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  چكيده
وع يك كننده اين مسير نيز هگزوكيناز نآنزيم شروع. شودمين ميأهاي مغز، منبع اصلي انرژي از مسير گليكوليز ت در سرطان:زمينه و هدف

)HKI (آنزيم متصل به جايگاه . شودجايگاه متفاوت به غشاي خارجي ميتوكندري متصل مي اين آنزيم در دو. باشدميAوسيله محصولش ه ب
وسيله غلظت بالايي از هغيرحساس است ولي ب P6G به B آنزيم متصل به جايگاه .گردداز جايگاه خود آزاد مي) P6G( فسفات- 6يعني گلوكز 

هاي سرطاني مغز انسان مورد ها در سلولدر مطالعه حاضر تغييرات احتمالي اين جايگاه .گردداز جايگاه خود رها مي KSCNئوتروپ نمك كا
  .بررسي قرار گرفته است

لار  ميلي مو45 از مخلوط Bمولار و جايگاه  ميليP6G 2 از Aدر اين مطالعه تجربي براي رهاسازي آنزيم از جايگاه  :هامواد و روش
KSCN  وKCl چنين براي مسدود كردن جايگاه هم .استفاده شدA از دي سيكلو هگزيل كربودي ايميد )DCCD (استفاده گرديد.  
 پورين ميتوكندريايي، مانع اتصال هگزوكيناز به آن 72كه در ميتوكندري مغز طبيعي با اتصال به گلوتامات  DCCDنتايج نشان داد  :هايافته

 به دو دليل، هاي اين پژوهش احتمالاً براساس يافته. نيست72هاي سرطاني گليوما و آستروسايتوما قادر به اتصال به گلوتامات گردد، در سلولمي
DCCD  قادر نيست جايگاهAپورين غشاي خارجي ميتوكندري در اثر سرطاني 72محل گلوتامات  - 1 :هاي سرطاني مسدود نمايد را در سلول 

كردن آن  قادر به مسدودDCCD ، بنابراين.جا شده استه از يك محيط آب گريز به يك محيط آب دوست جاب احتمالاًشدن تغيير كرده است و
هاي سرطاني نسبت به نوع طبيعي آن دهد در غشاي خارجي ميتوكندري سلول مطالعات نشان ميهك با توجه به اين- 2.در محيط جديد نيست

  .باشد قادر به نفوذ در غشا نميDCCD وسياليت آن كاهش يافته  لذا ؛ندكميزان خيلي زيادي كلسترول رسوب مي
هم به هاي طبيعي هاي سرطاني نسبت به سلولدهد كه غشاي خارجي ميتوكندري سلولدر مجموع هر دو استدلال بالا نشان مي: گيرينتيجه

/ 3 شماره/19 مجله دانشگاه علوم پزشكي سبزوار، دوره( .ر شده استدچار تغيي اتصال آنزيم هگزوكينازلحاظ ميزان سياليت آن و هم به لحاظ محل 
  .)238- 248 صص
   .هاي اتصال هگزوكيناز، پورين گليوما، جايگاه،ميتوكندري، آستروسايتوما :كليديهاي واژه

  

  مقدمه
پذير به غشاي طور برگشتههگزوكيناز مغز ب  

شود و اين اتصال نقش خارجي ميتوكندري متصل مي
اتصال هگزوكيناز به . ي در تنظيم مصرف گلوكز داردمهم

 مقاله پژوهشي
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ثير غلظت محصول آن يعني أ تحت تغشاي ميتوكندري
 در غلظت بالاي ).2,1( است) G6P(فسفات - 6گلوكز 

G6P  اين متابوليت به آنزيم متصل و با تغيير بناي فضايي
- شدن آنزيم از غشا و مهار فعاليت آن ميآن باعث رها

 داد كه اين آنزيم به يك پروتئين مطالعات نشان .گردد
شود ويژه در سطح غشاي خارجي ميتوكندري متصل مي

 كه در ابتدا به آن، پروتئين اتصالي هگزوكيناز
)Hexokinase binding protein( گفتندمي )3-5 .(

مطالعات بعدي نشان داد كه اين پروتئين در حقيقت همان 
انال آنيوني پورين ميتوكندرياي است كه به آن همچنين ك

 VDACاين ). 6( گويندنيز مي) VDAC(وابسته به ولتاژ 
هاي ديگري از جمله ها علاوه بر هگزوكيناز به پروتئين

