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سنتز و تعیین ساختار مولکولی هتروسیکل سه حلقوی اسپیرو فوران و بررسی خواص 

 G-292سیتوتوکسیک آن بر روی رده سلول های سرطانی 

 امید مرادی ،*، سمیرا عرب سلمان آبادیمونا بشارت
 ، تهران، ایراندانشگاه آزاد اسلامیگروه شیمی، واحد شهر قدس، 

 14/07/99تاریخ پذیرش:           13/07/99تاریخ تصحيح:              20/03/99تاریخ دریافت: 

 چکيده

سیونی ویژه این ترکیبات ساختاری و کنفورما سپیرو جدید با گروه های عاملی متنوع به دلیل جنبه های  سی خواص دارویی ترکیبات ا سیار  سنتز و برر ب

انان آلی مورد توجه محققین شیمی آلی و دارویی قرار دارد. واکنش های چند جزئی یکی از محبوب ترین روش ها برای سنتز این ترکیبات در بین شیمید

شند. در این تحقیق سیلات   می با ستیلن دی کربوک سه جزیی بین بوتیل آمین، دی متیل ا شرایط تری اون -3،2،1-ایندن -1Hو از برهمکنش  تحت 

  SpectrometryMassو FTIR ،NMR-H1  ،NMR-C13تولوئن یک هتروسیکل سه حلقوی اسپیروفوران، سنتز و با استفاده از آزمون های بازروانی 

سیک در زمی سیتوتوک سی های  ساختار مولکولی دقیق قرار گرفت. در ادامه با هدف کاربردی کردن پژوهش، برر سایی و تعیین  شنا نه با موفقیت مورد 

انجام  MTTبا استفاده از آزمون  G-292))بررسی خواص ضد سرطانی مشتق سنتزی بر روی رده سلول های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی

 .نتایج قابل قبولی بدست آمدو 

 . G-292، رده سلولی تری اون-3،2،1-ایندن -1Hو واکنش های چند جزئی، اسپیروفوران،  کلیدی: کلمات

 مقدمه -1

ترکیبات اسپیرو، شامل ساختارهای حلقوی می باشند که در یک کربن مشترک به یکدیگر متصل شده اند. پیکربندی و ساختار 

نامتقارن ترکیبات اسپیرو به علت حضور کربن اسپیرو کایرال، منشا فعالیت های بیولوژیکی برای این دسته از ترکیبات به شمار 

 دارای همدیگر به نسبت حلقه ها این معمولا و باشند یکسان یا متفاوت ممکن است کربنی حلقه های . ماهیت[1-2]می آیند 

از جمله فعالیت های  .باشد می متفاوت کایرال استخلاف چهار نداشتن حتی علیرغم اسپیرو کربن خورده می باشند. اتم تاب حالت

، ضد میکروبی، [4]، فعالیت ضد سرطانی [3]بیولوژیکی ترکیبات اسپیرو می توان به فعالیت های ضد باکتری و ضد قارچی 

 . [9-7]و غیره اشاره کرد  [6]فعالیت مهار کننده استیل کولین استراز ، [5]فعالیت غیرپپتیدی مهارکننده 
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مچنین از مشتقات اسپیرو به عنوان سموم دفع آفات، رنگ های لیزر، دستگاه های الکترولومینسانس و آنتی اکسیدان نیز ه

 شناخته بات اسپیروبرای انواع مشتقات ترکی که مهمی بیولوژیکی و دارویی اثرات . با در نظر گرفتن[8-13]استفاده شده است 

 از بسیاری توجه مورد آنها دارویی خواص کشف و ترکیبات مشتقات جدیدی از این سنتز نوین برای های روش ارائه است، شده

یکی از مهمترین این روش های سنتز این ترکیبات ستفاده از واکنش های چند جزیی است. در واقع  .دارد قرار شیمیدانان

ها در زمینه افزایش تنوع ساختاری و پیچیدگی مولکولی انواع ترکیبات جدید با ترین روشهای چندجزئی یکی از موفقواکنش

 مرحله و یا کاهش یک در جدید پیوندهای ایجاد به می توان هااین واکنش  استفاده از یک فرایند ساده می باشند. از مزیت های

بالا، در دسترس بودن مواد  بازده مراحل، تعداد افزایش یا واکنش در تغییر بدون ایجاد حدواسط ها جداسازی واکنش، مراحل تعداد

 و صرفه جویی در زمان و اتوماسیونسازگاری زیست محیطی، سهولت  اتم ها، پایداری عاملی، گروه های در اولیه، ایجاد تغییر

