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-7و6و5و4ی بر پایهشیف بررسی خواص ضدسرطانی ترکیب باز 

 تیازول[d]تتراهیدروبنزو

 *احمد امیری ،سودابه شکراللهی
 شیمی دانشکده ،علوم پردیس ،تهراندانشگاه  ،تهران

 17/06/99تاريخ پذيرش:           - تاريخ تصحيح:              11/06/99تاريخ دريافت: 

 چکيده

سنتز آمین دی-6و2-تتراهیدروبنزوتیازول-7و6و5و4 با نفتالدهید-1-هیدروکسی-2تراکمی  با استفاده از واکنش جدیدیشیف باز  ترکیب پژوهشاین در 

اسبتررا  شبده از تیمبو   DNA . برهمکنش این ترکیبب بباشناسایی گردید NMR-H1 و های زیرقرمزطیف سنجی با بدست آمده. محصول گردید

 ببرهمکنش نوع انایی پیوند وهمچنین تو .( مورد مطالعه قرار گرفتCDنمایی دورانی )به کمک طیف سنجی فلورسانس و دورنگ  (ct-DNA) گوساله

 DNAکنش ترکیببا  ببا پارامترهای پیوندی و ترمودینامیکی برهم .و DNAغیرطبیعی شدن  هایبه کمک داده ct-DNAابمربوطه  باز شیفترکیب 

 . نتایج نشان داد کهمورد بررسی قرار گرفت MCF-7و  HepG2ی سلول سرطانی د سرطانی این ترکیب بروی دو ردهضخواص  در نهایتشد. تعیین 

و  52/34 ±21/2 ببه ترتیبب  MCF-7و  2HepGی سبلولی این ترکیب برای دو رده 50ICیر ادبوده و مق شیاریبه صور   DNA بهترکیب  اتصال

 باشد.می میکرومولار 75/7 70/3±

 .دورنگ نمایی دورانی، خواص ضدسرطانی، غیر طبیعی شدن، ct-DNA، باز شیف کلیدی: کلمات

 مقدمه-1

از قبیل سنتز متعدد هایی به دلیل ویژگی کههستند حاوی گروه ایمین یا آزومتین دسته وسیعی از ترکیبات آلی  شیف بازهای

اند. همچنین این ترکیبات قرار گرفته توجه[ بسیار مورد 2[، تنوع ساختاری و قابلیت طراحی ]1آسان از مواد در دسترس]

[، آنتی 8[، ضد قارچ ]7-6[، ضد باکتری ]3-5محدوده وسیعی از خواص بیولوژیکی از قبیل ضد سرطان ، ضد تومور ]

 باشند.[ و ...  را دارا می9اکسیدانت ]

ا به بررسی ترکیبات با خواص ضد سرطانی با تاثیر های اخیر، توجه دانشمندان رافزایش مرگ و میر ناشی از سرطان در دهه

  [.10گذاری بیشتر و عوارض جانبی کمتر جلب کرده است ]
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. شیمی درمانی، پرتو درمانی و جراحی سه روش اصلی درمان آن هستند که شودهای مختلفی درمان میبا روش سرطان

های سرطانی بیماری اخل در توانایی رشد و تکثیر سلولهای سرطانی است که با تدسلول DNAدرمانی ایجاد تغییر در شیمی

باعث اختلال در فرآیندهای مهم سلولی، مهار رشد و  DNAهای کوچک با اتصال به کند. در این راستا مولکولرا کنترل می

درک بهتر برای  DNAها با کنش مولکولشوند. از این رو مطالعه برهمتقسیم در سلول سرطانی و در نتیجه آپوپتوز می

علم داروشناسی جدید، در ابعاد ژنی بر . باشدها و طراحی ترکیبات دارویی جدیدتر و مؤثرتر حائز اهمیت میسازوکار عمل آن

سطح وسیعی از پژوهش ها را  DNA-های برهمکنش داروشود، استوار است. بررسیپیوند می DNAعملکرد داروهایی که به 

 [.11] شامل می شوند

DNA مولکول ی داروهای ضدسرطان استهدف اصل .DNA چیکه به صورت حلقه دور هم پ یستیز یمریاز دو رشته پل 

