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Background and Objectives Despite several studies and abundant efforts to control microbial agents, 
humans have not yet been able to eliminate these agents. Recent studies have shown that gold(I) com-
pounds are promising candidates for making antimicrobial drugs. The interest in gold-based drugs is 
increasing day by day. Inhibition of the thioredoxin reductase (TrxR) enzyme is the most important bio-
logical target for antimicrobial gold(I) compounds.
Subjects and Methods  In this study, the antimicrobial properties of five diphenyl pyridine phosphine 
gold(I)-thiolate compounds against gram-positive bacteria (P. aeruginosa, E. coli), gram-negative bacteria 
(S. aureus, B. subtilis), a fungus (C. albicans), and a yeast (S. cerevisiae) were evaluated. The molecular 
docking studies were carried out using AutoDock 4.2 to find the best compound in the active site of the 
TrxR enzyme (PDB ID: 4CBQ).
Results The gold(I) compounds had a minimum inhibitory concentration (MIC) value ranged from 3 to 
100 μg/mL. The most active compound was Au3 which had a MIC of 3.89, 3.15, 4.36, 5.44, 6.13, and 
8.37 μg/mL against P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, B. subtilis, C. albicans and S. cerevisiae, respectively.  
Conclusion The gold(I) compounds act better on gram-negative bacteria and yeast strains compared to 
auranofin as antirheumatic drug. These compounds, especially the Au3, are potentially valuable for the 
control of antimicrobial agents.
Keywords Diphenyl pyridine phosphine gold(I)-thiolate, antimicrobial activity, Molecular docking, thio-
redoxin reductase 
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Extended Abstract

Introduction

he spread of resistance to antimicrobial 
agents is currently considered as one of the 
major global health problems. Treatment-
resistant hospital-acquired infections can 

cause an increase in mortality rate and treatment costs. 
Currently, Staphylococcus aureus, enterococci, Pseudo-
monas aeruginosa, Escherichia coli and Candida albi-
cans are the main causes of hospital-acquired infections. 
Due to the prevalence of fungal and bacterial infections 
in recent years, efforts are being made to design and 
synthesize novel compounds that are effective against 
these organisms. Evaluation of the antimicrobial activ-
ity of the diphenyl pyridine phosphine gold(I)-thiolate 
compounds was first done by Robert Koch at the end of 
the 19th century, who showed that potassium dicyanido-
aurate (I) with formula K[Au(CN)2], had antimicrobial 
activity against Mycobacterium tuberculosis. In the mid-
20th century, gold(I) complexes were used clinically as 
anti-inflammatory agents for the treatment of various 
rheumatic diseases, including psoriatic arthritis, juvenile 
arthritis, and palindromic rheumatism. Recent studies 
have shown that gold(I) compounds are promising can-
didates for making antimicrobial drugs. The interest in 
gold-based drugs is increasing. Inhibition of the thiore-
doxin reductase (TrxR) enzyme is the most important 
biological target for antimicrobial gold(I) compounds.

 

Methods

In this study, five diphenyl pyridine phosphine gold(I)-
thiolate compounds underwent biological evaluation. 
All compounds contained the diphenyl-pyridinephos-
phine ligand. They were attached to chlorine in the Au1 
complex and to thiolate ligands (2-mercaptopyridine, 
2-mercaptopyrimidine, 2-mercaptobenzothiazole and 
2-mercapto-dihydro-thiazole) in Au2- to Au5 complex-
es. Bacteria and yeasts were stored as glycerol stocks 
at -80 °C. Before each experimental, they were gently 
placed on Mueller-Hinton plates. Colonies of new pre-
pared plates were incubated overnight at 37 °C in 5 mL 
of media. The overnight culture medium was diluted to 
OD600<0.01 in 2 mL of new prepared media in ster-
ile culture tubes. The compounds (auranofin and syn-
thesized gold compounds) were dissolved in dimethyl 
sulfoxide (DMSO) and a concentration of 1 mg/mL was 
prepared from them. Then, they were diluted at specific 
concentrations in cell culture tubes. Control tubes for 
each cell type were incubated with an equivalent concen-
tration of DMSO. The 200-μL cultures were transferred 
to a 96-well plate. The plates were incubated at the ap-
propriate temperature and were shaken in a microplate 
reader (ELx808, Biotek Co.). Growth measurements 
(OD600) were performed automatically every hour for 
24 hours. The minimum inhibitory concentration (MIC) 
was determined as the concentration at which there was 
a negligible increase in the OD600 value from the initial 
reading after 24 hours.

T

Table 1. Results of analyzing antibacterial effects of the study compounds on Gram-positive and Gram-negative bacteria

Compounds

Antibacterial Activity (MIC) Mean±SD (μg/mL)

Gram-negative Gram-positive

P. aeruginosa E. coli S. aureus B. subtilis

Au1 54.78±1.39 42.65±2.12 65.18±2.41 52.48±1.17

Au2 6.32±0.41 5.12±0.70 18.27±0.61 6.01±1.51

Au3 3.89±0.59 3.15±0.86 4.36±0.73 5.44±0.67

Au4 4.12±0.33 4.54±0.73 29.45±1.39 21.76±1.12

Au5 23.35±1.64 18.53±1.09 54.21±1.16 28.15±1.14

Auranofin >100 >100 0.14±0.04 0.33±0.08

Ciprofloxacin    0.55 ±0.09 0.57±0.11 0.92±0.18 0.94±0.07
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ence of aromatic thiolate ligand significantly increased 
the antimicrobial activity.

The binding of these compounds to the amino acids 
of the active site of the TrxR enzyme was also investi-
gated. As shown in Figure 1, the Au2 compound formed 
a weak hydrogen bonding with amino acid Thr269 
through sulfur attached to its pyridine ring. The binding 
of gold atom to amino acid Cys286, which is one of the 
most important binding compounds of TrxR inhibitors, 
was also observed. 

Discussion

In this study, the antimicrobial effects of five diphenyl 
pyridine phosphine gold(I)-thiolate compounds on two 
types of gram-negative bacteria (P. aeruginosa and E. 
coli), two types of gram-positive bacteria (S. aureus and 
B. subtilis), one type of fungus (C. albicans) and one 
type of yeast (S. cerevisiae) were evaluated. These com-
pounds showed good antimicrobial activity and had high 
potential in inhibiting the growth of microbial cells. The 
best compound complex was Au3. These compounds 
act much better especially on gram-negative and yeast 
strains compared to auranofin as antirheumatic drug. 
These compounds, especially the Au3, are potentially 
valuable for drug development and can be a promising 
antimicrobial agent.

