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 مقاله پژوهشي 

  برهمکنش مشتق تترازول سنتز شده  ياسپکتروسکوپ يبررس
  ين سرم گاويو پروتئ موس گوسالهيت DNAبا مه سبز يبا روش ن

  
  ٢نژاديلا خاقانيسه، ١يجواد سرگلزائ

 
  12/09/1401تاریخ پذیرش  09/04/1401تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

رات ييباعث تغ تواننديمرا يز اندافتهي يت فراوانيو صنعت اهم يگوناگون پزشک يهاحوزهدر  يتترازول يکاربرد ساختارها، ريدهه اخدر چند : هدف و زمينهپيش
سرم ن يو پروتئ )Ct-DNAموس گوساله (يت DNAاز تترازول را به  يديمشتق جد ريتأث يبررس مقالهن يدر اشوند.  هانيپروتئدر  يعملکرد جهيدرنتو  يساختار

  .ه استقرار گرفت موردمطالعه in vitroط يدر شرا يمختلف اسپکتروسکوپ يهاروش) در محلول با استفاده از BSA( ين گاويآلبوم

 يسنجفيط، )CD( يدوران ييدورنگ نما، UV-Vis يسنجفيطب با استفاده از يبه ترت Ct-DNAو  BSAن يپروتئ و سومساختار اول و دوم  :کار مواد و روش
  .قرار گرفت موردمطالعهفلورسانس 

 ۲۶۰ يهاموجطولل در يتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندوليانکنش با اکسيدر اثر م BSAو  Ct-DNA ينور زان جذبيج حاصل نشان داد که مينتا: هايافته
افته که يکاهش  ليتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندوليک روند وابسته به غلظت اکسيدر  BSAو  Ct-DNA يف نشري. طابدييمش ينانومتر افزا ۲۸۰و 

ل) يا-۵-تترازول-H1(-نيندولي. اتصال اکساست BSAو  Ct-DNAدر موجود  يل با کروموفورهايتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندولياتصال اکس دهندهنشان
 شوديمنانومتر  ۲۴۵شدن آن در  تريمنفنانومتر و  ۲۷۵و  ۲۲۰ يدر نواح DNAملکول  يدوران ييدورنگ نما، ellipticity توجهقابلش يل سبب افزايترياستون
 يچ آلفايبه مارپ مربوط يمول يواريضيب، ش غلظتيافزابا  .است Ct-DNAبه  ليتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندولياکس ترمحکماتصال  دهندهنشانکه 

  است. BSAچه نامنظم در ساختار يش مقدار پيافزا دهندهنشانکه  شوديتر مينانومتر منف ۲۲۰ه يدر ناح BSAموجود در ساختار 

نه يدر زم يديمف اطلاعات توانديمکه  باشديم DNAشتر از يب BSAبه  ين مشتث تترازوليا که اتصال دهديمنشان  آمدهدستبهج ينتا: گيريبحث و نتيجه
  قرار دهد.ما ار يکمتر در اخت يشتر و عوارض جانبيب يبا اثر ضد تومور يتترازولبا مشتقات  ييداروها يطراح

ل) يا-۵-تترازول-H1(-نيندولياکس، فلورسانس ياسپکتروسکوپ، يدوران ييدورنگ نما ياسپکتروسکوپ، موس گوسالهيت DNA، ين سرم گاويپروتئ: هاکليدواژه
  ليترياستون
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  مقدمه
از  هستند که يکل آليهتروس يهابيترکاز  يادسته، هاتترازول

تروژن يک اتم کربن و چهار اتم نيشامل ، يک حلقه پنج عضوي
 صورتبهو  شوندينمافت يعت يدر طب هابيترکن ي. ااندشدهل يتشک

ن يشتريبا توجه به دارا بودن ب هاتترازول .گردنديمه يته يسنتز

                                                             
 مسئول) يسنده(نو ، اراک، ايراندانشگاه اراک ،يميوشيب اريدتااس ١
  راني، اراک، ادانشگاه اراک ،يآل يميش ،يمرب ٢

از  ينيعناوبا ، کليهتروس يهابيترکان يتروژن در ميتعداد اتم ن
ک يهتروآرومات از الکترون و يغن، تروژنياز ن يغن يهابيترک: ليقب

شامل ، کيو آرومات يحلقو يباتيترک هاتترازول .)۱( شونديمنامبرده 
ع يبات در صناين ترکي. اباشنديمک کربن يتروژن و يچهار اتم ن

بات پس ين ترکيدارند. ا يکاربرد فراوان يع نظاميصنا ازجملهمختلف 
ل ين دليو به هم کننديمآزاد  N2 گاز يادير زياز احتراق مقاد
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داشته و جزء مواد منفجره سبز  ستيزطيمح يبرا يکم يآلودگ
در ساختار  هاتترازول واردکردنق ي. از طرنديآيم حساببه

ش داد. يمرها را افزايپل ييزايانرژخواص  توانيم يمريپل يرهايزنج
گزارش شده  هاتترازول يجهت سنتز پل يمختلف يهاروشتاکنون 

زان و متصل يآو يهاشاخه صورتبه هاتترازول هاآناست که در اکثر 
تترازول  يهاحلقه. در صورت استفاده از اندگرفتهقرار  ير اصليبه زنج

ر يرا وارد ساختار زنج هاحلقه توانيممنومر  عنوانبهعامل دار شده 
، هاتترازول يپل يکيمر کرد. با کنترل و بهبود خواص مکانيپل ياصل

ت يمناسب قابل يحرارت يداريو پاژه يمپالس ويمرها به علت اين پليا
را خواهند  GAP مانند يپرانرژ يمرهاياز پل يبا برخ ينيگزيجا

