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 به ميتوكندري Iآلانين بر ميزان اتصال هگزوكيناز تيپ  هاي فنيل بررسي اثر متابوليت
   مغز موش صحرايي

    
 
 
  

  I   نسرين ضيامجيدي
   II زنوز عبدالوهاب احسانيدكتر *

  III يمحسن فيروزرأ  دكتر 
   

     
  

  
  

  
  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
 

  مقدمه
-ATP: D-hexose 6(در پستانداران، آنزيم هگزوكيناز    

phosphotransferase EC 2.7.1.1(زوآنزيم داردــار ايــ چه 
)I-IV(  در  ،علاوه بر اختلاف در تحرك الكتروفورتيكيكه

 . نسبت به گلوكز با هم متفاوتند، Km بافتي و ميزان ع بينتوزي
 
  

  
  
  
  
  
  
  

جزء ) I)HK-I=Hexokinase-Iهگزوكيناز تيپ     
آنزيم اصلي بافت مغز ايزو است و Low Km هگزوكينازهاي 

متصل به ، I قسمت اعظم هگزوكيناز تيپ. شود ميمحسوب 
  پذير   برگشت،دري است كه اين اتصالــي ميتوكنــخارج غشا

  
  

  چكيده 
پـذير بـه     آنزيم موجود در بافت مغز است كه به طور برگـشت          ترين ايزو  عمده،  Iهگزوكيناز تيپ   : زمينه و هدف      

 بـه غـشا     )HK-I)Hexokinase-I مقـدار زيـادي از       ،در شرايط طبيعـي   . شود  غشا خارجي ميتوكندري متصل مي    
. شـود    فعاليت آنـزيم كنتـرل مـي       ،تر از فرم محلول آن است و با اين مكانيسم           فعال ،فرم متصل آنزيم  . متصل است 

ه بر روي نشستن و بلند شدن آنزيم از سطح ميتوكندري موثرند، اثـر تنظيمـي بـر روي مـصرف                     هايي ك   متابوليت
آلانـين و    افـزايش فنيـل    ،)PKU=Phenylketonuria(در بيماري فنيل كتونوري    از آنجايي كه     .گلوكز در مغز دارند   

هـا روي اتـصال    وليـت اثـرات ايـن متاب  در ايـن مطالعـه،   شـود،    مانـدگي ذهنـي مـي      هاي آن منجر به عقـب       متابوليت
اثـر تخريبـي ايـن      رابطه متابوليسم گلوكز با     هگزوكيناز به ميتوكندري و جداشدن آن مورد بررسي قرار گرفت تا            

   .مشخص شودروي سلولهاي مغزي بر ها  متابوليت
فعاليت هگزوكيناز با روش اسپكتروفتومتري و جفـت        . اين بررسي از نوع مطالعات تجربي است      : رسير    روش ب 

   .يري شدگ  اندازه)G6PD)Glucose-6-phosphate dehydrogenaseشده با فعاليت 
 هيچ تاثيري بـر فعاليـت آنـزيم و جـدا شـدن آن از                ،آلانين و فنيل لاكتيك اسيد     نتايج نشان داد كه فنيل    : ها  يافته    

 فعاليـت آنـزيم را      ،اسـيد ويك  و در حالي كه فنيل پير     ،دنميتوكندري و همچنين اتصال مجدد آن به ميتوكندري ندار        
  .دهد فسفات افزايش مي- 6 غياب گلوكز دهد و رها شدن آنزيم از ميتوكندري را در كاهش مي
ويك اسيد با كاهش فعاليت هگزوكيناز و افزايش فرم و اين احتمال وجود دارد كه فنيل پير ،بنابراين: گيري      نتيجه
در نتيجـه سـلولهاي    شـود و  )ATP)Adenosine triphosphate باعث كاهش مصرف گلوكز و توليد ،محلول آن

   . قادر به رشد و تكامل نگردند،مغز در اثر كمبود انرژي و عناصر ضروري ديگر
             

  ميتوكندري مغز - 4    فنيل پيروويك اسيد – 3     فنيل كتونوري  – I    2پ هگزوكيناز تي – 1:    ها كليدواژه