شناخته شده، که از  دینوکلئوت یبه عنوان پل DNAدوگانه درآمده ساخته شده است. دو رشته  چیمارپ کیخورده و به شکل 

 (،A) نی(، آدنC) نیتوزی(، سG) نیگوان ،یباز آل کی از دیاند. هر نوکلئوتساخته شده دیبه نام نوکلئوت یترساده یواحدها

 لهیبه وس دهایشده است. نوکلئوت لیگروه فسفات تشک کی نیو همچن بوزیر یبه نام دئوکس دیقند مونوساکار کی( و T) نیمیت

 گرید دینوکلئوت با فسفات دینوکلئوت کی داز محل قن دهاینوکلئوت شوند،یبه هم متصل م یارهیبه صورت زنج یکوالانس وندیپ

 [.12] کنندیم جادیستون فقرات را ا هیشب یکرده و ساختار جادیا وندیپ

یکی از  دهند.سلولی نشان می DNAسرطان، فعالیت زیستی خود را با برهمکنش مستقیم با تعدادی از داروهای ضد

به عنوان بازدارنده درتهیه اسیدهای است. بیشتر داروها،  DNAسرطان، های مهم مولکولی در طراحی ترکیبات ضدنشانگاه

از ساختار عادی خود خارج ساخته و درنتیجه فعالیت طبیعی آن را مختل  راآن ،DNAنوکلئیک عمل کرده و در  برهمکنش با 

اند که در میان تهیه شدهدسته وسیعی از ترکیبات ، DNAدر تشخیص و واکنش با  ترکیباتبررسی توانایی  منظور کنند. بهمی

 .[14-13] ای قرار گرفته اندهای زیستی و ضدسرطانی مورد توجه ویژهدلیل فعالیت به  بازهای شیفها  آن

 ترکیبدر جهت توسعه داروهای ضد تومور، ابتدا  DNAدر این پژوهش، با توجه به اهمیت برهمکنش ترکیبات دارویی با 

تیموس گوساله بررسی شد و نحوه اتصال این ترکیبات به  DNAبا  این ترکیبدر ادامه برهمکنش  شناسایی و باز سنتز وشیف

ct-DNA شیاری اتصال به صورت  سنجی فلوئورسانس و دورنگ نمایی حلقوی مورد بررسی قرار گرفت ونیز به کمک طیف

و  HepG2ی ی سلول سرطانسرطانی این ترکیب بروی دو ردهخواص ضدبه منظور بررسی سمیت در نهایت  .برای این لیگاند تأیید شد

MCF-7 .مورد بررسی قرار گرفت 
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 بخش تجربی-2

 هاي مورد استفادهمواد شيميايي و معرف-2-1

آلمان از شرکت مرک نفتالدهید -1-هیدروکسی-2و همچنین  دی آمین-6،2-تتراهیدروبنزوتیازول-7،6،5،4مورد استفاده  مواد

( ، تریس هیدروکسی متیلل ct-DNAه )لده تیموس گوساغDNA  باکنش های مطالعه برهمدر سری آزمایش خریداری گردید.

و  Highly Polymerized Calf Thymusاز نلوع  M.W=-] (Tris2CNH3)2[(OHCH) ،DNA [(g/mol 121.1buffer)آمینومتان،

محلی  (، PBSمحلول فسفات بافر سالین ) ز شرکت سیگما خریداری شده است.( اg 394.3Br F.W=3N20H21C) اتیدیوم برمید

، محللول EDTA-سیلین، آنلزیم تریسسلین(، پنیµg/ml 100(، استرپتومایسین )FBS، سرم جنین گاوی )RPMI 1640ت کش

خریلداری آللدریچ ز شرکت سلیگما ا (MTTدی فنیل تترازولیوم برماید ) -5، 2-ایل( -2-دی متیل تیازول-5، 4)-3واکنشگر 

)رده سلولی سرطان کبلد انسلانی(  HepG2ن سینه انسانی( و )رده سلولی سرطا MCF-7های سلولی همچنین، رده. شده است

 از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و بیولوژیکی ایران خریداری گردید. 