Molecular docking studies of these compounds were 
performed on TrxR enzyme using AutoDock 4.2. In this 
regard, the best X-ray crystallographic structure of a 
TxrR enzyme with PDB code of 4CBQ was extracted 
from the protein data bank. The ranking was done only 
based on the ligand-receptor binding free energy data 
from the final AutoDock docking log file (dlg). MOE 
2014 and ADT software were used to analyze the inter-
action of compounds with the receptor.

Result

The results from analyzing the antibacterial effects of 
the study compounds on standard and clinical samples 
of Gram-positive and Gram-negative bacteria are shown 
in Table 1. The antibacterial activity of all compounds 
were compared with the antibacterial activities of au-
ranofin (an anti-rheumatoid gold-containing drug) and 
ciprofloxacin. These compounds had the MIC values 
ranged from 3 to 100 μg/mL. The most active compound 
(Au3) had an MIC of 3.89, 3.15, 4.36, 5.44, 6.13, and 
8.37 μg/mL against P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, B. 
subtilis, C. albicans and S. cerevisiae, respectively. Mo-
lecular docking was performed to find out their binding 
site and binding mode to the TrxR. In evaluating the ef-
fects of antifungal and yeast activity of gold complexes 
on C. albicans and S. cerevisiae, the highest antifungal 
activity observed was related to the Au3 compound.

The structure-activity relationship of gold(I) com-
pounds showed that the absence of thiolate ligand sig-
nificantly reduced the antimicrobial activity. The pres-

Fereidoonnezhad M & Nosrati S. Antimicrobial Activity of Diphenyl Pyridine Phosphine Gold(I)-thiolate Compounds. JSMJ. 2022; 21(2):218-233

Figure 1. Two- and three-dimensional view of the interaction of Au2 compound with the amino acids in the active site of the TrxR 
enzyme (4CBQ).
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مقاله پژوهشی

ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی و انجام مطالعات داکینگ مولکولی کمپلکس های دی فنیل پیریدین 
فسفین طلا)I(-تیولات با آنزیم تیوردوکسین ردوکتاز

زمینه و هدف علي رغم تحقیقات گسترده و تلاش هاي فراوان جهت كنترل عوامل میکروبی، بشر هنوز موفق به حذف اين عوامل نشده 
است. مطالعات اخیر نشان داده است كمپلکس های طلا، كانديداهای نويدبخشی برای داروهای ضدمیکروبی هستند. در شیمی دارويی، 
علاقه مندی به داروهای برپايه فلزات طلا، روز به روز در حال افزايش است. مهار آنزيم تیوردوكسینردوكتاز مهم ترين هدف بیولوژيک 

كمپلکس های طلای ضدمیکروبی است.
روش بررسی در اين مطالعه، فعالیت ضدمیکروبی 5 عدد از كمپلکس های فسفین طلا)I(-تیولات، بر روی 2 گونه باكتری گرم 
منفی )پسودوموناس آئروژينوزا، اشرشیاكلي(، 2 گونه باكتری گرم مثبت )استافیلوكوک اورئوس، اسیلوس سوبتیلیس، يک گونه 
قارچ كانديدا آلبیکنس و يک گونه مخمر ساكارومايسس سرويزيه( مورد ارزيابی قرار گرفتند. مطالعات داكینگ مولکولی اين 
تركیبات با آنزيم تیوردوكسینردوكتاز به عنوان اهداف تركیبات طلا با استفاده از نسخه 4،2 نرم افزارAutoDock بر روی ساختار 

PDB با كد 4CBQ  انجام شد.

یافته ها اين تركیبات، فعالیت ضدمیکروبی مطلوبی از خود نشان می دهند. بهترين تركیب از میان تركیبات مجموعه )Au3( دارای حداقل 
غلظت مهاركنندگی برابر با 3/89، 3/15، 4/36 ،5/44 ،6/13 و 8/37 میکروگرم بر میلی لیتر به ترتیب بر روی گونه های پسودوموناس 
آئروژينوزا، اشرشیاكلي، استافیلوكوک اورئوس، اسیلوس سوبتیلیس، كانديدا آلبیکنس، ساكارومايسس سرويزيه مورد ارزيابی قرار گرفتند. 
مطالعات داكینگ مولکولی اين تركیبات با آنزيم تیوردوكسینردوكتاز است. نحوه و چگونگی اتصال آن ها به آنزيم تیوردوكسینردوكتاز با 

داكینگ مولکولی بررسی شده است.
نتیجه گیری اين تركیبات به ويژه بر گونه های گرم منفی و مخمر از داروی ضدروماتوئیدی آرونوفین به مراتب بهتر و قدرتمندتر عمل 

می كنند. اين تركیبات و به ويژه Au3 اين قابلیت را دارند تا در مسیر آينده كنترل عوامل میکروبی بیشتر مورد توجه قرار گیرند.
کلیدواژه ها كمپلکس های دی فنیل پیريدين فسفین طلا)I(-تیولات، ارزيابی فعالیت ضدمیکروبی، داكینگ مولکولی، برهم كنش با آنزيم 

