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1. ВВЕДЕНИЕ

В 1973 г. исполнилось 10 лет с момента опубликования сообщения
Меррифилда ' о синтезе пептидов на нерастворимом полимерном носи-
теле. Предложенный метод, названный твердофазным методом, получил
широкое распространение в области синтеза не только пептидов, но и
ряда соединений других классов.

Уже опубликовано около 500 работ но твердофазному синтезу пеп-
тидов, среди них несколько обзоров, наиболее полными из которых
являются работы Меррифилда 2, Лоссе и Нойберта 3, а также моногра-
фия Стюарта и Янг, переведенная на русский язык4.

Перечисленные обзоры2-4 охватывают литературу до начала 1969 г.
обобщая примерно 150 экспериментальных статей. Представляется
целесообразным дать обзор литературы за период с 1969 года до начала
1972 г. Имеющиеся обзоры Марглина и Меррифилда5, Гайгера 6, Вюн-
ша 7, а также Ваки и Идзумия 8, Кишида и Сакакибара "•10, Лоссе и

отражают лишь отдельные аспекты твердофазного синтеза пептидов.
На русском языке имеется только одна обзорная статья Веса '2, опубли-
кованная в 1968 г. Более поздние работы отражены в монографии Стю-
арта и Янг4, обзорах Меррифилда2 и Лоссе и Нойберта3. Настоящую
публикацию мы рассматриваем как продолжение указанных работ.
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Принятые сокращения

Сокращения аминокислот даны в соответствии с рекомендациями комиссии
по номенклатуре IUPAC — IUB, см. Biochemistry, 5.2485 (1966).

АОК (АОС) — трет.-амилоксикарбонил;
БОК (ВОС) — трет,-бутилоксикарбонил;
БМВ (BMV) — Ы-(2-бензоил-1-метилвинил);
ДВБ —р-дивинилбензол;
ДИПОК (ВРОС) —• 2-(р- дифенилил)изопропилоксикарбонил;
ДМСО — диметилсульфорсид;
ДМФА — диметилформамид;
ΛΗΦ(ϋΝΡ) — 2,4-динитрофенил;
ДЦГА —дициклогексиламин (или аммоний);
ДЦГК (DCC) —Ν,Ν'-дициклогексилкарбодиимид;
КБЗ (к) — карбобензокси (бензилоксикарбонил);
КДИ (CDI) — Ν,Ν'-карбонилдиимидазол;
МБГ (Mbh) — 4,4-диметоксибензгидрил;
МКБЗ (MZ) — р-метоксибензилоксикарбонил;
НФС (NPS) — о-нитрофенилсульфеяил;
ТГФ — тетрагидрофуран;
ТФА — трифторацетил;
ФОК (FOC) — фурфурилоксикарбонил;
<DT(Ph(t) - ф т а л и л ;

(Р) — полимер-носитель

II. ПОЛИМЕРНЫЙ НОСИТЕЛЬ

Полимерный носитель — главный компонент твердофазного пептид-
ного синтеза, и понятно, что подбор носителя имеет весьма важное зна-
чение для успешного проведения всего процесса синтеза.

Предложенный Меррифилдом ' сополимер стирола с 1—2% ДВБ
полностью нерастворим в обычных растворителях, но хорошо набухает
в хлористом метилене, ДМФА, диоксане и хлороформе. Это очень важно,
так как позволяет использовать для реакций практически весь объем
полимерного зерна 13.

Указанный носитель *• 14 и в настоящее время используется наиболее
часто. То же самое можно сказать и о «якорной» группе, с помощью
которой осуществляется присоединение первой аминокислоты к поли-
меру-носителю: хлорметильная группировка, как это видно из данных,
приведенных в табл. 1, заметно доминирует.

Хотя в подавляющем большинстве работ 15-227 авторы использовали
хлорметилированный сополимер стирола с 1—2% ДВБ, именно моди-
фикации «якорной» группы посвящена значительная часть исследований
по твердофазному пептидному синтезу. Это связано с рядом трудностей
получения аминоацилполимера по Меррифилду (см. следующий раздел
обзора).

Предпринимались попытки использовать в качестве носителя бром-
и иодметилированные сополимеры стирола с ДВБ. Однако такие носи-
тели удается получать лишь в два этапа *. Так, Тилак2 2 8 сначала конден-
сировал хлорметилированный полимер с карбоновой кислотой, а затем
разрушал образующиеся сложноэфирные связи раствором бромистого
или йодистого водорода в уксусной кислоте. Вероятно, именно трудно-
доступностью можно объяснить сравнительно редкое использование та-

* Существует малоизвестный, но предельно простой способ получения иодметили-
рованных полимеров и сополимеров стирола путем обработки хлорметилированного
полимера раствором Nal в ацетоне; см. В. В. Коршак, С. В. Рогожин, В. А. Даванков,
Изв. АН СССР, сер. хим., 1965, 1912; Высокомолек. соед. 8, 1686 (1966). [Прим. ред.]
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Г. п. Мишин, Г. А. Коршунова и Ю.

Полимерные носители

Функциональная группа

П. Швачкин

ТАБЛИЦА I

Ссылки на литературу

Гелевый сополимер
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ТАБЛИЦА 1 (продолжение)

Тип полимера Функциональная группа Ссылки на литературу

Гелевый сополимер
стирола с 1—2%
ДВБ Me

- / \ ~ C H . 2 C H , - C - O - C O - N H N H ,
I

Me

- C H - N H ,

^—CH2—О—CO—Cl

i-SO2-Cl

271

263,272

273—282

2836,284—287

288,289

Макропористый
сильносшитыи со-
полимер стирола
с ДВБ (до 12%)

i-CH2-Cl

- \ - C H , - N - (СН2)Л-ОН

СО
I
Me (я=2,6)

173,199,294-297

296

Стеклянные грану-
лы, покрытые
слоем полисти-
рола Λ Λ

-СН2-С1 53,173,199,298,299

«Щеточный» носи-
тель \

\

\ СИ ΓΙ

62,300—302

302,303

304

Полистирол, мол.
вес 200 тыс. V

-CHg-Cl 305-309

Полиэтиленгли-
коль, мол. вес
10—20 тыс.

-СН.ОН 310-312

Привитой сополи-
мер поли (три-
фторхлорэтилеяа
и хлорметилсти-
рола

j-CH2-Cl 313

Полифенол

сн.
ί-ΟΗ

сн2

314,315

Успехи химии, № И
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ТАБЛИЦА 1 (окончание)

Тип полимера

Полифенол

Рези тол

Сефадексы:
LH-20
G-25

Функциональная группа

Me-S-/=

-СНг

но

о-( ' .ο-

Ι

сн2

|1 > - о н

С Н 2

1

О Μ ι-

v../"<;"-'B:'

Ссылки на литературу

269

93,115,316

317,318
317.318

a Сополимер стирола с 5% ДВБ.
б Сополимер стирола с 0,5% ДББ Типа «попкорн»

ких носителей, особенно иодметилированного полимера ш · 2 2 9 - 2 3 3 . Поэто-
му весьма привлекателен метод промежуточного получения иодметил-
полистиролов при взаимодействии хлорметилированных производных с
N-эащищенными аминокислотами в присутствии йодистого натрия в
качестве катализатора 2и. Позднее эта методика успешно применялась
в ряде других лабораторий 2 2 Э · 2 3 5 - 2 3 8 .

Вейганд 239 и независимо от него Мизогучи с сотр.2 4 0·2 4 1 предложили
использовать галоидоацетилполимер, улучшающий условия присоедине-
ния первой аминокислоты к полимеру-носителю, но не позволяющий
применять для отделения пептида от носителя кислотные реагенты.
Используемые для этого щелочные реагенты:

увеличивают опас-
ность рацемизации пептида. По этой причине галоидоацетильные поли-
меры чаще применяют для получения амидов, гидразидов и эфиров
защищенных пептидов 2 4 0 · 2 4 1 · 2 4 4 · 2 4 5 . То же самое можно сказать и об
α-бромпропионилполимере, предложенном Мизогучи с сотр.240'241.

Рассмотренные полимеры-носители имеют те же недостатки, что и
нитрованный по ароматическим кольцам хлорметилированный сополи-
мер Меррифилда'. Повышенная устойчивость сложноэфирной связи
пептида к кислотным реагентам делает нитрованный носитель более
пригодным для получения защищенных амидов и гидразидов пепти-
дов 24в. Так, используя для отделения пептидов от полимера-носителя
аммиак или амины, Такашима с сотр.2

получили ряд аналогов ок-
ситоцина.

Предложенный Созардом с сотр.249"251 бензгидрилполимер позволяет
применять при отделении пептида от носителя мягкие кислотные реаген-
ты, но требует использования в процессе синтеза весьма кислото-
лабильных защитных групп, что также связано с определенными труд-
ностями.
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Интересный вариант получения аминоацилполимеров без использо-
вания конденсирующих агентов и третичных аминов предложен Дорма-
ном с сотр.252. Используемый этими авторами диметил(арилмети-
лен)сульфоний-полимер позднее применяли для синтеза ряда биологи-
чески активных пептидов 2 1 8 · 2 5 3 .