هاي پيش آپاپتوزي نيز متصل گليسرول كيناز و پروتئين
 محل اتصال هگزوكيناز در ،ينابنابر). 8,7( شوندمي

 هاي ميتوكندرياي است كه از طريق آنحقيقت كانال
جا هاز طريق آن جاب ATP و ADPنوكلئوتيدها از جمله 

شده و دسترسي هگزوكيناز به يكي از سوبستراهايش يعني 
ATP دهد كه مطالعات نشان مي) .2( كندرا  تسهيل مي

 به غشاي B  وAآنزيم هگزوكيناز در دو جايگاه متفاوت 
آنزيم متصل به جايگاه . خارجي ميتوكندري متصل است

Aمحصولش يعني وسيلهه ب G6P  از جايگاه خود آزاد
غير  G6P به Bگردد ولي آنزيم متصل به جايگاه مي

وسيله غلظت بالايي از نمك هحساس است ولي ب
از ديگر  .گردداز جايگاه خود رها مي KSCNكائوتروپ 

 غشاي داخلي و ست كه اهاي ميتوكندري اينويژگي
 غشاهاي هاي طبيعي نسبت به سايرسلولدر   آنخارجي

سلولي مثل گلژي، شبكه آندوپلاسمي داراي سطح 
محتواي كلسترول ولي ) 8( كلسترول پاييني است

هاي  در مقايسه با سلولهاي سرطانيميتوكندري سلول
بيشتر اين ). 9,8(يابد  برابر افزايش مي2-10 طبيعي

 ).11,10(پيوندد وقوع ميهافزايش در غشاي خارجي ب
قش اساسي در اتصال هگزوكيناز ن VDAC  72گلوتامات 

كه مانع اتصال   VDACجهش در ). 13,12( به غشا دارد

شود به طرز جالبي محتوي كلسترول هگزوكيناز به آن مي
  دهد كهله نشان ميأاين مسو  ؛دهدغشا را كاهش مي

VDAC  در انتقال كلسترول از سيتوسل به ميتوكندري
 VDACاز به  اتصال هگزوكينچنينهم). 14(نقش دارد 

بر  .ممكن است به جذب كلسترول به غشا كمك كند
اي  اسيد آمينه15اساس مطالعات انجام گرفته يك قطعه 

 آنزيم هگزوكيناز در اتصال آن به غشاي از آبگريز كاملاً
ماده شيميايي دي ). 15(  ضروري استميتوكندري كاملاً

در دوز خيلي كم ) DCCD(سيكلو هگزيل كربو دي ايميد 
 گرددبه ميتوكندري مياتصال هگزوكيناز نع ما
)16,13,12.(  DCCDبه ؛ يك ماده آبگريز استكه 

هم در محيط آبگريز غشا كه آن VDAC 72گلوتامات 
مانع اتصال هگزوكيناز به آن متصل و قرار گرفته است 

بر اساس تحقيقات انجام گرفته در ). 13,12(شود مي
اي طبيعي اين دو ههاي سرطاني نيز مانند سلولسلول

 بررسي اساس مولكولي ، بنابراين.جايگاه وجود دارد
اتصال هگزوكيناز به ميتوكندري طبيعي و سرطاني ممكن 
است فهم ما را در زمينه عملكرد اين آنزيم در روند 

هاي درمان سرطان افزايش  راهسرطاني شدن و احتمالاً
هاي دهد كه سلولتعداد زيادي از مقالات نشان مي. دهد

هاي طبيعي مصرف گلوكز سرطاني در مقايسه با سلول
اين افزايش مصرف گلوكز هم ). 17-19( بالايي دارند

سازهاي آنابوليكي براي توليد انرژي و هم توليد پيش
- در ميان آنزيم). 19( هاي سرطاني مورد نياز استسلول

هاي در سلول هاي گليكوليز فعاليت آنزيم هگزوكيناز
بيشتر ( العاده زيادي پيدا كرده استش فوقسرطاني افزاي

 ،اين افزايش فعاليت). 20( )هاي طبيعي برابر سلول100از 
ا تغيير محل آنزيم از سيتوسل به حالت اتصال به بزمان هم

باشد مي B  وAهاي  در جايگاهغشاي ميتوكندري
اين اتفاق به دليل آن است كه در اثر اتصال به ). 22,21(

توليدي ميتوكندري  ATPترسي آن به ميتوكندري دس
ارتباط مستقيمي بين فعاليت ). 23( يابدافزايش مي