تیوردوكسین ردوكتاز
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مقدمه

در كنار كاربرد های بسیار طلا در دندان پزشکی، سیستم  های 
فلز و كمپلکس  های آن در  اين  الکترونیک،  و  پولی، جواهرات 
علم طب در طول تاريخ تمدن برای درمان طیف گسترده ای از 
بیماری ها استفاده شده است.كمپلکس های طلا٬ نقش دارويی 
مهمی را از زمان باستان ايفا می كنند و كاربرد آن ها به بیش 
از خاصیت  بهره گیری   .]1[ بازمی گردد  پیش  سال  هزار  دو  از 
ضد میکروبی كمپلکس های طلا٬ از كار رابرت كخ در پايان قرن 
19 نشأت می گیرد. كسی كه نشان داد پتاسیم دی سیانیدو آورات 
)K[Au(CN(2[ ،)I، در برابر مايکوباكتريوم توبركلوزيس1 عامل 
بیماری سل، فعالیت ضدمیکروبی دارد. در اواسط قرن بیستم، 
از كمپلکس  های طلا1 به عنوان عوامل ضدالتهاب مفصل برای 
درمان روماتیسم مفصلی و انواع بیماری های روماتیسمی ازجمله 
روماتیسم  نوجوانان،  مفصل  التهاب  پسورياتیک،2  مفاصل  ورم 
پالیندرومیک و لوپوس اريتماتوی قرص مانند3 استفاده بالینی شد 
]2[. پس از آن، تعداد زيادی از كمپلکس  های طلا1 و طلا 3 برای 
استفاده بالقوه از آن ها در درمان سرطان، آسم، به عنوان عوامل 
ضد ايدز 4 و ضدمیکروبی در برابر طیف گسترده ای از باكتری ها، 

قارچ ها و انگل ها ارزيابی شدند ]3- 6[.

شیوع مقاومت به عوامل ضدمیکروبي، در حال حاضر به عنوان 
مي شود.  محسوب  جهاني  بهداشت  بزرگ  معضلات  از  يکي 
میزان  افزايش  درمان، سبب  به  مقاوم  بیمارستاني  عفونت هاي 
مرگ ومیر و هزينه هاي درماني مي شوند]٬7 8[. در حال حاضر 
استافیلوكوک اورئوس5، انتروكوک ها6، پسودوموناس آئروژينوزا7،  
اصلي  عوامل  به عنوان  آلبیکنس9،  كانديدا  و  اشرشیاكلي8 
عفونت هاي بیمارستاني مطرح می شوند ]٬9 1۰[. باتوجه به شیوع 
عفونت هاي قارچی و باكتريايی در سال هاي اخیر، سعي بر اين 
است كه تركیبات جديد مؤثر بر اين ارگانیسم ها طراحي و سنتز 

شوند ]٬11 12[.

در اين طرح، ارزيابی فعالیت ضدمیکروبی تركیبات دی فنیل 
پیريدين فسفین طلا1-تیولات كه اخیراً سنتز شده اند ]13[ و 
با استفاده از روش های NMR، تحلیل عنصری )CHN( و پراش 
گونه  دو  روی  شده اند،  ساختار  تعیین  كاملًا  ايکس1۰  پرتوی 
باكتری گرم منفی )پسودوموناس آئروژينوزا و اشرشیاكلي(، دو 
باسیلوس  و  اورئوس  )استافیلوكوک  مثبت  گرم  باكتری  گونه 

1. Mycobacterium tuberculosis
2. Psoriatic arthritis
3. Discoid lupus erythematosus
4. Human immunodeficiency virus (HIV)
5. S. aureus
6. Enterococcus
7. P. aeruginosa
8. E. coli
9. C. albicans
10. X-Ray

سوبتیلیس(، يک گونه قارچ )كانديدا آلبیکنس( و يک گونه مخمر 
)ساكارومايسس سرويزيه( مورد ارزيابی قرار می گیرد و تلاش بر 
اين است كه درنهايت منجر به ارائه تركیبات جديد با خاصیت 
ضدمیکروبی شود. ازآنجايی كه مکانیسم اصلی تركیبات طلای 
است  ردوكتاز  تیوردوكسین  آنزيم  مهار  ازطريق  ضدمیکروبی 
]14[، بنابراين برهم كنش تركیبات مورد بررسی با اين آنزيم در 
فاز مولکولار مدلینگ بررسی شد. برای بررسی مکانیسم عمل 
تركیبات موردمطالعه، داكینگ مولکولی آن ها در جايگاه فعال 
آنزيم تیوردوكسینردوكتاز11 بررسی می شود و نحوه و چگونگی 
و  می گیرد  قرار  بررسی  مورد  كاملًا  آنزيم  اين  به  آن ها  اتصال 

درنهايت رابطه ساختار فعالیت آن ها بررسی می شود.

روش بررسی

در اين مطالعه، 5 كمپلکس طلا1 )تصوير شماره 1( برای ارزيابی 
بیولوژيک بررسی شدند ]13[. تمامی كمپلکس ها طلای1 است 
كه از يک سو همگی در بردارنده لیگاند دی فنیل پیريدين فسفین 
هستند. از سوی ديگر، طلای1 متصل به كلر در كمپلکس Au1 و 
متصل به لیگاندهای تیولاتی در كمپلکس های Au2-Au4 است. 
لیگاند تیولاتی به ترتیب 2- مركاپتوپیريدين، 2-مركاپتوپیريمیدين، 
در  هیدروتیازول  2-مركاپتودی  و  2-مركاپتوبنزوتیازول 

كمپلکس های Au2 تا Au5 است )تصوير شماره 1(. 

روش تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی12 برای ترکیبات طلا1

باكتری ها و مخمرها به صورت استوک های گلیسرول در دمای 
°8۰C- نگه داری شدند و قبل از هر مجموعه آزمايشی به  آرامی بر 
روی پلیت های Mueller–Hinton يا YEPD قرار داده می شدند. 
 tryptic( 5 از مدياmL كلونی های پلیت های تازه آماده شده در
و  اشرشیاكلي  و  آئروژينوز  پسودوموناس  برای   soy broth
استافیلوكوک اورئوس و YPD broth برای مخمر ساكارومايسس 
 37C° سرويزيه انکوبه شدند و به مدت شب تا صبح در دمای
)در خصوص مخمر ساكارومايسس سرويزيه دمای °3۰C( رشد 
 Thermo OD6۰۰<۰/۰1 داده شدند. محیط كشت شبانه روز به
 2mL در )Spectronic, Genesys8) spectrophotometer
از مديای تازه تهیه شده در تیوب های كشت استريل رقیق شدند. 
 DMSO و كمپلکس های سنتزی طلا( در auranofin( تركیبات
حل شدند و غلظت 1میکروگرم بر میکرولیتر از آن ها تهیه شدند. 
سپس در غلظت های مشخص درون تیوب های كشت سلولی 
غلظت  با  سلول  نوع  هر  برای  كنترل  تیوب های  شدند.  رقیق 
اكی والان DMSO تنها انکوبه شدند. كشت ها به حجم 2۰۰ 
میکرولیتر13 درون پلیت 96 تايی منتقل شدند. پلیت ها در دمای 
 Biotek ELx808 plate reader در  و  انکوبه شدند  مناسب 