  1/12/84:تاريخ پذيرش، 14/4/84:تاريخ دريافت

I(كارشناس ارشد بيوشيمي باليني.  
II (استاديار گروه بيوشيمي، دانشكده علوم پايه، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران)* مؤلف

  ).مسؤول
III (دانشيار گروه بيوشيمي، دانشكده علوم پايه، تقاطع بزرگراه شهيد همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
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 شدن به  با متصل، ايزو آنزيماينت ــفعالي در واقع .است
 مورد تنظيم ،دن از آنــش دري و جداــسطح غشا ميتوكن

ه دليل دسترسي ــغشا آن بفرم متصل به  .گيرد قرار مي
  از.آن است) soluble(تر از فرم محلول فعال، ATP آسان به

 ،كند كاتاليز مي  اولين واكنش گليكوليز راHK-Iكه  ييآنجا
.  تحت كنترل استلاًـت آن در سلولهاي مغز كامــفعالي

ع آنزيم بين حالت محلول و ــر در توزيـن تغييــبنابراي
 ATPرف گلوكز و توليد ــمص  نقش اصلي در،متصل
كه ) G6P=Glucose-6-phosphate( فسفات-6گلوكز  )2و1(.دارد

 ، به جايگاه آلوستريكمتصل شدنبا است  آنزيممحصول 
حالت محلول غشاء به را از حالت متصل به زيم تواند آن مي

 آنزيم محلول شده )3(.فعاليت آن را كاهش دهددرآورده و 
 به غشا ميتوكندري  مجدداً،به كمك يون منيزيم، G6Pتوسط 
    )4(.گردد مي متصل

 ،)PKU=Phenylketonuria(در بيمـــاري فنيـــل كتونـــوري    
ــا متابوليـــت و  خـــونآلانـــين فنيـــلغلظـــت  يعنـــي ي آن، هـ

 يابد د افزايش مي  ــك اسي ــل لاكتي ــو فني  دــويك اسي وپير فنيل
 )5(.دـباش  ميلا  تدر كودكان مب  ي  نماندگي ذه   عقب ، نتيجه آن  كه

 مانـدگي  عقـب ه منظور پي بردن به علت بروز بدر اين مطالعه،  
ــي ــن  ،ذهن ــاثير اي ــتت ــا متابولي ــه ــر تنظي ــزيم ـ ب ــت آن م فعالي

ر آنها بر ميزان اتصال و جـدا        اث ،عبارت ديگر به    يا هگزوكيناز
 مـورد   ،شدن اين آنزيم به ميتوكندري در مغز موش صحرايي        

   .بررسي قرار گرفته است
  

  روش بررسي
 قسمتي از. است حاضر از نوع مطالعات تجربي العهمط    

 HEPES)Hydroxyethylpiperazine [مواد استفاده شده

ethanesulphonic acid( ،NADP+)Nicotinamide-adenine-

dinucleotide phosphate(،G6PD  ،G6P ،ATP ،
 از ] گاوي سرمويك اسيد، تانيك اسيد و آلبومينوپير فنيل

، آلانين فنيل[و بقيه مواد   تهيه شد Sigmaشركت 
EDTA)Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid( ،

DTT)Dithiothreitol(،  تريس، تريتونX-100 ،سوكروز ،
گلوكز، فسفات دي سديك، كلريد منيزيم، فنل و 

KSCN)Potassium thiocyanate-broth[( از Merck 
  .خريداري شدند

 برتمايزي و دري بر اساس سانتريفوژ ــتهيه ميتوكن    
هاي   مغز موش)6(. انجام شدwilson  وChau روش اساس

 خارج ، از جمجمه،ر بريدنــس از ســه پــصحرايي بلافاصل
 ، زمان تهيه ميتوكندري. قرار گرفتندداخل نيتروژن مايع در و