Несомненный интерес представляют полимеры-носители, в состав
«якорной» группы которых входит гидроксил. Это прежде всего оксиме-
тилированный полимер стирола, предложенный Бодански и Шиэном 2S4,
который, несмотря на ряд существенных недостатков, неоднократно
применяли при твердофазном синтезе пептидов °5·209·233·250-260. К той же
группе носителей относятся оксигексаметиленполимер, предложенный
Байером 261, р-оксифенилацетилоксиполимер, исследованный Блейком и
Ли 262, и грет.-оксиалкилполимер Ванга и Меррифилда 263. Удобен также
оксиалкиламинополимер, разработанный Тилаком и Холлинденом 2 e 4-2 6 e

f

который можно успешно использовать в сочетании с КБЗ-защитой по
α-аминогруппе аминокислот. Аналогичными свойствами обладает и ок-
сибутирилполимер264·267. К недостаткам указанных носителей следует
отнести невозможность применения кислотных реагентов на стадии от-
деления пептида от носителя.

Ряд гидроксилсодержащих носителей позволяет в конце синтеза
превратить пептидил-полимер в полимерный активированный эфир пеп-
тида, что открывает широкие возможности для дальнейшего его исполь-
зования (см. раздел VII). Это прежде всего полимер с оксифенилсуль-
фидными группами, предложенный Маршаллом с сотр.268 и независимо
от них Флэнигеном с сотр.269. Окисление сульфидной группы в соответ-
ствующий сульфон приводит к получению активированного эфира пеп-
тида. Носитель с аналогичными свойствами получен Виландом с сотр.270

взаимодействием 4'-аминометил-2,2-дифенилэтандиола с хлорметилиро-
ванным носителем. Путем дегидратации его также можно превратить в
активированный, виниловый эфир пептида. Подобными же свойствами
обладает и полимер-носитель, содержащий сульфамидную группиров-
ку 271. N-Алкилирование сульфамидной группы облегчает щелочной
гидролиз, аммонолиз и гидразинолиз «якорной» связи.

Для получения амидов и гидразидов пептидов в условиях кислот-
ного расщепления пептидил-полимеров применяют специальные носи-
тели, «якорные» участки которых уже содержат соответствующие
функциональные группы. Это трег.-алкилоксикарбонилгидразид-поли-
мер Ванга и Меррифилда 2 6 3 · 2 7 2 и бензгидриламинополимер, предложен-
ный Пиетта и Маршаллом 2 7\ Монахэн и Ривьер с сотр.*74-27», а также
другие исследователи280-282 неоднократно применяли бензгидрилами-
нополимер для получения ряда биологически активных амидов
пептидов.

Наряду с полимерными носителями, функциональные группы кото-.
рых способны взаимодействовать с карбоксилом присоединяемой ами-
нокислоты, иногда используют носители, позволяющие вести синтез
пептидов с N-конца. Так, Летсингер 2 8 3 предложил носитель алкилокси-
карбонилхлоридного типа, способный взаимодействовать с α-амино-
группой аминокислоты. Однако предложенный подход не нашел широ-
кого распространения в практике твердофазного синтеза из-за опасности
рацемизации при активации карбоксильной группы пептида. Тем не
менее носитель алкилоксикарбонилхлоридного типа удалось эффектив-
но использовать для присоединения к полимеру-носителю пептидов, со-
держащих ω-аминогруппы в остатках диаминокислот284-286. Полученные
при этом пептидил-полимеры можно циклизовать непосредственно на
носителе284·285.

8*
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Оригинальную методику твердофазного синтеза пептидов с N-конца
разработали Феликс и Меррифилдz87, предложившие использовать для
синтеза БОК-гидразиды аминокислот. Активация карбоксила синтези-
руемого пептида азидным методом практически исключает возможность
рацемизации на стадии пептидообразования. Для синтеза пептидов с
N-конца Дальманс с сотр.288·289 предложили использовать также суль-
фохлорированный полимер-носитель, вводя аминокислотные остатки в
цепь в виде их грег.-бутиловых зфиров. Однако этот метод пока не на-
шел распространения, как и рассмотренный подход в целом.

Для проведения твердофазного синтеза важна не только якорная
группа носителя, но и физико-химические свойства самой полимерной
матрицы. Предложенный Меррифилдом полимер-носитель за счет на-

' бухания в ряде органических растворителей обеспечивает диффузию
растворенных реагентов внутрь гранул, позволяя использовать весь
объем полимерного зерна, и имеет достаточно высокую механическую
прочность. В то же время он не свободен от ряда недостатков. Исследо-
вания по структуре сополимеров стирола с ДВБ продолжаются280-293.
Изменение набухаемости гелевого полимера-носителя в зависимости от
химической природы растворителя, а также недостаточные размеры
ячеек полимерной сетки осложняют процесс диффузии. Для улучшения
доступа растворенных веществ внутрь полимерной гранулы и стабили-
зации структуры полимера некоторые исследователи предлагают
использовать макропористые, жесткосшитые носители на основе поли-
стирола. Преимущества последних отмечались уже давно 29\ но прак-
тическое их применение началось позже173· ' " · 2 9 5 - 2 9 7 . Сравнительная
оценка различных носителей 173 позволяет считать макропористые носи-
тели весьма перспективными.

Большей скорости диффузии растворов в гранулы носителя можно
добиться путем применения мелкозернистых полимеров, но такие носи-
тели неудобны в работе. Поэтому Байер с сотр.53 предложили исполь-
зовать в качестве носителя силикатные гранулы, покрытые тонким
слоем полимера. Возможность использования таких гибридных носи-
телей была показана и другими исследователями 1 7 3 · 1 9 9 · 2 9 8 · 2 " . Недостат-
ками указанных носителей являются их малая удельная емкость и воз-
можность постепенного разрушения внешнего органического слоя, что
приводит к заметной потере синтезируемого пептида. Последний недо-
статок в значительной мере устраняется в случае ковалентного закреп-
ления якорных органических молекул на силикатных гранулах 6 0 · 3 0 0 - 3 0 4 .
Подобные «щеточные» носители можно, по мнению авторов, использо-
вать для колоночного твердофазного синтеза пептидов.

Эффективность взаимодействия полимера-носителя с растворами
реагентов низка из-за наличия гетерогенной системы. Здесь преимуще-
ства твердофазного синтеза порождают существенный его недостаток.
Выход может быть найден на пути сочетания возможностей твердофаз-
ного метода синтеза и синтеза пептидов в растворе. С этой целью Шемя-
кин, Овчинников и др.305 разработали метод синтеза пептидов на раство-
римом полимерном носителе. Было предложено использовать полистирол
(Λί = 2-105), растворимый в органических растворителях и нераствори-
мый в воде. Это позволяет проводить пептидный синтез в гомогенной
среде, а очистку пептидил-полимера — в гетерогенной. Однако при этом
наблюдаются потери пептидил-полимера при его осаждении из раство-
ра, а также некоторые другие осложнения. Тем не менее, указанным
методом удалось синтезировать ряд биологически активных пептидов,
в'том числе грамицидин S308"309.
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Предложенное направление развивает в настоящее время группа
Байера с сотр.310"312, используя в качестве носителя полиэтиленгликоль
(М=1—2-Ю4). Для очистки промежуточных продуктов авторы ис-
пользуют ультрацентрифугирование и ультрафильтрование через мем-
браны.

Кроме полиэтиленгликоля, отличного по своей природе от тради-
ционных носителей на основе полистирола, описаны попытки использо-
вать для твердофазного синтеза и другие полимеры, в частности, при-
витой политрифторхлорэтилен, хлорметилированный полистирол 313, раз-
личные полифенолы 2 6 9 · 3 1 4 · 3 1 5 , а также метилированный по фенольному
гидроксилу и хлорметилированный по ароматическому кольцу рези-
тол 9 3 · 1 1 5 · 3 1 6 . Были также предприняты попытки применить для этой цели
полимеры на основе декстранов2, например, сефадексы LH-20 и
G-25 3 1 7 · 3 1 8 .

III. ПРИСОЕДИНЕНИЕ ПЕРВОЙ АМИНОКИСЛОТЫ К ПОЛИМЕРУ-НОСИТЕЛЮ

Методика присоединения N-защищенных аминокислот к хлорметили-
рованному полимеру-носителю в органических растворителях в присут-
ствии третичных аминов остается наиболее распространенной. С целью
уменьшения возможности образования на носителе ионогенных групп
за счет взаимодействия третичного амина с хлорметилполимером по
схеме:

Et3N + С1—СН2-(Р) »- СГ- Et3N"L-CH2~(P)

предлагается заменять триэтиламин другими основаниями, например,
диизопротшлэтиламином23. Еще больший эффект достигается при ис-
пользовании четвертичных тетраметиламмонийных оснований, предло-
женных для этой цели Лоффетом 133· 152. Определенный эффект наблю-
дается также при замене растворителя, в котором протекает реакция
образования сложного эфира. Наиболее перспективным здесь считается
трет-бутиловый спирт 2 0 7 · 2 0 8 .

