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  16/6/90: پذیرش مقاله،   3/5/90 : دریافت مقاله
Ø فسفرآمیدهایی با چارچوب عمومی      : مقدمه-C(O)NHP(O)-      ینه بیوشـیمی و کـشاورزي    به علت کاربردهاي مختلف در زم

هـاي   آنـزیم این ترکیبات با ساختار شبه پپتیدي داراي خواص بیولوژیکی هستند و مهارکننـده       . اندمورد توجه بسیاري قرارگرفته   
تایی شامل فسفر و همچنین هاي ششهاي دارویی و استریوشیمی حلقهاز طرف دیگر ویژگی. باشندآز میاستراز و اورهکولیناستیل

هدف از این مطالعه بررسی تاثیر موقعیت اسـتخلاف نیتـرو   . هاي سیکلوفسفامید مورد توجه است    ش فعال آنها به عنوان آنالوگ     نق
اي بر سمیت این ترکیبات در مقابـل سـلول    بین فنیل و کربونیل در ترکیبات اورهNHروي حلقه فنیل همچنین قرار گرفتن گروه       

  . می باشدK562سرطان خون 
Ø1-3(کرباسـیل آمیدوفـسفات    در این تحقیق فسفرآمیدهایی از دو دسـته : ها روش مواد و ( وN- اوره  فـسفنیل)بـا  ) 4-6

  ,RC(O)NHP(O)NHCH2C(CH3)2CH2NH (R=2-NO2C6H4(1), 3-NO2C6H4(2)استخلاف نیترو با فرمول عمومی
4-NO2C6H4(3)  (4-NO2C6H4(6), 3-NO2C6H4NH(5),2-NO2C6H4NH(4),  تـا سـمیت ایـن    گردید قایسه بررسی و م

 ترکیبـات بـا اسـتفاده از نـرم     سـپس .  ارزیابی شودMTT روش با استفاده از     K562ترکیبات در مقابل رده سلول سرطان خون        
 .ند مقایسه گردید Graph Pad PRISM version 5.0افزار

Ø نسبت به  ) 4-6(اي  بیشتر مشتقات با عامل اوره    دست آمده در محیط آزمایشگاهی نشان دهنده سمیت         نتایج بیولوژیکی به  : ها یافته
-3همچنین نتایج بیانگر این است که مشتقات مورد مطالعه با موقعیت . هاي سرطانی مطالعه شده استدر برابر سلول) 1 - 3(ترکیبات دیگر 

NO2) دارند) 4و 1ترکیبات (و اورتو) 6 و 3ترکیبات ( هاي پارا سمیت احتمالی بیشتري از موقعیت) 5 و 2ترکیبات ) (متا.  
Ø   شود که افزایش در هاي بیولوژیکی دارد، لذا پیشنهاد میاز آنجا که پیوندهاي هیدروژنی نقش مهمی در ویژگی: گیرينتیجهبحث و

رات فضایی و علاوه بر این، اث. موثر باشدها ممکن است بیشتر بودن سمیت این مولکول) 4-6(اي پیوندهاي هیدروژنی مشتقات با عامل اوره   
  .الکترونی استخلاف نیترو در موقعیت متا ممکن است در بیشتر بودن سمیت این مشتقات از دو موقعیت دیگر موثر باشد

Ø فسفرآمید،: هاي کلیديواژهN-اوره، سمیت، فسفنیلMTT سلول ،K562 
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  مقدمه
 که بر طبق استسرطان یکی از مسائل مهم سلامت انسان 

 منجر بـه مـرگ      2007 سرطان امریکا در سال      گزارشات انجمن 
اکثر داروهـایی کـه بـراي شـیمی     .  میلیون انسان شده است  6/7

هاي متعددي   و محدودیت  هستند سمی   ،روندکار می ه  درمانی ب 
 ایجـاد   ،هـاي سـرطانی   پذیري نسبت به سلول   نااز جمله گزینش  

 بهبود براي یک روش . دارندمقاومت دارو و ضریب درمانی پایین    
ضدسـرطانی   هـاي اثیرات درمانی و کاهش اثرات جانبی معرف       ت