به  توانيمحلقه تترازول  يحاو يداروئ يهابيترکداشت. ازجمله 
 يدارو، روسيضدو، يکربيضد م، يضد باکتر، ضد سرطان يدارو

 مهارکنندهو  فشارخونضد  يدارو، يزوفرنيضد ش، ابتيضد د
از  يامجموعهر يها زندولياکس .)٤-٢(اشاره نمود، ٢-ژنازيکلواکسيس

 يآل يميدر حوزه ش ياژهيوگاه يجا يها هستند که داراکليهتروس
 ييايميش يدر ساختارها هاهستهن يبوده و حضور ا يو سنتز يعيطب

 يتعداد که )٥(شوديم ييو دارو يکيولوژيب يهايژگيوموجب بهبود 
دها و حد يحد واسط بالقوه در سنتز آلکالوئ عنوانبه هاآناز 

گر يد يتعداد.و کاربرد دارند ينيبال يو داروشناس يداروئ يهاواسط
پستانداران ع بدن يما يهابافت يدرون يهابيترکدر  هااکسيندولاز 

و دامنه  )٦(اندشدهع يتوز يستم عصبيخصوص در مرکز سهب
. دهنديما از خود نشان ر يکيولوژيب يهاتيفعالاز  ياگسترده
ضد ، يضد باکتر يهاتيفعالب ين ترکيمهم ا يهايژگيو ازجمله

با استفاده  توانيم. باشديمر يو ضد تکث روسيضدو، ضد تشنج، قارچ
ه يمنبع نسبتاً سبز و مواد اول عنوانبهد دار يآز يوني يهاعيمااز 

ندول يبا ارزش اکس يهاهسته، کيق واکنش کلياز طر، دسترسقابل
د ياز مشتقات جد يکيرا سنتز کرد.  يتترازول يهاحلقه يحاو

-٥-تترازول-(H1-٢-ن)يديليا-٣-نيندولياکس-٢(Z)-2-( تترازول
ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يا به عبارتيل يترياستون )ليا

 باوجود .)٨, ٧(ه شده استيکه به روش سبز ته باشديمل يترياستون
سرطان هنوز از ، يفنّاورشرفت علم و يتلاش دانشمندان و پ

ن يا يق بر روين تحقيبشر است و بنابرا يهابيماري نيترمهلک
 يي. لذا شناساباشديم موردتوجهار يدرمان آن بس يهاراهو  يماريب

 هاآنبه کار بردن مؤثرتر  يبرا يکروبيضد م يسم اثر داروهايمکان
 يارگانل نيترمهممهم باشد. هسته  توانديمدر درمان انواع سرطان 

 از بسياري وجود دارد و هدف يوتيوکاري يهاسلولاست که در 

 سلول هسته، ضدسرطان ن داروهاييد و همچنيبات جديترک

در هنگام  يوكاريوتي يهاسلول هسته داخل در DNA .باشديم
 با همراه، طورمعمولبه ياستول برهنه يسيا رونوي يهمانندساز

 ييساختارها هم با كه است هيستوني غير و هيستوني يهانيپروتئ

 رونيازا .شونديم ناميده كروماتين که سازنديم را نوكلئوزوم به نام
را چه  DNA تواننديم خود عمل انجام براي توموري ضد يداروها

. )١٠, ٩(دهند قرار هدف مورد يارشتها دو ي يارشتهتک صورتبه
خون است که  ين در پلاسمايپروتئ نيترفراوان) SAن سرم (يآلبوم

از  ياريبس ييجابجا يناقل برا عنوانبهعملکرد چندگانه دارد و 
، نهيآم يدهاياس، چرب يدهاياس ازجمله زابرونو  زادرون يگاندهايل
، يدروژنيوند هيق پيمتعدد از طر ييفلزات و مواد دارو يهاوني
 کنديمعمل  يفلز وانفعالاتفعلک و يالکترواستات، کيدروفوبيه
، عين سرم خون ممکن است بر توزياتصال دارو به آلبوم ييتوانا .)١١(

اثر  يداشته باشد. بررس يير بسزايسم دارو تأثيغلظت آزاد و متابول
دارد.  يتوجهقابلت ياهم ين در فارماکولوژيوتئمتقابل دارو و پر

ک و ينتيمطالعه فارماکوک ياتصال برا يپارامترها، نيعلاوه بر ا
به  ين سرم گاويآلبوم ).١٢(د هستنديمف يياشکال دارو يطراح

معمولاً ، ه کم و در دسترس بودنينه تهيهز، يل شباهت ساختاريدل
ن يو آلبوم BSAن ي. شباهت بشوديم ين سرم انسانين آلبوميگزيجا

نه يآم يدهاياس يتوال ازنظرو  درصد٧٦ت يهو ازنظر يسرم انسان
  .)١٣(است درصد٨٨

-H1(-نيندولياثر اکس يش بررسين آزمايهدف از انجام ا
موس ياز ت شدهاستخراج DNA ل بريتريل) استونيا-٥-تترازول

. باشديم ياسپکتروسکپ يهاروشبا  ين سرم گاويپروتئگوساله و 
 DNA زان بالاييموس گوساله به علت دارا بودن مياستفاده از غده ت

ن امکان را براي ما فراهم کرد تا اثر ين اينسبت به پروتئ
 DNA ل را بر روييتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

  .ميکن يبررس BSAخالص و 
  

  مواد و روش کار
مشتق  عنوانبهل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس
نژاد  يشگاه خانم دکتر خاقانيسنتز شده از آزما صورتبهتترازول 