Стандартные методики получения аминоацилполимеров предусма-
тривают взаимодействие компонентов при высоких температурах (50—
80°), что не всегда приемлемо. Так, Марглин m наблюдал ряд побоч-
ных эффектов в этих условиях и предложил для их устранения прово-
дить реакцию получения аминоацилполимеров в ДМФА с триэтилами-
ном в течение 24 часов при 25°. Полученные при этом результаты
несколько неожиданны, так как до сих пор удавалось применять ДМФА
на этой стадии лишь -при 50—75° 23· 22°.

Поскольку характер и условия взаимодействия N-защищенной ами-
нокислоты с полимером-носителем определяются прежде всего природой
«якорной» группы последнего, понятно, что все сказанное применимо и
ко всем другим носителям, содержащим хлорметильную группу в аро-
матическом ядре.

В более мягких условиях происходит присоединение N-защищенных
аминокислот к бром- и иодметилированным носителям. Обычно реакцию
проводят в ДМФА с триэтиламином при 20—30° в течение 36—72 час.228·
230-233 Иногда вместо триэтиламина используют дициклогексиламин231·
232. В еще более мягких условиях присоединяют С-концевую аминокис-
лоту к хлорметилированному носителю в присутствии йодистого натрия
в качестве катализатора 2 3 4 · 2 3 6 - 2 3 8 .
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Аналогичные условия присоединения требуются и в случае галоидо-
ацетилированных носителей. В качестве растворителей чаще всего ис-
пользуют этилацетат, хлористый метилен или ДМФА239-245, а в качестве
оснований — триэтиламин или диизопропилэтиламин239·242.

В случае применения бензгидрилполимера Созард с сотр.249·250 ис-
пользовали при получении аминоацилполимеров ДЦГА-соли БМВ-ами-
нокислот и других N-защищенных аминокислот. Реакцию проводили в
хлороформе при кипячении в течение 12 час.249 или же в хлористом ме-
тилене при 20° в течение 4 дней 250.

В очень мягких условиях без использования третичного амина полу-
чают аминоацилполимер в случае применения диметил(арилметилен)-
сульфоний-полимера 2 5 г:

Me2S +CI-CH 2 -@ —^ C1-. Me2S+-CH2-® нсо.

НГ.О3 · Me2S+— C H 2 - { p )
1. БОК-аминокислота

2. Высушивание
3· Нагревание

->•

BOC-NH-CHR-COO-CHs-@

При этом выход продукта реакции составляет 87—96% 2 1 8 · 2 5 3 , в то вре-
мя как при использовании хлорметилированных носителей он, как пра-
вило, не превышает 25—30%.

Для присоединения первой аминокислоты к носителям, в состав
«якорной» группы которых входит гидроксил, используют такие конден-
сирующие агенты как КДИ и ДЦГК. При этом необходимо блокировать
оставшиеся свободными оксигруппы в случае использования конден-
сирующих агентов на стадии пептидообразования, что не очень
удобно.

Иногда в качестве конденсирующего агента на стадии получения
аминоацилполимера применяют /?-толуолсульфохлорид263·265·26в.

Конденсирующие агенты используют и в случае присоединения пер-
вой аминокислоты к носителям, «якорная» группа которых содержит
амино- или гидразиногруппу. Здесь чаще используют ДЦГК 2 6 3 · 2 7 2 - 2 8 2 .
В случае сульфамидного носителя использовали соответствующие
2,4,5-трихлорфениловые эфиры 271 аминокислот.

При синтезе пептидов с N-конца первую аминокислоту присоединя-
ют к полимеру-носителю в виде эфира, амида или другого производного
по карбоксильной группе в присутствии триэтиламина 283-289.

Интересен вариант присоединения аминокислоты к носителю за счет
боковой функциональной группы. Так, Глэсс с сотр.226 использовала
имидазольное кольцо гистидина для взаимодействия с динитрофторфе-
нильной группой полимера-носителя.

В тех случаях, когда величина пор носителя изменяется в процессе
синтеза, аминокислота может присоединяться к полимеру в таких его
участках, которые в дальнейшем окажутся труднодоступными для хи-
мической атаки другими реагентами13. В результате экранирования
носителем эти аминокислоты не вступают в реакции пептидообразова-
ния, что приводит к появлению ошибочных последовательностей.
Количество подобных труднодоступных остатков может достигать
40% 31Э.
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Одним из путей преодоления указанных недостатков является при-
соединение к полимеру-носителю не отдельных аминокислот, а коротких
пептидов, не способных проникать в слишком мелкие поры носителя.
Для этого пытались использовать полимеры с модифицированными
функциональными группами, в частности галоидоацетильными239·242 и
бромметильными230-232. Хлорметилированный носитель удавалось ис-
пользовать лишь при взаимодействии с депсипептидами в условиях
кипячения в этилацетате320·321 или же с простейшим дипептидом ВОС-
Gly-Gly-OH 227. Хорошие перспективы открываются, на наш взгляд, при
использовании йодистого натрия в сочетании с хлорметилполимером.
При этом удается присоединять к носителю ди-, тетра- и пентапептиды
с нагрузкой порядка 0,12—0,32 ммоля/г 2 3 7 · 2 3 8 .

IV. ЗАЩИТА И ДЕБЛОКИРОВАНИЕ а-АМИНОГРУПП

Впервые примененная Меррифилдом' КБЗ-защитная группа оказа-
лась малопригодной в условиях твердофазного синтеза \ Поэтому ее
применение ограничено, если не считать работ, где КБЗ-аминокислоты
применяли для введения N-концевого остатка синтезируемого пептида.
В этих случаях КБЗ-группа удаляется при кислотном отделении пепти-
да от носителя или же позволяет получать более стабильные производ-
ные в случае проведения аммонолиза, гидразинолиза или переэтерифи-
кации пептидил-полимера.

Возможно использование КБЗ-аминокислот в сочетании с оксиал-
киламинополимером 2 6 4 - 2 6 6 · 2 9 6 и оксибутирилтголимером 2 6 4 · 2 6 7 . При этом
КБЗ-группу удаляют 30%-ным раствором бромистого водорода в уксус-
ной кислоте без потерь пептида с носителя. КБЗ-аминокислоты приме-
нимы также для пептидного синтеза на полимере сульфамидного
типа 271. Интересной особенностью обладает полимер-носитель на основе
полиэтиленгликоля 3 1 0 · 3 1 2 , позволяющий удалять КБЗ-группу гидрирова-
нием, что не удавалось сделать в случае применения нерастворимых
носителей.

Тем не менее основной группировкой, применяемой для защиты
«-аминогруппы при синтезе пептидов на полимерном носителе, продол-
жает оставаться БОК-группа (см. табл. 2). Доступность и устойчивость
БОК-аминокислот, возможность отщелления БОК-группы мягкими кис-
лотными реагентами и ряд других преимуществ делают ее практически
незаменимой на современном этапе развития твердофазного метода пеп-
тидного синтеза.

Для удаления БОК-группы обычно используют IN раствор хлористо-
го водорода в уксусной кислоте14, несмотря на возможную опасность
ацетилирования аминогрупп пептида следовыми количествами уксусной
кислоты на последующей стадии пептидообразования. Однако тща-
тельная нейтрализация и промывка сводят эту опасность к мини-
муму.

Все чаще начинают применять для удаления БОК-группы 4 N рас-
твор хлористого водорода в диоксане, впервые предложенный Стюартом
и Вулли 322. Диоксан способствует набуханию полимера, что повышает
эффективность деблокирования. Это важно, так как неполное удаление
N-защитной группировки может служить одной из причин пропусков
аминокислотных остатков в цепи 169.

В 1966—1967 гг. для удаления БОК-группы было предложено приме-
нять трифторуксусную кислоту2 4 2·3 2 3 или 50%-ный раствор ее в хлори-
стом метилене, как это делали Гутте и Меррифилд324 при синтезе рибо-
нуклеазы А. Кроме того, трифторуксусная кислота позволяет исключить
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ТАБЛИЦА 2

№-Защитные группы и методы их удаления в процессе твердофазного
пептидного синтеза

Защитная группа

КБЗ (Z)

БОК (ВОС)

БОК (ВОС) при
наличии ос-
татка Тгр

АОК (АОС)

НФС (NPS)

ДИПОК (ВРОС)

Метод деблокирования

30%-ный р-р НВг в АсОН
Гидрирование над Pd/C

1 N р-р НС1 в АсОН, 30 мин.

1,2-1,5 N р-р HCI в АсОН. 30 мин.

4 N р-р НС1 в диоксане, 30 мин.

1 N р-р НС1 в диоксане, 30—45 мин.

2N р-р HCI в диоксане, 20—30 мин.

5,6N р-р НС1 в диоксане

30%-ный р-р НС1 в диоксане, 20 мин.

CF3COOH, 30—40 мин.

50%-ный р-р CF3COOH в СН2С12,
15—30 мин.

50%-ный р-р CF3COOH в хлороформе

0,8JV р-р НС1 в EtCOOH

5,35 /V р-р HCI в смеси ДМСО—СН2С12

(1:1)

1 N р-р НС1 в МеОН, 30—40 мин.

20%-ный р-р HSCH2CH2SO3H в АсОН,
30 мин.