هگزوكيناز متصل به تومور، ميزان گليكوليز تومور و 



  رامشيني
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به همين دليل ). 25,24( سرعت رشد تومور وجود دارد
به بررسي جايگاه اتصالي هگزوكيناز مطالعه حاضر در 

 آن در اثر  تغيير احتمالي وروي غشاي ميتوكندري
 اين تغييراتمكانيسم احتمالي  چنينو همتوموري شدن 

  .پرداخته شده است
  

  هامواد و روش
همه مواد بيوشيميايي مورد استفاده در اين پژوهش   

بافت مغزي طبيعي و . از شركت سيگما خريداري شد
-هاي جراحي مغز و اعصاب بيمارستانسرطاني از بخش

نا تهيه و بلافاصله در هاي امام خميني، شريعتي و سي
هاي طبيعي و ميتوكندري بافت. نيتروژن مايع نگهداري شد

چنين مغز موش و گوساله هم سرطاني مغز انسان و
طور خلاصه مغز ه ب. تهيه شدقبلي نويسندهبراساس مقاله 

هاي نر صحرايي پس از سر بريدن در هواي مايع موش
محلول سپس مغزها توزين شدند و در . قرار داده شد

شوي  و پس از شست . مولار ذوب شدند25/0سوكروز 
ژنايزر هموژن  مغزها با سوكروز توسط دستگاه همو

- درجه سانتي4مخلوط هوموژن شده در دماي  .گرديدند

سانتريفوژ  )RPM (دور 4000 دقيقه در 20گراد به مدت 
به مدت رويي  محلول،پس از دور ريختن رسوبات. شدند

رسوبات . سانتريفوژ شد )RPM( دور 24000 دقيقه در 20
- حاصل كه محتوي ميتوكندري خالص است از محلول

. رويي جدا و دو بار ديگر با همين شرايط سانتريفوژ شدند
/. 25رسوب مرحله آخر در حجم مورد نياز در سوكروز .

تعيين غلظت پروتئين بر ). 26( مولار هوموژن گرديد
 در اين .فتانجام گر Katzenellenbogenاساس روش 

هاي سطحي آميزي پروتئينبراي رنگاز تانيك اسيد روش 
 دستگاه توسطشود و ميتوكندري استفاده مي

هاي اسپكتروفتومتر، ابتدا ميزان جذب نوري نمونه
 نانومتر 650استاندارد آلبومين سرم گاوي در طول موج 

 وپس از رسم منحني استاندارد جذب هخوانده شد
). 27( دگردميا محاسبه ه و غلظت آنها قرائتميتوكندري

كردن واكنش آن از طريق جفتفعاليت آنزيم هگزوكيناز 
فسفات دهيدروژناز و تشكيل  - 6با واكنش آنزيم گلوكز 

NADPH  در واحد زمان با دستگاه اسپكتروفتومتر و در
 مطابق روش توصيف شده در مقاله  نانومتر340طول موج 

   ). 26( دست آمده ب نويسندهقبلي
سازي هگزوكيناز متصل به سازي و رهامحلول  

سازي، اتصال مجدد آنزيم ميتوكندري، تعيين درصد رها
اساس  بردقيقاً روي غشا و تعيين درصد اتصال مجدد

  انجام گرفت كبير و ويلسونهاي ارائه شده توسطروش
-8و ) U(  واحد فعاليت آنزيم1/0مطابق اين روش ). 28(
ليتر به مدت  ميلي1كندري در حجم نهايي گرم ميتو ميلي4

 دو ميلي مولار بر روي MgCl 2در حضور   دقيقه و30
 g دقيقه در 10سپس اين محلول به مدت  .يخ انكوبه شد

رسوب . رويي آن جدا گرديد سانتريفوژ و محلول15000
 5 مولار حاوي 25/0ليتر سوكروز حاصل در يك ميلي

  . سوسپانسيون درآمدصورت ه بX– 100درصد ترايتون 
روي مهار اتصال آنزيم روي غشا نيز  DCCDاثر   

طور هب). 28(  انجام گرفت كبير و ويلسونمطابق روش
مولار   ميليG6P 2خلاصه سوسپانسيون ميتوكندرياي با 

 دقيقه انكوبه و سپس به 20 درجه به مدت  30در دماي 
 درجه 4در دماي   وg 13000  دقيقه در15مدت 
رويي از رسوب جدا و با محلول. فوژ گرديدسانتري

اين محلول به .  مولار دوباره محلول گرديد25/0سوكروز 
هاي متفاوتي از چند قسمت تقسيم و به هريك غلظت

