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با و نشاندار كردن پپتيد  ونگرزين  بهآمينو اسيد  صالات واكنشهاي بهينه سازي
  كربوكسي فلورسين–)6/5(كروموفور

  *1امير نوروزي و 1،4قمريم محقّ، 4محمد حسين صنعتي، 3، زهرا عزيزي2مرتضي دليري، 1ريحانه خسروي
  هشكده صنعت و محيط زيست، گروه مهندسي زيست فرآيندپژو ،يفناور ستيو ز كيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل، تهرانايران،  1

  زيست فناوري داميگروه  ،بيوتكنولوژي كشاورزي پژوهشكده ،يفناور ستيو ز كيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل، تهرانايران،  2
 يمولكول يگروه پزشك  ،يپزشك نينو يها يفناور دانشكده ، تهران يعلوم پزشك دانشگاه ايران، تهران، 3

  گروه ژنتيك پزشكي پژوهشكده زيست فناوري پزشكي، ،يفناور ستيو ز كيژنت يمهندس يپژوهشگاه مل، تهرانان، اير 4
  23/06/1398: تاريخ پذيرش  24/04/1398: تاريخ دريافت

  چكيده 

 رينرايج تيكي از  (Wang) ونگدر بين انواع رزين، رزين . متداول ترين روش سنتز پپتيدها، سنتز روي رزين جامد است
و همچنين  ونگبه رزين   (C-terminus)از انتهاي كربوكسيل اسيدوآمينلين او صالاتدر اين مطالعه روشهايي براي بهبود . آنهاست

  (RRRR)نينيپپتيد تتراآرژ .شودارائه ميكربوكسي فلورسين  - )6/5( رنگ فلورسنتبا  سنتز شده نشاندار كردن انتهاي آمين پپتيد
 .متّصل شد نيفلورس يكربوكس -)6/5( فلورسنتبه انتهاي آن رنگ  سنتز شده و به روش سنتز بر پايه جامد ونگرزين روي بر 

  نآرژينيين اولّ اتصالبهره واكنش  .مورد ارزيابي قرار گرفت )نين هيدرين( كايزركردن پپتيد توسط تست  نشاندار
(Fmoc-Arg(pbf)-OH) گروه سازيآزاد توسطFmoc(Fluorenylmethyloxycarbonyl chloride)  و سنجش ميزان متصل به آن

 اتصال"هاي جهت مقايسه بهره واكنش . ي قرار گرفتنانومتر مورد اندازه گيري كم 278جذب ماوراء بنفش آن در طول موج 
فلورسنت  نشاندار كردن با رنگ"و  "اسيد به رزينلين آمينواو"نامهاي هال كننده معروف كربوكسيل ب، از دو گروه فع  DIC 

(N,N′-diisopropyl carbodiimid) و ) HBTU (N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium 

hexafluorophosphate ( اتصالدر . استفاده شد واكنشگر نينيآرژ اسيدلين آمينواو ،DIC  بيشتر از واكنشگربهره واكنش را 
HBTU براي نشاندار كردن در حالي كه . ساعت افزايش يابد 17ت طول زمان انكوباسيون به هر چند لازم اس. دهدافزايش مي

براي نشاندار كردن پپتيدها  DIC از اكثر پروتكلها در كه است در حالياين . دارد DICعملكرد بهتري نسبت به  HBTUپپتيدها، 
 ساعت 17بسيار كمتر از د نيز زمان انكوباسيون لين آمينواسياو اتصالو براي  استفاده شده استرنگ فلورسنت توسط انواع 

  .پيشنهاد شده است

 ، واكنش تراكمي، گروههاي فعال كنندهسنتز پپتيد، ، رنگ فلورسنت :كليديواژه هاي 

 a_norouzy@nigeb.ac.ir:  ،  پست الكترونيكي 021-44787349: نويسنده مسئول، تلفن* 

   مقدمه

 شده اندتشكيل  آمينواسيدهافيشر نشان داد كه پروتئينها از 
پپتيدها  .شده اند متّصلبه هم پيوند پپتيدي كه توسط 

تواليهاي كوتاهي از آمينواسيد ها هستند كه توسط پيوند 
شوند و در علوم  مختلف به هم متّصل مي) آميدي(پپتيدي

 كاربرد دارند.. .مولكولي، فيزيولوژي و شيمي، سلولي و
توان به وزن مي ااز مزاياي استفاده از پپتيده .)37 و 13(

مولكولي پايين، زيست سازگاري بالا و سميت كم اشاره 
را سنتز كرد و ) دي گلايسين(اولين پپتيد  فيشر. )37( كرد
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به سبب اهميت سنتز  .)26( نام گرفت "پدر شيمي پپتيد"
سنتز پپتيد در فاز  1960س مريفيلد در سال روپپتيدها، ب

زمينه  در سنتز پپتيد از آن زمان .)22(معرفي كرد راجامد 
مورد آلي شيمي مختلف مانند شيمي پروتئين و  علمي هاي

كه منجر به توليد انواع پپتيدهاي دارويي  توجه قرار گرفته
تراكمي  هايطريق واكنش پپتيد از سنتز، اًاساس. شده است