0,1 N р-р НС1 в НСООН

10%-цый р-р HCI в МеОН или диок-
сане, 1—2 часа

1 N р-р НС1 в АсОН, 40 мин.

50%-ный р-р CFgCOOH в СН2С12

0,1—1N р-р НС1 в органическом
растворителе, 10—20 мин.

*0,5—1,5%-ьый р-р CFgCOOH в СН2С12,
10—15 мин.

0,05—0,1 N р-р НС1 в хлороформе,
5—10 мин.

Лед. АсОН, 8 час.

Ссылки на литературу

264-267,271,296
310,312

16,17,19,22,29,32—34,38,39,43,44,47,48,
52-55.57,59,60,62-64,67,70—72,74,
75 а , 76,78,81— 83,86,89,90,94,95,97,98,
100,102,104,106,108,111,112,116—119,
122б, 123-125,127,131,132,137-145,
153,155,156,159,161,165,166,170,172,
174,177,178,184,188,195.198,201-203,
205,214—217,220,221,224,225,233,235,
247,248,253,255,257,261,269,273,297.
300,301,308

80,96,107,135,175,240,241,312

24,30.31,36,37,41,42,45,49,51,60,65,66,
73,79,85,87,92,105.110,113,129,126,
146,147,157,160,179,180,182,200,212,
222,236,238,280,299в,310,311,313

21Г,88,161,231

284-286

134

50

46,74,226,242,253,271,278,317,318

42,60,84,97,128,129,134,148,157,165,167,
168,190,191,193.194Д, 196,197,202,209е

211,213Ж,218,223,233,258—260,262,268,
275—277,281,282

101,103,1833

97

134

206

162

221

241,245,315

28,241,244

121

71,99,131,222,235,284,285

42,263,272

191,197,262

156,159
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ТАБЛИЦА 2 (продолжение)

Защитная группа

БМВ (BMV)

ФОК (FOC)

МКБЗ (MZ)

ФТ (Pht)

Me3Si

Метод деблокирования

0,4JV ВОДНЫЙ р-р НС1 в ТГФ, 30 мин.

1 N р-р р-толуолсульфокислоты в ТГФ

1 N р-р HCI в АсОН или диоксане

1 N р-р НС1 в АсОН, 30 мин.

50%-ный р-р CF3COOH в СН2С12,
30 мин.

N 2 H 4 Ac0H в ДМФА, 24 часа

1%-ный р-р АсОН в этаноле.

Ссылки на литературу

249

250

115,330

149

232

263

309

а 0,5 N р-р НС1 в АсОН. " 15 мин. вместо 30 мин.; в 78 сек. вместо 30 мин.; г диоксан — СН2С1 г

(1:1): А 12,5—25%-ный р-р CF3COOH в СН2С12;
 е 75 мин. вместо 15—30 мин.; ж CF3COOH—СН гС12 (4:1);

3 25%-ный р-р CF3COOH в хлороформе.

образование остатка пироглутаминовой кислоты из остатка БОК-глу-
тамина в момент удаления БОК-группы, как это имеет место при исполь-
зовании 1 N хлористого водорода в уксусной кислоте 325. С этой целью
можно использовать также 4 N раствор хлористого водорода в диокса-
не. Эту методику нам удалось успешно применить при твердофазном
синтезе ряда фрагментов Α-цепи инсулина 1гв.

„В случае удаления БОК-группы из остатка триптофана используют
смесь стандартных реагентов с меркаптоэтанолом. Показана также
возможность использования при этом 20%-ного раствора меркаптоэтил-
сульфокислоты в уксусной кислоте162, а также 0,1 N раствора хлори-
стого водорода в муравьиной кислоте 221.

Проблемам удаления БОК-группы посвящены специальные работы
60· ". Исследованы возможности использования на этой стадии растворов
хлористого водорода в пропионовой кислоте9Т, в смеси хлористого ме-
тилена и ДМСО 134, в метаноле 206. Интересны результаты Чоу с сотр.134,
демонстрирующие зависимость степени удаления БОК-группы от длины
цепи синтезируемого пептида, природы деблокируемого аминокислот-
ного остатка и его расположения в пептидной цепи, что является, по
данным авторов, наиболее существенным.

Близкой по химическим свойствам к БОК-группе является АОК-
группа, впервые примененная в твердофазном синтезе Инукаи с сотр.314.
Ее использование, вероятно, будет расширяться по мере увеличения
производства АОК-аминокислот.

Практически одновременно в трех лабораториях в практику твердо-
фазного синтеза была введена НФС-группа 326-328, легко удаляемая сла-
быми растворами хлористого водорода в инертном растворителе 3 2\
а также тиоацетамидом в смеси уксусной кислоты и метанола 327. Ука-
занная группа оказывается весьма полезной в ряде специальных случа-
ев, связанных с ее высокой лабильностью "· "• 1 3 1 · 2 2 2 · 2 3 5 · 2 8 4 ' 2 8 5 .

Еще более лабильной является ДИПОК-группа, предложенная Зибе-
ром и Изелином 32Э. Она в 2000 раз чувствительнее БОК-группы к кис-
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лотному расщеплению и может быть удалена 75%-ной трихлоруксусной
кислотой в течение 1,5 часа3 2 9, 0,5—1,5%-ным раствором трифторуксус-
ной кислоты в хлористом метилене4 2·2 в з·2 7 2, 0,05—0,1 N раствором хло-
ристого водорода в хлороформе в течение 8—10 мин.191· 1 9 7 · 2 6 2 , а также
ледяной уксусной кислотой в течение 8 час. 1 5 β · 1 5 9 .

Следует отметить также БМВ-группировку, предложенную Созардом
с сотр.249· 25° в сочетании с бензгидрилполимером. Она может быть уда-
лена 0,4N водным раствором хлористого водорода в ТГФ или IN рас-
твором /7-толуолсульфокислоты в том же растворителе.

В процессе твердофазного пептидного синтеза применяют также
ФОК-группу115·330 и МКБЗ-группу 1 4 Э · 2 3 2 , близкие по своей устойчивости
к БОК-группе. Имеются сообщения об использовании ФТ-группы в со-
четании с грег.-оксиалкилполимером2ез, а также триметилсилильной
группы309, пригодной для синтеза пептидов с использованием N-кар-
боксиангидридов аминокислот.

При подборе №-защитной группы особое внимание исследователи
уделяют стадии деблокирования " .

V. ЗАЩИТА И ДЕБЛОКИРОВАНИЕ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ГРУПП
БОКОВОЙ ЦЕПИ ТРИФУНКЦИОНАЛЬНЫХ АМИНОКИСЛОТ

В настоящее время для всех трифункциональных аминокислот име-
ются достаточно удобные защитные группы, удовлетворяющие требова-
ниям твердофазного метода, которые в основном совпадают с требова-
ниями классических методов синтеза пептидов.

Аргинин. Чаще всего используют нитроаргинин * с последующим
гидрированием отделенного от носителя пептида. При обработке пепти-
дил-полимера безводным фтористым водородом эту стадию можно ис-
ключить. В случае пептидов, содержащих цистеин и метионин, обычно
используют №-тозиларгинин 70· " · 7 6 · 9 2 · 1 0 7 - " ' · 1 7 2 · 1 7 9 · 1 И · 1 9 4 · 1 9 7 · 2 1 2 · 2 6 2 .

Аспарагиновая и глутаминовая кислоты. ω-Карбоксильные группы
этих аминокислот успешно защищают бензиловыми эфирами **, которые
легко расщепляются при кислотной обработке пептидил-полимера.
Иногда используют грег.-бутиловые эфиры 9 5 · 1 0 0 · 1 0 2 · ' " · 1 5 6 · 1 5 9 · 2 0 5 · 2 0 9 · 2 3 8 · 2 6 2 ,
более лабильные в кислой среде, но устойчивые при проведении гидрази-
нолиза. С целью сохранения ω-карбоксила защищенным даже после
кислотного отделения пептида от полимера-носителя применяют нитро-
бензиловые эфиры этих аминокислот 9 0 · и з · 1 2 0 · 1 9 4 .

Аспарагин и глутамин. Обычно для введения остатков аспарагина и
глутамина применяют р-нитрофениловые эфиры их БОК-производных,
так как применение Д Ц Г К приводит к образованию соответствующих
нитрилов. Если же необходимо применение ДЦГК, то амидные группы
аспарагина и глутамина необходимо защищать, например, МБГ-груп-
пой, удаляемой кипячением с трифторуксусной кислотой 131.