 ها و گازهاي مورد استفاده حلال-2-2

ه برای تهی شد. یداریخر آلدریچ سیگمادی اتیل اتر از شرکت  ، متانول واتانول، گاندیل هیته یهای مورد استفاده براحلال

 ها از آب دوبار تقطیر شده استفاده گردید. های بافر و سایر محلولمحلول

 هاي مورد استفادهدستگاه-2-3

و در  KBrبه صورت قرص   NICOLET FT-IR 100مدل FT-IRتوس  دستگاه  IR برای شناسایی لیگاند سنتز شده، طیف

ثبت شده  AVANCE 500-Bruker DRXاه توس  دستگ NMR-H1های ثبت شده است. طیف cm 0040-400-1محدوده 

های گیریدر دانشگاه تهران ثبت شد. اندازه 215مدل  Avivدو رنگ نمایی دورانی توس  دستگاه اسسکتروپلاریمتر  است. طیف

 انجام شده است.  PerkinElmer LS 45شدت فلوئورسانس با اسسکتروفتومتر 

 دي آمين -6،2-تتراهيدرو بنزوتيازول-7،6،5،4-دن(هيدروکسي نفتالي -2بيس)-′Nو Nسنتز ليگاند  -2-4

میلی  50آمین در دی-6،2-تتراهیدروبنزوتیازول-7،6،5،4هیدروکسی نفتالدهید به محلولی از یک میلی مول -2میلی مول از  2

رسلوب  درجه سانتی گراد تحت رفلاکلس قلرار گرفلت. 70ساعت در دمای  5لیتر اتانول اضافه شد. مخلوط مورد نظر به مدت 

میلی لیتر دی اتیل اتر سرد شستشو داده شد. پس از آن حلال تبخیر و بلا متلانول شستشلو داده شلد.  10مورد نظر صاف و با 

 نشان داده شده است. 1درصد تعیین گردید. شماتیک این واکنش در شکل  90بازده محصول 
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 واکنش سنتز لیگاند -1 شکل

 روش تهيه بافر -2-5

با آب دو بار تقطیر حل و بله حجلم رسلید. ایلن  یتریلیلیم 250در یک بالن ژوژه  NaClگرم  4625/1گرم تریس بافر و  5/3

از بلافر ملادر را بلا  تریل یلیم 2،50باشد که باید با درب بسته در یخچال نگهداری شود. برای تهیه بافر کارمی 1محلول بافر مادر

 یللیم 250شد. سسس بله بلالن ژوژه  4/7، نرمالیک  HClآن با محلول  pHرسانده و  تریلیلیم 200به حجم  آب دوبار تقطیر

 منتقل و به حجم رسید. این محلول نیز باید در یخچال نگهداری شود. یتریل

 غلظت آن نييو تع DNAش تهيه محلول مادر رو -2-6

که جامد پلیمری توزین و در داخل یخچال در حالی DNA گرمیلیم 5فر، با تریلیلیم 1به ازاء هر  DNAبه منظور تهیه محلول 

، DNAن گردید. غلظلت گهم یاهم زده شد تا ژله یاشهیساعت به کمک مگنت ش 72درب ظرف بسته بود، به آرامی به مدت 

 = nucleoti 310 6.6ε(DNA، 1-de)ضلریب خاموشلی . شودیمحاسبه م nm 258 ( و طول موج=bcεAلامبرت ) -ریاز رابطه ب

( .L1-cm دقت شود محلول .)DNA یبلرا به آرامی هم زده شود و در ظرف درب بسته و در یخچال نگهداری گردد. یلیباید خ 

 09/0 بلایمحلول با غلظلت تقر تابافر حل شد  تریلیلیم 10در  DNAاز محلول مادر  تریکرولیم DNA  ،180محلول کار  هیته

 .دیبدست آ DNAمولار از یلیم

 ليگانددر حضور   DNAغير طبيعي شدن  -2-7

 فلوئورسانس يسنج فيبه کمک ط بيوماکرومولکولبا  باز شيفليگاند  کنشنحوه برهم يبررس -2-7-1

اسلتفاده  (EtBr) ها با دارو از اتیدیوم برمیدکنش آندر فلورسانس نشر چندانی ندارد برای تعیین نحوه برهم DNAکه از آنجایی

DNA  (mg/mL 4 )( و mmol/L 1/0) بلاز شلیفلیگانلد ، EtBr (mg/mL 02/0) ملادر یهااز محلول ر،یز شیدرآزماشود. می

 یپرتلو یطلول ملوج بلرا نیلنانومتر، ا 471( در EtBr) دیبرم ومیدیات یبازده کوانتوم ممسیبا در نظر گرفتن ماک استفاده شد.