و گروه  اسيدآمينوبين گروه آمين يك  متواليآميداسيون 
كه منجر به گيرد صورت مي سيد بعديكربوكسيل آمينوا

در طبيعت، . شودمي پپتيديآميدي يا پيوند پيوند  تشكيل
در  ،استاندارد مينواسيدآ- العدد  اين ميانكنشها بين بيست

 سنتزمنجر به در نهايت گيرد و ريبوزوم صورت مي
در حالي كه در ريبوزوم پپتيدها از  )3( .مي شودپروتئينها 

به سمت ناحيه كربوكسيل (N-terminus) ناحيه آمين انتهايي 
شوند، در سنتز پپتيد به روش شيميايي اين انتهايي سنتز مي

  ). 1شكل (مسير برعكس است 

  

نمايش شماتيك سنتز   -1شكل
اتصال اولين -1.پپتيد در فاز جامد
جدا شدن -2. آمينو اسيد به رزين

از انتهاي  Fmocگروه محافظتي 
گروه  -3. د اولآمينو اسي

كربوكسيل آمينو اسيد دوم ابتدا با
HBTU  فعال شده و سپس به

گروه آمين آمينو اسيد اول متّصل
به تعداد  3و2مراحل  .مي شود

اسيدهاي مورد نظر تكرار آمينو
، 4شود و نهايتاً در مرحله  مي

پپتيد سنتز شده در حضور اسيد
از رزين جدا  (TFA)آلي و قوي 

ن گروههاي شده و همزما
محافظتي زنجيره هاي جانبي نيز

 ..شوندحذف مي
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سنتز شيميايي پپتيد به دو صورت انجام  در حال حاضر
  :گيردمي

 LPPS()Liquid Phase Peptide(فاز محلول در سنتز- 1 

Synthesis(: براي سنتز پپتيدهاي كوچك با تعداد  بيشتر
ت اين روش مهمترين مزي .رودكار ميه ب رزيدوهاي كم

پپتيد محافظت زدايي امكان جداسازي و خالص سازي 
   .)11(استبعد از هر مرحله و كامل  شده

 Solid Phase Peptide ((SPPS)فاز جامد  درسنتز - 2 

Synthesis(:  روي يكعبارتست از رشد زنجيره پپتيدي 
از انتهاي  ن متوالي اسيدهاي آمينهدبا افزو كه جامد رزين

توالي پپتيدي به سمت انتهاي   (C-terminus)كربوكسيل
  .)31, 23, 11( شودانجام مي  (N-terminus)آمين

ت سنتز در فاز جامد نسبت به سنتز در فاز مايع اين مزي
اسيد با يك مهم را دارد كه پس از اضافه كردن هر آمينو

- شستشوي ساده پپتيد متّصل به رزين روي فيلتر باقي مي

 از جمله ناخالصيها و محصولات جانبي ماند و ساير مواد
زي بسيار ساده تر از سنتز پس خالص سا. شوندشسته مي

با فاز جامد  يند سنتز پپتيد درآفر. پپتيد در فاز مايع است
كربوكسيلسازي گروه  الفع به آن  اتصالو آمينواسيد  ليناو

اسيدهاي مورد در مورد آمينو). 1شكل ( دشوآغاز ميرزين 
آنها مين انتهاي آاستفاده در سنتز لازم به ذكر است كه 

 Fmoc)Fluorenylmethyloxycarbonylتوسط گروه 

chloride(،  در اين مشتقات آمينو. شده استمحافظت -

اسيدي علاوه بر آمين انتهايي، در صورت وجود گروه 
مانند گروه عاملي هيدروكسيل در سرين، (ال عاملي فع

آن گروه جانبي نيز ) ن و غيره،يگروه عاملي آمين در ليز
بنابراين  .ستندي محافظت شده هلكولهاي خاصوتوسط م

تنها گروه عاملي در دسترس و آزاد گروه كربوكسيل آنها 
 محافظ گروه ،به رزيناسيد آمينو ليناو اتصالپس از  .است

Fmoc  پيپريدين  درصد 20توسط محلول)Piperidine ( در
- جدا مي) Dimethylformamide( (DMF)متيل فرماميد دي

 اسيدآمينويل با كربوكس آزاد شده سپس گروه آمين .شود

در مرحله بعد رزين  .دهدپيوند پپتيدي تشكيل مي دوم
واكنشگر هاي اضافي  و محصولات جانبي و شدهشسته 

جدا شدن گروه و اسيد آمينو اتصالمراحل  .شوندحذف مي
Fmoc  پس از اتمام  .ادامه مي يابداسيد آمينوبراي تك تك

ري با اسيد قوي ت شده پپتيد سنتزسنتز روي رزين، 
به مدت ) Trifluoroacetic acid( (TFA)فلورواستيك اسيد

) بسته به توالي پپتيد ،بيشتر يا حتّي(يك تا چهار ساعت 
گروههاي محافظتي  همزمانبه طور اسيد . انكوبه مي شود

و پپتيد را از رزين اسيد ها آمينورا از  جانبيهاي زنجيره 
و  شده ن جدا سپس با فيلتراسيون پپتيد از رزي .كندجدا مي