سـازي   طراحی پـیش داروهـاي ضدسـرطان بـراي فعـال           ،حاضر
 ایـن نــوع پـیش داروهــاي   .اســتهـاي مخــصوص تـومر   سـایت 

هـاي  روي سـلول   پـذیر توانند بـه طـور گـزینش      ضدسرطانی می 
سرطانی عمل کنند و ضریب درمانی را بیش از شـیمی درمـانی             

سیکلوفسفامید یکی از  ،طی چهاردهه گذشته. بخشندرایج بهبود 
هاي شده و ویژگی    داروها در پزشکی شناخته     پیش ترینمتداول
 ـ منحصر  توجـه   بنـدي صـورت نظیـر استریوشـیمی و       فـرد آن  هب

 ایـن ترکیـب یکـی از     .خود جلـب نمـوده اسـت      هشیمیدانان را ب  
موثرترین پیش داروهـاي ضدسـرطان اسـت کـه بـراي درمـان               

بنابراین مطالعات متعددي   ). 1-3(رود  جامد به کار می   تومرهاي  
هـاي  آنـالوگ (عضوي  هاي فسفردار شش  روي توسعه هتروسیکل  

آنهـا، مفـاهیم    هـاي بیولـوژیکی   به دلیل فعالیت  ) سیکلوفسفامید
استریوشیمی و کنفورمرهاي منحصربفرد آنها انجام شـده اسـت          

)6-4.( 

وان از طـرف دیگـر گروهـی از مــشتقات فـسفر تحـت عن ــ    
 شـامل دو گـروه کربنیـل        کتـون دي بتـا  فـسفر   آزا هـاي آنالوگ
C(O) و فــسفریل P(O) ــه صــورت  در -C(O)NHP(O)- ب

هـا در  چارچوب مولکولی خود هستند و مطالعه بر ایـن مولکـول     
ایـن  . دهه اخیر توجه محققـین بـسیاري را جلـب نمـوده اسـت        

  پزشکی و صـنعت دارنـد   ، کاربردهاي فراوانی در شیمی    مشتقات
کـش،  کـش، علـف   آز، حـشره  توان مهارکننـده آنـزیم اوره     که می 

مهارکننــده آنــزیم اپوکــسی هیــدرولاز، داروي ضدســرطان،     
اکـسیدان، افزاینـده در     آنتـی  کننده فیبرهـاي سـلولوزي،    خشک

را نـام   ...هاي فلزي، تهیه کمـپلکس و       ها، استخراج یون  دترجنت
مرکـز دهنـده    این مشتقات دو عاملی بتا داراي سـه         ). 7-9(برد  

 و اتـم نیتـروژن درونـی بـراي تــشکیل     P(E) ،C(E)احتمـالی  
دندانـه و  کمپلکس هستند و ممکن است به عنـوان لیگانـد تـک        

ترکیبــات فــسفر بـا وجــود تنــوع  ). 10(دودندانـه ظــاهر شـوند   
کننـدگی فعالیـت   ساختاري موجب فـسفریله کـردن و ممانعـت      

ترکیبـات دامنـه   ایـن  . گردنـد آنزیم استیل کولین استراز نیز می   
که برخـی از آنهـا از   شوند به طوريبزرگی از خواص را شامل می 

کـه  کننـد در حـالی    نظر نحوه عمل بسیار اختصاصی عمـل مـی        
هــاي مختلــف حــشرات متفــاوت عمــل بعــضی دیگــر بــر گونــه

ــی ــدم ــسیار ســمی   . کنن ــسان ب ــراي ان ــات ب ــدادي از ترکیب تع
ــا در مــی ــسان باشــند و برخــی دیگــر فقــط مــضرند و تقریب  ان

بعضی از ترکیبـات در شـرایط   . کنندصورت غیرسمی عمل می هب
غیرسمی بوده اما در متابولیسم بـدن حـشره و یـا       1آزمایشگاهی

