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I. Введение

Среди полиамидов имеется большая группа полимеров, резко от-
личающихся от них по своим свойствам и методам получения. Эта
группа полимеров, получившая название полипептидов или поли-а-
аминокислот, особенно близка по своему составу и строению к одному
из наиболее важных классов полимерных веществ—белкам.

В отличие от белков, где наблюдается строго определенное чере-
дование аминокислот, синтетические полипептиды обычно содержат
одну аминокислоту или несколько аминокислот с беспорядочным рас-
пределением их вдоль цепи макромолекулы.

Поликонденсацией различных производных низкомолекулярных пеп-
тидов оказалось возможным получать блок-полипептиды с беспорядоч-
ным распределением блоков, но известным чередованием аминокислот
внутри каждого блока, а также полипептиды с известным чередовани-
ем," но состоящие из небольшого числа аминокислот

[-HNCHRjCOHNCHRaCCTk -[ШСШ3СОНЫСВД4СО-^ и
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Начиная с работ Фишера1, Бергмана2, Лейкса 3, исследования по
синтезу и изучению свойств пептидов и полипептидов ведутся широ-
ким фронтом.

Результаты исследований, опубликованные до 1957 г., подробно
описаны ранее 4 · 5.
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Дальнейшее увеличение числа публикуемых работ, в том числе
обзоров, посвященных отдельным вопросам химии полипептидов 6~13,
указывает на все возрастающее значение синтетических полипептидов.

Одной из главных целей химии белков в последнем десятилетии
было выяснение соответствия между биологическими функциями и хи-
мической структурой белков 14. Синтез полипептидов — модельных сое-
динений — является одним из возможных путей выяснения роли раз-
личных аминокислот, их последовательности и стерической конфигура-
ции, в определении биологических свойств.

Синтетические полипептиды представляют большой интерес и для
химии полимеров, так как методы их получения позволяют в настоящее
время синтезировать полимеры с различным аминокислотным составом
и строением, с молекулярным весом от нескольких сотен до миллиона
и выше, а также моделировать природные пептиды, изменять их состав,
структуру и свойства. Это позволяет получать полимеры, свойства ко-
торых меняются в очень широких пределах, и тем самым решать важ-
ные вопросы химии высокомолекулярных соединений.

Ввиду обилия материала мы были вынуждены ограничиться изло-
жением основных результатов опубликованных в 1957—1963 гг. работ
по синтезу полипептидов, исключив такие важные разделы, как хими-
ческие превращения и конформациовный анализ полипептидов, а также
методы изучения их строения. Кроме того, в обзоре не затронута важ-
ная, имеющая самостоятельное значение, область ступенчатого синтеза
пептидов и их применение. В обзоре подробно обсуждаются синтетиче-
ские методы, получившие наибольшее развитие за последние шесть лет.

II. СИНТЕЗ ПОЛИПЕПТИДОВ ИЗ α-АМИНОКИСЛОТ, ПЕПТИДОВ И
ПИПЕРАЗИНДИОНОВ-2,5

1. Термическая поликонденсация α-аминокислот и пептидов

Обычный метод поликонденсации аминокислот, содержащих амино-
группу, удаленную от карбоксильной группы H2N (СНг)п СООН; (/г^>5),
как оказалось, не может быть успешно применен к аминокислотам и
пептидам. При повышенных температурах аминокислоты и пептиды
претерпевают различные побочные превращения (декарбоксилирование,
дезаминирование, циклодегидрирование и т. д.), приводящие к образо-
ванию низкомолекулярных продуктов. Кроме того, близость амино- и
карбоксильных групп в α-аминокислотах благоприятствует образованию
при повышенных температурах пиперазиндионов-2,5 — димерных цик-
лических производных, отличающихся высокой стабильностью | 5 . Пипе-
раз'индионы-2,5 образуются также в результате деструкции полипепти-
дов 16· I7· I S при продолжительном воздействии высоких температур. Все
эти обстоятельства чрезвычайно затрудняют получение линейных по-
липептидов непосредственно из α-аминокислот. Однако стремление
максимально упростить синтез полипептидов продолжает и по сей день
привлекать внимание многих исследователей.