رسوب داده  ديپپت. شود يسرد رسوب داده مبا دي اتيل اتر 
  HPLC ايبا بهره بالا  يشده توسط روش كروماتوگراف

  .رديگ يقرار م يمورد خالص ساز

بزرگتر  در فاز جامد، انقلابي در توليد پپتيد هاي سنتز پپتيد
بروس ". )17( ايجاد كرد) يا حتي پروتئينها(و پيچيده تر 

است كه در آن  سنتز پپتيد بر پايه جامدپيشگام در  "مريفيلد
 سنتز مي شود و در آخرروي يك رزين نامحلول  بر پپتيد

دهد پپتيد اجازه مي جداسازي پپتيد از رزين يك مرحله
او در سال . )21(آيدمحلول به دست  به صورتمورد نظر 

به  دليل اهميت اين ابداعش جايزه نوبل شيمي را به 1984
طور كه گفته شد، مزيت اصلي  همان. )26( دست آورد

سنتز در فاز جامد سهولت در خالص سازي تنها با يكبار 
به  اتصالاساساً استفاده از فاز جامد براي . شستشو است

به . است يك روش خالص سازي پروتئينها و آنزيمها هم
اين ترتيب كه پس از انجام واكنش آنزيماتيك آنزيم تثبيت 
شده بر روي رزين با يك شستشوي ساده قابل جداسازي 

بعد از براي بازيابي  )28, 25, 24(. از محيط واكنش است
اسيد ، محصولات جانبي واكنش و واكنش هر آمينو اتصال
 ديفرمام ليمت يدده هاي اضافي به راحتي با حلال دهن

   .ماندشسته شده و توالي پپتيدي متّصل به رزين باقي مي

 اسيدولين آميناو اتصال ،گام كليدي سنتز پپتيد در فاز جامد
مقياس واكنشهاي فاز جامد با توجه به . به رزين است
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صل شده به رزين مشخص اسيد متّلين آمينومقدار او
ساير آمينواسيدها به يكديگر،  اتصالو نسبت به  ودشمي

اسيد به رزين مرحله محدود كننده بازده اولين آمينو اتصال
رزينهاي تجاري روي گذاري  بار ظرفيت .واكنش است

 گرم رزين هرميلي مول به ازاي  5/2تا  3/0بين معمول 
 اتصالبنابراين هدف از بهبود  .)26(گزارش شده است

اسيد به رزين، افزايش بهره واكنش بارگذاري اولين آمينو
  . است تا بدين وسيله بهره نهايي سنتز پپتيد افزايش يابد

 هقابل مشاهد ريغ كروسكوپيم ريدر ز دهايا و پپتهنيپروتئ
توان آنها را در يم فلورسانسي هستند و با نشاندار كردن

 نيبنابرا )35, 27, 15, 14( كرد ديابير رهيسلول، بافت و غ
 اريابزار بس كي عنوان به نهايپروتئ و دهايپپت كردن نشاندار
رنگ . گيرداستفاده قرار ميمورد  يضرور ل ومتداو

-(5/6)( نيفلورس يكربوكس-)6/5(فلورسانس يا كروموفور 

carboxyfluorescein (با نام تجاريFAM   يكي از متداول
. است دهايپپت و نهايپروتئ كردن دار نشان يبراترين رنگها 

پايداري شيميايي در  ونيمد را تيمحبوب نيا FAMرنگ 
هاي بسيار اسيدي و بازي،  pHمايي و شرايط سخت د

. بهره كوانتومي بالا است و نييپا متيق ،يسازگار ستيز
به عنوان  نينشان دار شده با فلورس يديپپت مشتقات
 كروسكوپيم مانند يزاتيتجهفلورسنت در  ينشانگرها
 Laser Scanning Confocal( يزريل يروبش كونفوكال

Microscope(، فلورسانس قطبش يريگ اندازه تومتر،يفلوسا 
 استفاده يسلول درون فلورسانس قطبش يسنج فيط و
  .)10( شونديم

سبز رنگ و از  ،نيفلورس يكربوكس- )6/5( فلورسنترنگ 
فلورسين )(FITC )Fluorescein isothiocyanateمشتقات 

 يبالا جزء رنگها يكوانتومه بوده و با بهر) ايزوتيوسيانات
ها مانند ولكولنشاندار كردن انواع م نهيدر زم كاربرد پر اريبس

, 20, 19, 9( باشد يها م ديو پپت دهايگونوكلئوتيال نها،يپروتئ
 بهبود اتصال يبرا ييراهكارها پژوهش، نيا رد .)36, 32

 رنگ اتصال بهبود نيهمچن و ونگ، نيرز به لاو دياسآمينو
  .شده است  شنهاديپ ديپپت كردن دار نشان جهت فلورسنت

 روشها و مواد

مواد شيميايي مورد استفاده و منبع آنها به شرح زير مي 
صد كربوكسي فلورسين با در-)6/5(رنگ فلورسنت : باشد

د آرژينين با ، آمينواسي)35(درصد، رزين ونگ  90خلوص 
و  )10(، دي متيل فرماميد )27(درصد  99درصد خلوص 