قات جدیدی از انجام شده، سنتز مشت 2017. در پژوهشی که توسط ساپناکوماریو همکارانش در سال [14-18]کرد  اشاره انرژی

دوقطبی واکنش سه جزئی بین ایساتین، کالکون و امینواسیدها در حلال اتانول با  -3،1اکسیندول بوسیله حلقه زایی -اسپیرو

. در پژوهشی دیگر نیز که توسط پیردهی و [19]موفقیت انجام شده و فعالیت بیولوژیکی آنها مورد بررسی قرار گرفته است 

با استفاده از واکنش  ]اکسیندول ها-پیرازولوکینولین [انجام شده، سنتز مشتقات جدیدی از اسپیرو 2014همکارانش در سال 

کتواسترها تحت شرایط بدون حلال با موفقیت انجام شده است -3ایساتین ها، نفتیل آمین ها و  چهار جزئی بین فنیل هیدرازین،

تری اون را از  ]زانتن -9،3-ایندولین[موفق شدند سنتز مشتقات اسپیرو  2013و همکارانش در سال  . همچنین زیارانی[20]

 H3SO-Pr -15-SBAطریق واکنش چگالش بین ایساتین و دیمیدن تحت شرایط بدون حلال و در حضور نانوکاتالیست هتروژن 

 . [21]انجام دهند 

های سلولی می باشد. این بررسی نیازمند کمی سازی دقیق های مهم و اصلی در آزمایشگابررسی تکثیر و بقای سلولی از تکنیک 

سازی شرایط کشت  های محاسبۀ بقای سلولی جهت بهینهزنده در محیط کشت سلولی است. از اینرو روشهای تعداد سلول

های محیطی و ها و داروهای ضد سرطان، ارزیابی اثرات سمی آلاینده بیوتیک سلول، ارزیابی عوامل رشد سلولی، کشف آنتی

های ای متعددی مورد استفاده قرار می گیرند اما روشهمطالعات آپوپتوز بسیار ضروری هستند. برای چنین اهدافی روش

کنند. از میان هایی بسیار سریع در مقیاس بزرگ را فراهم می غیرمستقیم با استفاده از نشانگرهای فلورسنت یا کروموژن، روش

 2,5-diphenyl-(dimethylthiazol-2yl-4,5)-3ها، سنجش بقای سلولی با استفاده از رنگ تترازولیوم با نام شیمیایی این روش

Tetrazolium bromide   که اختصاراMTT شود. این روش، یک روش رنگ  نامیده می شود، پرکاربردترین روش محسوب می

 .[22]معرفی شده است   Mossman توسط 1983ها است که در سال سنجی برای بررسی تکثیر و بقای سلول
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لذا با توجه به اهمیت و فعالیت های بیولوژیکی متنوع مشتقات اسپیرو درارای گروه های عاملی متنوع در این پروژه تلاش شده 

-3،2،1-ایندن -1H( و 2(، دی آلکیل استیلن دی کربوکسیلات ها )1بوتیل آمین )است با استفاده از برهمکنش سه جزئی بین 

-3-]ایندن-2´،2-فوران[اسپیرو -H5-دی هیدرو-3´،1´-تری اکسو-5´،3´،1´-آمینو(-)بوتیل -4( ترکیب متیل 3) تری اون

بررسی  MMTبا استفاده از سنجش بقای سلولی   G-292( سنتز شده و در ادامه عملکرد آن بر روی رده سلولی4کربوکسیلات )

 نشان داده شده است. 1کلی این واکنش در شکل  طرح وارهشود . 

 
 کلی واکنش طرح واره -1شکل 

 بخش تجربی -2

 مواد شيميایي و دستگاه ها -1-2

 خالص سازی بیشتر بدون و شده خریداری مرک نمایندگی شرکت از پروژه این در استفاده مورد حلال های و شیمیایی مواد تمامی

 شده استفاده UV-detector و F254 60 سیلیکاژل و  TLCروش  از واکنش پیشرفت بررسی گرفته اند. جهت قرار استفاده مورد

 برمید پتاسیم قرص از استفاده و با Perkin Elmer Spectrum 100قرمز مدل  مادون طیف سنج دستگاه توسط FTIR طیف .است

در استفاده شد.  Bruker avance 300مدل  NMRاز دستگاه  NMRهای  همچنین برای بدست آوردن طیفاست.  شده گزارش

 های زندههای حاوی سلولبرومید، حلال ایزوپروپانول، پلیتتترازولیوم فنیل تیازول دی  متیلبخش دارویی این پژوهش نمک دی 