 تريليليم ١از مشتق تترازول با  گرميليم ٢ه شد. يدانشگاه اراک ته
ب نموده ياز شرکت مرك آلمان ترک شدهيداريخرس يمحلول بافر تر
از شرکت  BSAو  Ct-DNAخچال نگهداري شد. يو محلول در 

SIGMA محلول  يسازآمادهداري شد. جهت يخرDNA  وBSA 
مولار  ٠١/٠س يبافر تر تريليليم ١با  آن از پودر گرميليم ٢به مقدار 

  خچال نگهداري شد.يب و محلول در يترک pH ٤/٧با 
 

  : UV/Vis ياسپکتروسکوپ
 ل بايتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيم

Ct-DNA  وBSA مولار  يليم ١٠ يديس اسيبا استفاده از بافر تر
)٢/٧ (pH ،ن منظور ينور انجام گرفت. بد دورازبهاتاق و  يدر دما

مختلف  يهاغلظتو با  تهيه BSA و Ct-DNAاز  يغلظت ثابت



 و همکار جواد سرگلزائي  تيموس گوساله و پروتئين سرم گاوي DNAبررسي اسپکتروسکوپي برهمکنش مشتق تترازول سنتز شده با روش نيمه سبز با 
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ل انکوبه و پس از يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس
 UV-Vis يمطالعات اسپکتروسکوپ منظوربه، موردنظراتمام زمان 
 قرار گرفت. مورداستفاده

-H1(-نيندوليانکنش اکسيزان جذب محلول حاصل از ميم 
زان جذب يز ميو ن BSAو  Ct-DNAل با يتريل) استونيا-٥-تترازول
نانومتر  ٢٨٠و  ٢٦٠در  يديس اسيمختلف دارو در بافر تر يهاغلظت

 Bio-Varianمدل  Carry 100با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
ا خوانده شد و پس از انجام محاسبات لازم يساخت کشور استرال

  د.يمربوطه رسم گرد يهايمنحن
 

  : فلورسانس ياسپکتروسکوپ
ابتدا غلظت ، فلورسانس يانجام مطالعات اسپکتروسکوپ منظوربه

-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتبا  BSAو  Ct-DNA يثابت
ک يمدت  نور به دورازبهاتاق و  يل در دمايتريل) استونيا-٥-تترازول

محلول ، نيمع زمانمدتشدن  يساعت انکوبه شدند. پس از سپر
ل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيحاصل از م

 ٢٧٨ موجطولدر  BSAو با  نانومتر ٢٥٨ موجطولدر  DNAبا 
نانومتر با  ٧٠٠ تا ٢٠٠در محدوده  هاآنف نشر يج و طيينانومتر ته

-Bioمدل  Carry Eclipseمتر ياستفاده از دستگاه اسپکتروفلوئور

Varian ف نشر ين طيهمچن د..يا رسم گرديو ساخت کشور استرال
ل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياستاندارد اکس يهانمونه

 موجطولدر  BSA ينانومتر و برا ٥٠٠-٥٥٠در محدوده  DNAبا 
مار شده يت يهانمونهزان نشر يرسم و سپس از م يو برا ٢٢٠-٥٠٠

به  يو نشر يجييته يها Slit هاشيآزماد. در طول انجام يکسر گرد
نانومتر در نظر گرفته شد و از کووت کوارتز با عرض  ٥و  ١٠ب يترت

حاصل از  يهايمنحند. پس از رسم يمتر استفاده گرديک سانتي
در  oI/I-oI×100 يمنحن آمدهدستبهبا توجه به اطلاعات ، انکنشيم

ن فرمول شدت يدر ا oIد. يمختلف دارو رسم گرد يهاغلظتبرابر 
شدت نشر فلورسانس در حضور  Iاب دارو و ينشر فلورسانس در غ

 –ن ثابت معادله اشترن ي. همچنباشديممختلف دارو  يهاغلظت
گرديد فلورسانس محاسبه  يزان خاموشين ميتخم يبرا (Ksv)ولمر 

به  Iو  Ksv [Q]1/I =  oI ،oI +ولمر  –). در معادله اشترن ١٠(
   کنندهخاموشاب و حضور يدر غ يب مقدار نشر ذاتيترت
غلظت  [Q]، استونيتريل (ل) يا-٥-تترازول-H1(-اکسيندولين (

در  يولمر فلوئورها –اشترن  يثابت خاموش Ksv، کنندهخاموش
 يبرا Ksvن اساس ي. بر ا)١٤, ١١(باشديم کنندهخاموشمعرض 

ب يش عنوانبهل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس
-٥-تترازول-1H(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتبر  I oI/نمودار 

  آمد. به دستل يتريل) استونيا
  

  : CD ياسپکتروسکوپ
و  DNAانکنش يپس از م، ر ساختار دومييمطالعه تغ منظوربه
BSA نيندوليبا اکس-)H1-از ، ليتريل) استونيا-٥-تترازول

و  BSA يبرا CDد. مطالعه ياستفاده گرد CD ياسپکتروسکوپ
DNA يهيدر ناح Far-UV  وNear-UV  ١٩٠-٣٢٠در محدوده 

متر يقرار گرفت و با استفاده از دستگاه اسپکتروپلار مورداستفاده
AVIV  ه يناح يمتر برايسانت کيبا کووت کوارتز با عرض  ٢١٥مدل

ان يه دور و تحت جريناح يبرا متريليم ١ک و کووت با عرض ينزد
ف يانجام شد. ط گراديسانتدرجه  ٢٣ يمداوم گاز ازت و در دما

 ياستاندارد دارو يهانمونهف يانکنش از طيم يهانمونه
ط ين شرايل که در هميتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