Гистидин. Для защиты имидазольного кольца гистидина чаще все-
го используют Ы'т-бензильную группу ***, удалить которую можно либо
каталитическим гидрированием, либо натрием в жидком аммиаке. Про-
ведение деблокирования № т-группы гистидина одновременно с отде-

* Литературу см 18· 22> 24· 36· 37· 42· *4· 51· 52· 54> 59> 69· 88> 95· 120· 124· 128· 129· 131> 139·
140, 142, 144, 145, 148, 160, 161, 165, 168, 175, 188, 191, 193, 200, 201, 206, 211, 215, 216, 218, 220, 223, 225,

233, 250, 283, 268, 275 — 278, 280, 281

** Л и т е р а т у р у с м 1 9 ~ 2 1 > 2 4 · 2 7 · 3 2 · 3 6 · 3 7 · 4 2 · 4 4 · Б 1 · Б 5 · 5 7 · 5 9 · 7 6 · 7 8 · 8 8 · S 4 · 1 2 4 · 1 Z ? - 1 2 9 . i 4 2 .
143, 145, 148, 161, 167, 172, 175, 188, 190, 197, 1Э8, 206, 220, 231, 233, 250, 263, 268, 282

*** Л и т е р а т у р у с м 2 1 · 3 3 · 3 7 · 4 4 · 5 9 · 7 6 · 8 0 · 8 1 · 8 2 · 95> 9 β · 1 0 С · 1 0 2 · 117> 12°· 1 2 1 · 1 3 7 · 1 3 9 · ш ·
142, 157, 161, 169, 172, 175, 188, 190, 192, 194, 198, 201, 211, 212, 215, 216, 225, 233, 262, 263
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лением пептида от полимера-носителя возможно при использовании
Ы1ш-тозилгистидина 1 8 3 · 1 8 6 · 2 0 0 · 2 7 7 · 2 7 8 .

Наиболее удобной защитной группой для бокового радикала гисти-
дина следует считать ДНФ-группу, удаляемую действием тиолов при
рН 8 и комнатной температуре "• 6 3 · 1 2 4 · 1 4 6 · 1 5 3 · 1 6 5 · 1 8 1 · 1 9 6 · 2 0 6 · 2 8 1 · 2 8 2 · 3 3 2 . Пока-
зана также возможность удаления этой группы в условиях щелочного
омыления, аминолиза и гидразинолиза пептидил-полимеров 1 8 1. Выбор
защитной группы для имидазольного кольца гистидина служил пред-
метом специального рассмотрения в работах Лоссе 3 3 1 '3 3 2.

Лизин. Для защиты №-аминогруппы лизина обычно используют
КБЗ-группу *, легко удаляемую при кислотном расщеплении пепти-
дилполимера, но вполне устойчивую в сочетании с Ыа-БОК-защитной
группой. Имеются, однако, данные о частичном отщеплении №-КБЗ-
групп при удалении Ыа-БОК-группы. Более надежной в этом отношении
является p-Br-БКЗ-защитная группа 2 1 3 . Иногда для защиты боковой
функции лизина применяют тозильную группировку 4 0 · 9 2 · 1 1 4 · И 7 · 1 7 9 · 1 9 4 · 2 0 3 ·
262, удаляемую действием натрия в жидком аммиаке, а также ТФА-
группу 2 4 ' 3 6 ' 3 7 · " • 5 1 · 2 9 6 , отщепляемую действием 1 Μ раствора пипе-
ридина.

Метионин. Метионин обычно используют без защиты боковой функ-
циональной группы, однако при этом необходимо применять специаль-
ные протекторы на стадии отделения пептида от носителя (что не всегда
приводит к успеху). Поэтому для синтеза метионинсодержащих пепти-
дов иногда используют BOC-Met(O)—ОН 1 2 4 · 1 2 8 · 1 4 5 .

Орнитин. Боковую аминогруппу орнитина, как и в случае лизина,
защищают КБЗ-группой 2 7 5 · 2 8 4 · 2 8 5 , тозильной группировкой 93, также ис-
пользовали M Z — O r n ( p - N O 2 — Ζ ) — ОН 149.

Серин и треонин. Д л я защиты гидроксильных групп серина и трео-
нина обычно применяют простые бензиловые эфиры **, расщепляемые
в условиях кислотной обработки пептидил-полимеров. В случае исполь-
зования активированных эфиров на стадии пептидообразования серин
и треонин вводят в пептидную цепь без защиты гидроксила. Имеется
сообщение об использовании защиты Вейганда (1-карбобензоксамино-
2.2.2-трифторэтила) для боковой цепи серина и треонина 38.

Тирозин. Гидроксильную группу тирозина чаще всего защищают в
форме простого бензилового эфира ***. Последний легко расщепляется
бромистым водородом в трифторуксусной кислоте или гидрированием,
но в отличие от аналогичных производных серина и треонина относи-
тельно устойчив в безводном фтористом водороде, что не очень удобно.
Полагают, что более подходящими в этом отношении являются р-мето-
ксибензильная и m-бромбензильная группы 2 1 3 .

Цистеин. В большинстве случаев для защиты SH-функции цистеина
использовали бензильную группу ****, которую можно удалить из остат-
ка цистеина только натрием в жидком аммиаке в строго контролируе-
мых условиях (из-за возможных побочных процессов).

* Литературу см "• 28-31> 33. 44· 47. 4Э· 50· 63· 76. 87· 88· ]а2· 124. 127. 128> 12Э. 144. 145. 148.
151, 153, 155, 156, 159, "ΐβΐ, 172, 176, 182, 188, 194, 196, 197, 206, 220, 221, 231,253, 275, 280, 282

** Л и т е р а т у р у см 2 1 · 2 4 · 3 3 · 3 6 - 3 8 · 51. 5 2 · 76. 92. 94> 1 0 4 · 1 1 2 · 124. 1 2 8 · 1 2 9 · 132. Н З - Н Б , US,
151, 153, 156, 159, 161, 168, 172, 174, 176, 186—188, 193, 194, 196-198, 200, 206, 212, 213, 215, 216, 220, 223,

241, 253, 262, 268, 276-287, 282

* * * Л и т е р а т у р у см 20· 2 4 · 3 2 · 3 3 > 3 6 · 3 9 - 4 1 > 4 3 . 4 4 . 4 7 · 4 8 . 5 | . 57> 5 Э· б 3 . 7 4 . 7 6 . во. 82, io4, no,

112, 114, 120, 121, 124, 126, 128, 137 — 140, 142, 143 — 145, 155, 158, 159, 167, 170, 172, 174, 175, 184, 186, 188,

193, 197, 200, 203, 205—208, 210, 212, 213, 233, 235, 237, 238, 240, 241, 243, 247, 248, 262, 263, 275-278, 282

**** Л и т е р а т у р у с м 33> 39> 4 ! | 4 3 · 44> 4 8 ' 7 0 ' 71> 7 4 · 7 6 ' 7 9 · 81> 104' 107> i t a · 1 1 г · 128' 1 2 9 · 1 3 1 ·
138, 143, 155, 167, 170, 172, 174, 184, 194, 198, 203, 236-238, 247, 248, 255
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Использование безводного фтористого водорода также может быть
затруднено из-за N-^S-ацильной миграции. Для устранения ее предло-
жено использовать S-p-метоксибензилцистеин 6 9 · " '• '"• 1 3 1 · 2 2 0 · 2 8 2 .

Иногда для защиты SH-группы цистеина применяют тритильную 1 5 ' 8 1

и КБЗ-группы 235, но наибольший идтерес в настоящее время представ-
ляют два подхода к синтезу цистеиновых пептидов. Это, прежде всего,
использование различных алкилмеркаптозащитных групп (например,
этилмеркаптогрушты), предложенных Вебером с сотр.20·32· "• )5°. Эти
группы удаляются сульфитолизом. Второй подход к решению проблемы
основан на предложении Лункенхаймера и Цана 61· ш использовать для
пептидного синтеза 6"«с-БОК-Цистин, что позволяет исключить специ-
альную защиту SH-группы. Оба эти подхода еще требуют дополни-
тельного изучения, как и проблема защиты SH-группы в целом.
Этим вопросам посвящены работы Цана с сотр.81 и Вебера
с сотр.144· 150.

VI. МЕТОДЫ ОБРАЗОВАНИЯ ПЕПТИДНОЙ СВЯЗИ

Стадия пептидообразования является ключевой в процессе пептид-
ного синтеза, что особенно справедливо в отношении твердофазного ме-
тода. Отсутствие промежуточных стадий очистки синтезируемого пеп-
тида вынуждает добиваться на этом этапе 100%-ного выхода.

В качестве конденсирующего агента наиболее распространенным
продолжает оставаться ДЦГК (см. табл. 3). С помощью этого реагента
все белковые аминокислоты (кроме аспарагина и глутамина) можно
успешно вводить в пептидную цепь, присоединенную к полимеру-носи-
телю. Иногда наблюдаются затруднения при введении в пептидную
цепь остатков валина и изолейцина 167, что связано с их пространствен-
ной структурой. Определенное влияние на полноту реакции пептидооб-
разования оказывает и структура полимера-носителя 199.

Очень важна та'иже природа растворителя; он должен быть малопо-
лярным. Поэтому на стадии конденсации чаще всего применяют хлори-
стый метилен, иногда с небольшими добавками ДМФА. При этом
используют 2,5—3-кратные избытки реагентов, проводя реакцию в те-
чение 2—4 час. при перемешивании в минимальном объеме раствори-
теля. Иногда конденсацию с ДЦГК проводят в других органических
растворителях, в частности в хлороформе1 0 1· ί 0 3·1 6 0·2 5 0 или ТГФ3 0·
31, 49, 50, 87

Неоднократно при твердофазном синтезе пытались использовать ме-
тод активированных эфиров, и не безуспешно. Так, Боданеки и Шиэн 246·
254 исследовали применение р-нитрофениловых эфиров аминокислот.
Однако, несмотря на ряд преимуществ по сравнению с кар'бодиимид-
ным, этот метод в целом более трудоемок, так как требует большого
времени конденсации и предварительного получения производных ами-
нокислот. Тем не менее с использованием р-нитрофениловых эфиров
получен ряд важных пептидов, включая Α-цепь инсулина и ее анало-
г и ззз, зз4_ Бейерман с сотр.335 исследовали каталитическое влияние 1,2,4-
триазола при использовании активированных эфиров. Этот подход был
использован и рядом других исследователей 1 1 6 · 1 1 7 · i 6 1 · 2 | 5 · 2 1 6 , несмотря на
утверждение Рагнарссона1 3 6 об отсутствии каталитического действия
1,2,4-триазола.