متر مورد استفاده قرار گرفتند. تحقیقات دارویی در زمینه بررسی خواص نانو 570کشت شده و دستگاه اسپکتروفتومتر با طول موج 

در  G-292))سیتوتوکسیسیتی )ضدسرطانی( مشتق سنتز شده بر روی رده سلول های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی 

 انجام شده است.پژوهشگاه مواد و انرژی )وزارت علوم، تحقیقات و فناوری( 

-فوران[اسننپيرو -H5-دي هيدرو-3´،1´-تري اکسننو-5´،3´،1´-آمينو(-)بوتيل -4متيل  روش کار سنننتز -2-2

 کربوکسيلات-3-]ایندن-2´،2

میلی لیتر حلال  10به  گرم(  240) میلی مول دی متیل استیلن دی کربوکسیلات 2بوتیل آمین و گرم(  140) میلی مول 2

میلی لیتری اضافه شده و با استفاده از همزن مغناطیسی تحت همزدن با شدت ثابت قرار گرفت. بعد از  50تولوئن در یک بالن 

در دمای اتاق به محلول به دست آمده اضافه شده و گرم(   350)تری اون -3،2،1-ایندن -1Hمیلی مول  2دقیقه،  5گذشت 

ل تولوئن قرار گرفت. پیشرفت واکنش با استفاده از تکنیک لادر ح بازروانیساعت تحت  12به مدت زمان  سپس مخلوط حاصله
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TLC  ( بررسی شد. بعد از اتمام واکنش حلال باقیمانده )تولوئن( با 4:1) با استفاده از حلال های اتیل استات/ هگزان با نسبت

کمک فرآیند تبخیر حذف شده و محصول مورد نظر بصورت روغن زرد رنگ با استفاده از ستون کروماتوگرافی )با اتیل استات/نرمال 

 سازی گردید. ( خالص و جدا4:1هگزان با نسبت 

 MTT آزمونروش کار سنجش بقاي سلولي با  -2-3

 5برای انجام این تست ابتدا پودر زردرنگ نمک تترازولیوم در محلول بافر فسفات حل می شود به طوری که غلظت نهایی آن 

میکرومتر عبور  2تر میلی گرم بر میلی لیتر باشد. سپس محلول ساخته شده به منظور حذف نانوذرات نامحلول احتمالی از فیل

انکوبه شد. در ادامه به هر کدام از چاهک های حاوی سلول  MTTدرصد  10ساعت با محیط حاوی  4داده شده و سپس به مدت 

میکرولیتر تترازولیوم اضافه شده و بعد از انکوباسیون به هر یک از  G-292 ،10های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی 

اضافه کرده و پیپتاژ را انجام دادیم. چگالی نوری محلول در هر چاهک با استفاده از  دستگاه  DMSOلیتر میکرو 100چاهک ها 

نانومتر سنجیده شد. درصد بقاء سلول هایی که تحت تاثیر غلظتی خاص از مشتق قرار گرفته اند با  531الیزا ریدر در طول موج 

 محاسبه گردید. 100ضربدر  تقسیم جذب چاهک های تیمار شده به جذب کنترل منفی

 

 بحث و نتیجه گیری -3

با توجه به اهمیت بسیار زیاد ترکیبات اسپیرو، و خواص بیولوژیکی ویژه این دسته از ترکیبات، در این تحقیق با استفاده از 

تری اون -3،2،1-ایندن -1H( در مجاورت 2(، دی متیل استیلن دی کربوکسیلات )1برهمکنش سه جزئی بین بوتیل آمین )

کربوکسیلات -3-]ایندن-2´،2-فوران[اسپیرو -H5-دی هیدرو-3´،1´-تری اکسو-5´،3´،1´-آمینو(-)بوتیل -4(، ترکیب متیل 3)

Mass spectrometry, IR -H1 در حلال تولوئن سنتز شده و با استفاده از آنالیزهای %76( به صورت روغن زرد رنگ با راندمان 4)

,NMR وNMR-C13 .مورد شناسایی و تعیین دقیق ساختار مولکولی قرار گرفت 

مربوط به گروه  cm 3345-1نشان داده شده است. در این طیف پیک مشاهده شده در فرکانس  2در شکل  4ترکیب  FTIRطیف 

H-N 1و  1691، 1725، 1795، پیک های مشاهده شده در فرکانس های-cm 1653  نیز مربوط به چهار گروه کربونیل(C=O) 

 cm-1و پیک مشاهده شده در  گروه استری است O-Cناشی از ارتعاش پیوند  cm 1287-1می باشند. پیک واقع شده در موقعیت 

 پیوندهای حلقه آروماتیک می باشد. C-Hناشی از ارتعاش خارج از صفحه ای  757
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 4ترکیب  FTIRطیف  -2شکل 

نشان داده که با جرم مولکولی ترکیب سنتزی کاملا مطابقت دارد )شکل  =m/z 343طیف جرمی ترکیب پیک یون مولکولی را در

3 .) 