و  (Molar Elipticity)تحت عنوان  هادادهکسر و ، رسم شده بودند
  .)١٤(دگزارش شدن ]dmol2cm×deg: ]Ɵ×-1 صورتبه

  
  هايافته

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمطالعه اثرات اکس
  :آزاد در محلول صورتبه BSAو  Ct-DNAل بر يترياستون

از  يکيل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليب اکسيترک
 تترازولن مشتق ين بار اثر اياول يکه برا باشديم يتترازولمشتقات 

ات نحوه اتصال جزئي. شوديمانجام  BSAو  Ct-DNA يبر رو
و  DNAل به مولکول يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

ست. از يدر دست ن کنديمجاد يا DNAکه در ساختار  يراتييتغ
و  DNA" با اساساًن دارو يا اينکه آيدرباره ا يچ اطلاعاتيه يطرف

تاکنون  کنديمدا يپ بندوبستبات موجود در آن ين و ترکيپروتئ
نامبرده بر  يل مطالعه حاضر اثر داروين دليده نشده است. به هميد

  قرار داده است. يموردبررسدر محلول را  BSAو  Ct-DNA يرو
  

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيم مطالعه
 يهاروشبا استفاده از  Ct-DNAل با يترياستون

  :ياسپکتروسکوپ
مطالعه  يمناسب برا يهاروشاز  يکي يجذب ياسپکتروسکوپ

ات يخصوص يبررس منظوربه. (14است ( هامولکولماکرو ساختار 
، ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس ياسپکتروسکوپ

نانومتر  ٧٠٠تا  ٢٠٠ يهاموجطولن يب بين ترکيا يف جذبيابتدا ط
 يف جذبيط شوديمکه مشاهده  طورهمان). ١شکل د (يرسم گرد

در  ينانومتر و چند قله جذب ٢١٠در  يک قله جذبي ين دارو دارايا
، يف جذبي. لذا با توجه به طباشديمنانومتر  ٤٣٠و  ٣٠٠، ٢٤٠
-H1(-نيندوليجذب شاخص اکس عنوانبهنانومتر  ٢٤٠ موجطول

  د.يانتخاب گرد ليتريل) استونيا-٥-تترازول
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  .تريليليمکروگرم در يم ٢٥ل در غلظت يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يدارو يف جذبيط ):١(شکل 
  
  

DNA  يهمانندسازوت در هنگام يوکاري يهاسلولدر هسته 
ا يبات ياز ترک ياريبرهنه است و ممکن است مورد هدف بس

ست و در يدر حالت معمول برهنه ن يرد وليمختلف قرار گ يهاميآنز
" مجموعاًاست که  يستونيرهيو غ يستونيه يهانيپروتئاتصال با 

در  ياز طرف کنديمجاد ين را ايبه نام کرومات ينيب نوکلئوپروتئيترک
ده و نوکلئوزوم يچيپ يستونيحول اکتامر ه DNA، نيساختار کرومات

ن يتوسط پروتئ توانديمب ين ترکين اي. همچندهديمل يرا تشک
نه نحوه اثر يدر زم ياديتاکنون مطالعات ز يحمل شود ول يسرم

صورت گرفته  DNAن و يساختار کرومات يضد تومور بر رو يداروها

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندولياثر اکس در مورد. )١٥(است
ست و يدر دست ن ياطلاعات BSAو  DNA يبر رو ليترياستون
 DNAساختار  يرو نامبرده بر بيترک در خصوصموجود  يهاداده

ن دارو بر يم بر آن شد که اثر ايل تصمين دليز وجود ندارد. به همين
Ct-DNA  وBSA انکنش آن با يج حاصل از ميو نتا يمحلول بررس
Ct-DNA  وBSA ين منظور غلظت ثابتيقرار گردد. بد يموردبررس 

-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتبا  BSAو  Ct-DNAاز 
نور انکوبه و پس  دورازبهاتاق و  يدر دما ليترياستونل) يا-٥-تترازول

بر  يمطالعات مختلف اسپکتروسکوپ، موردنظر زمانمدتاز گذشت 
  صورت گرفت. هاآن يرو

  

 ١٠تر در بافر فسفات يليليکروگرم بر ميمختلف م يهاغلظتل در يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يف جذبيط -(A) ٢شکل 
  بيمختلف ترک يهاشاخص) در برابر غلظت جذب عنوانبهنانومتر ( ٢٤٠ موجطولب در ين ترکيزان جذب ايم تغييرات (B) .مولار يليم
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انکوبه شده با  يهانمونهرات جذب ييتغ يبررس منظوربه

ل از روش يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس
 يروش يجذب يسنجفيطاستفاده شد.  UV/vis يجذب يسنجفيط
مختلف است و از  يهاماکرو مولکولمطالعه ساختار  يد برايمف

 يبرا هاروش نيترجيراو  نيترسادهاز  يکين روش يگر ايد يطرف
  ماکرومولکول است. -گاند يانکنش ليمطالعه م

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يف جذبيابتدا ط 
زان جذب يرات ميين تغيمختلف و همچن يهاغلظتل در يترياستون

شاخص) در  جذب عنوانبهنانومتر ( ٢٤٠ موجطولب در ين ترکيا
مولار  يليم ١٠ب در بافر فسفات يمختلف ترک يهابرابر غلظت

 يهانمونهزان جذب ي). سپس م٢شد (شکل شماره  يريگاندازه
ل در هر يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياستاندارد اکس

مار شده با غلظت مشابه يت يهانمونهغلظت از مقدار جذب 
ل کسر و نمودار يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