طـورکلی سـمیت    بـه . شـوند هاي سمی مـی   گیاه تبدیل به گونه   
ــشی از     ــاختاري و بخ ــل س ــر دو عام ــه ه ــستگی ب ــات ب ترکیب

 فـسفره داراي    ترکیبـات . کنندارگانیسمی دارد که در آن اثر می      
هاي پایین و پایـداري کـم   سرعت عمل بالا، تاثیر زیاد در غلظت    

در محیط زیست هـستند و بـه راحتـی بـه ترکیبـات غیرسـمی         
  1. گردندتفکیک می

از آنجاکه امروزه، تغییر سیکلوفسفامید منجـر بـه طراحـی       
هـاي  هاي حلقـوي متعـددي بـراي تهیـه معـرف         و سنتز آنالوگ  

، لـذا در ایـن      )11(شـود   انبی کمتـر مـی    ضدسرطانی با اثرات ج   
هـاي سیکلوفـسفامید هـستند    کار تعدادي فسفرآمید که آنالوگ 

 بـا   K562انتخاب شد و سمیت آنها در مقابل رده سلول خونی           
  .  بررسی و مقایسه قرار گردیدMTTاستفاده از روش 

                                                
1.In vitro 
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  هامواد و روش
فـسفرآمیدهایی از   . این تحقیق به صورت تجربـی انجـام شـد         

از ) 4 – 6(اوره  فـسفنیل -Nو  ) 1 – 3(آمیدوفسفات  کرباسیلدسته  
-R = XC6H4; XC6H4NH (X = 2-NO2, 3]واکـنش 

NO2, 4-NO2)]  RC(O)NHP(O)Cl2  دي متیـل  -2،2 بـا 
اتر و استونیتریل در دماي اتیلهاي ديال در حلال پروپان دي  - 1،3

c°0    هـاي  تهیـه شـدند و توسـط طیـفIR ،1H,13C,31P NMR 
داروي معـروف   .  عنصري شناسایی شدند را انتخـاب نمـودیم        وآنالیز

بـراي  . کار برده شـد به عنوان کنترل مثبت به   ) CP(سیکلوفسفامید  
، سلول )1-6(ارزیابی فعالیت ضدتکثیري سیکلوفسفامید و ترکیبات       

K562  بـراي  )  سلول در هر چاهک    5×103( خانه   96هاي   در پلیت
% 10 بـا    RPMI640 در    ساعت قبل از افزودن ترکیبات،     24مدت  
آنتی میوکوتیـک   -آنتی بیوتیک % 1گلوتامین و محلول    -L% 2سرم،  

ترکیبـات  . قـرار گرفتنـد   % CO25 در اتمسفري از     Cº 37در دماي   
متیل سولفوکـسید حـل شـد و     دي% 2آزمایش شده توسط محلول     

کسید نیز به عنـوان کنتـرل منفـی         متیل سولفو دي% 2یک محلول   
 mM 3 - 01/0هاي مختلفی از ترکیبـات از       غلظت. کار برده شد  به

 بـار تکـرار    3 سـاعت و     72 و   48،  24اضافه و در سه زمان مختلـف        
  .گیري شدسمیت آنها اندازه

 ســرطانی فعالیـت بازدارنـدگی رشــد ترکیبـات بــر سـلول    
ــده  ــتفاده از روش ) K562(انتخــاب ش ــا اس ــی MTTب  بررس

 -5،  4(-3این آزمایش براساس احیـاي مـاده زرد رنـگ           . گردید
فنیـل تتـرازولیم برومایـد      دي-5،  2-)ایـل -2-دي متیل تیـازول   

هاي زنده به فورمـازون     هیدروژناز سلول توسط میتوکندریال دي  
مقـدار رنـگ تـشکیل شـده بـه      . آبی مایل به ارغوانی انجام شـد     

هاي فعال از نظـر متابولیـت بـستگی دارد و توسـط         تعداد سلول 
. شــد خوانــده nm 570 در Eliza Plate Readerدســتگاه 

هــاي مختلــف هــر کــدام از  در برابــر غلظــتODایــن مقــادیر 
 Graph Pad PRISM versionترکیبات توسط نـرم افـزار  