متان كلرو، دي)32(HBTU، )32(دي ايزو پروپيل اتيل آمين
و پيپريدين،   HOBtايميد،ديو دي ايزو پروپيل كربو )10(

  .)32(پيريدين آمينومتيلدي

اسيد بر روي رزين ونگ در سنتز پپتيد گذاري آمينوبار
گرم رزين ونگ پس از سه بار ميلي 50: در فاز جامد

به   (swelling) ل فرماميد، به منظور تورمشستشو با دي متي
دقيقه در دي متيل فرماميد قرار داده شد تا  80-90مدت 

گروههاي عاملي هيدروكسيل براي واكنش در معرض قرار 
-اسيد به رزين، ابتدا آمينوبراي اتصال اولين آمينو. بگيرند

به آن  HOBtحل و سپس  DCM/DMF اسيد در محلول
، محلول حاوي HOBtل شدن كامل پس از ح. اضافه شد

و در آخر  DICاسيد به رزين اضافه شد و سپس آمينو
DMAP  به رزين اضافه شدند، در حالي كه فلاسك واكنش

دور در دقيقه قرار داشت  50در دماي اتاق بر روي شيكر با 
  ).4شكل (

به منظور مقايسه ميزان بارگذاري در يك روش ديگر به 
فعال كردن گروه كربوكسيل براي  HBTUاز  DICجاي 
مانند روش . اسيد اول و اتصال آن به رزين استفاده شدآمينو

 .قبل پس از متورم كردن رزين، آمينواسيد به آن اضافه شد
اسيد توسط به اين صورت كه ابتدا گروه كربوكسيل آمينو

HBTU وDIPEA  ال وآمينواسيد (به رزين اضافه شد  فع
ه و هر بار به مدت يك ساعت اضاف فعال شده دو بار

 278نور فرابنفش را در طول موج  Fmocگروه ). انكوبه شد
كند كه از اين ويژگي براي سنجش ميزان نانومتر جذب مي
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اتصال آمينواسيد به رزين و مقايسه ميزان بارگذاري در دو 
گرم از ميلي 10به اين ترتيب كه . روش فوق استفاده شد

ليتر از محلول ميلي 1زين و رزين بار گذاري شده تو
درصد در دي متيل فرماميد به آن اضافه شد و  20پيپريدين 

ساعت در دماي اتاق بر روي  يك بعد از ورتكس به مدت
به طور كامل جدا  Fmocشيكر قرار گرفت تا گروههاي 

از محلول  رميكرو ليت 10پس از ته نشين شدن رزين،. شود
 20ليتر از پيپريدين  ميكرو 990رويي برداشته شد و با 

سپس در طول ). 01/0= ضريب رقتّ (درصد رقيق شد 
نانومتر شدت جذب توسط دستگاه  278موج 

درصد پيپريدين در  20اسپكتروفوتومتر با محلول شاهد 
  .دي متيل فرماميد مورد اندازه گيري قرار گرفت

براي : نشاندار كردن انتهاي آمين پپتيد متّصل به رزين
كربوكسي فلورسين به منظور  - )6/5(رنگ  فعال كردن

  :اتصال آن به انتهاي آمين پپتيد به دو روش زير عمل شد
 HBTUفعال سازي گروه كربوكسيل رنگ توسط - 1
  . )5() 2شكل(

2 -رنگ توسط  ليگروه كربوكس يساز الفعDIC-HOBt 
   .)33( )3شكل(

كربوكسي فلورسين -) 6/5(ميلي مول  3/0در روش اول ، 
ميلي مول پپتيد تترا آرژينين  1/0فعال شده و به  HBTUبا 

محلول فوق در دماي اتاق با . رزين اضافه شدمتّصل به 
. ساعت انكوبه شد 17دور در دقيقه به مدت  50سرعت 

به منظور اطمينان از ) نين هيدرين(سپس تست كايزر 
مكانيسم . اتصال رنگ به انتهاي آمين پپتيد انجام شد

  . نشان داده شده است 2واكنش در شكل 

يد با انتهاي آمين پپت-ميلي مول رزين 1/0در روش دوم، به 
-ميلي 2كربوكسي فلورسين در -)6/5(ميلي مول  3/0آزاد، 

ميلي  14/0حل شد و بعد   DMF/DCMليتر محلول حجمي 
به آن اضافه شد و سپس  HOBtميلي گرم  13و  DICليتر 

پپتيد اضافه شد در حالي كه -محلول حاصل به رزين
ر دور در دقيقه قرا 50 فلاسك واكنش بر روي شيكر با

 17داشت و مانند روش اول در دماي محيط به مدت 
مكانيسم فعال  3شكل  .ساعت انكوباسيون صورت گرفت

  . دهدرا نشان مي DICبا  FAMسازي رنگ 

 

 
 .آن به انتهاي آمين پپتيد اتصالو  HBTU با  نيفلورس يكربوكس -)6/5(رنگ كردن الفع -2 شكل

 
 .DIC-HOBtتوسط  نيفلورس يسكربوك-)6/5( رنگ كردن الفع -3شكل
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  .اسيد بر روي رزين ونگبارگذاري اولين آمينو -4 شكل

 