 

 4ترکیب  Mass spectrometryطیف  -3شکل 

نشان داده شده است ، در این طیف، یک پیک سه تایی  5و طیف باز شده آن در شکل  4در شکل  4ترکیب  NMR-H1طیف 

برای دو گروه متیلن،  ،ppm 64/1 =δو  ppm 44/1 =δ ، پیک های چندتایی در نواحیppm 98/0 =δبرای گروه متیل در ناحیه 

، مربوط به ppm 83/3 =δ، مربوط به گروه متوکسی، یک پیک سه تایی در ناحیه ppm 43/3 =δیک پیک یکتایی در ناحیه 

و پیک های  N-H، مربوط به پروتون گروه ppm 78/6 =δپروتون های متیلن متصل به نیتروژن، یک پیک یکتایی پهن در ناحیه 

 ت. ، برای پروتون های ناحیه آروماتیک ظاهر شده اس =ppm11/96-8/7 چندتایی در ناحیه 
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 4ترکیب  NMR-H1طیف  -4شکل 

 

 4ترکیب  NMR-H1طیف باز شده  -5شکل 

 (.6با نشان دادن چهارده پیک ساختار ارائه شده را تائید می کند )شکل  4ترکیب  NMR-C13همچنین طیف واجفت شده 
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 4ترکیب  NMR-C13طیف  -6شکل 

تهیه  5داده شده است. در این مکانیسم حدواسط انامینواستر نشان  7مکانیسم پیشنهادی برای سنتز مشتق مورد نظر در شکل 

می  6قرار گرفته و منجر به تشکیل حدواسط  3تری اون -1،2،3-ایندن -1Hتحت حمله  2و 1شده در اثر برهمکنش مواد اولیه 

با این حدواسط با انجام تبدیل می شود و متعاق 7گردد. این حدواسط در ادامه با انجام واکنش انتقال پروتون به مشتق ایمینی 

طی یک واکنش حلقوی شدن درون  8را ایجاد می کند. در نهایت حدواسط  8توتومریزاسیون )تبدیل  ایمین به انامین( حدواسط 

 تبدیل می شود. 4به فراورده  (MeOH)مولکولی با حذف یک مولکول الکل 

 

 4مکانیسم تشکیل فراورده  -7شکل 

-فوران[اسپیرو -H5-دی هیدرو-3´،1´-تری اکسو-5´،3´،1´-آمینو(-)بوتیل -4دقیق ترکیب متیل پس از سنتز و تعیین ساختار 

مبتنی بر فعالیت میتوکندری بر روی رده سلول  MTTکربوکسیلات، اثر سیتوتوکسیسیتی آن بر اساس روش -3-]ایندن-2´،2
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های زنده به صورت پایدار بوده میتوکندریایی در سلولبررسی شد. فعالیت G-292 های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی

 باشد. رنگ تترازولیموم های زنده به صورت خطی با فعالیت میتوکندری در ارتباط میو بنابراین افزایش یا کاهش تعداد سلول

MTT ای زنده، حلقۀ تترازولیوم هشود. دهیدروژنازهای میتوکندریایی در سلول های فعال )به لحاظ متابولیکی(، احیا میدر سلول

شوند که این رسوب منجر به تشکیل رسوب نامحلول ارغوانی رنگ به نام فورمازان می  NADPH و NADH را شکسته و با تولید

های مرده، چنین توانایی را نداشته و بنابراین توسط ایزوپروپانول یا دی متیل سولفواکسید حل می شود. از سوی دیگر، سلول

گیرد. هر چه های زنده مورد استفاده قرار می دهند. در این روش، تشکیل رنگ به عنوان نشانگر سلول ا نشان نمیسیگنالی ر

تر و تعدادشان بیشتر باشد، میزان رنگ ایجاد شده بیشتر است. پس از انحلال این رسوب در حلال مناسب، میزان ها فعالسلول

شود که  گیری می نانومتر اندازه 630تا  540د. شدت رنگ تولید شده، در طول موج شوگیری میدانسیته نوری نمونه ها اندازه

-آمینو(-)بوتیل -4. در این پروژه آزمون سمیت مشتق متیل [23]های زنده متناسب است به طور مستقیم با تعداد سلول

