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 ۱۴۰۴ آذر ۲۳رش:                                                                ۱۴۰۴ آذر ۰۳دريافت: 
 

 چکیده
مولكولی است که نقش اساسی در تنظیم  سولفیدی درونتوسین يک نانوپپتید حلقوی متشكل از نه اسیدآمینه با يک پیوند دی هورمون اکسی   زمینه و هدف: 

عمر کوتاه  آدرنال دارد. حساسیت ساختاری اين مولكول و نیمه   هیپوفیز  انقباضات رحمی، شیردهی و فعالیت محور هیپوتالاموسفرآيندهای فیزيولوژيک نظیر  
توسین به روش فاز  سازی مراحل سنتز شیمیايی اکسی، بهینه پژوهشسازد. هدف اين های سنتز دقیق با خلوص دارويی را ضروری می آن، دستیابی به روش 

 .استهای فیزيكوشیمیايی محصول نهايی ابی ويژگیو ارزي جامد

انجام شد. پس از تكمیل زنجیره، پپتید   و باز آلی دی ايزوپروپیل ايتل آمین  HATUساز شامل فعال و سیستم  آمید رينک  رزين  بر پايه سنتز پپتید   ها: روش

  شده در تحت شرايط قلیايی کنترلمیان سیستئین های يک و شش    سولفیدیاز رزين جدا و پیوند دی   بآسیلیان/اتیل اسید/تریتريفلوئوراستیک   با مخلوط 
pH  سازی جداسازی شد. آنالیزهای نهايی شامل کروماتوگرافی تحلیلی،  كیل شد. محصول خام با کروماتوگرافی فازی معكوس در مقیاس خالص تش ۸حدود

 ، آزمون اندوتوکسین و ارزيابی ظاهری انجام گرفت. pH سنجی جرمی، سنجشیفط

سنجی جرمی يونش پاششی    درصد، پیک يكتای کروماتوگرافی و جرم مولكولی منطبق با مقدار تئوريک بود. طیف  ۶/۹۹  پپتید حاصل دارای خلوص  ها: یافته

اندوتوکسین در هر    ۲۵/۰کمتر از  ) آزمون اندوتوکسین مقدار     و   ۱/۰  ±  ۲/۵برابر    pH  داد. مقدار   را نشان(    ۲/۱۰۰۷  )نسبت جرم به بار   غالب پیک   واحد 
شده  فرآيند طراحی   ها نشان داد کهاين مجموعه يافته   های پیروژنی است.که حاکی از ايمنی میكروبیولوژيک و حذف کامل آلودگی ،  را ثبت کرد  (لیترمیلی

 قادر است پپتیدی با پايداری فیزيكی مناسب، ساختار صحیح، خلوص دارويی و يكنواختی ظاهری تولید کند. 

شده زمان کوپلینگ و اجرای اکسیداسیون ملايم، منجر  ساز/باز، افزايش کنترلای سنتز فاز جامد شامل تنظیم نسبت فعال سازی مرحله بهینه   گیری: نتیجه 

ساعت بیانگر افزايش راندمان    ۶۸به    ۸۰درصد شد. کاهش زمان فرايند از    ۸/۶۹  ، جرم منطبق با مقدار تئوريک و بازده بالاتوسین با خلوص  د اکسی به تولی
 د. تر را دارهای بزرگانتقال به مقیاس  اتكا، قابلیت تكرارپذيری و شده و قابل ای اصلاح عنوان نسخه بدون افت کیفیت بود. اين پروتكل به 

 
 توسین.هورمون اکسی،  فاز جامد،  سنتز پروتئین،  سازیبهینهی کلیدی:  هاواژه

  
 

  مقدمه 
اکسی نه  هورمون  از  متشكل  حلقوی  نانوپپتید  يک  توسین 

پیوند دی   اسیدآمینه دارای يک  میان سولفیدی درونو  مولكولی 
های يک و شش است که در موقعیت ۱های سیستئینی ماندهباقی

بنیادی از  يكی  به  را  تنظیمآن  نوروپپتیدهای  در ترين  کننده 

 
1 Cys¹–Cys⁶ 
2 Glycine (C₂H₅NO₂) 
3 Leucine (C6H13NO2) 
4 Proline (C5H9NO2) 

فیزيولوژيک پستانداران  دستگاه اين   .[3-1]  کندتبديل می های 
والان از  اسیدآمینه سیستئین و يک اکیوالان  مولكول از دو اکی

 ۷، ايزولوسین ۶، گلوتامین ۵، آسپارژين۴پرولین، ۳، لوسین ۲گلايسین
تیروزين  نقش    ۸و  آن  حلقوی  ساختار  و  است  شده  تشكیل 

5 Asparagine (C4H8N2O3) 
6 Glutamine (C5H10N2O3) 
7 Isoleucine (C6H13NO2) 
8 Tyrosine (C9H11NO3) 

 مقاله پژوهشی 
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 و همكاران  بیژنی      توسینسازی سنتز شیمیايی هورمون اکسی بهینه

 

  

 ۱۴۵-۱۵۵، صفحه ۱۹ ، پیاپی۹ ، دوره۱۴۰۴ سال ۱۴۶ مجله فیزيولوژی و فارماکولوژی ايران 

 

 .[4]  ای در پايداری فضايی و فعالیت زيستی آن داردکنندهتعیین
نورون در  هورمون  مگنوسلولار اين  های هسته  ۹های 

پاراونتريكولار  ۱۰سوپرااپتیک از    ۱۱و  و  شده  سنتز  هیپوتالاموس 
های طويل به لوب خلفی هیپوفیز منتقل و در پاسخ  طريق آکسون

می ترشح  نورونی  تحريكات  های  نقش .  ]۵،  ۶[  شودبه 
توسین محدود به اعمال کلاسیک آن در القای انقباضات اکسی

سال در  بلكه  نیست،  شیردهی  تنظیم  و  ابعاد رحمی  اخیر  های 
  هیپوفیز  آن در تنظیم محور هیپوتالاموس ای از عملكرد  گسترده 

عروقی، تعديل رفتارهای اجتماعی،    آدرنال، کنترل هموستاز قلبی
  های استرس آشكار شده است پیوندهای عاطفی و تنظیم پاسخ