  د.يغلظت دارو رسم گرد برحسب BSAو  Ct-DNAرات جذب ييتغ
انکنش يحاصل از م يهامحلولزان جذب يرات مييتغ ٣شکل 

 Ct-DNAل با يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يدارو
) Bنانومتر ( ٢٨٠) و (Aنانومتر  ٢٦٠ يهاموجطولرشته در  BSAو 

رات جذب ييتغ شوديمکه مشاهده  طورهمانو  دهديمرا نشان 
DNA  شکل کننديم يک روند مشابه را طيتک رشته .A-٣ 

تک رشته پس  DNAزان جذب يرات مييروند تغ ياسهيمقا صورتبه
ل در يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليون با اکسياز انکوباس

زان يمختلف م يهاغلظت. در دهديمنانومتر را نشان  ٢٦٠ موجطول
ز يبالاتر ن يهاغلظتو در  ابدييمش يتک رشته افزا DNAجذب 
که کاهش جذب در اثر ي. در حالابدييمش ين جذب افزايهمچن

  مشاهده نشد. موجطول چيدر ه DNAانکنش دارو با يم
انکنش يدر اثر م شوديممشاهده  ٣-Bکه در شکل  طورهمان

در  BSAل با يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس يدارو
دارو جذب روند  يهاغلظتنانومتر در حضور همه  ٢٨٠ موجطول
در غلظت  دهديمنشان  ترقيدق. مشاهده دهديمرا نشان  يشيافزا
زان يل ميتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس ين و بالاييپا

  .ابدييمش يجذب افزا
  

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتون با يتک رشته پس از انکوباس DNAزان جذب يرات مييسه تغيمقا ):٣(شکل 
  .(B)نانومتر  ٢٨٠و  )Aنانومتر ( ٢٦٠ يهاموجطولدر  ليترياستون

  
-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيم يبررس منظوربهدر ادامه 

 يف نشرياز روش ط BSAو  Ct-DNAبا  ليتريل) استونيا-٥
 يجذب يسنجفيطن روش نسبت به يفلوئورسانس استفاده شد. ا

برخوردار است. با  يشتريب يدگيچيو از پ ترحساس، کارآمدتر
اطلاعات  توانيمفلوئورسانس  ياستفاده از روش اسپکتروسکوپ

  .)١٦, ١٤(آورد  به دستدرباره ساختار ماکرومولکول  يمهم
جداگانه  طوربه BSAو  Ct-DNAاز  ينين منظور غلظت معيبد
ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتبا 

انکوبه و پس  گراديسانتدرجه  ٢٥ يو در دما يکيل در تاريترياستون
 موجطولب در يمار شده به ترتيکنترل و ت يهانمونه، از اتمام زمان

د. يرسم گرد هاآن يف جذبيج و طيينانومتر ته ٢٧٨نانومتر و  ٢٥٨
استاندارد دارو در هر غلظت  يهانمونهزان جذب فلورسانس يسپس م

مار شده با دارو در همان غلظت کسر و يت يهانمونهزان جذب ياز م
نانومتر  ٢٠٠-٥٥٠در محدوده  BSAو  Ct-DNAنمودار مربوط به 

  ).٥ و ٤د (شکل يرسم گرد
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و پس  ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتمار شده با يت BSA (A) يف جذبيرات طيينمودار تغ ):٤(شکل 
 تريليليمکروگرم در يم ١٠٠و  ٥٠، ٢٥، ١٢,٥، ٦,٢٥، ٠ يهاغلظتب يبه ترت ٦تا  ١ يهاشمارهنانومتر.  ٢٧٨ موجطولخته شدن در ياز برانگ
مختلف  يهاغلظت برحسبتک رشته  o I / I - oI BSA ×100راتييتغ )B( .باشنديم ليتريل) استونيا-٥-تترازول-1H(-نيندولياکس

درجه  ٢٥ يدر دما nو تعداد محل اتصال  Kaثابت اتصال  BSA ،(D)ولمر  -نمودار اشترن (C) ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس
  .گراديسانت

  
ج ييته موجطولدر ، شوديممشاهده  ٤که در شکل  طورهمان

ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندولياب اکسينانومتر و در غ ٢٧٨
نانومتر هستند که  ٣٥٠در  يک قله نشري يدارا BSA، ليترياستون

) ينه حلقويآم يدهاي(اس BSAموجود در  يمربوط به کروموفورها
ابد ييکاهش م BSAزان فلوئورسانس يش غلظت دارو مياست. با افزا

در  کهيطوربهرد) يصورت گ ييجابجا BSAف ينکه در طي(بدون ا
 صورتبهزان فلوئورسانس يم تريليليمکروگرم بر يم ١٠٠غلظت 

 يجيش تدريزان نشر با افزاي. کاهش مابدييمکاهش  يدارمعني
موجود در  يد کروموفورهايشد ١يخاموش دهندهنشانغلظت دارو 

BSA .است  
از  ينيمع يهاز غلظتين DNAب به ين ترکيدر رابطه بااتصال ا

DNA نيندوليمختلف اکس يهاطور جداگانه با غلظتبه-)H1-
ک ي ياتاق انکوبه و پس از ط يدما ل دريتريل) استونيا-٥-تترازول

                                                             
1 Quenching 

نانومتر  ٢٥٨موج انکوبه شده و کنترل در طول يهانمونه، ساعت
نانومتر رسم  ٥٠٠-٥٥٠ در محدوده هاآن يف نشريج و طييته

نانومتر است  ٥٢٣موج در طول يک قله نشري يدارا .DNA ديگرد
نشان  ٥-Aکه شکل  طورهمان شود.يدها مربوط ميکه به نوکائوت

