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  25/12/87 : پذیرش مقاله،12/12/87 :دریافت مقاله
Øمقاومت پلاسمودیوم فالسیپاروم به کلروکین به یکی از مشکلات عمده بهداشتی در کشورهاي در حال توسعه  : مقدمه

آمینوکینولین است که علیه بسیاري از فرمهاي مقاوم به کلروکین موثر -4 آمودیاکین یکی از ترکیبات .تبدیل شده است
 اثرات  دارايدیاکین به جاي کلروکین به شدت محدود شده است زیرا این دارو اما بهر حال استفاده کلینیکی از آمو ،است

  .در مصرف کنندگان می باشدهپاتوکسیکی و آگرانولوسیتوزي 
Øمرحله اي تولید شده و علیه چهاردر مطالعه حاضر آنالوگ هاي ایزومریک آمودیاکین در یک روش  : مواد و روش ها 

 آزمایش in vitroبصورت ) حساس به کلروکین  ( HB3و ) مقاوم به کلرکین  ( TM6فرمهاي پلاسمودیوم فالسیپاروم  
براي کشت انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم در  Trager  و Jensen    انگل مالاریا بر اساس روش اصلاح شده. گردیده اند 

 کشت مداوم که حاوي گلبولهاي بر اساس این روش پلاسمودیوم فالسیپاروم در محیط.گلبولهاي قرمز انسان کشت داده شد
 که  انسانی و با استفاده از گاز ترکیبیAB درصد سرم 10باضافه RPMI    1640 انسان در محیط کشت  Oقرمز گروه خونی 

  . درجه سانتیگراد نگهداري شد37 درصد نیتروژن  بود در 91 درصد اکسیژن و  6 درصد دي اکسید کربن،3 حاوي
Øکلرو آمودیاکین فعالیت ضد مالاریایی قوي به صورت-4گ چندین آنالو : يافته ها   in vitro علیه هر دو فرم مقاوم و 

  نه تنها در مقیاسهاي نانومولار فعالیت ضد انگلی 5i  و 5b  ، 5cآنالوگهاي . حساس پلاسمودیوم فالسیپاروم نشان داده اند
اثرات ضد پلاسمودیومم فالسیپاروم این . شان داده اندقوي داشته اند بلکه مقاومت متقاطع خیلی کمتري از خود نیز  ن

 بسیار عالی تر از کلروکین بود و تا حدودي نسبت به آمودیاکین نیز ارجحیت 3HBآنالوگها علیه فرم حساس به کلروکین 
ي بوتیل و نیز  در مورد آنالوگهاي د"داشته اند اگر چه با افزایش طول زنجیره جانبی این اثرات رو به کاهش می گذاشت مثلا

  . این اثرات قابل توجه بوده است5j)و  5g ( آنالوگهاي پیریدین 
Ø  آنالوگ مختلف کلروآمودیاکین ساخته شد که به صورت 10در یک فرایند چهار مرحله اي : نتيجه گيريبحث و in 

vitroیکی از . ننده اي نشان دادند  علیه گونه هاي مقاوم و حساس به کلروکین پلاسمودیوم فالسیپاروم اثرات امیدوارک
آمینوکینولینها داشتن واکنش مقاومتی متقاطع با کلروکین علیه فرمهاي مقاوم به کلروکین پلاسمودیوم -4مشکلات 

اگر چه چنین . فاسیپاروم است که خوشبختانه بیشتر این آنالوگها چنین مقاومتی را در مقیاسهاي بسیار ناچیزي نشان دادند
ده است ولی مظالعات بیشتري لازم است تا اثرات ضد مالاریایی این آنالوگها علیه ایزوله هاي بیشتري از نتایجی دلگرم کنن

  .انگل مالاریا آزمایش گردد
 آنالوگهاي جدید، ضد مالاریا، پلاسمودیوم فالسیپاروم، کلروکین، آمودیکین :واژه هاي كليدي
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  مقدمه
ین به یکی از مقاومت پلاسمودیوم فالسیپاروم به کلروک

مشکلات عمده بهداشتی در کشورهاي در حال توسعه تبدیل 
این مقاومت به داروي طلایی ضد مالاریا ). 1و2(شده است 