روش .  ]۷،  ۸[ به  و  دستیابی  تكرارپذير  دقیق،  سنتز  های 
خلوص  بهمقرون با  را  هورمون  اين  بتواند  که  دارويی، صرفه 

پايداری فضايی کافی و يكنواختی ساختاری تولید کند، اهمیتی  
با راهبرد   ۱۲کلیدی دارد. در اين میان، سنتز پپتید به روش فاز جامد 

استانداردترين روش تولید پپتیدهای حلقوی    ۱۳موکاِفمحافظتی  
مرحله اتصال  بهتوسین است، زيرا امكان کنترل مرحله نظیر اکسی

آمین گروهاسیدهای  گزينشی  حذف  تشكیل  ه،  و  محافظ  های 
کارايی   .[11-9]  کندسولفیدی را فراهم میهدفمند پیوندهای دی

های  تأثیر نوع رزين، بازده واکنشسنتز فاز جامد به شدت تحت
، و شرايط اکسیداسیون  زدايی  حفاظتمکوپلینگ، کیفیت مراحل 

داده دی نشان  اخیر  پژوهشی  شواهد  است.  که  سولفیدی  اند 
و تنظیم   HATU  ۱۴  ساز کارآمد مانندکارگیری ترکیبات فعالبه

  ۱۵دی ايزوپروپیل ايتل آمین   های مولی بازهای آلی نظیر  نسبت
توجهی بازده اتصال، خلوص نهايی و کاهش طور قابل تواند بهمی

دهد واکنش بهبود  را  جانبی  راستا،  .  [14-12]  های  همین  در 
بهره  با  حاضر  رزينپژوهش  از  آمید  گیری  سامانه    ۱۶رينک  و 

تنظیم  فعال با  و  ارائه عامل ساز  دنبال  به  سنتز،  کلیدی  های 
بهینه اکسیپروتكلی  تولید  برای  دارويی شده  خلوص  با  توسین 

توسین به روش فاز  هدف نهايی اين مطالعه، سنتز اکسی  است.
بود. تلاش شد نتايج   های فیزيكوشیمیايیجامد و انجام ارزيابی

 
9 Magnocellular 
10 supraoptic nucleus 
11 paraventricular nucleus 
12 Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS) 
13 Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) 
14 O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-

tetramethyluronium hexafluorophosphate 
15 N,N-Diisopropylethylamine 
16 Rink Amide-MBHA Resin 
17 GL Biochem 

یل  در چارچوب فیزيولوژی هورمون و توسعه داروهای پپتیدی تحل
زمینه  تا  آنالوگشود  تولید  برای  علمی  مانند ای  پايدارتر  های 
طراحی مسیرهای صنعتی سنتز پپتیدهای  پتانسیل  کاربتوسین و  

 فعال فراهم گردد.زيست
 

 هامواد و روش

تمامی مواد شیمیايی مورد استفاده از درجه خلوص سنتزی يا 
  رينک آمید با ظرفیت بارگذاری   . رزينتهیه شدندکروماتوگرافی  

اسیدی از آمینه موک  اِف   و مشتقات  ( میلی مول بر گرم  ۰/۳۰۸)
 HATUساز شامل  های فعالتهیه شدند. معرف  ۱۷بیوشم شرکت  

باز آلی ايتل آمین  و  ايزوپروپیل    ۱۸آلدريچ  سیگما  از شرکت  دی 
حلال گرديدند.  شامل  خريداری  استفاده  مورد  دی  های 

اترو    ۲۰دی متیل فرمامید  ،۱۹کلرومتان آنالیتیكال    ۲۱اتیل  از نوع 
گرديدگريد   ساير تهیه  مانند  .   ،۲۲اسید تريفلوئوراستیک مواد 

 با خلوص بالا  ۲۵محلول آمونیاکو    24پیپريدين،  ۲۳سیلان اتیلتری

آب مورد استفاده در   .قرار گرفتنداستفاده  مورد   ۲۶از شرکت مرک
مراحل سنتزی و خالص نوع دیتمام  از  از سازی،  يونیزه عاری 

 بود.  ۲۷کیوساز میلیّشده با دستگاه آباکسید کربن و تهیهدی
 

 طراحی آزمایش

 سازی رزین و اتصال نخستین اسیدآمینه آماده

هورمون   شیمیايی  سنتز  پژوهش،  اين  با  اکسیدر  توسین 
اِف محافظتی  راهبرد  و  جامد  فاز  روش  از  انجام  استفاده  موک 

شد؛  گرفته  بهره  آمید  رينک  رزين  از  منظور  اين  برای  گرفت. 
دلیل ايجاد انتهای آمیدی در پايان زنجیره پپتیدی، رزينی که به

فعال از   انتخاب استاندارد برای سنتز پپتیدهای حلقوی و زيست
اکسی می  توسینجمله  آغاز به.  ]۱۱،  ۱۲[  شودمحسوب  منظور 

راکتور شیشه  درون  به  رزين  از  گرم  سه  مقدار  سنتز،  ای  فرايند 
لیتری مجهز به فیلتر گلس انتقال داده شد. رزين در  میلی  ۲۵۰

ناخالصی حذف  برای  فعالابتدا  و  سطحی  محیط  های  سازی 

18 Sigma-Aldrich 
19 Dichloromethane 
20 N,N-Dimethyl formamide 
21 Diethyl ether 
22 Trifluoroacetic acid 
23 Triethylsilane 
24 Piperidine 
25 Ammonium hydroxide 
26 Merck, Germany 
27 Milli-Q, Millipore, USA 
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 و همكاران  بیژنی      توسینسنتز شیمیايی هورمون اکسی سازی بهینه

 

  

 ۱۴۵-۱۵۵، صفحه ۱۹ پیاپی،  ۹ ، دوره۱۴۰۴ سال ۱۴۷ مجله فیزيولوژی و فارماکولوژی ايران 

 

  سپس برای انجام   وشو گرديدآمید شستفرممتیلا دیبواکنش،  
افزايش سازی  تورم  مفرايند   برای  ضروری  گامی  که  رزين 

های عاملی است، رزين نفوذپذيری و فراهم شدن دسترسی گروه 
ماتريكس    کلرومتانبا دی انبساط  امكان  مرحله  اين  تیمار شد. 