Среди различных исследованных аминокислот глицин поликонденси-
руется легче всего. Мегги 19 предположил, что поскольку глицин спо-
собен дегидратироваться при 140—180° в глицерине или этиленгликоле
с образованием пиперазиндиона-2,5, а последний термодинамически
менее стабилен в широкой температурной области (от 60 до 180°), чем
полиглицин, то вполне возможна прямая поликонденсация глицина
в полиглицин. Действительно, при нагревании глицина с небольшим
количеством соляной кислоты в запаянных ампулах при температуре
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выше 140° он превращается в полиглицин. Выход полимера изменялся
в зависимости от соотношения глицин : соляная кислота.

Оолиглицин не получается при температуре <130°, а если ампулы,
которые предварительно нагревались при 140°, выдержать еще 24 часа
при 130°, выход полимера заметно падает. Для этой реакции, по-види-
мому, необходима температура выше 140° и присутствие твердой фазы.
Кроме соляной кислоты эту реакцию катализируют фосфорная кисло-
та, хлористый аммоний, гидроокись натрия. Реакция может быть про-
ведена и в присутствии одной воды, однако соляная кислота обеспечи-
вает наилучший выход и качество полимера.

Мегги считает, что полимеризацию глицпша можно рассматривать
как гетерогенную ступенчатую реакцию между глицином в растворе и
твердым полиглицином.

глицин + Х-мер= (Х+1)-мерЦ Н.,0 (1)

Этот процесс мог бы, казалось, привести к длительному росту по-
лимерной цепи, а следовательно, и средней степени полимеризации п.
Однако параллельно с ним протекает, вероятно, внутренний гидролиз
пептидных связей (X-fY)-Mep + Н2О = Х-мер + Y-мер в результате
чего при данных условиях устанавливается равновесие, и величина η
остается постоянной. Измерив парциальное давление воды в системе,
Мегги вычислил, что АЯ этой реакции равняется 3,3 ккал/моль, а
Δ5='5,9 ккал/моль · град.

Попытки поликонденсировать другие аминокислоты не увенчались
успехом. α-Аминоизомасляная кислота не изменяется при нагревании
с небольшим количеством соляной кислоты при 140° (24 часа). При
220—240° были обнаружены следы сублимата, который, как полагает
Мегги, представляет собой 3,3,6,6-тетраметилпиперазиндион-2,5. Про-
должительное нагревание при этой температуре сопровождалось значи-
тельным пиролизом исходной аминокислоты. D, L-Фенилаланин в ана-
логичных условиях частично разлагался с образованием смолообразных
продуктов; L- и D, L-аланин превращались в темные вязкие продукты,
полностью растворимые в воде.

Таким образом, большинство α-аминокислот при нагревании не обра*
зует гомополипептидов. Легкость, с которой глицин подвергается по-
ликО'НДвнсации, вероятно, связана с отсутствием боковой цепи, способ-
ной создавать стерические затруднения.

Фокс и Миддлбрук20"22, высказав мнение, что условия термической
поликонденсации аминокислот весьма напоминают условия возникно-
вения белковых форм на земле, показали, что из аминокислот, которые
не образуют пептидов при индивидуальном нагреве, часто получаются
линейные полипептиды, если их подвергнуть совместной термической
обработке. В дальнейшем был обнаружен ряд интересных явлений и
закономерностей. Так, при нагревании эквимолярных смесей D, L-форм
аспарагиновой кислоты, лейцина, валина и фенилаланина при 200° в те-
чение 0,5—3 часов, помимо заметных количеств растворимых в ацетоне
смолистых веществ, были получены полимеры, содержащие в гидроли-
зате перечисленные аминокислоты23·24. На основании результатов по-
ликондбнеации различных пар аминокислот в различных комбинациях
Фокс и Харада сделали заключение, что сополимерные пептиды полу-
чаются термическим способом лишь при наличии в реакционной смеси
либо глутаминовой, либо аспарагиновой кислот25. В табл. 1 представ-
лены результаты биуретового испытания продуктов совместной терми-
ческой конденсации глутаминовой кислоты с другими ц-аминокислотами.
Обычно25 L- или D, L-глутаминовую кислоту нагревали 0,5—2 часа с
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ТАБЛИЦА 1