Все шире на стадии пептидообразования используются N-оксисукци-
нимидные эфиры, впервые примененные Шемякиным и Овчинниковым
с сотр.305 в сочетании с растворимым носителем. Этот метод оказался
пригодным и. для нерастворимых полимеров "•70· 106·107· "6· 1 9 2 · 3 1 8 . Часто
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ТАБЛИЦА 3

Методы

Метод

Дициклогексилкарбоди-
ИМИ Д

Активированные эфиры
р-нитрофениловые

N-оксисукцинимидные

пентахлорфениловые

трихлорфениловые

2-пиридиловые

Смешанные ангидриды
с изо-бутилхлоркар-
бонатом

с М-этокси-карбонил-2-
этокси-1,2-дигидрохи-
нолином

Симметричные ангидриды

N-Карбоксиангидриды

Водорастворимый карбо-
диимид

пептидообразования в твердофазном синтезе

Условия конденсации

СН,С12, 25°, 2 - 4 часа

СН2С1, — ДМФА, 25°, 2—4 часа

ДМФА, 25°, 12-14 час.

СНС13, 25°, 2 часа
ТГФ, -20° (до набухания),

20° (12 час.)

ДМФА, 25°, 8—24 часа

с 1, 2, 4-триазэлом в ДМФА,
25°, 12—24 часа

с 1,2,4-триазолом

N-оксисукцинимид -f- ДЦГК в
ДМФА, 25°, 8—12 час.

ДМФА, 25°, 12 час.

с N-метилморфолином в ДМФА,
25°, 20 час.

ДМФА—СН2С12

с 1,2,4-триазолом в ДМФА,
25°, 20—65 час.

с 2,6-лутидином в ДМФА, 25°,
24 часа

СН2С12, 25°, 12 час.

ДМФА

СН2С12, 25°, 2-12 час.

СН2С12, 25°, 2 часа

ДМФА, 25°, 24 часа

СНС1„ 25°, 1,5 часа

Н2О

Ссылки на литературу

17,19,21 24,25,28,29,32—48,51,53—
55,57,59—61,63,65,69—71,73,74,
76-83,85,86,88—94,96,97,99,104,
107,108,110,112,114 — 118,120—124,
120—129,131,132,135,137—146,148,
149,153—157,159,161,163,164,166,
167,169,171,172,174,175,177—179,
182—184,186,188,190—193,196—
201,205—207,209*—216,218,220,222,
223,22.", 227,233,235,236,238,240,
247—249,253,255—257,259—263,
268,269,272,273,275—277,280-282,
286,289,296,297,299—301,303,304,
312,313

97,111,113,244

16,95,96,100,102,105я,119,127,147,
231б,245,278,308

101,10!, 160,250в

30,31,49,50,87

51,81,107,118,127,156,159,167,172,
180,235,300,301,308г,317,318

116,117,136,161,203Д, 215,216,255

44,70,106,107,192,317,318

116

78,117,127,242,284,285

52,56,95,100,102

226

67,69,111

157

271

170

27,310-312

168

158,207

16

309

310

а 5 час; б 72 ч а с ; в 12 час; г СНС13 вместо ДМФА; Д 1-оксибензотриазол вместо 1,2,4-триазола.
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указанные эфиры получают непосредственно в момент конденсации,
используя N-оксисукцинимид и ДЦГК 7 8·1 1 7·1 2 7·2 4 2·2 8 4·2 8 5·

Известны также случаи использования трихлор- и пентахлорфени-
ловых эфиров (см. табл. 3), иногда с добавками 1,2,4-триазола 157, а так-
же N-метилморфолина 226 и 2,6-лутидина 2 7 i. Имеется также сообщение *
об использовании 2-пиридиловых эфиров 170. Сравнению некоторых из
перечисленных методов посвящена работа Бодански с сотр.56.

Среди других методов образования пептидной связи необходимо
отметить метод смешанных ангидридов с изобутилхлоркарбонатом,
применяемый как для синтеза с N-конца 283, так и для синтеза с С-кон-
ца "•310-312. Сообщалось также об использовании смешанного ангидрида
]Ч-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолина и БОК-аминокис-
лоты 168.

Возможно также применение симметричных ангидридов БОК-амино-
кислот 1 5 8 ' 2 0 7 и N-карбоксиангидридов аминокислот 16. Правда, в послед-
нем случае не удается пока четко контролировать количество присоеди-
няемых аминокислотных остатков, что ограничивет применение этого
метода. Показана возможность взаимодействия N-карбоксиангидридов
с N-триметилсилильными производными аминокислот, присоединенных
к несшитому полистиролу309.

В случае применения для твердофазного синтеза полиэтиленгликоля
возможно наращивание пептидной цепи с использованием водораство-
римого карбодиимида 310.

VII. ПРОБЛЕМА ОБРАЗОВАНИЯ ОШИБОЧНЫХ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЕЙ
ПРИ ТВЕРДОФАЗНОМ ПЕПТИДНОМ СИНТЕЗЕ

Следует отметить, что ни один из рассмотренных выше методов
пептидообразования не может гарантировать протекания реакции кон-
денсации на 100%. Положение все более осложняется по мере роста φ
синтезируемой цепи. Для обеспечения достаточной полноты протекания
реакции конденсации необходимо использовать все увеличивающиеся
избытки аминокислот. Так, при синтезе 104-членного аналога апопро-
теина цитохрома С из сердца лошади на последних стадиях использова-
лись 30—70 кратные избытки БОК-аминокиелот44·88. Несколько улуч-
шает выходы, но не устраняет принципиальных трудностей практика
повторных конденсаций 104· И2· ш · 148·169· 1 9 8·2 0 7·2 0 9·2 1 1·2 3 3·2 5 9· 26°. Все это
приводит к пропускам отдельных аминокислотных остатков в
цепи.

Проблеме возникновения ошибочных последовательностей, связан-
ных с пропусками аминокислотных остатков из-за неполного протека- j
ния стадий деблокирования и пептидообразования, большое внимание·
уделяют Байер и Хагенмайер с сотр.53·62·86. При этом они дают не только
качественную и количественную оценку возможных примесей родствен- j
ных пептидов, но и предлагают ряд методов контроля указанных побоч- \
ных процессов, в частности методы, основанные на использовании масс-
спектроскопии и ЯМР с 1 9 F 1 3 2 · 3 0 2 · 3 1 2 . Для количественной оценки воз-
можных примесей Баасом, Бейерманом и сотр.336 даже предложена j
специальная формула, учитывающая выход на каждой стадии пептидо- !
образования. j

Из всего вышесказанного с очевидностью вытекает важность повыше- j
ния выхода на стадии конденсации и необходимость тщательного и· ]
четкого контроля этой стадии, равно как и стадии удаления На-защит- „ !
ных групп. Существует ряд методов контроля этих процессов. Наиболее j
традиционны из них: количественный гидролиз пептидил-тюлимеров с j
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ТАБЛИЦА 4

Методы определения свободных аминогрупп при твердофазном пептидном синтезе

Реагент

Дансил-хлорид или ДНФ-хлорид

EtjN + НС

l : t a N -г И Х - 1 1 2 N — © ( И Х

(Х =

NO2

»3Ч + O 2 N - / ^ ^ O b

NO,

2-окси~1-нафтальдеп(д т

2-амино-1-нафтальдегид

+ HsN-(p)

· Η 2 Ν 4 Ρ )

πι Ру • ИХ)

('.I, Br)

• пл-/р>

+ H2N-@

Бромкрезоловый пурпурный (индикатор)

Потенциометрическое титрование с НСЮ4 + АсОН

Ссылки на литературу

73,185,215,216,312

29,38,70,81,90,94,107,108,111,113,142,159.
253,284,285

35,62,67,78,86,132,151,164,198,199,253

258-260

60,77,84,99,129,191,257

223

78,134,168,169,200,203,211,226,277,278,280—
282,310,312,313

337

58,68,195,214

последующим аминокислотным анализом', отделение промежуточных
пептидов от полимера-носителя и анализ их однородности различными
методами, а также метод спектрофотометрического определения какого-
либо продукта реакции, количество которого пропорционально выходу
на стадиях конденсации или деблокирования. Так, например, можно
определять р-нитрофенол, образующийся при использовании р-нитро-
фениловых эфиров аминокислот2 5 4·3 0 8·з з а, НФС-хлорид в случае использо-
вания НФС-аминокислот2и·285 или бензоилацетон в случае применения
БМВ-защитной группы 250.