غلظتـی از ترکیـب    ( IC50هـاي بازدارنـدگی    رسم و ثابت 5.0
   بــراي هــر ترکیــب ) از فعالیــت ســلول را مهــار کنــد% 50کــه 
 استفاده از نـرم افـزار       لیپوفیلیسیتی ترکیبات با  . شدگیري  اندازه

 .دست آمد بهChemDraw Ultra 8.0محاسباتی 

      :ها یافته 
 نشان داده شده اسـت فـسفرآمیدهاي        1طور که در شماي     همان

ــسفات 6-1 ــوان کرباســیـل آمیدوفـ ــسفینیل ) 1-3(  تحـــت عنـ         و فـ
انتخـاب و فعالیـت ضدسـرطانی اولیـه آنهـا بـه صـورت               ) 4-6(هاياوره

 مـورد بررسـی و   K562لیه رده سـلولی سـرطان خـون       آزمایشگاهی ع 
هـا  داده.  آورده شده اسـت 1مقایسه قرار گرفته و نتایج در جدول شماره     

 در 1-3 ترکیبــات IC50در جــدول حــاکی از ایــن اســت کــه مقــادیر 
 Mµ  در محـدوده   4-6 و براي ترکیبات     Mµ 077/5 -867/6 محدوده

کننــدگی را ترکیبــات بــا بیــشترین اثــر مهار.  قــرار دارد49/0 - 171/0
 نیز کـه داراي گـروه نیتـرو    5 و 2مشتقات. دارند) 4-6(اي  چارچوب اوره 

هـاي سـرطان    در موقعیت متا هستند اثر سمیت بیشتري را روي سلول         
. دهنـد هاي ارتـو و پـارا نـشان مـی          در مقایسه با موقعیت    K562خون  

 حاکی از این اسـت کـه ترکیبـات فـسفینیل اوره         1نتایج جدول شماره    
) CP( در طی این تحقیق همانند داروي معـروف سیکلوفـسفامید            4-6

 . دهنداثر مهارکنندگی بیشتري از خود نشان می

 انتخاب شده جهت مقایسه سمیت آنها در        6-1ترکیبات  . 1شماي  
  K562مقابل رده سلول سرطانی 

HN

P

H
N

CH3

CH3

O
RC(O)NH

R=2-NO2C6H4(1) R=3-NO2C6H4(2)

R=4-NO2C6H4(3)

R=2-NO2C6H4NH(4)

R=3-NO2C6H4NH(5)

R=4-NO2C6H4NH(6)
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   گیري و نتیجهبحث

بـراي  ) 1 – 6(در این تحقیق یک سـري مـشتقات فـسفرآمیدي      
 K562هـاي سـرطان خـون    بررسی اثـر سـمیت آنهـا بـر روي سـلول        

هـاي  هاي طراحـی شـده، بـه عنـوان معـرف         ابتدا آنالوگ . مقایسه شدند 
بــدین ) 12(ی پیـروي کننــد  داروي احتمـالی بایــد از قـوانین لیپینــسک  

  : صورت که
 . باشدg/mol 500وزن مولکولی ترکیبات کمتر از -1

  ). >Log P 5( ترکیبات لیپوفیلیسیتی محدودي داشته باشند -2
جمـع  ( تا موقعیت دهنـده پیونـد هیـدروژنی باشـد            5حداکثر شامل -3

  ). استNHپیوندهاي 
  . اشته باشد تا موقعیت پذیرنده پیوند هیدروژنی د10 حداکثر -4

در ایـن تحقیــق مــشتقات انتخــاب شــده بــراي تعیـیـن فعالیــت  
 و g/mol 327) 4-6(،312) 1-3(بیولـــوژیکی داراي وزن مولکـــولی  

5< Log Pهاي مزبور به عنوان معـرف بدین ترتیب، مولکول.  هستند-

براي کشف تاثیر قرار گـرفتن گـروه   . هاي دارویی احتمالی انتخاب شدند   
NH     و گروه کربنیل روي سمیت در مقابـل رده سـلول    بین حلقه فنیل