 متریسلانت 1عبلور نلور از آن معلادل  ریکه مسل ینشر، در سل یهایریگ ها در هر دو دما انتخاب شد و اندازهکل نمونه جییته

 80) دیلبرم ومیدیلات کروملولاریم 2شلدت فلوئورسلانس محللول  ابتلدا،. در ثبت گردیلدنانومتر  540-700باشد، در محدوده 

از طول موج، ثبت شلد.  حدودهم نیبافر( در ا تریکرولیم 365در حجم  کرومولاریم 50 دیبرم ومیدیات ،از محلول مادر تریکرولیم

 
1 Stock buffer 
2 Working buffer 
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 لیلبله دل ومیدیلات نساز محلول مادر( شدت فلوئورسلا تریکرولیم 73/3به آن، ) DNA کرومولاریم 60غلظت  شیسسس با افزا

بلا  EtBr-DNAمحللول  نیل. سلسس اافلتی شیافلزا بله طلور قابلل تلوجهی DNA یجفت بازها نیشدن آن در ب تینترکلیا

به صورت  لیگانددر حضور  EtBr-DNAشدت فلوئورسانس  راتییتغ ق،یشده و پس از هر تزر تریتلیگاند از  یمتفاوت یهاغلظت

  جداگانه ثبت شد.

( و در هلر دو ملورد شلدت ی)برخلورد کیلنامی( و دسلتای)ا کیوجود دارد: اسلتات یدو نوع خاموشسنجی فلورسانس در طیف

 انیلوولملر  معلروف اسلت ب-که به رابطه استرن ریابطه زتوس  ر یخاموش دارد. یفلوئورسانس به غلظت خاموش کننده بستگ

 شود:یم

[Q]svK[Q] = 1 +  0τqk/F = 1 + 0F 

ثابلت بلا   نیلا صورتنیا ریدر غ شودیم انیب DKوولمر با -انجام شود، ثابت استرن یبه صورت برخورد یکه خاموش یدر صورت

SVK و  کنش دارواگر مکانیسم خاموشی برهم .شودینشان داده مDNA  تنها از نوع استاتیکی یا دینامیکی باشد، در این صلورت

کنش موثر باشند منحنی مربوطه خطی خواهد بود، ولی اگرهر دو مکانیسم در برهم ،های مختلف داروبرابر غلظت 0F/Fنمودار  

بله دسلت  یهلا بلراروش نیاز بهتلر یکیانحناء خواهد یافت.  xهای بالای دارو از حالت خطی خارج و به طرف محور درغلظت

 :باشدیم ریز بطهاستفاده از را بیوماکرومولکولکنش دارو و در بر هم وندیپ یهاو تعداد محل یوندیآوردن ثابت پ

t+ n log[Q] bKF) / F = log  – 0log (F 

 [.51] را به دست آورد Kو  n ریمقاد توانیم log[Q]در برابر  F/F) - 0log (F یبا رسم منحن

 باز شيفليگاند در حضور  DNAساختار  رييتغ يو بررس CD فيمطالعه ط -2-7-2

 متریسلانت کیلعبلور نلور از آن  ریسل که مسل کینانومتر در  200-320 یدر اثر تابش طول موج ها DNAساختار  راتییتغ

بلافر(  تلریکرولیم 250در  ملادراز محللول  تریکرولیم 4) ct-DNA کرومولاریم 120محلول  CD فیاست، مطالعه شد. ابتدا ط

 فیط راتییبه آن تغ لیگانداز  یمتفاوت یهاغلظت شی. سسس با افزا[16] شد ییشناسا B-DNAمربوط به فرم  یثبت و نوارها

CD ساختار  رییاز تغ یکه انعکاسDNA تغ باشدیم یعیطب(یهافرم ریی DNA  باز شدن دو رشته  ایبه همDNAبررس )شد.  ی