DCCD دقيقه در 15بعد از . اضافه گرديد g 20000 به 
رسوب حاصل دو بار .  دقيقه سانتريفوژ شدند10مدت 

 25/0در سوكروز هايت  در ن؛شو داده شد و ديگر شست
  .مولار محلول شدند

  
  هايافته

اتصال مجدد آنزيم هاي قبلي مؤلف، بنا به پژوهش  
شود و اين جايگاه، محل  انجام ميAفقط در جايگاه 

 يك Bجايگاه و  ؛تنظيم فعاليت آنزيم هگزوكيناز است
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اين مطالعات روي  . استAاي براي جايگاه جايگاه ذخيره
 مطالعه در . )26( و گوساله انجام شدوش صحرايي مغز م

هدف اوليه اثبات فرضيه بالا در روي مغز انسان حاضر 
 Bسازي آنزيم از روي جايگاه به دليل اين كه رها. بود

مولار كه در مطالعه قبلي استفاده  ميليKSCN 45توسط 
هاي بالاتر آن نيز باعث  كم بود و استفاده از غلظتگرديد

وسيله آن بتوان هلذا راهكارهايي كه ب؛ شدتخريب غشا مي
 بدون تخريب غشا  رها كرد Bآنزيم بيشتري را از جايگاه 

سازي آنزيم از ميزان رها.را مورد ارزيابي قرار داديم
و   فلگنر.وابسته به دما است KSCN توسط Bجايگاه 
 محلول سازي آنزيم ΔHنشان نشان داده بودند كه همكارا

براساس اين ). 29(في است  منKSCNاز غشا توسط 

مولار  در  ميليKSCN  45سازي آنزيم توسط گزارش رها
ميزان  1اساس جدول بر. دماهاي مختلف انجام گرفت

 بهترين دما .يابدسازي در دماهاي پايين افزايش ميرها
 ولي با اين ؛گراد است درجه سانتي10 اين عمل براي

 بود و ناچار  پايينBوجود ميزان رهاسازي از جايگاه 
  .سازي را افزايش دهيمشديم با روش ديگري ميزان رها

از  هاي تركيبي روي رهاسازي هگزوكينازاثر نمك
هاي ديگري كه ممكن يكي از روش :غشاي ميتوكندري

 افزايش Bسازي آنزيم را از روي جايگاه است ميزان رها
هاي افزايي احتمالي نمكاستفاده از خاصيت هم؛ دهد

براي اين منظور از تعدادي نمك از سري .  استمختلف
-هها بدر سري هافميستر نمك. هافميستر استفاده شد

هر آزمايش حداقل . مولار در دماهاي مختلف ميليKSCN 45وسيله ميتوكندري مغز گوساله بهBسازي هگزوكيناز متصل به جايگاهرها:1جدول
  ستگزارش شده ا انحراف معيار± ميانگينصورتسه بار تكرار و نتيجه به

 )ددرجه سانتي گرا(دما 0 10 20 30 40

3/7 ± 1/2  8/7 ± 4/1  6/8 ± 8/0  5/16 ± 7/1  2/12  درصد رهاسازي ±2

7/2 ± 9/1  6/1 ± 85/0  1/1 ± 8/0  05/2 ± 3/1  3/2 ± 7/0  كنترل 

  
 صورتهر آزمايش حداقل سه بار تكرار و به. هاي طبيعي و سرطاني مغز انسانبر اتصال مجدد هگزوكيناز روي ميتوكندريDCCD اثر : 2جدول

±SD Meanگزارش شده است   
3  

  درصداتصال مجددآنزيم به غشا
2  

 DCCD مسدود سازي با 

1  
 G6P درصد رها سازي با 

 مراحل

3/20 ± 27/1  + 

9/37 ± 7/2  - 

68/2  ±   5/48  
 

 مغز طبيعي انسان

6/26 ±   5/4  + 

6/32 ± 9/2  - 
53± 75/1  گليوما 

2/30 ± 1/1  + 

9/30 ± 7/0  - 
5/63 ± 9/2  آستروسايتوما 

  
 B و جايگاه G6P آن با A مجدد آنزيم هگزوكيناز روي غشاي ميتوكندري طبيعي و سرطاني مغز انسان كه جايگاه  بر اتصالDCCDاثر  : 3جدول 

  . گزارش شده استSD Mean±صورتهر آزمايش حداقل سه بار تكرار و به.  تخليه شده است KCl و KSCNمولار  ميلي45آن با مخلوط 
4  