 مقایـسه  1-3 را انتخـاب و بـا ترکیبـات          6-4هاي  انتخاب شده، مولکول  
 منجـر  NHطور که در جدول نشان داده شده، قرار دادن          همان. نمودیم

ــد     ــات جدی ــمیت ترکیب ــزایش س ــه اف یـل  4-6ب ــه کرباسـ ــسبت ب  ن

 867/6 از  IC50طوریکـه مقـادیر     بـه .  گردیـده اسـت    1-3آمیدوفسفات  
یـن مقـدار   . یابدکاهش می ) 4ترکیب  ( Mµ 49/0به  ) 1ترکیب  ( همچن

ترکیــب  ( 492/6و ) 5ترکیــب  ( Mµ 171/0بــه ) 2ترکیــب  (077/5
  . تغییر یافته است) 6ترکیب  ( Mµ 173/0به) 3

از آنجــا کــه پیونــد هیــدروژنی نقــش کلیــدي را در فراینــدهاي  
انگر آن اسـت کـه افـزایش        دهـد، ایـن نتـایج بی ـ      بیولوژیکی نـشان مـی    

 ممکـن   1-3 نـسبت بـه ترکیبـات        4-6پیوندهاي هیدروژنی مـشتقات     
  ). 13 ،14(باشد میزبان مفید -هاي هدفکنشاست براي برهم

     هـاي بیولـوژیکی آزمایـشگاهی نتیجـه       علاوه بـر ایـن، از داده      
شود که موقعیت استخلاف نیترو روي حلقه فنیل بر فعالیت این           می

کـه  طـوري بـه . گذارد مقابل رده سلولی مذکور تاثیر می      مشتقات در 
بـه ترتیـب    ) =Mµ 077/5 IC50نیتـرو، -3با اسـتخلاف     (2مشتق  

 Mµنیترو،-4با استخلاف  (3فعالیت ضدسرطانی بیشتري از مشتق      
492/6 IC50= (  1و مــشتق) ــا اســتخلاف  Mµ 867/6نیتــرو،-2ب

IC50= (  ز تکـرار شـده    نی4-6این روند در ترکیبات  . دهدنشان می
بـه  ) 5ترکیـب   (با جـایگزینی گـروه نیتـرو در موقعیـت متـا             . است

ها سمیت این مولکول) 4ترکیب (و ارتو ) 6ترکیب (هاي پارا موقعیت
بر اساس داده هاي بدست     .  کاهش یافته است   K562هاي  بر سلول 

ــده   ــایش ش ــات آزم ــده ترکیب ــشتري از داروي 4-6آم ــت بی  فعالی
  . دهندن مینشا) CP(سیکلوفسفامید 

نتایج اولیه زمینه مفیدي براي مطالعـه بیـشتر روي ترکیبـات        
. هاي ضدسرطانی احتمالی اسـت   اي به عنوان معرف   داراي عامل اوره  

همچنین نتایج زمینه را براي ارزیـابی مـشتقات در محـیط طبیعـی       
  .کندفراهم می

  تشکر و قدردانی
کــز بدینوسـیله از آقـاي دکتــر بهـرام رســولیان سرپرسـت مر    

ــاري و از     ــراي همک ــتان ب ــاهی رازي لرس ــاي گی ــات داروه تحقیق
هاي تحقیقاتی دانشگاه تربیت مدرس براي حمایت مالی و آزمایشگاه

  . شودهمراهی در طی این تحقیق تشکر و قدردانی می

 و 6 -1براي ترکیبات Log P  و IC50مقادیر . 1جدول شماره 
  )CP(سیکلوفسفامید

 b(ppm)δ IC50(µM)(48h) Log Pa(31P)  ترکیب

1  25/2  867/6  34/0  
2  96/2  077/5  34/0  
3  86/2  492/6  34/0  
4  86/2  49/0  34/0-  
5  41/3  171/0  34/0-  
6  23/3  173/0  34/0-  

CP 53/11  153/0  12/1  
a لیپوفیلیسیتی  
bجابجایی شیمیایی فسفر  
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