 Aviv یتوس  برنامه نلرم افلزار لیگاندبافر و  فیاز ط DNA-ligandو  DNAمربوط به  CD فیط بیتسسس با کم کردن به تر

 شد. جهینت یینها CD فیط

 مطالعات سميت سلولي -2-8

در ابتدا : ها دفریز شدند که مراحل کار به شرح زیر استدر مرحله اول سلول .برای کشت سلول مراحل زیر به ترتیب انجام شد

شلود. سلسس کرایوویلال مربوطله از ریخته می FBS لیتر محی  کشت سلولی حاویمیلی 5لیتری حدود میلی 15 در یک لوله

تانک خارج و سریعا در آن تا حدی باز گردید تا گاز ازت از آن خارج شود. پس از خروج گاز، در کرایوویال مجددا بسلته شلد و 
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فاصلله پلس از آنکله بللور منجملد از دیلواره لاقرار داده شد. ب C 37˚ ماریانتهای کرایوویال منجمد حاوی سلول ها در در بن

داخلی ویال جدا شد، ویال به زیر هود منتقل شد و سوسسانسیون سلولی به صورت قطره قطلره در لولله حلاوی محلی  کاملل 

سسس لولله . منتقل گردید لیتر محی  شسته و مجددا به لولهمیلییک ریخته و به آرامی پیستاژ شد. سسس دیواره کرایوویال با 

لیتلر محلی  میلی یکسانتریفوژ شد. پس از خارج نمودن محی  رویی،  rpm 1300 دقیقه با سرعت 5ها به مدت حاوی سلول

های ها شلمارش شلده و درصلد سللولها اضافه شد تا به صورت سوسسانسیون درآیند، سرانجام سلولبه سلول FBS تازه حاوی

ها اضافه شده و سوسسانسیون تهیله به سلول FBS درصد 25س از شمارش، محی  کشت کامل حاوی پ. زنده تعیین می گردند

ک را آغلاز لاسلها روند رشد و تکثیر در داخل فشده در داخل فالسک ریخته شد و در انکوباتور قرار گرفت. به این ترتیب سلول

استفاده شلد. اسلاس   MTTاز آزمون ی صورت می گیردبه منظور بررسی بقای سلولی پس از تیمار با یک عامل خارج . کردند

به رسوب بنفش رنگ فورمازان توس  آنزیم های رداکتلاز میتوکنلدریائی  MTT این تکنیک بر پایه احیای سوبسترای زرد رنگ

هللای آلللی نظیللر للاشللدت رنللگ تولیللد شللده پللس از حللل نمللودن رسللوب فورمللازان در ح .در سلللول هللای زنللده اسللت

های باشد و رابطه مسلتقیمی بلا تعلداد سللولسید با استفاده از روش اسسکتروفوتومتری قابل اندازه گیری میسولفوکمتیلدی

ها سانتریفوژ شد و دقیقه محی  حاوی سلول 5ها، به مدت بدین منظور پس از کشت سلول و تریسسینه کردن سلول. زنده دارد

ها بلا تعلداد لیتر محی  کشت حل شد و شمارش گردیلد. سلرانجام سللولمیلی 6پس از تخلیه محلول رویی رسوب سلول در 

میکرولیتر محی  کشت کاملل اختصاصلی  255خانه با حجم نهائی  36در پلیت  (بدست آمده از منحنی استاندارد) بهینه شده

ها بله نگام اتصال سلولدی اکسید کربن تا ه % 5 تحت گراددرجه سانتی 38خانه در انکوباتور  36در پلیت  کشت داده شدند و

به هر چاهک اضافه شلد. هلر  بازلیگاند شیفهای متفاوتی از سسس غلظت .سطح فالسک و رسیدن به مورفولوژی نگهداری شد

لیتلر گلرم بلر میلیمیلی 5ت با غلظ MTT میکرولیتر معرف 25تائی مورد آزمایش قرار گرفت. سسس  3غلظت به صورت تکرار 

دی اکسلید  % 5درجه سلانتیگراد بلا  38خانه در انکوباتور  36فاصله پلیت لاب هر چاهک اضافه شد و به PBS حل شده در بافر