بر روی  MTTکربوکسیلات با استفاده از آزمون -3-]ایندن-2´،2-فوران[اسپیرو -H5-دی هیدرو-3´،1´-تری اکسو-5´،3´،1´

انجام گردید. نتایج به دست آمده نشان دادند که غلظت های کمتر  G-292))روی رده  سلولی استئوسارکومای استخوان انسانی 

دارد و دوزهای بالاتر از این  G-292 اثرات کشنده بر رده سلول های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی   µg/mL 20از 

 غلظت اثرات عمیق بر زیست پذیری می گذارند. به طوری که میزان زیست پذیری سلول ها به هنگام استفاده از دارو با غلظت

µg/ mL 20   در حالی که در غلظت برابر با درصد به دست آمده  5/90برابر باµg/ mL 40  7/30میزان زیست پذیری برابر با 

درصد می باشد. لذا برای تمایز از غلظت های غیر کشنده این دارو استفاده گردید. نمودار زیست پذیری بر حسب غلظت دارو 

 نشان داده شده است. 1یز در جدول و داده های زیست پذیری، میانگین و انحراف از میانگین ن 8)مشتق سنتز شده( در شکل 

 

 نمودار زیست پذیری بر حسب غلظت دارو -8شکل 
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 داده های به دست آمده برای زیست پذیری و میانگین در غلظت های مختلف دارو -1جدول 
 µg/mL 10 µg/mL (Controlشاهد ) (Concenteration)غلظت 

20 

µg/mL 40 µg/mL 

80 

 043/0 062/0 226/0 222/0 185/0 1آزمون 

 083/0 096/0 171/0 255/0 280/0 2آزمون 

 041/0 056/0 234/0 206/0 232/0 3آزمون 

 232333/0 227667/0 210333/0 071333/0 055667/0 (Average)میانگین 

 100 99139/97 53085/90 70301/30 95983/23 (Viability) زیست پذیری

 0 498666/2 429772/3 157159/2 369247/2 (Sd) انحراف از میانگین

میکروگرم بر میلی لیتر برای القای تمایز،  20همچنین در این پروژه از رنگ آمیزی آلیزارین رد در سلول های تیمار با غلظت 

استفاده شده است. در این نوع رنگ آمیزی رسوب کلسیم که در اثر تمایز استئوبلاست ها سلول های استخوانی تمایز یافته تر 

 (.9ایجاد شده بود، به رنگ قرمز مشخص می شوند )شکل 

 

 میکروگرم بر میلی لیتر 20رنگ آمیزی آلیزارین رد در سلول های تیمار با غلظت  -9شکل 

 نتیجه گیری -4

سنتز و تعیین ساختار ترکیبات اسپیرو با گروه های عاملی متنوع به دلیل جنبه های ساختاری و کنفورماسیونی ویژه این ترکیبات 

در زمینه سنتز ترکیبات دارویی اهمیت ویژه ای دارند چرا که می توانند منشاء فعالیت های بیولوژیکی متعددی باشند. در این 

وران سه حلقوی از برهمکنش سه جزئی بین بوتیل آمین، دی متیل استیلن دی کربوکسیلات تحقیق یک هتروسیکل اسپیرو ف

تجزیه، تحلیل   در حلال تولوئن با موفقیت سنتز و با استفاده از آزمون های اسپکتروسکپی موردتری اون -3،2،1-ایندن -1Hو 

کردن نتایج، آزمون سمیت مشتق سنتز شده بر روی و شناسایی دقیق ساختار مولکولی قرار گرفت. در ادامه با هدف کاربردی 

انجام و نتایج به دست آمده نشان  MTTبا استفاده از آزمون  (G-292)رده سلول های سرطانی استئوسارکومای استخوان انسانی 

ن رو مشتق یدارد. از ا  G-292، مشتق سنتز شده اثرات کشنده بر رده سلول هایµg/mL 20دادند که در غلظت های کمتر از 

 .دگیرار قررد ارزیابی مون استخوان انسانی اطسرری بیمان مادارورسان در درتوسط یک تواند بعنوان یک دارو  سنتزی می
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 تقدیر و تشکر -5

نویسندگان این تحقیق مراتب تشکر خود را دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرقدس بواسطه حمایت مالی و نیز از دانشگاه تربیت 

پژوهشگاه مواد و انرژی )وزارت علوم، تحقیقات همچنین و  مدرس و دانشگاه خوارزمی در خصوص انجام آزمون های اسپکتروسکپی

 اعلام می نمایند. مساعدت در انجام تحقیقات دارویی این پژوهش،و فناوری( بواسطه 
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