، SHED)Sucrose 0.25Mوم ــمغزهاي منجمد در مدي
HEPES 10mM،0.1mM  EDTAو  DTT 10mM با 

pH=7.4 (، ازهموژنيزه  پس ه و شدحالت انجماد خارج از
  برابر وزن مغز10 به SHEDشدن، حجم هموژن با مديوم 

  طي چند مرحله سانتريفوژ.رسانده شد )از نظر عددي(
پانسيون ميتوكندري در سوس ،)توسط اولترا سانتريفوژ(

  . دـ تهيه گردي،ليتر به ازاي هر گرم مغز  ميلي5حجم 
روش  با استفاده از فعاليت آنزيم هگزوكيناز، گيري دازهان    

 فسفات دهيدروژناز-6گلوكزسنجش جفت شده با آنزيم 
)G6PD (انجام گرفت)G6PD-coupled assay( .در اين روش، 

 سوبستراي ،)G6P(فسفات-6يعني گلوكز ،محصول آنزيم
 Reduced(NADPH تشكيل   ورفتقرار گ )G6PD( دومآنزيم

form of nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate (
 CECIL دو پرتويUV   با اسپكتروفتومتر،در واحد زمان

 درجه 25 نانومتر در دماي 340در طول موج  9000مدل 
به يك واحد فعاليت آنزيم هگزوكيناز . شد تعيين گراد سانتي
كه يك تعريف گرديد  آنزيمي فعاليت  آن مقدارصورت

معادل (گراد درجه سانتي 25  در دمايNADPHميكرومول 
يك دقيقه توليد طي در و ) فسفات -6مول گلوكزك ميكروي

  )8و 7(.كند
ن ــت پروتئيــا غلظـدري بــوكنون ميتــه سوسپانسيــب    

 مولار 1/0فسفات  -6گلوكزآنقدر ليتر،  گرم در ميلي  ميلي4-3
از  بعد. د شمولار ميلي G6P ،2ه شد تا غلظت نهايي ــاضاف

، گراد  درجه سانتي28 يدما اي در هــ دقيق30يون انكوباس
 20گراد و طي  درجه سانتي 4  در دمايg13500(سانتريفوژ

 جدا شدند و فعاليت ،رسوب محلول رويي و. انجام شد) دقيقه
گيري شد، تا ميزان  اندازه ،يك از آنهاهگزوكيناز در هر 

 Releaseدرصد  يافسفات  -6جداسازي آنزيم توسط گلوكز
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صورت لزوم براي خارج كردن  در. ودــه شــسبمحا
  )8(.شد  از دياليز استفاده،فسفات از محيط -6گلوكز

  مجدداًفسفات -6هگزوكيناز محلول شده توسط گلوكز    
هاي تخليه شده از هگزوكيناز  قابل اتصال به ميتوكندري

  محلول شده با يك واحد آنزيم،كار  براي اين.باشد مي
 در حضور )گرم پروتئين  ميلي2(ندريسوسپانسيون ميتوك

 دقيقه 30به مدت مولار   ميلي2  با غلظت نهاييكلريد منيزيم
انكوبه شده و سپس مورد  گراد  درجه سانتي28 در دماي

 10 گراد و طي  درجه سانتي4 دمايدر g13500(سانتريفوژ 
 فعاليت هگزوكيناز در گيري اندازهبا . قرار گرفت) دقيقه

) Rebinding( درصد اتصال مجدد،سوبر محلول رويي و
  )9و8(.محاسبه گرديد

 يك كنترل در ،لازم به ذكر است كه در تمام آزمايشات    
همه به صورت  و گرفت مورد آزمايش قرار مي هاتكنار تس
 بار 3هر آزمايش حداقل . انجام شدند) Douplicated(دوتايي

   .تكرار شد
ندري با روش مقدار پروتئين در سوسپانسيون ميتوك    

 ، استاندارد مورد استفاده)10(. شدگيري اندازهتانيك اسيد 
  .آلبومين سرم گاوي بود

  
  ها يافته

 آلانين فنيلي مختلف ها غلظت حضورآنزيم در  فعاليت    
 آنزيم  با هم، اين آزمايش. شدگيري اندازه ،)مولار ميلي 90-0(