به هر چاهک اضافه شلد در   DMSOمیکرولیتر 255ها تخلیه گردید و ساعت نگهداری شد، پس از آن چاهک 4کربن به مدت 

 .گیری شدنانومتر اندازه 585آخر نیز جذب سلول در طول موج 

 گیرینتیجه بحث و-3

 قرمز زير طيف -3-1

نشلان داده شلده اسلت.  2ثبت شده و در شلکل  cm 4000-400-1و در ناحیه  KBrدر محی   باز شیفطیف زیر قرمز لیگاند 

 گلروه وجلود تأییلد بلرای ویلژه به امر این. باشدمی بازهاشیف ساختار بررسی برایکاربردی سنجی طیف FT-IR سنجی طیف

ترین خل  در طیلف . شلاخص[71] است کارآمد بسیار 2NH ارتعاشات و( C=O-) اصلی آلدهیدی پیوند جودو عدم و آزومتین
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کله در ناحیله  C=Nباز سلنتز شلده نلوار شلاخص باشد. در طیف لیگاند شیفمی C=Nبازها مربوط به ارتعاشات کششی شیف

 N-C وجلود از حلاکی 2800-3100 محلدوده در ندبا چندین کند. حضورمشاهده شد تشکیل گروه ایمینی را تایید می 1620

 .[18] است آروماتیک و آلیفاتیک هایپروتون

 

 .KBrبر روی قرص  طیف زیر قرمز لیگاند -2شکل

 رزونانس مغناطيسي هسته طيف -3-2

ختار سلا .دشل ثبلت داخللی استاندارد به عنوان 3CDClو با بکارگیری  6d-DMSOدر حلال  لیگاند سنتز شده NMR-H1طیف 

بله  2/13و  1/12وجود سله نلوار سلینگلت بلین نلواحی .نشان داده شده است 3در شکل  لیگاند به مربوط طیفپیشنهادی و 

مربلوط  1/9و  5/8دو پیک سینگلت بین نلواحی . [18]شود های انتهایی نسبت داده میحلقه( OH–) پروتونهای هیدروکسیل

 .[19] باشدمیمربوط  (-CH=N-) های گروه آزومتینبه پروتون
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   .6d-DMSOدر حلال  لیگاند به مربوط NMR-H1 طیف -3شکل 

 به کمک طيف سنجي فلوئورسانس ct-DNAبا  ليگاندمطالعه برهمکنش  -3-3

 باز شيفغلظت با افزايش  EtBr-DNAئورسانس لوبررسي تغييرات شدت ف -3-3-1

در حالت  فلوئورسانسسنجی عه پیوند لیگاند به آن به کمک طیفباشد، امکان مطالفاقد نشر می DNAباتوجه به اینکه مولکول 

شود. از هایی که فلوئوروفور هستند مانند اتیدیوم برمید استفاده میعادی وجود ندارد. بنابراین در این خصوص از مولکول

میزان کاهش شدت نشر، در کاهش یابد و  لیگاندبا  کنشتواند بر اثر برهمطرفی شدت نشر فلوئورسانس بیوماکرومولکول می
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ابتدا شدت نشر اتیدیوم برمید با کنش دارو با بیوماکرومولکول باشد. در این آزمایش تواند بیانی از نحوه برهماین مطالعات می

)با غلظت  DNAنشان داده شده است. سسس با افزایش  4های میکرومولار ثبت شد که به صورت خ  چین در شکل 2غلظت 

قابل مشاهده است. سسس  4( افزایش شدت نشر اتیدیوم برماید مشاهده شد که به صورت نقطه چین در شکل میکرومولار 60

در دمای محی  تیتر شد و پس از هر تزریق شدت نشر فلوئورسانس در محدوده  های متفاوتی از لیگاندبا غلظت این محلول

 .اندها مشخص شدهثبت گردید که در منحنی نانومتر 700تا  500

 

های متفاو  از در عدم حضور )نقطه چین( و حضور غلظت EtBr-DNAکنش نشر فلوئورسانس اتیدیوم برماید )خط چین( و برهم طیف -4شکل 
 .لیگاند در دمای محیط

 وولمر-با استفاده از رابطه استرن DNAهاي اتصال دارو به محاسبه ثابت پيوند و تعداد مکان -3-3-2