باعث بوجود آمدن تیمهاي بزرگ تحقیقاتی در سرتاسر دنیا و 
روي آوردن به ساخت و آزمایش داروهاي جایگزین گردیده 

لیه فرم هاي انگل است به گونه اي که داروي جدید بتواند ع
ین پاسخ موثري ایجاد پلاسمودیوم فالسیپاروم مقاوم به کلروک

آمینوکینولین است  -4آمودیاکین یکی از ترکیبات ). 2(نمایند  
) .1( رمهاي مقاوم به کلروکین موثر استکه علیه بسیاري از ف

اما بهر حال استفاده کلینیکی از آمودیاکین به جاي کلروکین به 
شده است زیرا این دارو اثرات هپاتوکسیکی و شدت محدود 

  ). 5-7(آگرانولوسیتوزي ایجاد می کند 
داراي یک ماهیت )  هیدرکسی استانیلید-4(پاراستامول 

p-hydroxyanilino است که معتقدند با واسطه P450 
کاتالیز شده و یک کینون آمینی فعال از نظر شیمیایی ایجاد 

اي چنین ماهیتی است به گونه آمودیاکین نیز دار). 8(می کند 
 یک کینون آمین آمودیاکین in vivoاي که در شرایط 

)AQQI ( که گلوتاتیون را به عنوان کونژوگه در بردارد را در
تشکیل چنین ). 9و10(داخل مجاري صفراوي ایجاد می کند

گونه هاي واکنش دهنده و ترکیب آن با ماکرومولکولها می 
ورت مستقیم یا با واسطه مکانیسم تواند فعالیت سلول را به ص

  . هاي ایمونولوژیکی تحت تاثیر قرار دهد 
در بیمارانی که پاسخ نامطلوب به آمودیاکین نشان داده 

.  تشخیص داده شده استIgGاند پاسخ ایمونولوژیکی از نوع 
در مورد پاراستامول افزودن فلورین به هسته آروماتیک دارو 

افزایش داده و لذا مانع تبدیل قدرت اکسید اسیون مولکول را 
  in vivoمولکول به یک کینون آمین سیتوتوکسیک بصورت 

  . می گردد
در مکانیسم مشابهی همکاري اتمهاي فلورین با زنجیر 

 آمودیاکین، ترکیباتی با قدرت hydroxyanilino-4جانبی 

. اکسید اتیو پایدارتر و متابولیکی بالاتري بوجود می آورد
 -4نشان داده است که جایگزینی گروه مطالعات قبلی 

 فلورین آنالوگی از آمودیاکین ایجاد می -4هیدروکسیل با اتم 
کند بنام فلورو آمودیاکین که قدرت ضد مالاریایی بالایی در 
مقایسه با داروخاي مقاوم به کلروکین حتی در مقادیر نانو مولار 

 3'ی با جایگزینی زنجیره هاي جانب). 11و13(دارا می باشد 
 ما نیک آمودیاکین، آنالوگ هایی جدید -4'هیدروکسیل و 

تولید می گردد که فاقد خاصیت سمی متابولیت هاي دارو از 
  ). 3( می شودP450طریق 

در مطالعه حاضر آنالوگ هاي ایزومریک آمودیاکین در 
 مرحله اي تولید شده و علیه فرمهاي چهاریک روش 

 HB3و ) وم به کلرکین مقا ( TM6پلاسمودیوم فالسیپاروم  
  .  آزمایش گردیده اندin vitroبصورت ) حساس به کلروکین (

  1    مواد و روش ها
  دارو شیمی) الف

 -5 - فلــورو-2ابتــدا بــا اســتفاده از رادیکــال آزاد برومــی 
شـکل  (نیتروتولوئن  جامد کریستالی بنزیل بروماید ساخته شـد         

 6ده و مـاده  این ترکیب با یـک دي اتیـل آمـین واکـنش دا        . )1
 HCI در یک واکنش کاهنده با اسـتفاده از       6ماده  . ساخته شد   

/tin             به ماده بعدي تبدیل شد و سپس یک جانشینی در هـسته 
 دي کلروکینـولین  -7و4 کلـرین از    -4آروماتیک بـا اسـتفاده از       