فراهم و  رزين  آغاز  پلیمری  برای  مناسب  شرايط  سازی 
 های کوپلینگ را ايجاد کرد. واکنش

 

 ۲۸گروه آمینی  زداییت محافظ
فعال گروهبرای  آماده سازی  و  رزين  آمینی  آن  های  سازی 

اِف موک با جهت ورود نخستین اسیدآمینه، حذف گروه محافظ 
محلول   از  دی  ۲۵استفاده  در  پايپرِيدين  آمید فُرممِتیل درصد 

وشو  کلرومِتان شست. پس از هر مرحله، رزين با دی گرديد  استفاده
مبنای اين واکنش، شكست    واکنش حذف شود.  گرديد تا بقايای

است؛  پپتید  انتهايی  آمینی  گروه  آزادسازی  و  اورتان  پیوند 
عنوان مسیر استاندارد  مكانیسمی که در سنتز فاز جامد پپتید به

می ]شناخته  زدايیتكمیل    [.۱۱شود  آزمون    محافظت  با 
تأيید شد.  رنگ کايزر  نشان لذا  سنجی  آبی  دهنده مشاهده رنگ 

 [.۱۵اد شدن گروه آمینی و موفقیت فرايند بود ]آز

 

 کوپلینگ نخستین اسید آمینه 

اتصال  فرآيند  رزين،  آمینی  گروه  کامل  آزادسازی  از  پس 
يعنی گلا اسیدآمینه  منظور، نخستین  اين  برای  آغاز شد.  يسین 

محافظت افمشتق  حلال    ۲۹گلیسین–موکشده  در 
گرديد و سامانه  فرممِتیلدی   HATUساز شامل  فعالآمید حل 

آمین   ايتل  ايزوپروپیل  دی  آلی  باز  بهینه و  نسبت     با 
. اين ترکیب يكی از کارآمدترين  [10]  تهیه شد(  ۴:    ۵/۲:    ۵/۲)

سازی در سنتز فاز جامد بوده و موجب افزايش های فعالسامانه
های جانبی و جلوگیری از تشكیل واکنشسرعت اتصال، کاهش  

ناقص میتوالی از فعال.  ]۱۳،  ۲۱[  د  شوهای  سازی کامل پس 
واکنش حدواسط  تشكیل  و  به  اسیدآمینه  حاصل  محلول  پذير، 

دقیقه    ۹۰مدت  شده افزوده شد و فرايند کوپلینگ بهرزين متورم
در دمای محیط ادامه يافت. در پايان واکنش، آزمون کايزر مجدداً  
انجام شد تا آزاد نبودن گروه آمینی و تكمیل واکنش اتصال تأيید 

 گردد. 

 
28 Deprotection 
29 Fmoc-Gly-OH 
30 (OAT-ester) 
31 Chloranil 

 دومین اسیدآمینه به زنجیره در حال رشد اتصال

پس از تأيید آزاد بودن گروه آمینی رزين با استفاده از آزمون  
توالی رنگ اسیدآمینه  دومین  اتصال  مرحله  کايزر،  سنجی 

]اکسی شد  آغاز  محافظت19توسین  اسیدآمینه  در  [.  شده 
همراه با باز   HATUساز آمید حل شد و معرف فعالفُرممِتیلدی

دی به اتیلايزوپروپیلآلی  در آمین  جداگانه  صورت 
گرديد.  فرممتیلدی تهیه  فعال  اين  آمید  حدواسط  -Oمخلوط، 

ای که از نظر  را تشكیل داد؛ گونه   ،  30اِستر-يل(-۱-آزابِنزوتِرازول)
ها در سنتز فاز جامد  کنندهپذيری يكی از مؤثرترين فعالواکنش

شده بلافاصله حدواسط فعال.  ]۱۱،  ۱۲[  دشوپپتید محسوب می
زدن اوربیتالی قرار گرفت.  تحت هم  و  گرديد به رزينِ متورم منتقل  

کلرومِتان شسته شد. پس از اتمام واکنش، رزين چند مرحله با دی
آزاد را نشان داد و تكمیل   آزمون کايزر عدم وجود گروه آمینی 

کَ بعد،  مرحله  در  گرديد.  تأيید  کوپلینگ  برای  واکنش  پینگ 
گروهغیرفعال واکنشسازی  آمینی  از  های  جلوگیری  و  نداده 
حذفتوالی  تشكیل منظور، های  اين  برای  شد.  انجام   شده 

تازه  استیک/دیتهیهمخلوط  انهیدريد    آمیناتیلايزوپروپیلشده 
آمید به رزين افزوده شد و پس از انكوباسیون، رزين فرممتیلدی/

نبود آمین آزاد را تأيید و     ۳۱آزمون نینهیدرينوشو گرديد.  شست
  حفاظت م[. فرايندهای  ۱۰کپینگ را تثبیت کرد ]  کارايی مرحله

کوپلینگ زدايی کپینگ    ۳۲،  برای     ۳۳و  واکنش  الگوی  همین  با 
اسیدآمینه اکسیتمامی  توالی  زنجیره های  تا  شد  تكرار  توسین 

های شده با گزارش [. شرايط انتخاب۱۳کامل پپتید تشكیل گردد ]
معتبر سنتز فاز جامد پپتیدهای کوتاه و حلقوی مطابقت دارد و از  

های جانبی و ، کاهش واکنش۳۴شدن نظر جلوگیری از راسمیک
 يش بازده کوپلینگ بهینه ارزيابی شد. افزا

 

 کنترل کیفیت مراحل کوپلینگ
اسیدهای   کوپلینگ  روش،  توسعه  مقدماتی  مراحل  طی  در 

به  آزمايشی  اجرای  چند  در  آزمون آمینه  با  پیوسته  های صورت 
مراحل رنگ برخی  در  شد.  پايش  نینهیدرين  و  کايزر  سنجی 

ها مشاهده شد که  آزمونابتدايی، تغییرات خفیف در شدت رنگ  
واکنش  نشان ناکامل و ضرورت اصلاح شرايط  دهنده کوپلینگ 