 مختلف هایغلظت برابردر  F/0Fرسم نمودارهای  ( وsvK+  1[Q] =  0τqk+  1F = /0F[Q]وولمر )-با توجه به رابطه استرن

، زمان خاموشی 0τیا ثابت خاموشی به دست آمد. مقدار  qkو  وولمر این بر همکنش-ثابت استرنیا  svK، لیگاند

باشد خاموشی از نوع دینامیک  2×1010 تر ازکوچک qkکه دهد در صورتینشان میمی باشد. مطالعات  10-8ها بیوماکرومولکول

لیگاند سنتز شده خاموشی اند، گزارش شده 1[. با توجه به نتایج که در جدول 20تر باشد خاموشی استاتیک است ]و اگر بزرگ

وولمر -استرن [. نمودار21] باشدمیدلیل خاموشی نشرهای فلوئورسانس  DNA-ligandیعنی تشکیل کمسلکس  استاتیک دارد

 اند.نشان داده شده 5در شکل  این ترکیب
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 کنش با اتیدیوم برماید در دمای محیطدر برهموولمر لیگاند -منحنی استرن -5شکل 

 DNAکنش دارو با ر برهمهای پیوند ددست آوردن ثابت پیوندی و تعداد محلها برای بههمچنین یکی از بهترین روش

 [ :22باشد ]استفاده از رابطه زیر می

t+ n log[Q]b K= log F ) / F – 0Flog ( 

آمد که در جدول دست میبه bK و nمقادیر  log[Com]در برابر  F/F)-0log(Fمنحنی از آزمایش قبل و رسم  0Fو  Fبا داشتن 

سنتزشده  لیگانددهد برای نشان می nمقادیر  .است ان داده شدهنش 6در شکل  مربوط به آن اند و منحنیگزارش شده 1

 نوکلئوتید وجود دارد.  1000به ازاء  DNAامکان یک جایگاه پیوندی در 

 

 در دمای محیط log[Com]در برابر  F/F)-0log(Fمنحنی تغییرا   -6شکل 

 

 های اتصال لیگاندد مکانثابت خاموشی، ثابت پیوندی و تعدا -1جدول 

)1-mM( bK  n (L/mol)11 ×10qk (L/mol) 3×10svK 

86/0 86/0 1 1 
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 ليگانددر حضور  ct-DNAو بررسي تغيير ساختار  CDطيف  مطالعه -3-4

 ها با ترکیبات داروییکنش آنالعه برهمها و همچنین مطهای قوی در بررسی ساختار بیوماکرومولکولیکی از روش

است و  DNAدورانی روشی مناسب برای تعیین تغییرات ساختار  نماییباشد. طیف دورنگنمایی دورانی مینجی دورنگسطیف

، CDباشد. در طیف شود حساس میهای کوچک ایجاد میکه بر اثر اتصال مولکول DNAترین تغییرات ساختاری به کوچک

DNA نانومتر، مربوط به جفت شدن بازهای  272نوار مثبت در شود که نانومتر مشاهده می 245و  272، دو نوار در

[. این دو نوار نشان 23باشد ]می DNAنانومتر، ناشی از پیچش دو رشته  245ای  و نوار منفی در دو رشته DNAهتروسیکل 

و  فه شداضا لیگاندهای متفاوت از ، غلظتDNAمیکرومولار  120باشند. دراین آزمایش به محلول می B-DNAدهنده فرم 

در عدم حضور و  DNAدورنگ نمایی دورانی  گراد ثبت گردید. طیفدرجه سانتی 27در دمای  طیف دورنگ نمایی دورانی آن

 اند.نشان داده شده 7های مختلف در شکل در غلظت حضور لیگاند

 

 های مرتلف )بر حسب میکرولیتر( از لیگاند در دمای محیطبا غلظت DNA-Ligandمیکرومولار و  DNA 120 دورنگ نمایی دورانیطیف  -7شکل 

تغییرات در دو  نوار مشاهده شده است اما این تغییرات چشمگیر  CD شود در طیفمشاهده می طور که درشکلهمان

امکان  اند. به طور کلبه فرم اولیه خود باقی می م DNAدهد و در نتیجه رخ نمی DNAتغییر فرم  به طوری که باشدنمی