تا اثر فت  گر انجام آنزيم محلول باهم متصل به ميتوكندري و
 بر هر دو شكل تابوليتكنندگي اين م مهاركنندگي يا فعال

مشخص نمودار  طور كه در همان.  مشخص گردد،آنزيم
هيچ تغييري در فعاليت آنزيم در حالت متصل و محلول  ،است

 نشده  ايجاد،در مقايسه با عدم حضور اين اسيدآمينه
  .)1نمودار شماره (ستا

 ك اسيدــي مختلف فنيل لاكتيها غلظتفعاليت آنزيم در     
با هر دو  اين آزمايش نيز . شدگيري اندازه ،)مولار ميلي 90-0(

طور كه در نمودار مشخص  همان. انجام گرفت شكل آنزيم
ت آنزيم در  فنيل لاكتيك اسيد نيز اثري بر فعالي،شده است

  .)2نمودار شماره (اشكال مختلف آن ندارد

0
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فنيل آلانين (ميلي مولار)

هگزوكيناز متصل  
هگزوكيناز محلول

  
ر ميزان فعاليت آنزيم ــن بــلانيآ اثر فنيل -1نمودار شماره 
اس ــم براســت آنزيــفعالي(هاي متصل و محلول هگزوكيناز در حالت

ده ـــان شـبي )International Unit(مـــي آنزيـــالملل د بينــــواح
  .تـــاس

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

زان فعاليت ــر ميــد بــك اسيــل لاكتيــاثر فني -2نمودار شماره 
دري و ــه ميتوكنــل بــاي متصــه از در حالتــكين م هگزوــآنزي

  ولـمحل
  
  

   دـــك اسيـــيول پيروــف فنيــهاي مختل تـــغلظر     د
 همان. دـ شريــگي اندازهم ــت آنزيــفعالي ،)مولار  ميلي90-0(

يك اسيد باعث وپيرو  فنيل، مشخص استطور كه در نمودار
) و محلولمتصل (زاكاهش فعاليت هر دو شكل هگزوكين

اين اثر مهاركنندگي وابسته به غلظت بوده و با . گردد مي
 يابد  اثر مهاركنندگي افزايش مي،يكوافزايش غلظت فنيل پيرو

  .)3 نمودار شماره(
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 اسيد بر ميزان فعاليت آنزيم ويكوپيراثر فنيل  -3نمودار شماره 

  هاي متصل به ميتوكندري و محلول هگزوكيناز در حالت

  
  جدا شدن، ميزانويك اسيدوپير فنيل در عدم حضور بتدا    ا

تعيين فسفات  -6آنزيم در حضور و عدم حضور گلوكز
نهايي ي ها غلظت اين متابوليت با در حضورس ــسپ. گرديد

 در  ميزان رها شدن آنزيم،نيز مولار ميلي 90 و60 ،30
 با توجه به نتايج.  شدگيري اندازه G6P حضور و عدم حضور

 ، نشان داده شده استكه در نموداربدست آمده 
 ميزان رها شدن آنزيم از ميتوكندري را ،ويك اسيدوپير فنيل

، اما در عدم دهد ميفسفات تغيير ن -6در حضور گلوكز
 متناسب  ميزان رها شدن آنزيم را،فسفات -6حضور گلوكز

  .)4نمودار شماره (دهد مي افزايش با غلظت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ويك اسيد بر ميزان رها شدن آنزيم ونيل پيراثر ف -4نمودار شماره 
  هگزوكيناز از ميتوكندري

طور كه بر فعاليت اشكال مختلف  اين دو متابوليت همان    
ي نيز تاثيري از خود  بر ميزان جداساز،آنزيم تاثيري نداشتند

  .)6 و 5 نمودار شماره(نشان ندادند
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ان رها شدن هگزوكيناز از آلانين بر ميز اثر فنيل -5نمودار شماره 
  ميتوكندري

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

اثر فنيل لاكتيك اسيد بر ميزان رها شدن  -6نمودار شماره 
  )فنيل لاكتيك اسيد: PLA(هگزوكيناز از ميتوكندري