Для определения свободных аминогрупп иногда используют мето-
ды дансилирования или динитрофенилирования 7 3 · 1 S 5 · 2 1 5 · 2 1 6 · 3 1 2, однако
эти методы трудоемки, что не способствует их широкому распростра-
нению.

Полноту реакции конденсации анализируют также путем определе-
ния хлорид-иона в хлоргидрате триэтиламина, образующемся на ста-
дии нейтрализации аминопептидил-полимера (см. табл. 4). Однако при
этом невозможно установить, связано ли пониженное содержание хло-
рид-иона с неполным протеканием реакции конденсации или же с не-
полным деблокированием α-аминогрупп.

Более удобным в этом отношении является метод Дормана 35, преду-
сматривающий обработку реакционной смеси после стадии пептидооб-
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разования галоидгидратом пиридина с целью образования галоидгидра-,
тов по аминогруппам, не вступившим в конденсацию. (При этом БОК.-
группа введенной аминокислоты остается незатронутой). Полученную
соль аминоацилполимера обрабатывают триэтиламином, промывают и
анализируют фильтраты на содержание хлорид-иона 62· "•7"·86·132· 151>164·
198,19», 2S3 £ м е с т о галоидгидрата пиридина можно использовать, напри-
мер, пикриновую кислоту 25«-260. Образующийся пикрат разрушают под-
ходящим амином и анализируют раствор спектрофотометрически на со-
держание пикриновой кислоты.

Существует ряд других качественных и количественных методов
контроля свободных аминогрупп. К ним относится применение 2-окси-1-
нафтальдегида 60· "· м· "· 1 2 9 · m · 2 " , 2-амино-1-нафтальдегида 223, инди-
катора бромкрезолового пурпурного337, а также нингидрина (см.
табл.4).

Оценке некоторых из приведенных методов контроля посвящены
специальные работы 1 6 4 · 3 3 8 . По нашему мнению, наиболее быстрым, точ-
ным и, главное, поддающимся автоматизации методом контроля явля-
ется предложенное Брунфельдтом с сотр.58· ю· 1 9 5 · 2 U потенциометрическое
титрование свободных аминогрупп хлорной кислотой в присутствии
уксусной кислоты.

Наряду с проблемой контроля полноты реакции конденсации, заслу-
живает рассмотрения проблема блокирования аминогрупп, не вступив-
ших в реакцию пептидообразования. Так, Меррифилд ' после каждой
стадии конденсации проводил ацетилирование непрореагировавших
аминогрупп уксусным ангидридом, что часто применяют и в настоящее
время *. Для этого используют также N-ацетилимидазол 9 1 · 2 8 2 . .

Для создания больших различий в кислотно-основных свойствах це-
левого пептида и побочных продуктов удобно использовать в качестве
блокирующих агентов 3-нитрофталевый 5 5 · 1 7 7 · 2 0 3 · 2 0 7 и 3-сульфопропионо-
вый 131 ангидриды. Образующиеся при этом производные более корот-
ких пептидов имеют дополнительную кислотную группу, что облегчает
их отделение от целевого пептида.

Если проблема контроля твердофазного синтеза в какой-то мере
решена, то вопрос повышения выхода на стадии пептидообразования
в целом остается открытым. Дублирование стадий конденсации и ис-
пользование больших избытков N-защищенных аминокислот его не
решают. Более того, большие избытки БОК-аминокислот могут приво-
дить к дополнительному количеству ошибочных последовательностей за
счет включения аминокислотных остатков внутрь синтезируемой пептид-
ной цепи46 по схеме:

-CHRi-CO-NH-CHR· BOC-NH-CHR..COOH -»

- C H R I - C O - N - C H R « - ,;;Et.N->

BOC-HN-CHR3-CO
ОН
[

-^ — C H R 1 — С N-CHR2 > — C H R 1 — C O — N H — C H R 3 — C O — N H — C H R 2 —

со
ч

CHR3

Избытки N-ацилированных аминокислот не выгодно применять и из
чисто экономических соображений, так как их регенерация малоэффек-
тивна и требует дополнительных разработок339. ι

* Л и т е р а т у р у с м 6 2 · 8 6 · "• S2> 116> 1 1 7 · 139> 14δι Ι 7 β ι 1 9 7 · 1 9 8 · 2 1 2 · 2)5> 216' 2в0' 2 8 1 · 313.
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С этой точки зрения наиболее интересным способом экономичного
ведения твердофазного синтеза является метод Эско и Карлссона",
основанный на явлении сорбции БОК-аминакислоты аминоацилполиме-
ром. Сорбированного количества реагента оказывается достаточно для
проведения стадии лептидообразования, а избыток БОК-аминокислоты
можно удалить из реакционного сосуда еще до введения конденсирую-
щего агента. Указанное явление сорбции было использовано Эллиотом
с сотр.218 при синтезе аналогов брадиканина.

Низкая эффективность реакции конденсации связана, вероятно, с
тем, что по мере роста синтезируемой цепи на носителе возникает воз-
можность свертывания пептидной цепи в неупорядоченный клубок, что
приводит к экранированию N-концевой аминогруппы. Существенную
роль в этом процессе могут играть водородные связи. Это предположе-
ние подтверждается тем, что добавление в реакционную смесь мочеви-
ны, разрушающей водородные связи, приводит к увеличению скорости
и степени деблокирования БОК-групп 134, а также к повышению выхо-
дов на стадии пептидообразования " • 1 4 8 · 2 8 2 .

Одним из возможных способов, препятствующих свертыванию пеп-
тидной цепи, может быть, по нашему мнению, дополнительное (сегмент-
ное) закрепление отдельных участков растущей пептидной цепи на но-
сителе за счет взаимодействия с ним боковых функциональных групп
пептида 236.

Тем не менее проблема твердофазного синтеза длинных пептидных
цепей остается открытой. На данном этапе наиболее рациональным в
этом отношении является путь сочетания возможностей твердофазного
метода (синтез коротких цепей) и классического соединения их в рас-
творе. Такой подход принято называть твердофазно-фрагментным ме-
тодом.

Кроме того, следует иметь в виду возможность блочного варианта
пептидного синтеза на носителе. Этот метод был впервые исследован
Вейгандом и Рагнарссоном 340 и более детально изучен Оменном и Ан-
финзеном34i. Впоследствии блочный синтез в различных вариантах
использовали и в других лабораториях 96-102·117·127·147·215·227·231·232·™-297.
Однако проведение блочной конденсации на полимерном носителе свя-
зано с рядом специфических трудностей, что пока ограничивает при-
менение этого метода на практике.

VIII. МЕТОДЫ ОТДЕЛЕНИЯ ПЕПТИДОВ ОТ ПОЛИМЕРА-НОСИТЕЛЯ

Наиболее широко применяемым методом отделения пептидов от по-
лимера-носителя является использование бромистого водорода в три-
фторуксусной кислоте (см. табл. 5). При этом также удаляется ряд
защитных группировок, кроме S- и №т-бензильной, Ыи-нитро- и тозиль-
ной групп, а также О-р-нитробензильной. В этом процессе в последнее
время довольно часто применяют в качестве растворителя смесь три-
фторуксусной кислоты с хлористым метиленом (1 : I) 6 5 · 7 7 · 1 2 8 · 1 6 8 · 1 7 6 · 1 7 Э · 1 8 8 ·
194, что повышает набухаемость полимера.

При отсутствии в составе пептида остатков серина и треонина можно
отделять пептид от носителя действием бромистого водорода в уксус-
ной кислоте И 6 · 2 6 0 · 2 8 4 > 2 8 5 · 3 0 i . Для защиты остатков некоторых других
аминокислот (цистеина, метионина, тирозина) от алкилирующего дей-
ствия бромистого бензила, образующегося в процессе реакции, в реак-
ционную смесь добавляют такие протекторы, как анизол, метилэтил-
сульфид или метионин.

9 Успехи химии, № 11
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ТАБЛИЦА 5

Методы отделения пептидов от полимера-носителя

Реагент

Кислотные реагенты.

НВг в CF3COOH

HBr в смеси
CF3COOH—СН2С12 (1:1)

НВг в АсОН (40—60%-ный
раствор)

HF (жидкий)

50%-ная CF3COOH в СН2С1;

или СНС13

0.03ЛГ BF3 в эфире+
+АЮН-СНС1 3

Щелочные реагенты

1—2 TV NaOH в ROH
(R=Me, Et)

0,5JV NaOH в диоксане

2—4 N NaOH в диоксане

2 N NaOH в смеси диоксан-
этанол

0,05 7V водный NaOH

1 Μ MeONa в МеОН

~10%-ный PhSNa в ДМФА

Аммонолиз

Насыщ. р-р NH3 в ROH
(R=Me, Et)

NH 3 (жидкий)
Жидк. NH3 в ДМФА

Насыщ. р-р NH3 в смеси
ДМФА-ROH (1:1)
(R=Me, Et)

MeNH2 или Me2NH в МеОН

Гидразинолиз

N2H4 или Ν 2Η 4 ·Η 2Ο в ROH
(R=Me, Et)

N2H4 или Ν 2Η 4 ·Η 2Ο в ЯМФА

УСЛОЕИЯ реакции

25 е, 60—90 МИН.