ساز به باز، زمان کوپلینگ و شدت  اساس، نسبت فعالبود. برهمین

32 Coupling 
33 Capping 
34 Racemization 
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ای تنظیم شد. نسخه نهايی صورت مرحلهوشوی رزين بهشست
ای پروتكل، حاصل اين اصلاحات تدريجی بوده و همان نسخه

نهاي سنتز  در  که  ارزيابی  یاست  برای  که  سنتزی  تنها  های و 
 کار گرفته شد.به سنجی استفاده شدکروماتوگرافی و طیف

 

 شوی نهایی رزین  و شست

اف محافظ  گروه  آخرين  حذف  از  بهپس  رزين  طور موک، 
با دی  متوالی  آمید و دیفُرممِتیلکامل  کلرومِتان طی دو چرخه 

مرحله دپروتكشن    شسته شد تا آثار باز آلی و محصولات جانبی
مِتانول انجام شد و  حذف گردد. سپس شست  با  وشوی تكمیلی 

خشک رزين  گرديد.  خشک  ملايم  خلأ  تحت  بدون  رزين  شده 
و محفاظت زدايی   ۳۵برش مانده حلال، آماده ورود به مرحله  باقی

 [. ۱۱نهايی شد ]
 

 های محافظو حذف گروه از رزین برش پپتید

از    برای پپتید  )تريفلوئوراستیکجداسازی  مخلوط    رزين، 
برای    ۳۶سیلان/آب/متانول(اتیلاسید/تری مخلوط  شد.  استفاده 

دقیقه در دمای محیط با رزين   ۶۰دقیقه روی يخ و سپس    ۶۰
تماس داده شد تا هم جداسازی پیوند آمیدی و هم حذف کامل 

های جانبی انجام گیرد. پس از پايان واکنش، محلول از  محافظ
آوری  فیلتراسیون جدا شد و محلول حاوی پپتید خام جمعطريق  
   .]۱۰، ۱۲[ گرديد

 

 سولفیدیتشکیل پیوند دی

تريفلوئوراستیک تبخیر  از  پس  خام  آب پپتید  در  اسید، 
تنظیم    ۸تا حدود    ۳۷سامانه با آمونیاک  pHيونیزه حل شد و  دی

ساعت در دمای محیط قرار داده شد    ۲۴گرديد. محلول به مدت  
های سیستئینی و تشكیل پیوند  ماندهتا اکسیداسیون ملايم باقی

بهدی در  سولفیدی  اکسیداسیون  واکنش  انجام شود.  کامل  طور 
کنترل قلیايی  به شرايط  روش شده  معتبرترين  از  يكی  ها عنوان 

یش از حد يا تشكیل ايزومرهای  جهت جلوگیری از اکسیداسیون ب
از تكمیل .  ]۴،  ۱۰،  ۲۰،  ۲۱[    نادرست گزارش شده است پس 

   ۳۸فرايند، محلول يا تحت خلأ تغلیظ شد يا با روش فريزدرايینگ
 آوری گرديد.خشک و پودر نهايی جمع

 دهیرسوب

تغلیظفیلترا کاهشت  اتر شده، تحت خلأ  در حضور  و  يافته 
شده پس از دهی شد. رسوب تشكیلرسوب(  ۸:۱سرد )با نسبت  

وشو با اتر سرد، در خلأ خشک گرديد و پپتید خام با  دو بار شست
به  کرم  به  مايل  سفید  از  رنگ  يكی  روش  اين  آمد.  دست 

ناخالصی حذف  مراحل  دراستانداردترين  محلول    های 
 [. 21اسید و جداسازی اولیه پپتید است ]ريفلوئوراستیکت

 

 سازی نهایی خالص
دی پیوند  تشكیل  از  پس  خام  توسط پپتید  سولفیدی، 
سازی شد.  خالص  ۳۹کروماتوگرافی فاز معكوس در مقیاس پرپراتیو

های  جداسازی بر اساس اختلاف قطبیت زنجیره پپتیدی و زمان 
فراکشن گرفت.  انجام  ترکیبات  میان  پیک  بازداری  حاوی  های 

دند. اين آوری، تغلیظ و سپس در فريزدراير خشک شجمع  ۴۰اصلی 
های های فرايندی، غیرکاملمرحله موجب حذف مؤثر ناخالصی

خالص  پپتید  و  اکسیداسیون شد  جانبی  کوپلینگ و محصولات 
   . ]۱۰، ۱۱[ د شومی قبول حاصل گرديداولیه با بازده قابل 

 

 و ارزیابی کیفیت محصولآنالیز 

 تعیین خلوص نهایینتایج 
ارزيابی خلوص نهايی و   شده، تأيید ساختار پپتید سنتزبرای 

لیوفیلیزه  نمونه  از  آماده  بخشی  کروماتوگرافی  آنالیز  جهت  شده 
تحلیلی کرومتوگرافی  دستگاه  روی  آزمون  و  ل مد  گرديد 

انجام گرفت. جداسازی کروماتوگرافیک با استفاده از    ۴۱ديتااپكس
و  42(۶/۴میلی متر،  ۲۵۰میكرومتر،  ۵)  18Cستون فاز معكوس  

  اسید در آب فاز تريفلوئوراستیک درصد۱/۰فازهای متحرک شامل  
(  ب)  در استونیتريل فاز  اسیدتريفلوئوراستیک  درصد۱/۰و  (  الف)

درصد طی    ۴۵تا    ۲۵( از  بصورت گرفت. برنامه گراديانی فاز )
رسازی  و آشكامیلی لیتر بر دقیقه    ۰/۱دقیقه، با نرخ جريان    ۲۰

(. خلوص  1- 4)نمودارهای اعمال شد نانومتر  ۲۲۰موج    در طول
نرمال  طريق  از  نمونه  پیکنهايی  سطح  درصد   ۶/۹۹ها  سازی 

، ۲۳[د  شومی  تعیین شد که بیانگر کیفیت دارويی محصول است
۲۲[ .  