درصد اتصال مجدد آنزيم 
  به غشا

3  
 ميلي 45سازي با مخلوط درصد رها 

 KCl و KSCNمولار 

2  
 مسدود سازي با 

DCCD 

1  
 G6P درصد رها سازي با 

 مراحل

2/21 ± 7/3  56/17 ± 23/1  + 

36± 2/2  1/16 ± 2/21  - 
68/2  ±  5/48  

 
 مغز طبيعي انسان

5/28 ± 98/3  3/27 ± 46/1  + 

30± 2/3  5/24 ± 2/3  - 
53± 75/1  گليوما 

5/29 ± 31/2  7/22 ± 63/2  + 

4/31 ± 3/1  53/21 ± 38/1  - 
5/63 ± 9/2  آستروسايتوما 
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- بندي ميصورت كائوتروپ، كوسموتروپ و خنثي طبقه

 در اين مطالعه از مخلوط يك نمك كائوتروپ و. شوند
يك نمك خنثي و يا مخلوط دو نمك كائوتروپ استفاده 

مولار  ميلي45برابر غلظت نهايي مخلوط دو نمك . شد
به غشاي ميتوكندري آسيب تا با اطمينان  ؛انتخاب گرديد

دهد كه  نشان مي1ه شده در شكل يتايج اران). 26( نرساند
 و يك نمك خنثي KSCNمخلوط يك نمك كائوتروپ 

KCl  نسبت به مخلوط دو نمك كائوتروپKSCN و KI 
يشتري را ميزان آنزيم بو  ؛دهدافزايي بهتري را نشان ميهم
  ).2شكل (تواند از روي غشا جدا كند مي

روي مهار اتصال آنزيم هگزوكيناز  DCCDاثر 
ها نشان تعداد زيادي از گزارش :روي غشاي ميتوكندري

صورت كووالانسي به هتواند بمي DCCDدهد كه مي
VDAC  متصل و باعث مسدود كردن جايگاه اتصال

لعه براي پيدا كردن در اين مطا. )13,12( هگزوكيناز گردد
براي مسدود كردن جايگاه اتصال  DCCDغلظت مناسب 

 G6P 2هگزوكيناز روي غشاي ميتوكندري، ابتدا توسط 
 از Aهاي متصل به جايگاه  آنزيمpH=2مولار در ميلي

 و درصد جدا شدن آنزيم از روي ميتوكندري رها گرديد
صل مانده آنزيم متروي ميتوكندري با سنجش فعاليت باقي

در مقايسه با قبل تيمار شدن  G6Pبه آن بعد از تيمار با  
  .  آن محاسبه شد

هاي رها شده از روي ميتوكندري توسط آنزيم  
سپس .  آن جدا شدG6Pدستگاه سانتريكان تغليظ و 
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   بر رهاسازي هگزوكيناز از جايگاه دوم مغز گوسالهKI و KSCNهاي مولار نمك ميلي45اثر مخلوط  : 1شكل 
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  سازي هگزوكيناز از جايگاه دوم مغز گوساله بر رهاKCl وKSCNهاي مولار نمك ميلي45اثر مخلوط  :2شكل 
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  خود بودندAهايي كه فاقد آنزيم روي جايگاه ميتوكندري
-تثير غلظأ تحت ت)G6Pهاي تيمار شده با ميتوكندري(

در نهايت هگزوكيناز . قرار گرفتند DCCDهاي مختلف 
هاي تيمار شده  روي ميتوكندريG6Pتغليظ شده و فاقد 

درصد اتصال . مجاور شدند DCCDهاي متفاوت با غلظت
ها محاسبه مجدد هگزوكيناز روي هر يك از ميتوكندري

 01/0غلظت   نشان مي دهد3طور كه شكل همان. شد
خوبي محل اتصل ه توانست بDCCDترمولار و يا بالاميلي

آنزيم هگزوكيناز را مسدود نموده و مانع اتصال آنزيم 
  .روي ميتوكندري گردند

 A، ابتدا آنزيم جايگاه Bبراي مطالعه جايگاه   
ميتوكندري مغز طبيعي سه گونه موش صحرايي، گوساله و 

 رها گرديد و در pH=2مولار با  ميليG6P 2انسان توسط 
حاصل از مغز موش، ( سه نوع ميتوكندري  هرمرحله بعد

مولار تيمار شدند و  ميليDCCD 01/0 با )گوساله و انسان
-تمام ميتوكندري.  آنها مسدود شدAبدين وسيله جايگاه 