  
 ميزان اتصال مجدد ،ها متابوليتدا در عدم حضور اين ـابت    

هاي  فسفات به ميتوكندري -6آنزيم محلول شده توسط گلوكز
 سپس در حضور هر ،بررسي شد ،قريبا تخليه شده از آنزيمت

، اين مولار ميلي 90 به تنهايي با غلظت ها متابوليتيك از اين 
 هيچ ، و فنيل لاكتيك اسيدآلانين فنيل. اتصال بررسي شد
تاثير .  آنزيم نشان ندادند مجددتاثيري بر اتصال
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نزيم دليل اثر مهاركنندگي آن بر آه ويك اسيد بوپير فنيل
 قابل ،افت شديد فعاليت پس از زمان انكوباسيون محلول و

  . نبودگيري اندازه
  

  بحث
كنش مسير گليكوليز را كاتاليز از كه اولين وانهگزوكي    
 مصرف  گليكوليز و سرعتكنترل آنزيم مهمي دركند،  مي

با  ،در سلولهاي مغزI  هگزوكيناز تيپفعاليت . باشد مي گلوكز
. شود مي تنظيم ،كندري و جدا شدن از آنمتصل شدن به ميتو

 كمتر تحت تاثير عمل ،در حالت متصل ،اين ايزوآنزيم
تر   و فعالگيرد قرار مي) G6P( مهاركنندگي محصول واكنش

ا وجود چنين مكانيسم ب )12 و11(.باشد مياز فرم محلول 
 هر متابوليتي كه بتواند اين بلند شدن و نشستن ،تنظيمي

 تواند روي ي م،توكندري را تغيير دهدهگزوكيناز روي مي

 اخيرا .فعاليت اين آنزيم و مصرف گلوكز در بافت موثر باشد
كه فاكتورهاي موثر در مرگ نشان داده شده است 

توانند عمل كنند كه  ريزي شده سلولي نيز زماني مي برنامه
   )13(.هگزوكيناز از ميتوكندري جدا شده باشد

اولين ، يك اسيد بر هگزوكينازووپير كنندگي فنيلاثر مهار    
 ولي در ،)5( نشان داده شدWeber توسط 1969در سال بار 

و اتصال  ازـهاي هگزوكين زمان وجود ايزوآنزيمآن 
به غشا ) IIو  I تيپ(ها پذير برخي از اين ايزوآنزيم برگشت

اثر مهاركنندگي   و معلوم نشده بود،خارجي ميتوكندري
ر كل فعاليت هگزوكينازي در  بويك اسيد صرفاًوپير فنيل

يك وكه فنيل پيرو يياز آنجا. افتي گزارش شده بودهموژن ب
هايي هستند كه در  متابوليت ،اسيد و فنيل لاكتيك اسيد

 مقادير آنها) مي كلاسيكآلانين فنيل هيپر(كتونوري بيماري فنيل
يابد، در اين مطالعه اثر  آلانين افزايش مي فنيلافزايش با  همراه
 ميزان  وIتيپ  فعاليت آنزيم هگزوكيناز ركيبات براين ت

 مغز موش صحرايي ميتوكندري در آن اتصال و رها شدن
  .تمورد بررسي قرار گرف

يك اسيد وپيرو  فنيل،دهد ميطور كه نتايج نشان  همان    
فعاليت آنزيم را هم در حالت متصل و هم در حالت محلول 

يتوكندري را افزايش ميزان رها شدن آنزيم از م  ودادهكاهش 

 ،كند كه فعاليت آنزيم در مغز پس در جهتي عمل مي ،دهد مي
 ،مقايسه نتايج بررسي اثر بر رهاسازي آنزيم. كاهش يابد

فسفات در محيط وجود دارد و زماني كه  -6زماني كه گلوكز 
اثر ، يك اسيدوپيرو فنيل كه دهد مي نشان ،وجود ندارد

تي كند ولي وق ديد نميفسفات را تش -6رهاسازي گلوكز 
 به اندازه سازي را تقريباً رها،فسفات وجود ندارد -6گلوكز 
رسد كه  دهد و به نظر مي ميات انجام ــفسف - 6ز ــگلوك