 
35 Cutting or cleavage stage 
36 TFA/TES/H₂O/MeOH 
37 Ammonia solution(NH4OH) 
38 Freeze-drying, Lyophilization 

39 RP-HPLC 
40 major peak 
41 Analytical-HPLC (Date Apex) 
42 (4/6 × 250 mm, 5 µm) 
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ملاحظه و سطح بالای تفكیک کروماتوگرافی  های جانبی قابل توسین سنتزشده. نبود پیک مربوط به نمونه اکسی   ،کروماتوگرام حاصل از آنالیز معكوس  -1  نمودار

 .باشدسازی نهايی می سولفیدی و خالص سازی دینمونه و کارايی مناسب مراحل سنتز، حلقه دهنده خلوص بسیار مطلوب نشان
 

 

 سنجی جرمیطیفنتایج تعیین 

ساختار به تشكیل  صحت  و  مولكول  هويت  تأيید  منظور 
سنجی جرمی با يونش سولفیدی، آزمون طیفحلقوی و پیوند دی

 . (۴)نمودار  الكترواسپری در حالت مثبت انجام شد
 

 اندوتوکسین آزمون نتایج 
برای بررسی ايمنی میكروبیولوژيک و عدم آلودگی محصول  

کلات به روش ژل   LAL43  های باکتريايی، آزمونبه اندوتوکسین
همراه با کنترل مثبت    ۱:۱۰۰انجام شد. نمونه بدون رقت و رقت  

عدم تشكیل ژل پايدار    (۱مطابق )شكل    و منفی انكوبه گرديد.
در هر دو رقت، بیانگر منفی بودن آزمون اندوتوکسین بود. مقدار  

واحد اندوتوکسین در    ۰/ ۲۵کمتر از  (  صورت کیفیاندوتوکسین به
میلی برای    )لیترهر  دارويی  مجاز  حد  از  کمتر  که  شد  برآورد 

   . ]۱۷، ۱۸[ ستا 44توسین اکسی
 

 

 
توسین دقیقه، مربوط به اکسی   ۳۳شده در زمان بازداری حدود  پیک مشاهده   توسین با استاندارد دارويی.شده اکسینمونه سنتز   ی کروماتوگراممقايسه   -۲  نمودار

 زمانی دقیق های کروماتوگرافی، مشابهت هندسه پیک، و هم بین نمونه سنتز شده و استاندارد نشان داده شده است. انطباق پروفايل  پوشان طور هم است و به

وری آهای قابل تشخیص در محدوده روش تحلیلی است. پیک مربوط به نمونه سنتزی در هنگام عبور از دتكتور جمع بیانگر يگانگی ساختاری و عدم حضور ناخالصی
مورد استفاده قرار گیرد. اختلاف ناچیز در شدت جذب ناشی از تفاوت غلظتی و شرايط تزريق بوده و تأثیری بر طیف سنجی جرمی    شد تا برای آنالیزهای تكمیلی

 تأيید ماهیت و خلوص ندارد. 

 
43 Limulus polyphemus 
44  (NMT 10 EU/mg) 

45 overlay 
46 retention time 
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توسین  دقیقه است که تطابق کامل با استاندارد مرجع اکسی ۶/۳۲ی  شده دارای يک پیک غالب با زمان بازدارهای حاصل نشان داد که پپتید سنتزداده   -3ر  نمودا

های معمول از جمله محصولات ناکامل  شده سنتز قادر بوده ناخالصی توجه مؤيد آن است که مسیر بهینههای فرعی با شدت قابل نبود پیک   و    دقیقه( دارد  ۵۹/۳۲)
گروه جفت ناقص  فرعی  سازی، حذف  و محصولات  محافظ،  به های  را  دآمیداسیون  يا  به   .طور کامل حذف کنداکسیداسیون  نتايج  کارايی شرايط  اين  قطعی  طور 
 .کندتوسین با خلوص بالا تأيید میشده را در دستیابی به اکسی سازی بهینه

 

 

  کایزر و کلرانیل  آزمون نتایج 

کردن و دپروتكشن  منظور ارزيابی کامل بودن مراحل جفتبه
آزمون جامد،  فاز  روش  به  پپتیدی  سنتز  فرآيند  کیفی در  های 

به   نینهیدرين کلرانیل  واکنش و  پايش  معتبر  دو شاخص  عنوان 
واکنش   بر  مبتنی  کايزر،  آزمون  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد 

های رشد زنجیره لهای آزاد، در تمامی سیكهیدرين با آمین نین
زايی بنفش/آبی نشان نداد و الگوی رنگ زرد پايدار  گونه رنگهیچ

جفت مراحل  کامل  تكمیل  بوبیانگر  مكمل، به د.  کردن  صورت 
آزمون کلرانیل نیز بدون ايجاد هرگونه تغییر رنگ انجام شد که  

های و عدم حضور آمین  ه اف موکدهنده حذف کامل گرونشان
گرايی نتايج اين دو آزمون، . هم[21-19] ه بودندادثانويه واکنش

های کوپلینگ و دپروتكشن و نبود هرگونه  صحت کامل واکنش
 .زنجیره ناقص را تأيید کرد

 

 انحلال پذیریو   برسی ظاهر فیزیکینتایج 
لیوفیلیزه به محصول  مايل شده  پودر يكنواخت سفید  صورت 

مشاهده شد. عدم تجمع و  های کاملاً منطبقبه کرم با ويژگی
ها و تشكیل فاز آمورف  رطوبت سطحی بیانگر حذف کامل حلال

درجه    ۲-۸های محافظ نور و دمای  پايدار است. نمونه در ويال 

بافر فسفات  گرادسانتی پپتید در آب و    نگهداری شد همچنین 
طی کمتر از يک دقیقه کاملاً حل شد، اما در   pH  ۴/۷محدوده  

های  پذيری بالا در محیطاقص داشت. انحلالمتانول انحلال ن
های  آبی مؤيد خلوص مناسب، عدم تجمع پپتیدی و حفظ ويژگی

 . [24]توسین است  فیزيكوشیمیايی اکسی
 

 هایافته
اکسی رينک  سنتز  رزين  بر روی  جامد  فاز  به روش  توسین 

آمید با کارايی کامل انجام شد و محصول خام فاقد هرگونه شواهد 
ناقص به  بود.  مربوط  دپروتكسیون  يا  کوپلینگ  مراحل  ماندن 