 با KCl وKSCNمخلوط  ثيرأهاي مرحله قبل تحت ت
 Bهاي جايگاه  تا آنزيم؛مولار قرار گرفتند ميلي45غلظت 

هاي مرحله قبلي  نهايت تمام ميتوكندريدر. آنها رها گردد
 آنها Bآنها تخليه و مسدود شده و جايگاه  Aكه جايگاه 

ثير آنزيم أنيز تخليه شده ولي مسدود نيست تحت ت
 تا توانايي اتصال آن به ؛هگزوكيناز تغليظ شده قرار گرفتند

نتايج اين مطالعه اثبات .  مورد ارزيابي قرار گيردBجايگاه 
  . قابليت اتصال مجدد را نداردBاه كرد كه جايگ

مطالعه اتصال آنزيم روي ميتوكندري بافت   
دهد كه مشابه مطالعات نشان مي: سرطاني  مغز انسان

ها در مغز سرطاني نيز ميتوكندري مغز طبيعي، ميتوكندري
و دومي  G6P هستند، كه اولي با B و Aداراي دو جايگاه 

. ) بخش مقدمهرجوع شود به( گرددرها مي KSCNبا 
هاي سرطاني مغز مانند آزمايش قبلي ابتدا ميتوكندري

 آنها تخليه Aقرار گرفته و جايگاه  G6Pثير أانسان تحت ت
 يك :ها به دو بخش تقسيم گرديدنداين ميتوكندري. شدند

 بايد مشابه قرار گرفته و قاعدتاً DCCDثير أبخش تحت ت
. ه باشدميتوكندري مغز نرمال اين جايگاه مسدود شد

هر دو نوع . قرار نگرفتند DCCDثير أدسته ديگر تحت ت
. ميتوكندري تحت اثر هگزوكيناز تغليظ شده قرار گرفتند

اما نتيجه غير منتظره اين بود كه در هر دو دسته 
.  متصل شدAميتوكندري به يك نسبت آنزيم به جايگاه 

سازي قابليت مسدود DCCDدهد كه اين نتيجه نشان مي
 در ميتوكندري بافت سرطاني را بر عكس A جايگاه

ييد اين أبراي ت). 2جدول (  هاي طبيعي نداردميتوكندري
هاي مغز سرطاني نظريه در آزمايش ديگر ابتدا ميتوكندري

ها به دو اين ميتوكندري. گرفت G6P ثيرأانسان تحت ت
مجاور  DCCD يك دسته از آنها با :دسته تقسيم شدند
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   بر مسدود سازي جايگاه اتصال آنزيم هگزوكيناز در ميتوكندري مغز موش صحراييDCCDاثر : 3شكل 
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سپس هر . م با اين ماده مجاور شدند ولي دسته دو؛نشدند
و  KSCNثير مخلوط دو نمك أدو نوع ميتوكندري تحت ت

KCl  دو نوع ،بنابراين. مولار قرار گرفتند ميلي45با غلظت 
- دست آمد كه عبارت بودند از ميتوكندريميتوكندري به

هاي هر دو جايگاه آن آزاد شده  ولي هايي كه آنزيم
دسته دوم .  مسدود نيستDCCDوسيله ه آن بAجايگاه 

 ، آن تخليه شدهB و A هاي بودند كه جايگاهميتوكندري
.  باشد مسدود شده  DCCD آن بايستي با Aولي جايگاه 

 مشابه نتيجه جالب اين آزمايش اين بود كه اولاً
هاي سرطاني ميتوكندري Bهاي طبيعي جايگاه ميتوكندري

يگر مشابه قابليت اتصال مجدد را ندارند و از طرف د
 در Aسازي جايگاه قادر به مسدود DCCDآزمايش قبلي 

  ).3جدول ( هاي سرطاني نيستميتوكندري
  

  بحث
هاي با رشد ترين ويژگي بيوشيميايي سرطانمهم  
 ت توانايي آنها در مصرف بالاي گلوكز اس،سريع

محققين زيادي امروزه در تلاشند كه مكانيسم . )31,30(
ها پيدا  در اين دسته از سرطانافزايش سرعت گلوكز را

- ههاي سرطاني مغز بتوانايي بالاي ميتوكندري سلول. كنند
هاي اتصال آنزيم روي علت افزايش كمي جايگاه

امروزه دانشمندان معتقدند كه  .ميتوكندري است
هگزوكيناز نقش بسيار مهمي در تنظيم سرعت گليكوليز 