11. TrxR
12. Minimum Inhibitory Concenteration (MIC)
13. Microliter (μL)
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تصویر1. ساختار كمپلکس های دی فنیل پیريدين فسفین طلا)I(-تیولات مورد استفاده در ارزيابی بیولوژيک ]13[

P
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Au X

XH = N SH N

N

SH

N

S
SH

N
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SH

2 3

4 5

Au1-Au5

Cl 
 , ,

1

تکان داده شدند. اندازه گیری های رشد )OD6۰۰( به مدت يک 
روز در هريک ساعت ثبت شد. در حداقل غلظت مهاركنندگی، 
 OD6۰۰ غلظتی تعیین شد كه در آن افزايش ناچیزی در مقدار
از خواندن آغازين بعد از 24 ساعت وجود داشته باشد ]15[. هر 

كدام از نمونه ها به صورت مستقل با 3 بار تکرار تست شدند. 

داکینگ مولکولی

آنزيم  با  تركیبات  اين  مولکولی  داكینگ  مطالعات 
تیوردوكسینردوكتاز توسط نسخه4،2  نرم افزاراتوداک14 انجام شد. 
به منظور انجام مطالعات داكینگ، بهترين ساختار كريستالوگرافی 
كد    PDB با تیوردوكسینردوكتاز  آنزيم  به  مربوط  ايکس  اشعه 
4CBQ بانک داده های پروتئینی استخراج شدند. با استفاده از 
نرم افزار modelface تمام تصحیح های اسید آمینه ای يا بازهای 
DNA انجام می شود و لیگاند كوكريستاله و آب حذف می شوند 
هیدروژن  اتم های   ADT نرم افزار  از  استفاده  با  سپس   .]16[
غیرقطبی در اتم كربن مربوطه ادغام شده و بارالکتريکی كُلمن15 
و پارامترهای حلال پوشی ماكرومولکول محاسبه و در نهايت فايل 
ماكرومولکول به صورت pdbqt ذخیره شد. از سوی ديگر، ساختار 
2 بعدی كمپلکس های دی فنیل پیريدين فسفین طلا1-تیولات 
با استفاده از نرم افزار ChemBioDraw 2D ترسیم شد. سپس 
به محیط نرم افزار گرافیکی Hyperchem 8 منتقل شد. در اين 
روش  با  انرژی  ازنظر  لیگاند  كانفورماسیون  بهینه سازی  حالت، 

14. AutoDock (ADT)
15. Kollman Charge 

 Gaussian 09 مولکولار مکانیک16 انجام شد. در ادامه با برنامه
و تحت روش Hartree-Fock بهینه شدن انرژی انجام شد. اين 
فايل به صورت pdb ذخیره شد. پس از بهینه سازی انرژی لیگاند، 
بارالکتريکی گَستیگِر17، بارهای الکتريکی اتم كه به صورت تجربی 
محاسبه می شود و تعداد درجات آزادی زوايای پیچشی18 لیگاند 
با استفاده از نرم افزار ADT محاسبه شد. درنهايت فايل لیگاند به 

صورت pdbqt ذخیره شد. 

داكینگ  موردنیاز  ورودي  فايل هاي  آماده سازی  از  پس 
)ماكرومولکول، لیگاند و نقشه اتصال(، مطالعات داكینگ به منظور 
مدل سازي برهم كنش هاي لیگاند-DNA و آنزيم، با استفاده از 
الگوريتمي تحت عنوان ژنتیک لاماركین19 انجام شد. در مطالعه 
حاضر، بر اساس حجم مولکولی لیگاندهای طراحی شده، شبکه ای 
با ابعاد 4۰×4۰×4۰ آنگستروم برای 4CBQ در راستای محورهای 
آنگستروم   ۰/375 شبکه  نقاط  فاصله  و  مختصات  گانه    3
)يک چهارم طول پیوند ساده كربن-كربن( كه دربرگیرنده جايگاه 
فعال آنزيم بود، در نظر گرفته شد. مختصات مركز جعبه برای 
رسپتور 4CBQ عبارت اند از )4/92-، 7/11-، 22/25-(. محاسبه 
اتوگريد با پارامترهای تخصیص يافته منجر به تولید فايل نقشه 
اتم های مختلف می شود. به منظور اجتناب از تکرار در محاسبه 
اتوگريد برای هريک از لیگاندهای بانک ساختاری، نقشه تمام 
اتم هايی كه توسط نرم افزار اتوكد پوشش داده می شود، محاسبه 

16. Molecular Mechanics (+MM)
17. Gastiger
18. Torsional degree of freedom
19. Lamarckian Genetic Algorithm (LGA)
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و از اين فايل ها در تمام محاسبات استفاده شد. در مرحله بعد، 
بايد فايل های اجرايی برنامه تعريف شده و همچنین پارامترهای 
مختلف داكینگ نیز تنظیم شود. اين اطلاعات به صورت فايل 
ذخیره   ADT نرم افزار  با  و   )dpf( داكینگ  پارامتر  خروجی 
لازم  هستند،  فلزدار  موردمطالعه  تركیبات  ازآنجاكه  می شوند. 
است كه در خروجی های داكینگ )gpf و dpf( پارامتر فلز طلا 
براساس  تنها  فايل های مذكور كپی شود ]17[. رتبه  بندی  در 
خروجی  فايل  از  لیگاند-رسپتور  اتصال  آزاد  انرژی  داده های 

نهايی داكینگ )dlg( انجام شده است. جهت نشان دادن نحوه 
 MOE برهمکنش تركیبات با گیرنده از نسخه 2۰14نرم افزارهای
]18[ و ADT استفاده شد. دراين مطالعه، از يک روش متداول 
برای معتبر سازي محاسبات داكینگ استفاده شده است. در اين 
روش، اختلاف مجذور مربع میانگین2۰ مختصات اتم هاي مربوط 
به كنفورماسیون لیگاند اصلي مستخرج از ساختاركريستالوگرافي 

20. Root-Mean-Square Deviation (RMSD)

جدول1. نتايج ارزيابی فعالیت ضدباكتريايی تركیبات روی باكتری های گرم مثبت و منفی به صورت حداقل غلظت میکروگرم بر میلی لیتر