Реагенты

Глутаминовая кислота -j- гли-
цин

Глутаминовая кислота -|- гли-
цилглицин

Глутаминовая кислота -j- пи-
перазнндион-2,5

Пироглутаминовая кислота -)-
+ГЛИЦИН

Пироглутаминовая кислота +
+ пиперазиндион-2,5

Пироглутаминовая кислота -\-
-4-пиперазиндиоп-2,5 +вода

Глутаминовая кислота -j- ac-
парагиновая кислота

Пироглутаминовая кислота -)-
-j-аспарагиновая к-та

Глутаминовая кислота -'г ас-
парагин

Пироглутаминовая кислота +
-}-аланин

Пироглутаминовая кислота ~
-f-валин

Пироглутаминовая кислота -f-
-f- лейцин

Пироглутаминовая кислота [-
4-фенилаланин

Пироглутаминовая кислота -•-
-j-серин

Результаты биуре-
товою испытания

1

-г

-Ι-

Ο

-\-

-)-

-f-

-j-

-)-

-f-

Продукт при
160° темнеет
до испытания

Реагенты

Пироглутаминовая к-та +
+хлоргидрат лизина

Пироглутаминовая к-та+лей-
цин -j- глицин

Пироглутаминовая к-та+про-
лин -\- глицин

Пироглутаминовая к-та-)-ас-
парагиновая к-та+глицин

Пироглутаминовая к-та-|-хлор-
гидрат лизина+глицин

Пироглутаминовая к-та+хлор-
гидрат лизина+цистин

Π ироглутаминовая к-та+хлор-
гидрат лизина+цистин-)-
+ГЛИЦИН

Пиперазиндион-2,5+глицил-
глицин

Пиперазиндион-2,5+глицин-|-
+фенилаланин

Глицин+аспарагиновая кис-
лота

Глутамин-j-аспарагиновая
кислота

Г лу тамин+аспарагин

Результаты
биуретового
испытания

+

(интенсивно)
-\-

-)-

+
-|-
+
-Ι-

Ο

0

-j-
(слабо)

-\-

-\-
(слабо)

различными аминокислотами в эквимолярных соотношениях при 160—
190°. Молекулярный вес сополимеров с глицином достигал 10 000—
20 000.

В процессе термической сополиконденсации глутаминовая кислота
превращается в пироглутаминовую26, которая плавится в присутствии
других веществ при 170° и, по-видимому, выполняет функцию раство-
рителя реакционной смеси, способствуя тем самым более быстрому и
полному протеканию реакции. Кроме того, сравнительная оценка
выходов продукта показала, что пироглутаминовая кислота реакцион-
носпособнее глутаминовой. Весьма вероятно также, что глутаминовая
и пироглутаминовая кислоты могут проявлять себя в качестве «кислот-
ных» катализаторов сополиконденсации аминокислот, поскольку из*
вестно, что образование амидной связи катализируется протонами, осо-
бенно в присутствии следов воды. Однако авторы не представили ника-
ких доказательств в пользу этого предположения.

Нагревание аспарагиновой кислоты не приводит к образованию
каких-либо жидких продуктов при температуре ниже 200°, но и она
тоже образует сополимеры, которые в отличие от сополимеров с глу-
таминовой кислотой содержат меньшие пропорции нейтральных и ос-
новных кислот. Отличительной особенностью аспарагиновой кислоты
является то, что она способна к гомополимеризации при нагревании
выше 100°. Это интересное свойство давно привлекло к себе внимание
и послужило темой многочисленных исследований.

Показано 2 7 · 2 8, что полиаспарагиновая кислота представляет собой
полиимид (I), прочно удерживающий воду (примерно одна молекула
воды на имидную связь), которую можно удалить лишь тщательным
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высушиванием при 200° в вакууме. Полиимид-полигидрат превра-
щается в полиаспарагиновую кислоту со структурой истинного поли-
пептида (II) при непродолжительном нагревании в разбавленном рас-
творе гидроокиси натрия. Средний молекулярный вес полиаспарапшо-
вой кислоты, равный примерно 110 000, определен по концевым группам
и скорости седиментации в ультрацантрифуге.