ستگي مطلق به له در مغز پستانداران كه وابأاين مس. دارد
دهد كه مطالعات نشان مي.گلوكز دارند نمود بيشتري دارد

 و در باعث باز شدن آن VDAC كانالاتصال آنزيم به 
  گيردطور مداوم در دسترس آنزيم قرار ميهب ATPنتيجه 

از طرف ديگر اتصال آنزيم به ميتوكندري نقش ). 15(
  .محوري در تنطيم فعاليت آن دارد

ر تغييرات احتمالي غشاي در مطالعه حاض  
ها مورد مطالعه قرار ميتوكندري در اثر سرطاني شدن سلول

براي اولين بار وجود دو   ويلسون و همكاران.گرفته است
- را در سلولAجايگاه در ميتوكندري و اهميت جايگاه 

 وجود  مؤلفمطالعات قبلي. )28 (هاي طبيعي نشان دادند
 كه شده ييد نموده و نشان دادأاين دو جايگاه را دوباره ت

هاي متصل به آن قادرند كه آنزيم به علت اينAجايگاه 
تحت شرايط خاص سلول از روي ميتوكندري رها شده و 
يا دوباره به آن متصل گردند از لحاظ فيزيولوژيك از 

 نقش  احتمالاBًاهميت زيادي برخوردار هستند و جايگاه 
  ).26(  را داردAاي براي جايگاه ذخيره

-  ميليKSCN 45 از طرف ديگر نشان داده شد كه  

تواند آنزيم متصل ميمولار بدون آسيب رساندن به غشا 
-  ولي ميزان رها؛ ميتوكندري را رها نمايدBبه جايگاه 

استفاده از چنين هم. سازي آن در اين غلظت اندك است
- باعث تخريب غشا ميمعمولاًنيز هاي بالاترآن غلظت

  ). 26(گردد 
در  Bدر مطالعه حاضر رهاسازي آنزيم از جايگاه   

كه ميزان  كه ضمن اين؛شرايط جديدي انجام گرفت
اي افزايش داد در عين رهاسازي را به مقدار قابل ملاحظه
مشخص شد كه ميزان . حال به غشا نيز آسيبي وارد نكرد

و هم وابسته به نوع  )1جدول( رهاسازي هم وابسته به دما
 ،بنابراين  ).1 و 2هاي شكل( فاده استنمك مورد است

 استفاده Bبهترين شرايط براي رهاسازي آنزيم از جايگاه 
-  ميلي45غلظت   باKCl و KSCNاز مخلوط دو نمك 

مطالعات . دست آمدهگراد ب درجه سانتي10مولار در دماي 
هاي اتصال مجدد آنزيم روي غشاي ميتوكندري سلول

هاي طبيعي بعد از  سلولسرطاني  نشان داد كه همانند
تواند روي اين  دوباره نميBهاي جايگاه برخاستن آنزيم

 هم A ولي اين عمل در جايگاه ؛جايگاه متصل گردد
 افتدهاي طبيعي و هم سرطاني به سهولت اتفاق ميسلول

-بر اساس مطالعات انجام شده در سلول). 3 و 2جدول (

نفوذ دري ميتوكنبه راحتي در غشا  DCCDهاي طبيعي، 
كه  VDAC 72كرده و با ايجاد پيوند كووالان با گلوتامات 

قرار دارد  Aدر جايگاه  در بخش هيدروفوب داخل غشا
هاي ولي در سلول كندمحل اتصال آنزيم را مسدود مي

  ).2 و 3جدول ( سرطاني قادر به انجام اين عمل نيست



 بررسي جايگاه اتصال آنزيم هگزوكيناز روي غشاي خارجي ميتوكندري

245 1391ييز پا/3شماره /19 دوره                                                                                                        مجله دانشگاه علوم پزشكي سبزوار  

هاي قادر نيست در سلول DCCD كهعلت اين  
 اينگونه قابل توجيه  را مسدود كندAه سرطاني جايگا

 آبگريز است و يك ماده شيميايي كاملاً  CCDاست كه
اي كربوكسيلي كه در محيط آبگريز قرار هتواند با گروهمي

 پايدار ايجاد   پيوند كووالانسي كاملاًداشته باشند يك
- هاي طبيعي مطالعات نشان ميدر سلول ).13,12(نمايد 

 با ساختار بشكه مانند خود در VDACدهد كه كانال 
. درون غشاي خارجي ميتوكندري قرار گرفته است