کد ترکیب

 میانگین±انحراف معیار

حداقل غلظت مهاری

باکتری های گرم مثبتباکتری های گرم مثبت

باسیلوس سوبتیلیس استافیلوکوک اورئوس اشرشیاکليپسودوموناس آئروژینوزا 

Au1 54/78±1/39 42/65±2/12 65/18 ± 2/41 52/48±1/17

Au26/32 ± 0/41 5/12 ± 0/70 18/27 ± 0/61 6/01±1/51

Au3 3/89 ± 0/59 3/15 ± 0/86 4/36 ± 0/73 5/44±0/67

Au4 4/12 ± 0/33 4/54 ± 0/73 29/45 ± 1/39 21/76±1/12

Au5 23/35 ± 1/64 18/53 ± 1/09 54/21 ± 1/16 28/15±1/14

0/18±0/33 0/04 ± 0/14 100<100<اورانوفین 

0/07±0/94 0/18 ± 0/92 0/11 ± 0/57 0/09 ± 0/55 سیپروفلوکساسین

جدول2. نتايج ارزيابی فعالیت ضدقارچ و مخمری تركیبات به صورت میکروگرم بر میلی لیتر

کد ترکیب

 میانگین±انحراف معیار

حداقل غلظت مهاری

مخمرقارچ

ساکارومایسس سرویزیه کاندیدا آلبیکنس 

Au1>1۰۰ >1۰۰

Au2 9/30 ± 0/58 6/78 ± 1/63

Au3 6/13 ± 0/51 8/37 ± 1/56

Au4 14/46 ± 1/43 39/76 ± 1/47

Au5 32/17 ± 2/14 42/85 ± 1/49

0/09 ± 0/39 2/78 ± 96/87 اورانوفین
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توسط  لیگاند،  اين  محاسبه شده  كانفورماسیون  برترين  و 
محاسبات داكینگ به عنوان معیاری از صحت بهترين كانفورمر 

پیش بینی شده توسط نرم افزار استفاده شده است.

یافته ها

ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی

نمونه های  روی  بر  موردبررسی  تركیبات  ضدباكتريايی  اثر 
و منفی در جدول  باكتری های گرم مثبت  بالینی  و  استاندارد 
غلظت  حداقل  )میانگین±انحراف معیار  به صورت   1 شماره 
مهاری/میکروگرم بر میلی لیتر( 21 نشان داده شده است. فعالیت 
داروی  ضدباكتريايی  فعالیت  با  تركیبات  تمامی  ضد باكتريايی 
همچنین  و  خود22  ساختار  در  طلا  اتم  دارای  ضدروماتوئیدی 

آنتی بیوتیک سیپروفلوكساسین مقايسه شده است.

اثر ضد قارچ و مخمری تركیبات موردبررسی بر روی نمونه های 
استاندارد و بالینی قارچ و مخمر موردبررسی در جدول شماره 2 

21. MIC±SD(μg/mL)
22. Auranofin

به صورت )میانگین±انحراف معیار حداقل غلظت مهاری/میکروگرم 
بر میلی لیتر( نشان داده شده است. فعالیت ضدقارچ و مخمری 
تمامی تركیبات با فعالیت ضدباكتريايی داروی اورانوفین مقايسه 

شده است.

داکینگ مولکولی

آنزيم  فعال  جايگاه  روی  بر  موردمطالعه  كمپلکس های 
بر  تركیبات  اين مرحله،  تیوردوكسینردوكتاز23 داک شدند. در 
رتبه  بندی،  اين  شدند.  رتبه بندی  تخصیص يافته  امتیاز  اساس 
انجام  لیگاند-رسپتور  اتصال  آزاد  انرژی  داده های  براساس  تنها 
شده است. همان طور كه در جدول شماره 3 مشاهده می شود 
تركیب Au3 دارای بهترين )منفی ترين( انرژی اتصال به آنزيم 
تیوردوكسین ردوكتاز است. اين تركیب، به دلیل داشتن حلقه 
پیريمیدين در ساختار خود نسبت به ساير تركیبات در اتصال 
اتصال 6/88-  انرژی  با  و  است  كرده  عمل  بهتر  آنزيم  اين  به 
كیلوكالری برمول به اين آنزيم متصل می شود. در مقايسه فعالیت 
ضدمیکروبی اين تركیبات، تركیب Au3 فعالیت ضدمیکروبی بهتر 

23. Thioredoxin reductases (TrxR)

جدول 3. نتايج انرژی داكینگ )كیلوكالری بر مول( تركیبات با آنزيم تیوردوكسینردوكتاز

4CBQالف کد ترکیب

-6/01 Au1

-6/69 Au2

-6/88 Au3

-6/72 Au4

-6/37 Au5

  (4CBQ)با جايگاه فعال آنزيم تیوردوكسینردوكتاز Au2 تصویر 2. نمايش 2 بعدی و 3 بعدی نحوه برهم كنش تركیب
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و قوی تری نسبت به سايرين از خود نشان می دهد. نتايج فعالیت 
بیولوژيک حاكی از آن است كه بخشی از بهتر بودن نتايج طلای 3 
در قیاس با بقیه تركیبات به اتصال بهتر آن به آنزيم تیوردوكسین 

ردوكتاز كه از اهداف اصلی كمپلکس های طلا است، می باشد.

اورانوفین  داروی  با  ردوکتاز  تیوردوکسین  کریستالی  ساختار 
Cys286 متصل به

بعد از مشخص شدن جايگاه هر تركیب در رتبه بندی داكینگ، 
برهم كنش  نحوه  گرفت  قرار  بررسی  مورد  كه  مهمی  فاكتور 
آنزيم  فعال  جايگاه  كلیدی  آمینه  اسیدهای  با  تركیبات 
تیوردوكسینردوكتاز است. در حین فرايند بررسی نتايج داكینگ 
كمی،  داده های  بر  تکیه  با  نمی توان  تنها  رسپتور،  با  تركیبات 
داكینگ غربالگری را انجام داد. نکته تعیین كننده در اين مرحله 
ارزيابی نحوه برهم كنش برترين كانفورمر پیش بینی شده توسط 
داكینگ با جايگاه فعال رسپتور است. چه بسا لیگاندی انرژی 
آزاد پیوند شدن بزرگ )منفی( داشته باشد، اما به موقعیتی به 
غیر از جايگاه فعال آنزيم متصل شود و يا حتی با وجود اتصال به 
جايگاه فعال٬ برهم كنش های كلیدی با اسیدهای آمینه ای را كه 

در مدل های فارماكوفوری ارائه شده اند، نداشته باشد.