  ).2شکل( صورت گرفت a-5براي حصول ماده 
 کشت انگل پلاسمودیوم فالسیپاروم) ب

ــ ــر اســاس روش اصــلاح شــده انگــل مالاری جنــسن و  ا ب
ــر ــسیپاروم در    )14(تراگ ــمودیوم فال ــل پلاس ــشت انگ ــراي ک ب

بـر اسـاس ایــن روش   .گلبولهـاي قرمـز انـسان کــشت داده شـد    
پلاسـمودیوم فالــسیپاروم در محــیط کـشت مــداوم کــه حــاوي   

   1640 انسان در محیط کشت  Oگلبولهاي قرمز گروه خونی 
 RPMI  درصد سرم    10باضافه AB  انسانی و با استفاده از گـاز 
 91 درصـد اکـسیژن و         6ي اکـسید کـربن،     درصـد د   3ترکیبی  
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 درجــه ســانتیگراد نگهــداري   37درصــد نیتــروژن  بــود در   
انگلهاي پلاسمودیوم فالسیپاروم شروع بـه تولیـد مثـل غیـر       .شد

 سـاعت پـس از کـشت دادن کردنـد امـا مـدت            48جنسی طی   
کوتاهی پس از این تولید مثل اولیه شروع به تولید مرحله هـاي        

بـراي ایجـاد فرمهـاي        .(15) .دنـد یکـسان مثـل شـیزونت کر   
 درصــد ســوربیتول 5 از Synchronization)(مرحلــه رینــگ 
ــر هودهــا کلیــه مراحــل انجــام کــار در . اســتفاده گردیــد ي                  زی

) (Laminar flow      انجـام شـده و همـه وسـایل و تجهیــزات
هـاي کـشت بـا اسـتفاده  از          مورد استفاده استریل شده و محیط     

 "معمولا. قبل از استفاده استریل شدندمیکرومتر 22/0فیلترهاي
  2cm25 هـاي    براي یک فلاسک کـشت      RBCمیلی لیتر    5/0

.  اسـتفاده گردیـد    2cm80  میلی لیتر براي فلاسک هاي     15و یا   
فلاسکها در یک حالت ایستا به گونه اي نگهداري می گردید تـا             
یک لایه سـلول در سـطح تحتـانی آن تـشکیل شـود و هـر روز         

 ثانیـه   60محیطها به مـدت     . عوض می گردید   محیط کشت آنان  
 تـازه   RBC روز یکبار با استفاده از       4 الی   3هوادهی شده و هر     

براي چک کردن پـارازیتمی هـر روز گـسترش          .رقیق می گردید  
  . خونی تهیه و پارازیتمی ثبت می گردید

کلـرو آمودیـاکین    -4آزمایش فعالیت آنالوگهاي جدیـد       
    in vitroعلیه انگل 

 DMSO درصـد بـا   100لیـه دارو بـه صـورت    غلظـت او 
(Dimethylsulphoxide)        آماده گردید و غلظتهـاي مناسـب 

. براي تست با اسـتفاده از محـیط کـشت کامـل فـراهم گردیـد               
 دارو براي هر خانه، در پلیـت هـاي   µl 10آزمایش با استفاده از    

 از محـیط  µl   200 خانه اي که هـر خانـه حـاوي    96استریل 
 درصد بـود    5/0 درصد و هماتوکریت     2ارازیتمی  حاوي انگل با پ   

در مقایسه با گروه کنترل کـه حـاوي رشـد کامـل انگـل بـدون        
هر رقت دارو در سه خانه تکرار می        .حضور دارو بود انجام گردید    

ــد ــه کــردن در 24بعــد از  . (Triplicate) گردی                ســاعت انکوب
oC 37 ،µl  5/0ز  اCi hypoxanthineکشت هـر     به محیط

محیطهاي کـشت بـه انکوبـاتور    .  اضافه گردید   چاهک ها  کدام از 

 درجــه، بــه روي 37 ســاعت نگهـداري در  24منتقـل و پــس از  
 55فیلترهاي مخصوص منتقل و به مدت یک سـاعت در دمـاي      

شمارش انگلهـاي داراي هیپـوگزانتین   بـا          . درجه خشک شدند  
 Wallac 1450 Microbeta Triluxاسـتفاده از دسـتگاه    

Liquid Scintillation and Luminescence 
Counterصورت گرفت .  