منجر به تشكیل صحیح    ۸حدود    pHشده در  اکسیداسیون کنترل
ازگونه محصول جانشد و هیچ  ۴۷سولفیدی پیوند دی ناشی   بی 

حد  از  بیش  مشاهده  شدنيا جفت ۴۸اکسیداسیون  نادرست  های 
نگرديد. ارزيابی کروماتوگرافیک تحلیلی، حضور يک پیک منفرد 

درصد را نشان داد    ۶/۹۹دقیقه و خلوص    ۶/۳۲با زمان بازداری  
سنجی که با استاندارد مرجع دارويی کاملاً مطابقت داشت. طیف

غالب پیک  نیز  جرم   ۲/۱۰۰۷ جرمی  با  برابر  که  کرد  ثبت  را 
اکسی تئوريک  ساختار مولكولی  تشكیل  صحت  و  بوده   توسین 

گیری کرد. اندازه   تأيید     را    شده  حذف    هایتوالی  نبود    و    حلقوی  

 
47 Cys¹– Cys⁶ 
48 over-oxidation 
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توسین بر آوری گرديد. جرم مولكولی تئوريک اکسی جمع  فوقها در بازه  در مد يونش مثبت انجام شد و داده   49بروکر  آنالیز جرمی با استفاده از دستگاه  -4  نمودار

ر )  شده، پیک غالب ددر طیف ثبت   .آمده با اين مقدار مورد مقايسه قرار گرفتدست به محاسبه شد و طیف     (دالتون ۱۹/۱۰۰۷) برابر با    50اساس فرمول مولكولی 

کند که دهنده تشكیل صحیح مولكول هدف بوده و بیان می مشاهده گرديد که تطابق کامل با جرم مولكولی تئوريک دارد. اين انطباق دقیق نشان دالتون(    ۲/۱۰۰۷
یگنال قوی  مانده محافظتی رخ نداده است. حضور تنها يک سسازی، هیچ حذف اسیدآمینه، شكست پیوند يا باقی در طول مراحل سنتز، کلواژ، اکسیداسیون و خالص 

نیز سازگاری ساختاری و پايداری مولكول در شرايط  )نسبت جرم به حجم( ۷۰۰-۵۰۰های چندبارباری در محدوده و عدم مشاهده يون  + ۱باری  مربوط به يون تک 
دهنده خلوص جرمی بالا و نبود  توجه، نشان قابل های فرعی  در مقايسه با نويز زمینه و نبود پیک   )۹/۱ ×  610(  شدت بالای سیگنال اصلی  .کنديونش را تأيید می

های  )جرم   اکسیدشده سیستئیناکسیدشده يا نیمه های غیرهای متناظر با فرمويژه، فقدان پیک باشد. به های احیاشده می های جانبی نظیر پپتیدهای ناقص يا فرمگونه
از   اکسیداسیون کنترل بیان می دالتون(    ۱۰۰۷کمتر  پیوند دی شدکند که فرآيند  پايدار  و  به   .سولفیدی شده استه موجب تشكیل کامل  با  دستطیف جرمی  آمده 
پهنای محدود پیک و نسبت بالای سیگنال به نويز نیز مؤيد يكنواختی جرمی و کیفیت مناسب محصول نهايی  .  های معتبر پیشین نیز سازگاری کامل داردگزارش 

 . [16] تاس

 

 
pH    (   ۱/۰  ±   ۲/۵مقددار   )میلی گرم بر میلی لیتر  ۱محلول آبی

آزمون مورد پدذيرش فدارمداکوپده نشددددان داد.    را در محددوده
واحدد    ۲۵/۰انددوتوکسدددین بده روش ژل کلات مقددار کمتر از  

هدا  در مجموع، يدافتده  .لیتر را ثبدت کردانددوتوکسدددین در هر میلی
دهدد کده فرآيندد سدددنتز، برش، اکسدددیدداسدددیون و  نشدددان می

ی شددده و بدون آلودگسددازی تحت شددرايط کاملاً کنترلخالص
توسددین سدداکاريدی انجام شددده و اکسددیمیكروبی يا لیپوپلی

تولیددشدددده از نظر خلوص، يكنواختی سددداختداری و کیفیدت  
دهد که ای قابل اعتماد اسدت. مقايسده نتايج نشدان میفارماکوپه

های  محصدول سدنتزشدده، در سدطح برابر يا حتی بالاتر از نمونه
اسدتفاده در   سدیلپتانشدده قرار دارد و صدنعتی و تحقیقاتی گزارش 

هدای مرتبط بدا ژن مطدالعدات فیزيولوژيدک، نوروانددوکرين و ارزيدابی
 .را دارا است ۵۱گیرنده اکسی توسین

 
49 Bruker Daltonics 
50 C₄₃H₆₆N₁₂O₁₂S₂ 
51 OXTR 

 بحث
پروتكل  يافته اجرای  که  داد  نشان  حاضر  پژوهش  های 

موک قادر است  شده سنتز فاز جامد با راهبرد محافظتی افاصلاح
توسین را با خلوص دارويی و يكنواختی ساختاری  هورمون اکسی

خلوص   به  دستیابی  کند.  تولید  بالا  در   ۶/۹۹بسیار  درصد 
فرد و نبود  کروماتوگرافی فاز معكوس همراه با ظهور يک پیک من

شده هرگونه پیک فرعی، و همچنین انطباق دقیق جرم مشاهده
واحد جرم بر بار( با جرم مولكولی   ۱۰۰۷/ ۲سنجی جرمی )در طیف

( می  ۱۹/۱۰۰۷تئوريک  نشان  کلیدی  دالتون(،  مراحل  که  دهد 
کوپلینگ افشامل  محافظ  حذف  متوالی،  تشكیل  های  و  موک 

های ناقص  بدون ايجاد توالی  سولفیدی با کارايی بالا و پیوند دی
 اند. چنین الگوی های اکسید شده بیش از حد انجام شدهيا فرآورده
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ها  نتايج آزمون اندوتوکسین به روش ژل کلات. )الف( نمای ويال   -1شکل  

،  ۲، کنترل مثبت )تشكیل ژل پايدار(، ويال  ۱پس از انكوباسیون شامل: ويال  
، نمونه  ۴، نمونه بدون رقت )فاقد ژل(، ويال ۳کنترل منفی )فاقد ژل(، ويال  