رنگ به  اتصالدر هر دو روش براي سنجش كيفي ميزان 
 اتصالبراي  لاودر روش  .شد از تست كايزر استفاده پپتيد،

به اين  ،تست كايزر منفي مشاهده شد رنگ به انتهاي آمين،
ود ندارد و واكنش به طور كامل معني كه آمين آزاد وج

در روش دوم، بعد از دو بار اضافه كردن  .انجام شده است
 ،)33(اتاق  يساعت در دما 17رنگ و هر بار به مدت 

 نيود آممثبت بود كه نشان دهنده وج زريهمچنان تست كا
   .است ناكامل بودن واكنشدر نتيجه و  آزاد

  نتايج
شود، در شرايط مشاهده مي 1همان طور كه در جدول 

و  DIC ،HOBtيكسان و با استفاده از واكنشگر هاي 
DMAP،  افزودنDIPEA به واكنش باعث افزايش جذب 
در . شودميو بهبود بارگذاري بر روي رزين  پروتون
ساعت، در حضور  3ثابت مدت  انكوباسيون بهشرايط 
DIPEA  با  .گزارش شد 2/0و در غياب آن  25/0جذب
ساعت، در حضور  17 به مدت زمان انكوباسيون افزايش
DIPEA  مشاهده  4/0و در عدم حضور آن  42/0جذب

شود كه استفاده از گيري ميبه اين ترتيب نتيجه. گرديد
DIPEA هر به  به عنوان جمع كننده پروتون از محيط

به ويژه در ثر است، ؤميزان بارگذاري م صورت در افزايش
 بارگذاريدو بار در  .طول زمانهاي انكوباسيون كوتاهتر

 DIPEAو  HBTUبا استفاده از  اسيد روي رزينمتوالي آمينو
گزارش شد  3/0ساعت، ميزان جذب  هر بار به مدت يك

و  DMAPو  DIC، HOBtكه در مقايسه با واكنشگر هاي 
با افزايش طول مدت اما . ساعت بيشتر است 3باسيون انكو

ساعت  17به  DMAP/HOBt/DICاسيد با آمينو انكوباسيون
بالاتر  HBTU/DIPEAنسبت به استفاده از  بارگذاريبهره 
 .رودمي

نشاندار كردن پپتيد با رنگ فلورسنت براي رديابي آن و 
يد در اين مطالعه، پپت .مطالعات درون سلولي ضروري است

نشاندار  FAMتترا آرژينين به دو روش مختلف با رنگ 
تفاوت روشها در استفاده از واكنشگرهاي  .شد

HBTU/DIPEA  ياDIC/HOBt كامل بودن واكنش به . بود
  .صورت كيفي و با تست كايزر صورت پذيرفت
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 .گذاري رزين با آمينواسيد شرايط مختلف بار -1جدول 

DIC HOBt DMAP DIPEA HBTU ta / hr A278
b 

● ● ● ● 17 42/0  

● ● ● ● 3 25/0  

● ● ● 17 4/0  

● ● ● 3 2/0  

● ● 2×1c 3/0  

a) نانومتر 278جذب در  (b , انكوباسيون تمد طول , c)  انكوباسيون بار دو

ل است زيرا در حضور آن ف آمين نوع اونين هيدرين معرّ
ين انتهايي در صورتي كه آم. آيدبه رنگ آبي پررنگ در مي

متّصل شود، پيوند حاصل يك پيوند  FAMپپتيد به رنگ 
پس از . شودرنگ ميآميدي است و معرف نين هيدرين بي

نين يآرژاز انتهاي آمين پپتيد تترا Fmocجدا كردن آخرين 
با هر يك از دو واكنشگر  FAMمتّصل به رزين، رنگ 

متصّل ال و به صورت مجزا به انتهاي آمين پپتيد مذكور فع
سپس پپتيد نشاندار شده متصّل به رزين با معرف نين . شد

نتايج نشان داد كه پس . هيدرين مورد ارزيابي قرار گرفت
 يواكنشگرهااز يك بار واكنش، با هر يك از 

HBTU/DIPEA اي DIC/HOBt هر . تست كايزر مثبت بود
چند رنگ آبي مشاهده شده با استفاده از واكنشگر 

HBTU/DIPEA اما با تكرار واكنش روي . گ تر بودكمرن
تست كايزر ) قسمتهاي نشاندار نشده(آمينهاي آزاد پپتيد 

استفاده شده بود   HBTU/DIPEAبراي واكنشي كه در آن از
عدم حضور آمين آزاد و در نتيجه كامل شدن ( كاملاً منفي

استفاده  DIC/HOBtو براي واكنشي كه در آن از  )واكنش
وجود آمين آزاد و كامل نشدن ( تشده بود همچنان مثب

واكنشگر پپتيد،  بنابراين براي نشاندار كردن. بود )واكنش
HBTU/DIPEA   واكنشگر ازDIC/HOBt كندبهتر عمل مي .  