ل يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليدهد در حضور اکسيم
 .گردديم يمحسوس يتيسيپوکروميدچار ه DNAنشر فلورسانس 

 оI/I- оI  ×100 يفلورسانس حاصل منحن جيبا توجه به نتا سپس
ل) يا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهابرحسب غلظت

شدت فلورسانس  оI) که در آن B-5د (شکل يل رسم گرديترياستون
 Ct-DNAشدت فلورسانس نمونه  Iاب دارو و ين در غينمونه کرومات

شود با يکه ملاحظه م طورهماندر حضور دارو است.  BSAو 
 ،ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليش غلظت اکسيافزا
که  ييتا جا ابدييم شيج افزايتدربه BSAل اتصال دارو به يتما
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رسد. يبه حالت اشباع م يمنحن ده ويمم خود رسيباً به ماکزيتقر
کمتر  BSAسه با يل اتصال در مقاين تمايا Ct-DNAدر مورد  يول
  .)٥-Bشکل و  ٤-Bشکل باشد (يم

که  دهديمولمر را نشان  -نمودار اشترن C-5و  ٤-Cشکل 
 يدارو (Quenching) يکنندگخاموشاثر  دهندهنشان
ن يب ايل است. شيتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

) است و که يزان ثابت خاموشيمولمر ( -نمودار همان ثابت اشترن
 برابر BSA ير آن برايو مقاد شوديمان يمولار ب صورتبه

1-M 310×1.973 يبرا و DNA-Ct  1برابر-M 310×1.015 باشديم 
دارد. شکل  BSAبه  ياديل زين است که دارو تمايا دهندهنشانکه 

4-D نيندوليثابت اتصال اکس-)H1-ل بهيتريل) استونيا-٥-تترازول 
BSA  1برابر -M 310×218.373Ka =  گاه اتصال يو تعداد جاn = 

 = Kaب يبه ترت Ct-DNA يثابت اتصال برا D-5و شکل  1.061
1 -M 310×162.293 1.079گاه اتصال يو تعداد جاn =   را نشان
  .)١جدول شماره ( .دهديم

  

و پس  ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظتمار شده با يت DNA (A) يف جذبيرات طيينمودار تغ :)٥(شکل 
 تريليليمکروگرم در يم ١٠٠و  ٥٠، ٢٥، ١٢,٥، ٦,٢٥، ٠ يهاغلظتب يبه ترت ٦تا  ١ يهاشمارهنانومتر.  ٢٥٨ موجطولخته شدن در ياز برانگ

-1H(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظت برحسب o I / I - oI DNA ×100راتييتغ )B( .باشنديم ليتريل) استونيا-٥-تترازول-1H(-نيندولياکس
  .گراديسانتدرجه  ٢٥ يدر دما nو تعداد محل اتصال  Kaثابت اتصال  DNA (D)ولمر  -نمودار اشترن (C) ليتريل) استونيا-٥-تترازول

  
ات يدر مطالعه خصوص يقو روشي CD يسنجفيط

انکنش يتک رشته است و در مطالعه م DNA مولکول يونيکنفورماس
قرار  مورداستفادهگاندها يو ل هانيپروتئک با ينوکلئ يدهاياس
-تترازول-H1(-نيندولير اکسيمطالعه تأث منظوربه). ١٧( رديگيم
از  BSAو  Ct-DNAل بر ساختار دوم مولکول يتريل) استونيا-٥

ک و يدر محدوده فرابنفش نزد (CD) يحلقو ييروش دور نگ نما
 يهاغلظتبا  BSAو  Ct-DNAن منظور يد. بديدور استفاده گرد

 يل در دمايتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس

ف يط، نينور انکوبه شدند. پس از گذشت زمان مع دورازبهاتاق و 
CD اب يدر غ هانمونهCt-DNA  وBSA ف يد. سپس طيرسم گرد
CD مار يت يهانمونهف يمختلف دارو در هر غلظت از ط يهاغلظت

ل در همان يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليشده با اکس
 طورهمان). ٦شکل د (يمربوطه رسم گرد يغلظت کسر شد و منحن

اب يدر غ Ct-DNAف يط، شوديمکه در شکل مشاهده 
ه يدو ناح يل دارايتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس

ه يک ناحينانومتر و  ٢٧٥در  يگرينانومتر و د ٢٢٠در  يکيمثبت 
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 يک باند منفي يدارا BSAف ي. و طباشديمنانومتر  ٢٤٥در  يمنف
بالا بودن  دهندهنشاننانومتر است که  ٢٢٢و  ٢٠٨نه در يبا دو کم

-نيندوليش غلظت اکسيافزا. باشديم BSAچ آلفا در ساختار يمارپ
)H1-ليتريل) استونيا-٥-تترازول ،elipticity  مولکولCt-DNA 

ر ينانومتر را تحت تأث ٢٢٠و  ٢٤٥، ٢٧٥در  ازجمله يدر همه نواح
کاهش elipticity نانومتر و در حضور دارو ٢٧٥. در )١٧(دهديمقرار 

نانومتر  ٢٤٥. در شوديمبلندتر جابجا  يهاموجطولافته و به سمت ي
 ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليزان اکسيبا افزودن بر م

elipticity باشديم موجطولر در ييشده و نمودار بدون تغ ترمثبت 
 يمقدار، elipticityش ينانومتر علاوه بر افزا ٢٢٠و بالاخره در 

  وجود دارد. ترکوتاه يهاموجطولبه سمت  ييجابجا
  

 ليتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليمختلف اکس يهاغلظت ابيحضوروغدر  DNA (B)) A( BSAمولکول  CDف يط :)٦(شکل 
  ل.يتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندولياکس تريليليمکروگرم در يم ١٠٠و  ٥٠، ٢٥، ١٢,٥، ٦,٢٥، ٠ يهاغلظتب يبه ترت ٦تا  ١ يهاشماره
  