СН2-СОХ

N -

щч-сн—сек

—сн-с/ о

, Ν -

сн«

-снеоон
I

сн 2х I
соон

Η о
H2NCHCO Ν — С Н - С —

I

сн2

соон

сн2
I

соон

Η
I

—Ν—СН—СООН

сн 2

I
соон

(И)

К аналогичному выводу еще раньше пришли Ковач и Конивз с со-
трудниками 29~з4) исследовавшие механизм реакции термической поли-
конденсации аспарагиновой кислоты и структуру образующихся поли-
мерных продуктов. Поликонденсацию аспарагиновой кислоты проводили
либо нагреванием в вакууме (0,1 мм) при 200°, либо кипячением
взвеси аспарагиновой кислоты в тетралине, что давало возможность
удалять воду, выделяющуюся в процессе конденсации, азеотропной
отгонкой. Авторы нашли, что при термической поликонденсации аспа-
рагиновой кислоты (I) образуется так называемая «ангидрополиаспа-
рагиновая кислота» (IV) по схеме:

СООН

Η,Ν—СН

СН2

СООН

(I)

а- и/или β-дипептид
(Нб)

/С°\
Η,Ν-CH

сн3w
о
/

соон
ΝΗ—СН

I
с н 2

со—
(III)

(Па)

СО—··
I

—ΝΗ—СН

сн2

соон

\
со ч

— С Н

сн 2

Ν—

с о \
—СН

СН*

N—
/

—н,о

" +н,о

\
/с оч

—СН

СН2 /
\ г п /

N

(IV)
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Пользуясь методом деструкции по Гофману, авторы определили от-
ношение а- и β-структурных звеньев в промежуточной а, β-тюлиаспара-
гиновой кислоте (III), которое оказалось равным 1 : 1,3. Вычисленные
по методу Ван-Сляйка молекулярные веса различных образцов вещества
(III) не превышали 6000—12 000.

Апгидрополиаспарагиновая кислота, полученная различными спо-
собами, имела одинаковые свойства: не растворялась в воде и раз-
бавленном растворе бикарбоната натрия, а при частичном гидролизе
(0,1 N NaOH) превращалась в а, β-полиаспарагиновую кислоту. Кроме
того, при исследовании механизма начальной стадии конденсации по-
казано, что в результате нагревания ацетиласпарагиновой кислоты
(145—200°) вместо ожидаемого мономерного ангидрида также обра-
зуется а'нгидрополиаспараги'новая кислота (IV).

Нагреванием смеси аспарагнновой и глутаминовой кислот в различ-
ных соотношениях при 170—180° были получены полимеры довольно
высокого молекулярного веса, имеющие, по данным ИК спектроскопии,
полиимидную структуру 35. Как и в случае гомополимера аспарагиновой
кислоты, имидная форма сополимера превращается в полипептид при
обработке горячим раствором гидроокиси натрия или кипящей водой.
Если выделенный полипептид нагреть, он снова переходит в перво-
начальную имидную форму, совершенно идентичную исходному поли-
меру.

Авторы предложили следующую схему взаимных превращений раз-
личных форм полваспарагиновой кислоты и продуктов термической со-
полнконденсации глутаминовой и аспарагиновой кислот:

Полиимид

Аспарагиновая 1 6 0 0(

200° в
пистолете
над Р2О6

Н2О (из
воздуха)

1 6 0 0 0

к-та-!- глутами- "Ί—з ча-а—* Полиимид—полигидраТч
новая к-та ' | | 1 Л Ш а 0 Н > \ Н 2 О ; 100"

| | 80'; 10 мин. \ полиимид-

[Натриевая соль полипептида ^полигидрат с неко-
ί1JV

iNaOH ,

торым содержанием
pj-j_3 пептидных связей

- Полипептид

В табл. 2 приведены данные о влиянии температуры на сополикон-
денсацию L-аспарагиновой и L-глутаминовой кислот35. Как можно ви-
деть, средний молекулярный вес и выход заметно возрастают с увели-
чением температуры. Зависимость выхода полимера от соотношения
исходных кислот, представленная на рис. 1, показывает, что оптималь-
ный .выход полипептида достигается при соотношении: 3—4 части
аспарагиновой на 1 часть глутаминовой кислоты.

Найдено, что содержание в сополимере глутаминовой кислоты в
А'-концевом положении в 2—2,5 раза больше, чем ее общее содержание
в полипептиде (см. табл. 3).

На основании этих данных Фокс и Харада выдвинули предположе-
ние 35~39, что аминокислоты при сополиконденсации «сами» располага-
ются в полимерной цепи определенным и упорядоченным образом.