  افته های
  یپارومسفعالیت ضد مالاریایی دارو علیه پلاسمودیوم فال

یپاروم س آزمایشات اولیه روي فرم حساس پلاسمودیوم فال      
)HB3(      و فرم مقاوم آن)TM6 (   انجام گردید و هر دو آنـالوگ

ــشگاه   ــاکین در آزمایـ ــشکدآمودیـ ــول  دانـ ــب ؟؟ لیورپـ ه طـ
)Liverpool School of Tropical Medicine(  بـر روي 

محیط کشت انگل هاي پلاسمودیوم فالسیپاروم مـورد آزمـایش          
 کلـرو   -4داده هاي مربوط به فعالیت ضد مالاریایی        . قرار گرفت 

چنـدین  .  خلاصـه شـده اسـت      1آمودیاکین در جـدول شـماره       
 ریایی قوي به صورتکلرو آمودیاکین فعالیت ضد مالا-4آنالوگ 

  in vitro علیــه هــر دو فــرم مقــاوم و حــساس پلاســمودیوم 
  نـه تنهـا   5i  و 5b    ، 5cآنالوگهـاي   . فالسیپاروم نشان داده اند   

در مقیاسهاي نانومولار فعالیت ضد انگلی قوي داشـته انـد بلکـه     
اثرات . مقاومت متقاطع خیلی کمتري از خود نیز  نشان داده اند         

مم فالسیپاروم این آنالوگها علیه فرم حـساس بـه    ضد پلاسمودیو 
 بسیار عالی تر از کلـروکین بـود و تـا حـدودي             3HBکلروکین  

نسبت به آمودیاکین نیز ارجحیت داشته اند اگر چه بـا افـزایش             
 "طول زنجیره جانبی این اثرات رو به کاهش می گذاشـت مـثلا          

و  5g ( در مورد آنالوگهاي دي بوتیل و نیز آنالوگهاي پیریـدین  
(5j       این اثرات قابل توجه بوده است که قابل توجه دیگـران هـم 

  .) 18 و 17  و16(بوده است
کلـرو  -4فعالیـت ضـد مالاریـایی داروي جدیـد          . 1جدول  

آنالوگهاي  آمودیاکین علیه دو فرم حساس و مقاوم به کلروکین           
  .پلاسمودیوم فالسیپاروم
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ه انگـل  چند آنالوگ کلروآمودیاکین حـداقل مقاومـت علی ـ      
جدول ( نسبت به کلروکین از خود نشان دادند       TM6فرم مقاوم   

 اگر چه این اختلاف در مقاومت به دارو با انجام تست آماري            ).1
Mann-Whitney-U test بهـر حـال    ولـی  معنی دار نبـوده 

 کلروآمودیاکین اثـرات قـوي ضـد انگـل مالاریـا در      -4ترکیبات  
 نشان دادند   vitro in  علیه انگل پلاسمودیوم به صورت     آزمایش

 برابــر تـی بهتــر و یـا  ح و تعـدادي از ایـن آنــالوگ هـا فعــالیتی   
 از بین آنالوگ هاي ساخته شـده    .آمودیاکین از خود نشان دادند    

 کاندیداي عالی براي استفاده علیه فرم هاي حـساس   5bآنالوگ  
 .تشخیص داده شدو مقاوم پلاسمودیوم فالیپاروم به کلروکین 

  يبحث و نتیجه گیر
با اطلاع از سـمیت متـابولیکی آمودیـاکین هـدف مطالعـه        
اخیر ساخت آنالوگهاي جدید این دارو با اسـتفاده از جـایگزینی             

از بـین   . هیدروکسیل آمودیاکین با  کلرین بـوده اسـت        -4گروه  
چنین آنالوگهایی می توان گروههـاي کاندیـد بـراي جـایگزینی            

 10لــه اي در یـک فراینـد چهـار مرح   . کلـروکین معرفـی نمـود   
 inآنالوگ مختلف کلروآمودیاکین ساخته شـد کـه بـه صـورت     

vitro      ــروکین ــه کل ــساس ب ــاوم و ح ــاي مق ــه ه ــه گون   علی
. پلاسمودیوم فالسیپاروم اثـرات امیدوارکننـده اي نـشان دادنـد          