  بحث

پپتيدها كاربردهاي گسترده اي دارند كه از آن جمله مي 
توان به خواص ضد سرطاني و ضد ميكروبي آنها اشاره 

سنتز پپتيدهاي كوتاه به روش شيميايي بسيار . )2, 1(.كرد

طور كه در  همان. متداول و ساده تر از بيوسنتز آن است
مقدمه گفته شد، سنتز بر پايه جامد روي رزينهاي 

انواع  يكي از. مخصوص سنتز پپتيد صورت مي گيرد
شود، ستفاده ميرزينهايي كه براي سنتز پپتيد در فاز جامد ا

از مزاياي استفاده از اين رزين مي . باشدمي ونگرزين 
توان به ظرفيت بار گذاري بالا، عدم نياز به واكنشگرهاي 

ها اشاره اسيدوگران قيمت و ممانعت از راسميزاسيون آمين
اري از مطالعات براي سنتز پپتيد در فاز در بسي .)30( كرد

در  .)34, 30, 7( جامد از اين رزين استفاده شده است
. سنتز شده است ونگمطالعه حاضر نيز پپتيد بر روي رزين 

لين سنتز پپتيد بر پايه فاز جامد كه توسط بروس در او
براي  DCC (N,N′-dicyclohexylurea) از مريفيلد انجام شد،

منظور تشكيل پيوند پپتيدي ه ال كردن گروه كربوكسيل بفع
به كار گيري پس از آن . )21(مورد استفاده قرار گرفت 

DCC در  .براي سنتز پپتيد در فاز جامد گسترش يافت
به  هگزيل اورهسيكلودي تركيب DCCاستفاده از  هنگام

عنوان يكي از محصولات جانبي توليد مي شود كه در 
استفاده در سنتز پپتيد نامحلول الهاي مورد بسياري از حلّ

براي غلبه . و مي تواند موجب انسداد منافذ فيلتر شود است
استفاده شد كه محصول جانبي آن،  DICبر اين مشكل از 

N -ت بيشتري نسبت به دي آسيل اوره مي باشد كه حلالي
  .)16(سيكلوهگزيل اوره دارد

بر روي  اسيدآمينوگذاري هدف از اين مطالعه بهبود بار
منظور افزايش بازده سنتز پپتيد برپايه فاز ه ب ونگرزين 
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-)6/5( رنگ اتصالدر  بهبود واكنش تراكميجامد و نيز 
يكي در . كربوكسي فلورسين به انتهاي آمين سنتز شده بود

نتهاي از ناحيه ااسيد آمينولين او ،اريذبار گ از روشهاي
 و  HOBt-DICبا استفاده از  ونگبر روي رزين  كربوكسيل

DMAP ت زمانساعت انجام  سهانكوباسيون  به مد
در . ترسيم شده است 4مكانيسم واكنش در شكل  .)12(شد

از اكسيژن  و اسيدآمين (I)اين بارگذاري، ابتدا در مرحله 
سپس در يك . كندحمله نوكلئوفيلي مي DICبه  كربوكسيل

در  DICجايگزين باقي مانده  HOBtحذف -واكنش اضافه
يك گروه ترك  HOBt. مي شود Amino acid/DICتركيب 

سيل كربوك شدن كننده خوب است كه در صورت مواجه
 خوب با يك نوكلئوفيل HOBtمتّصل به  اسيدآلفا در آمينو

نوكلئوفيل خوب در مرحله .  تواند با آن جايگزين شودمي
(II) شود به اين ترتيب كهتشكيل مي DMAP  به ميزان

باعث ايجاد يون  اكي والان نسبت به رزين 1/0كاتاليتيك 
گروه نسبت به  (–O–)الكوكسي . شودالكوكسي در رزين مي

است  ينوكلئوفيل بسيار قوي تر (OH–)هيدروكسيل رزين 
داشته  (I)محصول مرحله ثرتري به ؤتواند حمله مكه مي
  ).IIIمرحله  4شكل (باشد 

واكنشهاي سريالي ( گذاريميزان باردر مدت سه ساعت 
مطلوب نبود و با افزايش زمان  )4در شكل  فوق

به ميزان  گذاري ميزان بار ساعت، 17 تبه مد انكوباسيون
بنابراين واكنش  .)1جدول ( افزايش يافت درصد 40

از سينتيك پاييني برخوردار است و پيشنهاد  مذكورتراكمي 
به ميزان  پيشنهادي انكوباسيون زمانطول رغم ه شود بمي

در اكثر پروتكلها، زمان انكوباسيون  حدود سه ساعت
ده باز با سا واكنشيك  II، مرحله 4در شكل  .افزايش يابد

و نمي  از سرعت بالايي برخوردار است لذا است اسيد
مراحل در عوض . مرحله محدود كننده سرعت باشد تواند

I  وIII از . حذف هستند-جايگزيني از نوع اضافه هايواكنش
و يون  يك گروه ترك كننده خوب HOBtآنجا كه 
است، منطقاً  يك نوكلئوفيل قوي) IIمحصول (الكوكسي 
 زيرا در مرحله  .باشد بيشتر بايد Iاز  III شسرعت واكن

Iاسيد با كربوكسيل آمينوگروه ال شدن فعDIC  و سپس
مجموعاً يك واكنش دو مرحله اي  HOBtواكنش آن با 