)فاقد ژل(. عدم تشكیل ژل پايدار در نمونه بدون رقت و نمونه    ۱:۱۰۰با رقت
رقیق شده بیانگر منفی بودن آزمون اندوتوکسین است. )ب( نمای بزرگ شده  

ر و عدم جريان پذيری  سازی که تشكیل ژل پايدا پس از آزمون وارونه   هااز ويال
قرمز(  محتويات   پیكان  با  شده  )مشخص  مثبت  کنترل  ويال  نشان در  را 

  کند.دهد و صحت عملكرد آزمون را تأيید میمی

 
 

 
ساز به باز،  شود که نسبت فعالجرمی تنها در شرايطی حاصل می

شست کیفیت  و  واکنش  به زمان  رزين  هدفمند  وشوی  صورت 
های معتبر در افزايش  ه با گزارش تنظیم شده باشد؛ موضوعی ک

توسط   کوپلینگ  واکنش  HATUبازده  کاهش  جانبی  و  های 
حدود   pHکاربرد اکسیداسیون ملايم در   . ]۹،  ۱۱[د  خوانی دارهم
و اجتناب از عوامل اکسیدکننده قوی نیز موجب تشكیل انتخابی   ۸

های ناصحیح شد؛ روندی سولفیدی و حذف کامل گونه پیوند دی
گزارش   با  همكاران  ۵۲سان )که  تاخوردگی   ( و  بهبود    ۵۳درباره 
اکسی ]شیمیايی  دارد  مطابقت  همان [.  ۴توسین  با  مقايسه  در 

 
52 Sun 

يک از بالاتر بوده و هیچمطالعه، خلوص نهايی در پژوهش حاضر  
اکسیدشده يا بدون حلقه  های نیمه های فرعی متناظر با فرم پیک

دهد که تنظیم دقیق زمان مشاهده نگرديد. اين تفاوت نشان می
شده اکسیداسیون، اثر سازی و روش کنترلکوپلینگ، نسبت فعال

های ناخواسته داشته  گیری بر کاهش فرآوردهعملی و قابل اندازه
اکسی  .است به  دستیابی  فارماکولوژيک،  ديدگاه  با از  توسین 

پیش بالا  گیرنده خلوص  مطالعات  برای  اساسی  بررسی نیاز  ای، 
آزمونپاسخ و  نورواندوکرين  مسیرهای های  به  وابسته  های 
  ها در مقادير کمتر از دو درصدرسانی است. وجود ناخالصیپیام
های کاذب يا يجاد پاسختواند با اختلال در اتصال به گیرنده، امی

(  ۲/۵نهايی ) pHمقدار  [.  ۳کاهش پايداری مولكول همراه باشد ]
دارونامه  محدوده  در  نشان که  دارد،  قرار  مؤثر  ای  حذف  دهنده 

های اسیدی و پايداری ساختاری مولكول در محیط آبی  ماندهباقی
از   )کمتر  اندوتوکسین  آزمون  منفی  نتیجه  واحد   ۲۵/۰است. 

کند که محصول فاقد  لیتر( نیز ثابت میاندوتوکسین در هر میلی
لیپوپلیآلودگی بودههای  در    پتانسیلو    ساکاريدی  استفاده 

توان نتیجه گرفت بنابراين می.  مطالعات سلولی و جانوری را دارد
ساز و باز و سازی نسبت فعالها، بهینهکه اصلاح زمان واکنش

قابل  بهبود  اکسیداسیون،  شرايط  ايجاد  تنظیم  فرآيند  در  توجهی 
نشانه  و  بهینهکرده  از  است.  ای  فرايندی  در سطح  موفق  سازی 

تنها يک سری سنتز جهت ارزيابی نهايی انجام شد، اما    هرچند
های مرجع  ها با استانداردهای داروسازی و نمونهتطابق کامل داده

دهد که اين روش از قابلیت بازتولید و انتقال به مقیاس  نشان می 
تواند تر برخوردار است. انجام سنتز در چند دسته مستقل میبزرگ

صنعتی و صنعتی  سیر در تولید نیمهگام بعدی برای تثبیت اين م
لازم   های پايدارتر مانند کاربتوسین باشد.پپتیدهای حلقوی و گونه 

شده در اين پژوهش  به ذکر است که نسخه نهايی پروتكل ارائه 
مجموعه  مرحلهحاصل  اصلاحات  از  اساس ای  بر  که  است  ای 

  سنجی، ارزيابی کارايی کوپلینگ و بازبینی های کیفی رنگآزمون
در چندين اجرای مقدماتی انجام شد. در    زدايی  حفاظتممراحل  

  هايی از کوپلینگ ناکامل در آزموناين مراحل اولیه، بروز نشانه
دهنده ضرورت اصلاح مشاهده شد که نشانو کلرانیل  کايزر    های

وشو بود. ساز به باز، زمان کوپلینگ و شرايط شستنسبت فعال
به اصلاحات  اين  تداعمال  دادهصورت  بر  مبتنی  و  های  ريجی 

نداده، افزايش بازده  تجربی، منجر به حذف کامل اشكال واکنش
در سنتز نهايی گرديد. اين    بالا کوپلینگ و دستیابی به خلوص  

53 Folding 
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سازی سنتز فاز  های معتبر در زمینه بهینهای با گزارش روند مرحله
 کند که پروتكلراستا است و تأيید میجامد پپتیدهای حلقوی هم

شده و بهبوديافته از اجرای پايه است، نه نهايی يک نسخه اصلاح
 يک سنتز منفرد بدون کنترل پارامتری. 