  آن در قسمت كناره كانال در داخل غشا و72گلوتامات 
- هآنزيم هگزوكيناز ب.  آبگريز قرار دارددر محيط كاملاً

 15گيرد كه يك قطعه  قرار ميA هشكلي روي  جايگا
يد آمينه لايزين نفوذ و اس VDAC اي آن در كناراسيد آمينه

 در محيط آب گريز غشا پيوند يوني 72آن با گلوتامات 
  . دهدتشكيل مي

 DCCDهاي سرطاني يكي از دلايلي كه در سلول  
 واكنش داده و اين محل را 72تواند با گلوتامات نمي

خاطر تغيير ساختار غشا و تغيير ه ب احتمالاً؛مسدود كند
ه محيط آبدوست  از محيط آبگريز ب72محل گلوتامات 

-هاي سرطاني اتفاق ميتغيير ديگري كه در سلول. است

افتد و ممكن است مانع اين واكنش شود محتواي بالاي 
هاي كلسترول در غشاي ميتوكندري آنها نسبت به سلول

افزايش كلسترول روي غشاهاي بيولوژيك . طبيعي است
گردد و كاهش سياليت باعث تغيير در سياليت غشا مي

  ).32( دهدملكرد بيولوژيك غشا را تغيير ميغشا ع

افزايش كلسترول غشا باعث كاهش توانايي   
كاهش نفوذ . گرددنفوذپذيري غير انتخابي غشا مي

هاي كوچك در غشا به دليل افزايش كلسترول و مولكول
 به تبع آن افزايش فشردگي و كاهش سياليت غشا قبلاً

 ه گفته شدبا توجه به مطالب). 32( گزارش شده است
 توسط Aدليل ديگر براي عدم مسدود سازي جايگاه 

DCCD ست كه به دليل تراكم بالاي كلسترول در  ااين
ها سياليت خود را از هاي سرطاني غشاي اين سلولسلول

قادر به  DCCD ، لذا.اندشدت متراكم شدههدست داده و ب
  VDAC 72نفوذ در غشا نيست كه بتواند با گلوتامات

ه شده در اين  يدر مجموع  نتايج ارا.  بر قرار نمايدارتباط
ها را در اثر  سرطاني وضوح تغيير غشاي سلولهپژوهش ب

تغيير در سياليت و تغيير بناي فضايي ( شدن نشان داده
 و اين تغييرات روي عملكرد آنزيم )پروتئين سازنده كانال

  . گذاردثير ميأهگزوكيناز ت
  

  تشكر و قدرداني
نامه دوره  حاصل اجراي پايانعهاين مطال  

مركز تحقيقات بيوشيمي و مؤلف در كارشناسي ارشد 
وسيله از زحمات  بدين.باشدميبيوفيزيك دانشگاه تهران 

–نامه جناب آقاي دكتر محسن نعمت استاد راهنماي پايان

  .گرددي ميگرگاني سپاسگزار
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Abstract 
Background: In brain tumors, the main source of energy is from 
glycolysis, which is initiated by hexokinase type I (HK-I), an 
enzyme bound to the outer mitochondrial membrane, involving 
two sets of binding sites. In addition to the glucose-6-phosphate 
(G6P)-sensitive site (Type A), the enzyme is bound on a second 
set of sites (Type B) which are insensitive to G6P, but totally 
releasable by high concentrations of chaotropic salts such as 
KSCN. In the present study, we investigate possible changes in 
HK-I binding to the outer mitochondrial membrane during 
malignancy. 
Methods: In this experimental study, 2 mM G6P was used for 
releasing enzyme from site A, while site B was depleted using a 
mixture of KSCN and KCl with a total concentration of 45 mM. 
For blocking binding sites in site A, dicyclohexylcarbodiimide 
(DCCD) was used. 
Results: DCCD, which normally has the capacity to block HK-I 
binding at site A, was found ineffective for mitochondria obtained 
from astrocytoma and glioma specimens, presumably due to 
changes in the microenvironment of Glu 72 of porin with which it 
interacts. It also appears that increased incorporation of 
cholesterol, reported to occur in the mitochondria of cancer cells, 
may influence HK binding due to changes in mitochondrial 
membrane fluidity. 
Conclusion: Taken together, these results support earlier 
conclusions on possible changes in the microenvironment of 
bound HK-I and also fluidity of membrane upon malignancy. 
(Quarterly Journal of Sabzevar University of Medical Sciences, Volume 19, Number 3, 
pp.238-248). 
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