20—25°, 60—90 мин.

20-25°, 20-60 мин.

0°, 30—60 мин.

25°, 30 мин.

—

25°, 30—60 мин.

25°, 6 час.

20—25°, ~ 1 час.

—

—

—

20—25°, 5—10 час.

0—4°, 12—24 часа

—
-20°, 5—10 дней в ампуле

-20°, 24—72 часа

0—4°, 20—24 часа

20—25·, 3—15 час.

20-25°, 1—3 дня

Ссылки на литературу

17,19,21,27а,32,34,35,37,38,40,45—47,
52—55,57,59,63,74,76,79—83,86,90,91,
93—95,100.102,106.111,114—117,119,120,
122,126,130,132,135,137,139-143,148,
153.154,158,161,166.170,172,175,176,180,
190,196,201,207,208,210,211,215,216,
218б,224,225,227,233,235,238,241,253,
256,257,260,286,287,299,301,303,304

65,77,128,168,176,179,188,194

116,260,284,285,301

24,28,36,37,42,44В,51,71,77,85,88,98,
113,121, J24,127—129,145,154.160,167,
169,176,182,183,186,191,194,197,198,
206,213в,216,220,221,223,231, 232В ,
273—282,297, 313

249,250,263,272

250

30,31,40,49,50,87,114,116Г,243,296,315

240,241

238,261

25,171

310—312

312

241,242

29,39,43,48,69,71,73Д,!04°,П2е,123ж,
138,144, Н6 3 ,147 3 ,155 е , 176,178,184,
194,240,241,244,245,248,255

29
156,159,174,205,209,261

41,105,107,110,192,193,200й

203,247

42,И8к,240,241

118,126,149,212,221
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ТАБЛИЦА 5 (продолжение)

Реагент

Переэтерификация

МеОН—Et3N или др. тре-
тичный амин

МеОН—Et3N или др. тре-
тичный амин в ДМФА

МеОН — анионит

Условия реакции

20—25°, 16—48 час.

-20°, 18—48 час.

20-25°, 2 часа

Ссылки на

18,64Л, 132,157,163,

92 м , 107,159

33,64

литературу

170,177,222,241,255

а 3—6 мин.; б при 5°; в 1,5 часа; г 1%-ный р-р NaOH; Д насыщение при —20", 48 час при 5°;
' 2,5 часа при —10°, 18 час при 22°; ж 70 час; * насыщение при 0°, 48 час. при 20°; и 20°, диоксан +
-f МеОН (4:1); к 48 час; л МеОН, ЕЮН, 1 — PrOH -f различные третичные амины; м 22 часа при 42°.

Для отделения пептидов от полимера-носителя все шире применяют
безводный фтористый водород, впервые использованный для этого
Ленардом и Робинсоном 342. При этом удаляются также все защитные
группировки, кроме №т-бензильной.

Из других кислотных реагентов необходимо отметить применение
50%-ного раствора трифторуксусной кислоты в хлористом метилене и
раствора трехфтористого бора в эфире, используемых в специальных
случаях (см. табл. 5). Использование бромистого водорода в трифтор-
уксусной кислоте в течение длительного времени (более 1 часа) может
приводить к частичной деструкции пептида, особенно при наличии в
цепи остатков пролива 1 1 6 · 3 4 3 · 3 4 4 .

На стадии расщепления пептидил-полимера применяют также ще-
лочные реагенты, например, раствор едкого натра в водных спиртах1·
зо, 31,49, so, 87_ Применяют также водно-диоксановые или водно-спиртово-
диоксановые растворы едкого натра 2 5 · 1 7 1 · 2 3 8 · 2 " 2 4 1 · 3 1 0 " 3 1 2 . Описано при-
менение метилата натрия 312 и тиофенолята натрия 2 4 1 · 2 4 2 .

С целью получения амидов пептидов широко используют обработку
пептидил-полимеров аммиаком в различных условиях (см. табл. 5).
Имеется сообщение о возможности межцепочечного аминолиза2", что
может приводить к возникновению ошибочных последовательностей.
Иногда наблюдается и внутрицепочечный аминолиз, особенно на стадии
дипептидов, с образованием дикетопиперазинов. Этот процесс облегча-
ется в том случае, когда С-концевой аминокислотой является пролин
или N-метилированная аминокислота 202·214·23Э·259· 26°.

Часто для отделения пептида от носителя используют гидразин или
гидразингидрат, особенно при получении фрагментов для дальнейшей
блочной азидной конденсации в растворе (см. табл. 5).

Сравнительно недавно на стадии расщепления пептидил-полимера
стали применять метод переэтерификации в присутствии третичных
аминов или сильного анионита (см. табл. 5). В этой связи следует опа-
саться частичной потери пептида с полимера-носителя при промывке
пептидил-полимера спиртом после стадии нейтрализации64, а также
перехода ω-бензиловых эфиров в метиловые или этиловые 345.

Проводилась сравнительная оценка различных методов отделения
пептидов от полимера-носителя 346, а также изучалось влияние различ-
ных растворителей на полноту отщепления пептида 98.

Для удаления пептидов, присоединенных к носителю через N-конце-
вую аминогруппу, используют бромистый водород в трифторуксусной
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кислоте в случае полимера алкилоксикарбонилхлоридного типа 2 " и
щелочные реагенты или 36%-ный раствор бромистого водорода в уксус-
ной кислоте в случае сульфохлорированного полимера 289.

В аналогичных условиях отделяют пептид, присоединенный к носи-
телю за боковую аминогруппу 284-286.

Как уже отмечалось в разделе II, существует ряд носителей, позво-
ляющих превратить пептидил-полимер в конце синтеза в полимерный
активированный эфир 268-271. Этот эфир может взаимодействовать с лю-
бой аминокомпонентой, например, с эфиром С-концевой аминокисло-
ты 268 или же деблокированной α-аминогруппой синтезированного пеп-
тида (циклизация на носителе) 269. Аналогичная ситуация возникает и
при использовании гидразидов и 4-карбоксифенилгидразидов на стадии
получения аминоацилполимера108. Указанные производные в конце
синтеза также могут быть активированы.

IX. АВТОМАТИЗАЦИЯ ТВЕРДОФАЗНОГО СИНТЕЗА ПЕПТИДОВ

Отсутствие нестандартных операций при твердофазном методе син-
теза позволяет механизировать и автоматизировать весь процесс пеп-
тидного синтеза. Сообщения о первых автоматах-синтезаторах появи-
лись уже в 1965—1966 гг.347·348. Обсуждение особенностей конструкций
подобных автоматов может, вероятно, служить темой специального
обзора, поэтому здесь мы ограничимся лишь рассмотрением основных
тенденций в области создания подобных приборов.

Интересный вариант автомата-синтезатора с программой на перфо-
ленте предложен Брунфельдтом с сотр.349"351. Они же предложили спе-
циальный прибор, позволяющий автоматически контролировать про-
цесс синтеза с помощью потенциометрического титрования68·214. Ряд
исследований посвящен разработке и совершенствованию отдельных
узлов автомата. Так, принципиально новую конструкцию реакционного
сосуда разработали Бврр и Лохингер 1 6 8 · 3 5 2 . Реактор сделан ими в виде
ротора с пористыми стенками, что позволяет отделять растворители от
носителя методом центробежного фильтрования. Совершенствуются
также системы замера и подачи растворов, методы перемешивания ком-
понентов реакции в сосуде и т. д. 2 1 1 · 2 1 9 · 3 5 3- 3 5 6.

Трудно еще говорить об оптимальном варианте автомата-синтезато-
ра. Однако уже сейчас ясно, что такой прибор в ближайшее время ста-
нет доступен для многих исследователей.

* *

Резюмируя изложенное, можно заключить, что твердофазный ме-
тод 'Пептидного синтеза находится в состоянии интенсивного разви-
тия.

Обладая рядом важных преимуществ по сравнению с классическими
методами синтеза, этот метод не свободен от недостатков, ограничиваю-
щих его практическое использование. При оценке его современного со-
стояния и перспектив развития неуместны как чрезмерный энтузиазм,
так и излишний скептицизм. В этом вопросе необходим, прежде всего,
трезвый критический подход.

Однако рассмотренные выше данные показывают, что многие не-
совершенства твердофазного метода — это типичные болезни роста, ко-
торые, как известно, излечиваются в дальнейшем. Свидетельством этого
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могут, в частности, служить недавние публикации по улучшению усло-
вий пептидообразования 357, по разработке новых защитных групп для
остатков трифункциональных аминокислот358, по применению модифи-
цированных полимерных носителей35Э. Совершенствуются также
способы присоединения первой аминокислоты « полимеру-носителю 360·
3β1, успешно развивается твердофазно-фрагментный метод синтеза пеп-
тидов 362.

Указанные тенденции нашли отражение и в некоторых публикациях
самого последнего времени363-376, появившихся во время подготовки
данного обзора к печати.

Все это позволяет надеяться на быстрое совершенствование суще-
ствующих вариантов твердофазного синтеза пептидов и на преодоление
серьезных недостатков, пока еще присущих этому методу.

В целом же твердофазный метод следует рассматривать как один
из весьма перспективных и многообещающих методов пептидного
синтеза.
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