 

 محدودیت های پژوهش
صورت کامل و تحت شرايط بهینه  بار بهسنتز نهايی تنها يک 

زمان  تنظیم  برای  مقدماتی  اجرای  چندين  اگرچه  شد.  انجام 
. ساز/باز و شرايط اکسیداسیون انجام گرفتفعالکوپلینگ، نسبت  

محدوديت منابع و ماهیت فرايند مانع از انجام تكرارهای مستقل  
ازاين بهینهرو  شد؛  در سطح  مطالعه  اين  فرايندی  ارزيابی  سازی 
می بررسی تفسیر  برای  مستقل  بچ  چند  در  سنتز  انجام  و  شود 

. با  ری استتكرارپذيری و تحلیل کمی در مطالعات آينده ضرو 
های نهايی با معیارهای فارماکوپه و وجود اين، انطباق کامل داده 

قابل جانبی  محصول  هرگونه  کارايی نبود  مؤيد  تشخیص، 
 شده است. اصلاحات اعمال

 

 گیرینتیجه
ای در  های اين پژوهش نشان داد که اصلاحات مرحلهيافته

موجب بهبود معنادار کارايی فرايند   ،توسینسنتز فاز جامد اکسی
های کوپلینگ ناکامل، تشكیل انتخابی  شد. حذف کامل سیگنال 

دی پیکپیوند  محسوس  کاهش  و  در  سولفیدی  فرعی  های 
کروماتوگرافی، صحت اين بهبود را تأيید کرد. محصول نهايی با  

درصد، جرم کاملاً منطبق با مقدار تئوريک و بازده   ۶/۹۹خلوص 
های پیشین دست آمد که نسبت به گزارش درصد به  ۶۹/ ۸حدود  

واکنش کاهش  است.  نشانگر  کارايی  افزايش  و  جانبی  های 
ساعت، بیانگر   ۶۸به    ۸۰همچنین کاهش زمان کل سنتز از حدود  

ارتقای راندمان بدون افت کیفیت بود. مجموعه اين نتايج نشان  
نسیل پتاکه  شدهشده يک نسخه اصلاحدهد که پروتكل ارائهمی

توسین  اتكا برای تولید اکسی، پايدار و قابلنیازمند مطالعه مستقل
 . و ساير پپتیدهای حلقوی است

 

 

 سپاسگزاری
تحقیقاتی   وسیله از همكاری و پشتیبانی مجتمع تولیدیبدين

فراهم در  ايران  پاستور  و انستیتو  آزمايشگاهی  امكانات  سازی 
آزمايش انجام  مراحل  در  فنی  میهمراهی  قدردانی  شود.  ها 

در طراحی، اجرای    اتید گرامیهای علمی اسراهنمايیهمچنین  
 مراحل پژوهش و تفسیر نتايج نیز مورد تقدير است.

 

 اخلاقیملاحظات  
نگرفته   صدورت  اخلاقی ملاحظات  گونههیچ  پژوهش   نيادر 

   .است

 

 ملاحظات مالی
طددرح  پددژوهددش    نيدد ا از  ه شددددمدداربدده  بددخشددددی 

مقطع انسدتیتو پاسدتور ايران و پايان نامه    (۱۴۰۳/د/۲۵۰۲۱/۲۹۰)
آقای مهندس مجتبی بیژنی از دانشدگاه علوم کارشدناسدی ارشدد 
 تحقیقات می باشد.

 

 تعارض در منافع  
 تعارض در منافع ندارند.نويسندگان اين مقاله 

 

 نقش نویسندگان
ايده  .: ک.ه؛ ا.: آنالیز دادهب .مانجام مطالعه؛ نگارش و .: ب.م

 . علمی مشاوره.: عنظارت بر حسن اجرای مطالعه؛ ح.و طراحی و 

 

   اظهارنامه
در روند تهیه اين مقاله، ابزارهای هوش مصنوعی تنها برای  

کار  صورت محدود بهو ويرايش زبانی به  نسخه اولیه  بهبود نگارش 
شده هیچگرفته  استنتاج اند.  يا  علمی  تحلیل  داده،  تولید  گونه 

پژوهشی توسط اين ابزارها انجام نشده و تمامی مسئولیت علمی 
 . و محتوايی مقاله بر عهده نويسندگان است
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 و همكاران بیژنی       توسینسازی سنتز شیمیايی هورمون اکسی بهینه

 
 ۱۴۵-۱۵۵، صفحه ۱۹ ، پیاپی۹ ، دوره۱۴۰۴ سال ۱۵۵ فیزيولوژی و فارماکولوژی ايران مجله 
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Abstract 

 
Background and Aim: Oxytocin is a cyclic nonapeptide containing a single intramolecular disulfide bond and plays a 

key regulatory role in physiological processes, including uterine contraction, lactation, and hypothalamic pituitary adrenal 

axis activity. Due to its structural sensitivity and short half-life, achieving highly pure and pharmaceutically acceptable 

synthetic oxytocin requires rigorous and optimized peptide synthesis strategies. The aim of this study was to optimize the 

solid-phase chemical synthesis of oxytocin and to evaluate the physicochemical quality attributes of the final product. 

Methods: Peptide assembly was performed on Rink amide resin using HATU as the coupling reagent and N,N-

diisopropylethylamine as the organic base. Following chain elongation, the peptide was cleaved from the resin using a 

trifluoroacetic acid/triethylsilane/water mixture. The intramolecular disulfide bond between Cys¹ and Cys⁶ was formed 

under controlled alkaline conditions at pH≈8. Crude material was purified by preparative reversed-phase chromatography. 

Final analyses included analytical RP-HPLC, electrospray ionization mass spectrometry, pH measurement, endotoxin 

testing, and visual inspection. 

Results: The synthesized peptide exhibited a purity of 99.6%, a single sharp chromatographic peak, and a molecular mass 

fully consistent with the theoretical value. Mass spectrometry showed a dominant ion at m/z 1007.2 ([M+H]⁺). The 

measured pH of a 1 mg/mL solution was 5.2 ± 0.1. Endotoxin levels were below 0.25 EU/mL, confirming microbiological 

safety and the absence of pyrogenic contaminants. Collectively, these findings demonstrate that the optimized process 

produced oxytocin with correct disulfide cyclization, structural integrity, and pharmaceutical-grade purity. 

Conclusion: Stepwise optimization of the solid-phase synthesis, specifically adjusting the activator/base ratio, extending 

coupling times, and employing mild controlled oxidation, resulted in high-purity oxytocin with a yield of 69.8% and 

accurate molecular mass. Shortening the total process time from 80 to 68 hours indicates improved efficiency without 

compromising quality. The final protocol represents a refined and reliable method with reproducibility and scalability 

suitable for research and semi-industrial peptide production. 
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