آمینوکینولینهـا داشـتن واکـنش مقـاومتی     -4یکی از مـشکلات     
ــروکی     ــه کل ــاوم ب ــاي مق ــه فرمه ــروکین علی ــا کل ــاطع ب ن متق

پلاسمودیوم فاسیپاروم است که خوشبختانه بیشتر این آنالوگهـا         
اگـر  . چنین مقاومتی را در مقیاسهاي بسیار ناچیزي نشان دادند        

چه چنین نتایجی دلگرم کننده اسـت ولـی مطالعـات بیـشتري             
لازم است تا اثرات ضد مالاریایی این آنالوگها علیه ایزولـه هـاي             

 .بیشتري از انگل آزمایش گردد

  بدینوسیله از مساعدتها و همکاري :کر و قدردانیتش
 ایلاممعاونت محترم آموزشی و پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی 

و تمامی کسانی که در انجام این طرح ما را یاري نمودند تشکر 
  .و قدردانی میگردد
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N

NH

Cl

Cl N

NH

F

Cl

R R

5a
5b
5c
5d
5e
5f
5g
5h
5i

R = NEt2
R = N-pyrollidinyl
R = N-tert-butyl
R= N-piperdinyl
R = N-methyl piperzainyl
R = NPr2

R = NBu2

R = N-ethyl piperazinyl
R= N-isoproyl piperazinyl

N N
N

N N

N

6a
6b
6c
6d
6e
6f
6g
6h

R = NEt2
R = N-pyrollidinyl
R= N-piperdinyl
R = NPr2

R = NBu2

R = N-morpholino
R= N--methyl piperazinyl
N-tert - butyl

5j

5k

5l

  
  فلوئوروآمودیاکین-٤کلرو،-٤ساختمان شماتیک آنالوگھای .١شکل

  

OH

Cl

O2N

OH

H2N

Cl

N

NH

Cl

CH2Cl2 / DMF 
DIEA 

MnO2 
18h

1) Amine, 2h

2) NaHB(OAC)3

10 11 12

13

Fe/ HCl/ H2O

reflux, 3h

4,7-dichloroquinoline

Cl

OH

N

NH

Cl

Cl

O

H

N

NH

Cl

Cl

5a-5i

R

EtOH/ Relux

  
  

  کلرو آنالوگھای آمودیاکین-٤نحوه ساختھ شدن . ٢شکل
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کلرو آنالوگھای  آمودیاکین علیھ دو فرم حساس و مقاوم بھ کلروکین -٤فعالیت ضد مالاریایی داروی جدید . ١جدول 

  پلاسمودیوم فالسیپاروم

N

NH

Cl

Cl

R

 
 

Compound 
number 

Side-chain IC50 (nM) TM6 IC50 (nM) HB3 

5a R = NEt2 10.2 ± 5.3 12.3 ± 5.1 
5b R = N-pyrrollidinyl 4.2 ± 1.3 5.2 ± 3.7 
5c R = N-tert-butyl 3.0 ± 2.2 10.1 ± 3.2 
5d R= N-piperidinyl 9.4 ± 6.7 12.3 ± 3.2 
5e R = N-methyl 

piperazinyl 
24.4 ± 4.8 54.5 ± 8.3 

5f R = NPr2 ND ND 
5g R = NBu2 66.3 ± 11.3 144.3 ± 12.8 
5h R = N-ethyl 

piperazinyl 
10.3 ± 4.3 9.6 ± 3.4 

5i R= N-isopropyl 
piperazinyl 

6.45 ± 2.3 9.1 ± 2.1 

5j N N
N

 

500 ± 22.4 485 ± 14.1 

5k 
N N 

360.3 ±13.3 760 ± 23.3 

5l N

 

7.0 ± 1.2 16.1± 7.2 

Chloroquine  75± 22.1 30.2 ± 10.1 
Amodiaquine  7.2± 3.3 5.5 ± 3.2 

a TM6 is a chloroquine resistant strain of P. falciparum, 
b HB3 is chloroquine sensitive strain of P. falciparum 
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