ك اسيد بر جمعيت مشتركي ويوپير فسفات و فنيل -6گلوكز 
سازي دارند و بر جمعيت اندكي  اثر رها،هاي متصل از آنزيم

 از  KSCN و تنها با شوند مي فسفات رها ن-6كه با گلوكز 
ويك وپير فنيل پس ،)14(دن اثر ندار،شوند ميميتوكندري جدا 

فسفات روي سيستم تنظيمي آنزيم -6اسيد همانند گلوكز
رود كه در بيماران  يـمموثر است و به همين دليل احتمال 

 يابد، متابوليت افزايش ميكتونوري كه اين  مبتلا به فنيل
هش فعاليت ايزوآنزيم اصلي سلولهاي مغز شده و موجب كا

كه علاوه بر كاهش   طوري،متابوليسم گلوكز را مختل كند
 برخي از تركيبات لازم براي رشد و تكامل ،توليد انرژي

  .سلولهاي مغز كاهش يابد
سازي ، اثر بازدارندگي و بخصوص اثر رهااين بررسي    

مغز موش ا بر روي هگزوكيناز فنيل پيروويك اسيد ر
اي براي  تواند مقدمه دهد و مي  نشان ميin vitroي در صحراي
مينه جهت پي بردن به مكانيسم  در اين زin vivoهاي  بررسي

  .باشد PKUماندگي ذهني در بيماران مبتلا به  عقب
  

  گيري نتيجه
دهد  ي اولين بار نشان مينتايج حاصل از اين بررسي برا    

 ،فسفات-6كانيسم مشابه با گلوكز  اسيد با مپيروويك كه فنيل
 از سطح ميتوكندري سلول مغز Iباعث آزاد شدن هگزوكيناز 

شود و موجب كاهش فعاليت اين آنزيم و در نتيجه كاهش  مي
  .گردد مصرف گلوكز در اين بافت مي

  
  تقدير و تشكر

از پرسنل محترم مركز تحقيقات علوم سلولي بدين وسيله     
و خدمات بهداشتي ـ م پزشكي و مولكولي دانشگاه علو
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ايران به علت همكاري خوب و صميمانه ايشان در درماني 
  .گردد  مي تشكر و قدرداني،انجام اين پژوهش
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The Effect of Phenylalanine Metabolites on the Binding of HK-I 
(Hexokinase Type I) to Rat´s Brain Mitochondria  

 
 

                                                I                                                       II                                         III                           
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Abstract 
    Background & Aim: Hexokinase type I is the most predominant form of the enzyme in brain. It binds reversibly to the 
outer mitochondria membrane. In normal condition the major part of the enzyme binds to the membrane. Membrane 
bound form of the enzyme is more active than the soluble form, so this is more a control mechanism of the enzyme 
activity. Those metabolites that affect the binding or releasing of the enzyme from the mitochondria have regulatory effect 
on glucose consumption of the cell. Since an increase in phenylalanine and its metabolites causes mental retardation in 
patients with phenylketonuria, we have studied the effects of these metabolites on the activity, binding and releasing of the 
enzyme to determine the destructive effect of these metabolites in relation to glucose metabolism in brain.   
    Material & Method: This investigation was an experimental study in which hexokinase activity was determined 
spectrophotometrically by using G6PD(Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase) coupled assay.  
    Results: The results show that phenylpyruvic acid decreases the enzyme activity in bound and soluble forms and 
increases the release of the enzyme from mitochondria whereas phenylalanine and phenyllactic acid have no effect on the 
enzyme activity, release and rebinding. 
    Conclusion: It is possible that phenylpyruvic acid causes the reduction of glucose consumption by decreasing 
hexokinase activity. Therefore, ATP(Adenosine Triphosphate) production declines in brain cells. 
 
 
 
 
Key Words:  1) Hexokinase Type I   2) Pheylketonuria   3) Phenylpyruvic Acid 
 
                      4) Brain Mitochondria 
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