می شود،  داده  نشان   2 شماره  تصوير  در  كه  همان طور 
آنزيم  فعال  جايگاه  آمینه  اسیدهای  با  تركیبات  اين  اتصال 
تیوردوكسینردوكتاز نیز مورد بررسی قرار گرفته است. تركیب 
Au2 از طريق سولفور متصل به حلقه پیريدينی خود با اسید 
آمینه Thr269 پیوند هیدروژنی ضعیفی برقرار كرده است. اتصال 
اتم طلا به اسیدآمینه Cys286-كه از مهم ترين اتصالات تركیبات 
اين  می شود.  ديده  نیز  است-  تیوردوكسینردوكتاز  مهاركننده 
تركیب، از طريق گروه فسفر خود با  اسیدآمینه Cys286 پیوند 

برقرار كرده است. 

نحوه برهم كنش تركیب Au3 نیز با آنزيم تیوردوكسینردوكتاز 
بررسی شد )تصوير شماره 3(. اين تركیب، از طريق سولفور متصل 
به حلقه پیريمیدينی و همچنین از طريق نیتروژن حلقه پیريدينی 
متصل به فسفر با اسید آمینه Thr269 پیوند هیدروژنی برقرار 
كرده است. مهم ترين اتصال اين تركیب كه بايد ديده شود، اتصال 
مشخص  همان طوركه  است.   Cys286 اسیدآمینه  به  طلا  اتم 
ازطريق  تركیب،  اين  می شود.  ديده  برهمکنش  نوع  اين  است 
گروه فسفر خود نیز با اسیدآمینه Cys286 پیوند برقرار كرده 
است. بنابراين در فاز مولکولارمدلینگ اثر مهاری اين تركیبات 
بر آنزيم تیوردوكسینردوكتاز قابل اثبات است. محققان پژوهش 
ردوكتاز  تیوردوكسین  آنزيم  بر  تركیبات  اين  اثربخشی  حاضر٬ 
میتوكندريايی و سیتوزولی را به صورت آزمايشگاهی اثبات كرده اند 
]13[ كه در ادامه نحوه و چگونگی اتصال به آنزيم مورد ارزيابی 

قرار می گیرد.

بحث

همان طور كه در جدول شماره 1 ارائه شده است، در ارزيابی 
روی  بر  طلا  كمپلکس های  ضدباكتريايی  فعالیت  اثرهای 
اشرشیاكلي  و  آئروژينوزا  پسودوموناس  منفی  گرم  باكتری های 
بیشترين فعالیت ضد باكتريايی مشاهده شده در بین تركیبات 
مجموعه مربوط به تركیبات Au4 وAu3 است. اين 2 تركیب، 
به ترتیب دارای حداقل غلظت مهاری برابر با 3/89 میکروگرم بر 
میلی لیتر24 و 4/12 میکروگرم بر میلی لیتر بر روی پسودوموناس 
آئروژينوزو دارای حداقل غلظت مهاری برابر با 3/15 میکروگرم 
بر میلی لیتر و 4/54  میکروگرم بر میلی لیتر بر روی اشرشیاكلي 
واريانس يک طرفه شان  به روش تحلیل  آماری  هستند. تحلیل 
می دهد اختلاف معناداری بین اين 2 تركیب وجود ندارد. تركیب 
Au2 نیز فعالیت ضدباكتريايی مناسبی از خود نشان می دهد. اين 

24. μg/mL

4CBQ با جايگاه فعال Au3 تصویر 3: نمايش 2 بعدی و 3 بعدی نحوه برهم كنش تركیب
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تركیب دارای حداقل غلظت مهاری برابر با 5/12 میکروگرم بر 
میلی لیتر و 6/32  میکروگرم بر میلی لیتر بر روی باكتری های گرم 
منفی اشرشیاكلي و پسودوموناس آئروژينوزا است. ضعیف ترين 
اين تركیب در  از میان تركیبات مجموعه Au1 است.  تركیب 
غلظت های 42/65 میکروگرم بر میلی لیتر و 54/78  میکروگرم 
منفی  گرم  باكتری های  رشد  كامل  مهار  میلی لیتر باعث  بر 
اشرشیاكلي و پسودوموناس آئروژينوزا می شود. تمامی تركیبات 
مجموعه، اثر ضدباكتريايی قوی تری نسبت به داروی اورانوفین بر 
باكتری های گرم منفی نشان می دهند و تحلیل آماری واريانس 
يک طرفه نشان داد كه اين اختلاف معنادار است. حداقل غلظت 
مهاری >1۰۰ اورانوفین روی باكتری های گرم منفی  است. از 
با  مقايسه  اين مطالعه در  تركیبات معرفی شده در  سوی ديگر، 
آنتی بیوتیک سیپروفلوكساسین فعالیت ضعیف تری نشان دادند. 

همان طور كه در جدول شماره 1 آورده شده است، در ارزيابی 
اثرات فعالیت ضدباكتريايی كمپلکس های طلا بر روی باكتری های 
گرم مثبت استافیلوكوک اورئوس و باسیلوس سوبتیلیس بیشترين 
مجموعه  تركیبات  بین  در  مشاهده شده  ضدباكتريايی  فعالیت 
مربوط به تركیبات Au3 و Au2 است. اين 2 تركیب به ترتیب 
دارای حداقل غلظت مهاری برابر با 4/36 میکروگرم بر میلی لیتر 
و 18/27  میکروگرم بر میلی لیتر بر روی استافیلوكوک اورئوس و 
دارای حداقل غلظت مهاریبرابر با 5/44 میکروگرم بر میلی لیتر و 
6/۰1  میکروگرم بر میلی لیتر بر روی باسیلوس سوبتیلیس هستند. 
از میان تركیبات مجموعه Au1 است. اين  ضعیف ترين تركیب 
تركیب دارای حداقل غلظت مهاری برابر با 52/48 میکروگرم بر 
میلی لیتر و 65/18  میکروگرم بر میلی لیتر بر روی باكتری های 
گرم مثبت باسیلوس سوبتیلیس و استافیلوكوک اورئوس است. 

