسيمي كانال و آندوسيتوز در تعيين پايداري) S-E-V( والين-گلوتاميك اسيد–رين هاي

 PDZناحيه ، S362A ،BFA، موتاسيون ROMK2:هاي كليدي واژه

�مقدمه

تركيب شيميايي مايعات بدن بـا دفـع مـواد زائـد متابوليـك
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آبو نگهدا دفعيهاي اندام توسط و،ري مقادير متناسبي از  نمك

هاي مسـئول نگهـداري ها اندام كليه. شود مواد غذاي تنظيم مي

هـاي واحـد هـا نفـرون. حجم و تركيب يوني مايعات بدن هستند

و ه كليهدر عملي ساختماني هـا اپيتليوم نفـرون كردعمل.ندستها

و ها و ليپيده پروتئيننحوه قرار گرفتن به   اي آن درغشـاء راسـي

ودر غشـاء راسـيها پروتئين اين. جانبي بستگي دارد-اي قاعده