و  Ct-DNA ل بايتريل) استونيا-٥-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيم يکيناميترمود ياتصال و پارامترها ير پارامترهايمقاد: )١( لجدو
BSA  

Drug Macromolecule  Temperature (°C) )1-(M 3Ksv× 10  n 
3Ka × 10 

)1-M( 

Oxoindolin-(1H-tetrazole-5-yl) acetonitrile 

BSA ٢۵  ١࿿١  ٩٧٣࿿٠۶٢١٨ ١࿿٣٧٣ 

Ct-DNA ٢۵  ١࿿٠١۵ ١࿿١ ٠٧٩۶٢࿿٢٩٣ 

  
  گيرينتيجهبحث و 

ک مهم هستند. و يکليهتروس يهاستميس ازجمله هاتترازول
 شونديمسه يک مقايليکربوکس يدهايبا اس يکيولوژيب ازنظر

را نشان  يمختلف يکيولوژيب يهان مشتق تترازول قدرتيچند)۱۸(
، يضد قارچ، يضدالتهاب، يضد باکتر يهاتيمانند فعال، دهنديم

، ضد درد، ژنازيکلواکسيس يهامهارکننده، ضد سل، يروسيضدو
ن ين مشتق از اي. چند)۱۹(کاهش قند خون و ضد سرطان

 يو کاربردها)۲۰(مهم هستند  يهماهنگ يميز در شيکل نيهتروس
 هاآناز  ي. تعداداندکردهدا يو مواد پ يدر علم داروساز ياگسترده

ن يهمچن هاآن )۲۱(مواد منفجره گزارش شده است  عنوانبهز ين
 يعکاس يهاستميسو  هوا يهاسهيک يد گاز برايعامل تول عنوانبه

 هاتترازول، ن کاربردهايبا توجه به ا )۲۲(.شونديمو ضبط استفاده 
. )۲۳( اندشدهمهم در نظر گرفته  ياهداف مصنوع عنوانبهشه يهم

تترازول در  يو کاربردها فردمنحصربه يهايگويژ بهبا توجه 
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باعث شده ، عتيدر طب هاآنن عدم سنتز يمتفاوت و همچن يهاحوزه
 يهاوهيشبات که از ين ترکيا يهامشتقاثرات  ين رويکه نظر محقق

و  DNA يرا بر رو شوديمسنتز  ستيزطيمحو سازگار با  ترارزان
  قرار دهد. يابيمختلف مورد ارز يهاروشن با يپروتئ

از  يکيل يتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندولياکس
 يکيوژوليت بيفعال يدارا احتمالاًکه  ،تترازول است يمشتقات سنتز

. هسته باشديم DNAاز اهداف آن  يکي احتمالاًاست و  يفراوان
 خوردهچيپ يستونيست بلکه به دور اکتامر هيبرهنه ن DNA، سلول

ز اهسته سلول  کهييازآنجا، سازديمبه نام نوکئوزوم  يو ساختار
در  يو تاکنون مطالعات باشديمضد تومور  ياهداف داروها نيترمهم

ل يتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندوليانکنش اکسيم خصوص
ده بر نامبر يدرباره اثر دارو يچ اطلاعاتيصورت نگرفته و ه DNAبا 

DNA ان بات آن وجود ندارد. لذا مطالعه حاضر نشيتک رشته و ترک
-نيندولياهداف اکس عنوانبه توانديم BSAو  Ct-DNA دهديم
)H1-ته ل درون هسته سلول در نظر گرفيتريل) استونيا-۵-تترازول

  شوند.
 ۲۶۰در  BSAو  Ct-DNAش جذب ياز افزا آمدهدستبهج ينتا

مشارکت  دهندهنشانوابسته به غلظت بوده و  صورتبهنانومتر  ۲۸۰و 
 يهمکار طورنيهمو  DNA يفسفات و بازها يهاگروه

بالا  يهاغلظت. در باشديمانکنش با دارو يدر م BSA يکروموفورها
 Ct-DNAل ساختار يتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندولياکس
 . شدتابدييمش يزان جذب افزايم جهيدرنتباز شده و  BSAو 
شتر يل بيتما دهندهنشان BSAو  Ct-DNAش جذب در مورد يافزا

  .دهديمرا نشان  هامولکولن ياتصال به ا يدارو برا
 در حضور دارو هاآنانکنش يو م BSA يکروموفورها يخاموش

قدرت  ي. بررسشوديم BSAموجب کاهش شدت نشر فلورسانس 
دارو نشان  يآمده برادستب استرن ولمر بهين ضرياتصال بو همچن

اثر  ليتريل) استونيا-۵-تترازول-H1(-نيندولياکس دهد کهيم
 يدارد. خاموش BSA يکروموفورهابر  يقو يکنندگخاموش

، نانومتر ۲۷۸در  BSAج يينانومتر پس از ته ۳۵۰فلورسانس در 
, ۲۴(باشد يم BSAک در ساختار يآرومات يدهاينواسيمربوط به آم

متشکل از  BSAنشان داده که  يستالي. مطالعات ساختار کر)۲۵
 IIو  Iت يشامل سا يدو محل اتصال اصل يدارا نهيدآمياس ۵۸۳

و  IIAن ير دوميز زيآبگر يهاحفرهب در يبه ترت IIو  Iت ياست. سا
است  تربزرگ نسبتاًاندازه  ازنظر Iت يقرار دارند. سا IIIAن ير دوميز