 پذیر است.امکان Zو  Bدر فرم  DNAاتصال شیاری به 

 بررسي سميت سلولي -3-5

با استفاده از روش های  HepG2 و MCF-7 انسانی یسلول سرطان یدو رده بر روی تهیه شده باز شیفترکیب سمیت سلولی 

 گزارش 2ها در جدول محاسبه شده آن 50IC دیرمقا نشان داده شده اند و 9در شکل  کهمشخص شد  MTT تست مبتنی بر

مقادیر به صورت وابسته به غلظت نشان داد.  یفعالیت سمیت سلولی را در برابر هر دو رده سلول سرطان این ترکیبشده است. 
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50IC 2ی سلولی این ترکیب برای دو ردهHepG  7و-MCF  75/7 ±70/3و  52/34 ±21/2به ترتیب ساعت انکوباسیون  24پس از 

برای   HepG2 و MCF-7 های سلولیمیکرومولار، افزایش سمیت در برابر رده 25 تا 5افزایش غلظت از  با باشد.میکرومولار می

 .مشاهده شد باز شیفاین 

از  لارمیکرومو 5-25 غلظت در محدوده MCF-7و  2HepG  سنتز شده بر روی باز شیفاز اثرگذاری ترکیب  محاسبه شده 50IC مقادیر -2جدول 
 انکوباسیون ساعت 48 .و 24از  بعد باز شیفترکیب 

In vitro Cytotoxicity IC50 (µM) 

24 h incubated 48 h incubated 

MCF-7 HepG2 MCF-7 HepG2 

7.75 ± 3.70 34.52 ± 2.01 3.01 ± 2.71 1.29 ± 3.07 

 

 

 عنوان به اثر بدون هایسلولو  باز شیفترکیب  مرتلف هایغلظت تأثیر تحت MCF-7و  HepG2 زنده یهاسلول میانگین درصد مقایسه -8شکل 
 .ساعت 48 و 24 از بعد کنترل

 گیرینتیجه-4

 دی آملین -6،2-بنزوتیلازول -تتراهیلدرو 7،6،5،4هیدروکسلی نفتالیلدن(  -2بیس ) -′N و N باز شیفدر این پژوهش لیگاند 

از نظر مولکولی به کمک  DNAبا  آن شناسایی شد. سسس برهمکنش NMRو  IRیف سنجی از قبیل سنتز و توس  روش های ط

بسیار قوی برای مطالعله سلاختار و  فلوئورسانس یک تکنیک مورد مطالعه قرار گرفت. فلورسانس و دورنگ نمایی دورانیهای تکنیک
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هلای متفلاوت از در حضلور غلظت EtBr-DNAرسلانس باشد. روند تغییرات شدت فلوئومیها ماکرومولکولخصوصیات اتصالی 

 .آن استاتیک می باشدخاموشی  نوع بوده و EtBr-DNA قادر به کاهش شدت نشر فلوئورسانس لیگاند نشان داد که این ترکیب

 ناشلی از تغییلر پارامترهلایی DNA( یک روش ایده آل برای مطالعه تغییلر کانفورماسلیونی CDتکنیک دورنگ نمایی دورانی )

ثبت و تغییلرات سلاختار مولکلول  CDهای ، طیفلیگاندهای متفاوتی از باشد. با افزایش غلظت، دما، اتصال و غیره میpHمثل 

DNA  به لیگاند بررسی شد. نتایج نشان داد که اتصالDNA زایش در شدت هر دو نوار شده اسلت املا ایلن موجب کاهش یا اف

 MCF-7 و HepG2 هایسللول یبقلا که دهدمی نشان MTT از حاصل نتایج است. ایجاد نکرده DNAتغییرات تغییری در فرم 

 سیتوتوکسلیک اثلرات دارای مطالعله ملورد باز شلیفاین  از بالاتر هایغلظت که طوری به. باشدمی باز شیف غلظت به وابسته

 .باشدمی آن ترپایین هایغلظت به نسبت بیشتری

 تشکر و قدردانی-5

 ز دانشگاه تهران بابت حمایت مادی و معنوی این کار تشکر می کنند. نویسندگان مقاله ا
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