اين درحالی است كه تمامی تركیبات مجموعه، اثر ضدباكتريايی 
كمتری نسبت به داروی اورانوفین روی باكتری های گرم مثبت 
مهاری  غلظت  دارای 1>حداقل  اورانوفین  می دهند.  نشان 
آنتی بیوتیک  سوی ديگر،  از  است.  منفی  گرم  باكتری های  روی 
سیپروفلوكساسین فعالیت بسیار قدرتمندتری نسبت به تركیبات 

مجموعه از خود نشان می دهد. 

همان طور كه در جدول شماره 2 و تصوير شماره 4 ارائه شده 
است، در ارزيابی اثرهای فعالیت ضدقارچ و مخمری كمپلکس های 
ساكارومايسس  مخمر  و  آلبیکنس  كانديدا  قارچ  روی  بر  طلا 
بین  در  مشاهده شده  ضدقارچی  فعالیت  بیشترين  سرويزيه، 
به تركیب Au3 و بیشترين فعالیت  تركیبات مجموعه مربوط 
ضدمخمری مشاهده شده در بین تركیبات مجموعه مربوط به 
تركیباتAu2 است. تركیب Au3 به ترتیب دارای حداقل غلظت 
مهاری برابر با 6/13 میکروگرم بر میلی لیتر و 8/37  میکروگرم 
بر میلی لیتر بر روی كانديدا آلبیکنس و ساكارومايسس سرويزيه 
غلظت  حداقل  دارای  به ترتیب   Au2 تركیب  درحالی  كه  است. 
مهاری برابر با 9/3۰ میکروگرم بر میلی لیتر و 6/78 میکروگرم 
بر میلی لیتر بر روی كانديدا آلبیکنس و ساكارومايسس سرويزيه 
است. ضعیف ترين تركیب از میان تركیبات مجموعه Au1 است. 
اين تركیب دارای حداقل غلظت مهاری >1۰۰بر روی قارچ كانديدا 
آلبیکنس و مخمر ساكارومايسس سرويزيه است. اين درحالیست 
كه تمامی تركیبات مجموعه٬ اثر ضدقارچی كمتری نسبت به 
داروی اورانوفین نشان می دهند. اورانوفین دارای 1>حداقل غلظت 
مهاری بر روی قارچ كانديدا آلبیکنس است. ازسوی ديگر، تمامی 
تركیبات مجموعه به جز كمپلکس Au1 اثر ضدمخمری قوی تری 
نسبت به داروی اورانوفین بر روی مخمر ساكارومايسس سرويزيه 

تصویر 4. فعالیت ضدقارچ و مخمری كمپلکس های طلای Au1-Au5 روی باكتری های گرم مثبت حداقل غلظت مهاری)میکروگرم بر میلی لیتر(  
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نشان می دهند. 

باتوجه به نتايج بیولوژيک به دست آمده، در ادامه رابطه ساختار-
فعالیت كمپلکس های ضدمیکروبی طلا بررسی نشان داد كه در 
نگاه اول عدم حضور لیگاند تیولاتی فعالیت ضدمیکروبی را به طور 
تركیب  شد،  بیان  كه  همان طور  می دهد.  كاهش  چشمگیری 
Au1 كه به جای لیگاند تیولاتی دارای اتم كلر در ساختار خود 
است، ضعیف ترين نتايج ضدمیکروبی را از خود نشان می دهد. 
وجود لیگاند تیولاتی آروماتیک فعالیت ضدمیکروبی را افزايش 
 Au4 می دهد. در میان تركیبات دارای لیگاند تیولاتی، كمپلکس
ضعیف ترين نتايج ضدمیکروبی را نشان می دهد. اين تركیب دارای 
تیولاتی دی هیدروتیازول غیرآروماتیک است. قوی ترين  لیگاند 
تركیب مجموعه بر گونه های گرم مثبت، گرم منفی و قارچ يعنی 
تركیب Au3 دارای لیگاند تیولاتی پیريمیدين در ساختار خود 
اين حلقه،  نیتروژن در  به نظر می آيد وجود 2 گروه  است كه 
 Au2 به تركیب افزايش فعالیت ضدمیکروبی آن نسبت  باعث 
-كه لیگاند تیولاتی پیريدينی دارد- شده است. نتايج داكینگ 
مولکولی نیز نشان می دهد كه اين تركیب، بهترين اثربخشی را 
با آنزيم تیوردوكسینردوكتاز دارد. تركیب Au4 نیز با دارا بودن 
لیگاند تیولاتی بنزوتیازول فعالیت ضدمیکروبی مطلوبی نشان 
می دهد. داشتن حلقه آروماتیک و وجود گروه نیتروژن در اين 
حلقه نیز باعث افزايش فعالیت سیتوتوكسیک آن شده است، اما 
از سوی ديگر حجیم تر شدن مولکول باعث كاهش فعالیت آن 

درمقايسه يا Au3 می شود.

از  تركیبات طلای ضدمیکروبی  اصلی  مکانیسم  ازآنجايی كه 
طريق مهار آنزيم تیوردوكسین ردوكتاز است، بنابراين برهم كنش 
تركیبات موردبررسی با اين آنزيم در فاز مولکولار مدلینگ بررسی 
شد. برای بررسی مکانیسم عمل تركیبات موردمطالعه، داكینگ 
مولکولی آن ها در جايگاه فعال آنزيم تیوردوكسینردوكتاز بررسی 
شد و نحوه و چگونگی اتصال آن ها به آنزيم با داكینگ مولکولی 
كاملًا مورد بررسی قرار گرفته است. مطالعات داكینگ مولکولی 
در صورتی موفقیت آمیز خواهد بود كه روش های به كاررفته در 
آن اعتبارسنجی شده باشند. در اعتبارسنجی فرايند داكینگ، 
محقق شیمی دارويی به دنبال پاسخ به اين پرسش است كه 
منابع نرم افزاری و روش انتخاب شده تا چه میزان توانايی تمیز 
دادن بین تركیبات فعال و غیرفعال را دارند. روش های مختلفی 
برای اعتبارسنجی فرايند داكینگ و تابع امتیازدهی آن وجود 

دارد ]19[. 