يون الكوكسي در رزين  IIIدر مرحله در حالي كه  ;است
اسيد داراي يك نوكلئوفيل قوي و گروه كربوكسيل در آمينو

بنابراين هر دو . است HOBtوب گروه ترك كننده خ
از واكنش پذيري  ال هستند وبسيار فع واكنشگر اين مرحله
آن  به دنبالحمله نوكلئوفيلي و  لذا. بالايي برخوردارند

بنابراين .  صورت مي گيردانجام واكنش با سرعت بالايي 
. است Iمرحله محدود كننده سرعت مرحله احتمالاً 
ش بازده موجب افزاي نشواك به DIPEA افزودنهمچنين 

به سبب ساختار  DIPEA زيرا .بارگذاري بر روي رزين شد
به عنوان  -آمين نوع سوم با ممانعت فضايي بالا-خود 

 DMAPجمع كننده پروتون به كار مي رود و از سويي باز 
تواند پروتون را از  ميكه به پروتون و يا آب حساس است 

. هتري داشته باشدكاتاليزور عملكرد بتا محيط جمع كند 
تواند يك پروتون از گروه مي  I، DIPEAهمچنين در مرحله 

جذب كند كه باعث حمله موثرتر آن به اسيد آمينواسيدي 
DIC خواهد شد .  

و  HBTUگذاري با واكنشگرهاي  دهد كه بارنتايج نشان مي
DIPEA ّي با زمان انكوباسيون كوتاهتر، بازده بيشتري حت

 در زمان سه ساعت دارد DMAP و  HOBtو DICنسبت به
در  DIPEAتاثير مثبت  - 1: دو چيز است كه نشان دهنده

ال كننده گروه به عنوان فعHBTU بهتر بودن  - 2واكنش و 
آمينو  اتصالمكانيسم  . HOBt-DICكربوكسيل نسبت به 

ال شدن مي باشد يعني فع 2مشابه شكل  HBTUاسيد با 
له اكسيژن الكلي رزين به و حمآمينو اسيد گروه كربوكسيل 

بهره بالاتري از  HOBt-DICبا افزايش زمان واكنش، . آن
HBTU  بنابراين به رغم . دهداز خود نشان مي بارگذاريدر

براي  HBTUهمچنان بهتر از  HOBt-DIC ،سينتيك پايين
 بر طوشرم ،كندعمل ميروي رزين  اسيدوآمين بارگذاري

  . زه كافي طولاني باشدكه زمان انكوباسيون به اندااين 
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 انتهاي آمين آن باشد بهتر است محل نشاندار كردن پپتيد
اسيد لاً در مقايسه با ساير نواحي پپتيد كه داراي آمينوزيرا او

مانند (هايي با گروههاي عاملي قابل نشاندار كردن هستند 
گروه حجيم پروب فلورسانس به ) ليزين، سرين، ترئونين

است كه معمولاً مزاحمت كمتري در  انتهاي پپتيد متّصل
طور كه  ثانياً همان. كندعملكرد بيولوژيكي پپتيد ايجاد مي

پپتيدها تا وقتي روي رزين هستند ) 1شكل (گفته شد 
توان انتهاي گروههاي جانبي محافظت شده دارند ولي مي

بنابراين نشاندار . آمين را با پيپريدين محافظت زدايي كرد
 -1: را دارد مزايامين به لحاظ سنتزي اين كردن در انتهاي آ

رنگ فلورسنت نمي تواند واكنش ناخواسته اي با گروه 
خالص سازي بسيار  -2بدهد اسيد آمينوهاي جانبي ساير 

با  - 3 .چند بار شستشو قابل انجام است فقط با ساده و
كايزر مي توان مشاهده كرد كه آيا واكنش  يك تست انجام
ه است يا خير، و در صورت مثبت رنگ كامل شد اتصال

واكنش تراكمي دوباره تكرار ) وجود آمين آزاد(بودن تست 
با آمين انتهايي به اسيد  FAMپيوند آميدي رنگ  -4. شود

از آن جدا نمي  حساس نيست و در اثر كليويج TFAقوي 
پپتيد تترا در اين مطالعه بنا به دلايل گفته شده، . شود

  . شدانتهايي نشاندار در ناحيه آمين  آرژينين

براي نشاندار كردن از ديرباز  FAMرنگ فلورسنت 
مورد استفاده قرار  و رديابي آنها در سلول )8( مولكولها

از اين رنگ به دلايل گوناگون و در  .)29, 4(است  گرفته
از جمله كاربردهاي . سلولهاي مختلف استفاده شده است

رديابي پپتيدهاي ضد ميكروبي در ريه توان به اين رنگ مي
سلولهاي  عليهمطالعه پپتيدهاي حامل داروي  و )4(انسان، 
تعيين براي  در اين تحقيق. نيز اشاره كرد )38, 18( سرطاني

از دو پروتكل  ،FAMبا رنگ  بهترين روش نشاندار كردن
مورد  هااستفاده شد و نتايج آن) قسمت مواد و روشها(

در روش اول، گروه كربوكسيل رنگ . سه قرار گرفتمقاي
FAM  باHBTU   فعال شده و به انتهاي آمين اضافه شد