ل يک تمايکليبات هتروسيو ترک نيترميحج، نيتريخنثکه در آن 
 IIت يسا، ز دارند. در مقابليآبگر وانفعالاتفعلق يبه اتصال از طر

 يهابرهمکنشاز  يبياست که شامل ترک ترکوچکاندازه  ازنظر
رسد يبه نظر م، ک است.يو الکترواستات يدروژنيوند هيپ، زيآبگر

оI- يهايسه منحنيباشد. از مقا BSAمحل اتصال دارو به  IIت يسا

100× оI/I 1(-نيندولياکس يل اتصاليان نمود که تمايتوان بيمH-
-Ctشتر از اتصال آن به يب BSAل به يتريل) استونيا-۵-تترازول

DNA ن يب ايش يولمر و از رو -است.. با کمک معادله استرن
 °C يدر دما BSAو  DNA-Ct )SV(Kولمر  -ثابت استرن، يمنحن

 M 310×973. =SVK-۱1و  M 310× 1.015 =SVK-1 بيبه ترت ۲۵
ب يبه ترت BSAو  Ct-DNA يبرا Kaبه دست آمد. محاسبه مقدار 

1-M 310× 162.293  1و-M 310× 218.373 يهاگاهيو تعداد جا 
 يبرا ۰۶۱/۱ و ۰۷۹/۱ب يبه ترت BSAو  Ct-DNA (n)اتصال 
VPA نيندولياکس ياز روش فلورسانس برا-)H1-ل) يا-۵-تترازول
-H1(-نيندولياکس فيضع يل اتصاليانگر تماينما ليترياستون

  است. BSAبه نسبت  Ct-DNAل به يتريل) استونيا-۵-تترازول
-نيندوليدر حضور اکس BSAرات ساختار ييتغ CDف يط

)H1-ش يافزادهد که با يلرا نشان ميتريل) استونيا-۵-تترازول
تار موجود در ساخ يچ آلفايمربوط به مارپ يمول يواريضيب، غلظت
شود. يتر شده مينانومتر منف ۲۲۰ه يدر ناح يستونيه يهانيپروتئ

چه يپ ش مقداريتوانند باعث افزايدهد که دارو مير نشان ميين تغيا
ر يثن تأيبالا ا يهاکه در مورد غلظت، شود BSAنامنظم در ساختار 

تر نانوم ۲۴۵ه يدر ناح DNAمولکول  elipticityر يياست. تغ شتريب
 انکنشيم علاوهبه. باشديم B-DNA ير حالت راستگردييانگر تغيب

. شوديم elipticityنانومتر سبب کاهش  ۲۷۵و  ۲۲۰دارو در 
ر يتأث دهندهنشاننانومتر  ۲۷۵و  ۲۴۵، ۲۲۰رات در ييتغ يطورکلبه

 در Bون ير کانفورماسييبازها است که سبب تغ stackingبر  دارو
" احتمالاًو  DNAدوم مولکول  يو کاهش ساختارها DNAساختار 

  .شوديم C-DNAا يو  Aبه  B-DNAر ييتغ
-H1(-نيندوليانکنش اکسيج حاصل از ميبا توجه به نتا

از  يکه حاک BSAو  Ct-DNAل با يتريل) استونيا-۵-تترازول
، باشديم Ct-DNAنسبت به  BSAاتصال به  ياد دارو برايل زيتما

 نيترمهماز  يکي عنوانبه BSAو  Ct-DNAر شدن به يدرگ احتمالاً
-نيندولين با اکسيموجود در ساختار کرومات يهاهدف نيترياصلو 
)H1-باشديمل يتريل) استونيا-۵-تترازول.  
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Abstract 
Background & Aims: In recent decades, the application of tetrazole structures in various fields of 
medicine and industry has become very important, because they can cause structural and thus functional 
changes in the proteins. In this article, the effect of a new tetrazole derivative on calf thymus DNA (Ct-
DNA) as well as on bovine serum albumin protein (BSA) in the solution was determined using various 
spectroscopic methods in vitro. 
Materials & Methods: The primary, secondary, and tertiary structures of BSA proteins and Ct-DNA 
were studied using UV-Vis spectroscopy, circular dichroism (CD), and fluorescence spectroscopy, 
respectively. 
Results: The results showed that the optical density of Ct-DNA and BSA were increased in the resukt 
of interactions with oxindolin-(H1-tetrazol-5-yl) acetonitrile at 260 and 280 nm. The emission spectra 
of Ct-DNA and BSA decreased dependent to the concentration of oxindolin-(H1-tetrazol-5-yl) 
acetonitrile, which indicates the binding of oxindolin-(H1-tetrazol-5-yl) acetonitrile to chromophores in 
Ct-DNA and BSA. Binding of oxindolin-(H1-tetrazol-5-yl) acetonitrile causes a significant increase in 
ellipticity, circular dichroism of DNA molecules in the regions of 220 and 275 nm, and increase in its 
negativity in 245 nm, which shows an stronger binding of oxindolin- (H1-tetrazol-5-yl) acetonitrile to 
Ct-DNA. As the concentration increases, the molar ellipse associated with the alpha helix in the BSA 
structure becomes more negative in the 220 nm region, which indicates an increase in the amount of 
irregular coils in the structure of BSA. 
Conclusion: The obtained results can provide useful information in the field of designing drugs with 
tetrazole derivatives with more anti-tumor effect and less side effects. 
Keywords: Bovine Serum Protein, Calf Thymus DNA, Circulation Dictionary Spectroscopy, 
Fluorescence Spectroscopy, Oxindoline-(H1-tetrazol-5-yl) Acetonitrile 
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