پیش بینی شده  كانفورماسیون  بررسی  متداول،  روش  يک 
در فرايند داكینگ است. در اين روش، يک تركیب با ساختار 
و جهت گیری مشخص در جايگاه فعال آنزيم )معمولاً ساختار 
داكینگ  نرم افزار  از  استفاده  با  لیگاند(،  دارای  كريستالوگرافی 
دوباره در جايگاه فعال آنزيم داک می شود. نرم افزاری كه كانفورمر 
پیش بینی  شده توسط آن نسبت به ساختار كريستالوگرافی دارای 

اختلاف مجذور مربع میانگین كمتری باشد )معمولاً بین 1/5 
تا Å2 بسته به اندازه لیگاند دارد( فرايند داكینگ را با موفقیت 
بیشتری انجام داده است. بدين منظور، ری داكینگ25 اورانوفین 
با  طبق پارامترهای اعمال شده بر تركیبات مورد مطالعه خود، 
4CBQ بررسی شد. اين تركیب در ساختار آنزيم٬ در جايگاهی 
بسیار يکسان با حالت كوكريستاله خود قرار گرفت و اختلاف 

مجذور مربع میانگین به دست آمده Å ۰/85 بوده است.

در سال 2۰14 تیم تحقیقاتی دكتر ماريا كونتل از دانشگاه 
طلا1-  متالیک  هترو  كمپلکس  تعدادی  آمريکا،  بروكلین 
تیولات دربردارنده فروسنیل-فسفین، را سنتز كردند و اثرهای 
ضدمیکروبی آن ها را بر روی باكتری های مختلف گرم منفی و 
اورانوفین  با داروی  را  نتايج  و  بررسی كردند  مثبت و مخمرها 
روی  بر  رضايت بخشی  بسیار  اثرهای  تركیبات،  اين  سنجیدند. 
دسته وسیعی از میکروب های موردبررسی به ويژه گرم مثبت های 
دادند.  نشان  خود   US300 و US400 اورئوس استافیلوكوک 
تركیب Au3 به عنوان بهترين تركیب مطالعه حاضر، در قیاس با 
اين مطالعه٬ اثرهای به مراتب بهتری به ويژه روی باكتری های گرم 

منفی و مخمرها از خود نشان داد ]2۰[.

دانشگاه  از  كوالسکی  دكتر  تحقیقاتی  تیم   ،2۰15 سال  در 
لهستان، به همراه تیم تحقیقاتی سوئیسی، سنتز كمپلکس های 
طلا 1-آلکینیل كرومون را ارائه دادند. آن ها فعالیت ضدباكتريايی 
اين كمپلکس های سنتزشده را نیز مورد بررسی قرار دادند. تركیب 
Au3 در مقايسه با تركیبات معرفی شده در اين مطالعه اثرهای 

بسیار بهتری به ويژه روی اشرشیاكلي از خود نشان داد ]21[.

نتیجه گیری

در اين كار، فعالیت ضدمیکروبی 5 عدد كمپلکس های دی 
فنیل پیريدين فسفین طلا1-تیولات روی دو گونه باكتری گرم 
منفی )پسودوموناس آئروژينوزا و اشرشیاكلي(، دو گونه باكتری 
گرم مثبت )استافیلوكوک اورئوس و باسیلوس سوبتیلیس(، يک 
گونه قارچ )كانديدا آلبیکنس( و يک گونه مخمر )ساكارومايسس 
فعالیت  تركیبات،  اين  گرفتند.  قرار  ارزيابی  مورد  سرويزيه( 
قدرت  دارای  و  می دهند  نشان  خود  از  مطلوبی  ضدمیکروبی 
بالايی در مهار رشد سلول های میکروبی هستند. بهترين تركیب 
از میان تركیبات مجموعه )تركیب Au3( دارای حداقل غلظت 
مهاركنندگی برابر با 3/89، 3/15، 4/36، 5/44 ٬ 6/13 و 8/37 
پسودوموناس  گونه های  روی  به ترتیب  میلی لیتر  بر  میکروگرم 
باسیلوس  اورئوس،  استافیلوكوک  اشرشیاكلي،  آئروژينوزا، 
سوبتیلیس، كانديدا آلبیکنس و ساكارومايسس سرويزيه است. 
اين تركیبات به ويژه بر روی گونه های گرم منفی و مخمر از داروی 
ضد آرتريت روماتوئیدی آرونوفین كه دارای اتم طلا در ساختار 
خود است به مراتب بهتر و قدرتمندتر عمل می كنند. مطالعات 

25. Redocking
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داكینگ بر روی تركیبات در جهت پیدا كردن نحوه و چگونگی 
اتصال و موقعیت آن ها در اتصال به آنزيم تیوردوكسین ردوكتاز 
از نظر انرژی انجام شد. اين تركیبات و به ويژه تركیب Au3 اين 
قابلیت را دارند تا در مسیر آينده كنترل عوامل میکروبی به ويژه 

در مواد غذايی، بیشتر مورد توجه قرار گیرند.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

مقاله حاضر حاصل بخشی از پايان نامه دكترای حرفه ای سالار 
نصرتی در رشته داروسازی عمومی، گروه شیمی دارويی، دانشکده 
داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز می باشد كه 
جندی شاپور  علوم پزشکی  دانشگاه  پژوهشی  معاونت  حوزه  در 
كار  اين  اخلاق  كد  است.  تصويب شده   B-9606 كد  با  اهواز 

IR.AJUMS.REC.1396.77 است.

حامي مالي

اين مطالعه دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور   حامی مالی 
اهواز است.

مشارکت نویسندگان
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نوشتن مقاله و تحلیل داده ها: مسعود فريدون نژاد.

تعارض منافع

بنابر اظهار نويسندگان، اين مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نويسندگان از دانشگاه علوم پزشکی جندی شاپور اهواز كه 
بودجه اين كار را فراهم كردند و نیز گروه شیمی دارويی دانشکده 
و  تشکر  دادند،  قرار  اختیار  در  را  لازم  امکانات  كه  داروسازی 

قدردانی می كنند.
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