تست كايزر منفي بود كه  ،نشاندار كردن بعد از ). 2شكل (
و   Pengcheng Zhang .دهنده تكميل واكنش است نشان

نتيجه  نيز از همين روش استفاده كردند و )38( همكاران
حاصل شده  آمينو اسيدبه  FAM رنگ اتصالدر  بهتري
را اين تحقيق بودن پروتكل  كاربردي مطالعاتاين  .است

مطالعات و پروتكلهاي  ثراك در حالي كه در. تعيين مي كند
-HOBtدوم يعني استفاده از از روش )33, 10, 6(مرسوم 

DIC   براي فعال كردنFAM در اين . استفاده شده بود
زمان با روش دوم و حتي افزايش تحقيق مشخص شد 
 كوپلينگ، و تكرار مجددساعت  17انكوباسيون به مدت 

و تست كايزر همچنان مثبت حاصل نشد ه مطلوب نتيج
  . بود

 شد كه نشانالبته رنگ نارنجي در هر دو روش مشاهده مي
است ولي  در محيط بازي و حلال آلي دهنده انجام واكنش

بنابراين در مراحل نهايي كه . تري داردبالاروش اول بهره 
پپتيد نشاندار  ،است HPLCبا  يكليويج و خالص ساز

با بهره بيشتري سنتز شده و مانند روش دوم ) محصول(
علاوه بر مزاياي . وجود ندارد از پپتيد نشاندار نشده بخشي
با توجه به گران بودن قيمت رنگهاي فلورسنت از فوق، 

علي رغم ذكر ( لدر استفاده از روش اوFAM جمله رنگ 
  . ماندترديدي باقي نمي )روش دوم در اكثر پروتكلها

 تواند بهمي نسبت به روش اول روش دوم پايين در بازده
با آب  DIC جانبي و ناخواسته واكنشيكي  :باشددليل  دو
ال كردن در فعHBTU ثرتر ؤو ديگري واكنش م )5شكل (

 نوكلئوفيلو طبيعتاً حمله بهتر  FAMرنگ  گروه كربوكسيل
  . آمين انتهايي به آن

 

  .با آب DICواكنش   -5شكل 
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 بارگذاريمي تواند در واكنش  توسط آب DICتخريب 
روي رزينها هم اتفّاق بيفتد، به همين  DICبا آمينو اسيد 

ال خشك توصيه دليل در اكثر پروتكلها به استفاده از حلّ
  . شده است

به  HBTUيت حنتايج مشاهده شده در ارتباط با ارج
DIC/HOBt  روي  بارگذاريبراي نشاندار كردن عكس نتايج
ين امر، تفاوت در خواص نوكلئوفيلي ت اعلّ. رزين بود

. است ونگآمين انتهايي با گروه هيدروكسيل در رزين 
در ( نسبت به گروه هيدروكسيل )انتهايي پپتيد( گروه آمين

 . نوكلئوفيل بهتري است )رزين

  گيرينتيجه

لين به عنوان او ونگبه رزين اسيد آمينولين او اتصالبراي 
 در سنتز پپتيد بر پايه فاز جامد، و تعيين كننده ترين مرحله

و افزايش زمان  DIC/HOBtال كننده گروه فعاستفاده از 
روي رزين محسوب  بارگذاريانكوباسيون روش بهينه در 

با رنگ  پپتيد براي نشاندار كردن انتهاي آمين. شودمي
استفاده ، به رغم اكثر پروتكلها كربوكسي فلورسين- )6/5(

از  رنگ كربوكسيل دن گروهال كربراي فعHBTU از 
 HBTUزيرا واكنشگر  بهتر است DIC/HOBt واكنشگرهاي

ال كننده بهتري براي گروه كربوكسيل استفع . 
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Abstract  

The most common method for peptide synthesis is to synthetize it on a solid resin. 
Among the variety of resins, Wang resin is one of the highly use ones. In this study, we 
introduced improved protocols for anchoring an amino acid on the Wang resin, a 
famous resin for peptide synthesis, and N-terminally labeling peptide with (5/6)-
carboxyfluorescein, a fluorescent dye. The peptide tetra arginine, RRRR, was 
synthetized on Wang resin with solid phase peptide synthesis (SPPS) method and the 
dye was attached to its N-terminus. The attachment yield of the first arginine residue 
(Fmoc-Arg(pbf)-OH) were quantified by liberating the Fmoc groups from the amino 
acid/resin complex following measure its UV absorption at 278 nm. The labeling was 
monitored by Ninhydrin test that reveals presence of primary, unbound N-terminally 
amines. In anchoring the first arginine residue on the resin, DIC (N,N′-Diisopropyl 
carbodiimide) works more efficiently than HBTU (N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(1H-
benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate), only if the incubation time increases 
to 17 hours; while, HBTU undeniably enhances the efficiency of the fluorescence 
labeling compared to DIC. However, in most available protocols, DIC was 
recommended for labeling the peptides with (5/6)-carboxyfluorescein and the 
recommended incubation time for attaching the first amino acid on the Wang resin is 
usually far shorter than 17 hours.  
Keywords: Peptide synthesis, Fluorescent dye, Coupling reaction, Activating agents 

 