Из результатов поликонденсации глутаминовой и аспарагиновой
кислот друг с другом и другими α-аминокислотами следует, что в ре-
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Темпера-
тура,

С

160
170
180
190
200

Выход
сырого

полимера,

0,04
0,19
0,49
0,88
0,98

Выход
полимера

после
диализа,

0,16
0,40
0,71
0,83

Средний моле-
кулярный вес

сополимера

5 100
13 000
18 000

акцию поликонденсации можно ввести одновременно все 18 свойствен-
ных природным белкам аминокислот. В результате такого синтеза Фокс
и Харада получили ряд белковоподобных веществ, названных авторами
«протеноидами»; качественный ТАБЛИЦА 2
состав их гидролизатов отвечал
составу большинства природных Сополикоиденсация L-аспарагиновой (0,01 М)
, ·* ,„ v r и L-глутаминовои (0,01 М) кислот
белков оЬ~оЬ.

«Протеноиды» достаточно лег-
ко получаются только при боль-
шом избытке аспарагиновой и
глутаминовой кислот. При экви-
молярном соотношении их со
смесями других аминокислот,
•наряду с полипептидами, обра-
зуются побочные продукты (на-
пример, пиперазиндионы-2,5) и
выделение пептидов становится
трудной задачей.

Протеноиды получались нагреванием (2 часа, 170 — 180°) двух ча-
стей глутаминовой и двух частей аспарагиновой кислот с одной частью
смеси остальных аминокислот, взятых в эквимолярных соотношениях.

Для успеха реакции, кроме из-
бытка кислых аминокислот, не-
обходимо обеспечить удаление
воды из сферы реакции, что до-
стигается нагреванием реаген-
.тов выше 100°. Глутаминовую
кислоту в реакции можно заме-
нить глутамином. Реакция уско-
ряется ортофосфорной кислотой,
влияние которой на процесс со-
поликонденсации α-аминокислот
изучено на примере легко проте-
кающей сополиконденсации аспа-
рагиновой кислоты с глутамино-
вой и аспарагиновой кислоты с
глицином39. Фосфорная кислота
повышает выход, но почти не
влияет на молекулярные веса
полипептидов. При 'более дли-
тельном нагревании увеличивает-

βΰ S0 40 20

йспарагиновая к-та, мол %

О

Рис. 1. Выход сополимера аспарагиновой
и глутаминовой кислот, как функция со-
отношения реагирующих аминокислот.
Суммарное количество аспарагиновой и
глутаминовой кислот в каждом опреде-
лении было равно 0,025 молей. Темпера-
тура 180°; продолжительность реакции
3,5 часа. Реакционная смесь в области,
обозначенной сплошной линией, находи-

лась в одной фазе
ся количество продукта, не диа-
лизующегося через целлофано-
вую мембрану, что, вероятно,

связано с увеличением выхода высокомолекулярной фракции полиме-
ра. Образование недиализующегося полимера при одночасовом про-
греве наблюдается уже начиная с температуры 150°. Сравнимые с эти-
ми результаты в отсутствие фосфорной кислоты получаются лишь при
170°. Б табл. 4 представлено влияние температуры на процесс сопо-
ликонденсации.

В присутствии фосфорной кислоты N-концевой состав сополимера
мало изменяется, а содержание аспарагиновой кислоты в сополимере
быстро возрастает с увеличением отношения аспарагиновой кислоты
к глутаминовой в исходной смеси. Разница между отношениями аспа-
рагиновой и глутаминовой кислот, вычисленная по общему и N-конце-
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ТАБЛИЦА 3

Количество
молей аспара-
гиновой к-ты

в реакционной
смеси

0,01
0,02
0,03

Количество
молей глута-
миновой к-ты
в реакционной

смеси

0,01
0,01
0,01

Содержание
глутаминовой
к-ты во всем

полимере (А),
%

29
19
15

Содержание
глутаминовой
к-ты в Ν-κοκ-
цевом положе-

нии (В), %

59
54
54

В/А

2,0
2,8
3,С

ТАБЛИЦА 4

Влияние температуры на термическую сополиконденсацию аспарагиновой
(0,02 М) и глутаминовой (0,01 М) кислот в присутствии 0,8 мл

85%-ной ортофосфорной кислоты

Темпера-
тура,

°С

130
140
150
160
170
180
190
200
210

Выход поли-
мера до диа-

лиза, г

1,15
0,39
0,62
2,00
1,99
2,27
2,28
2,30
2,33

Выход поли-
мера после
диализа, г

0
следы
0,44
1,61
1,76
2,09
2,13
2,14
2,18

Отношение содержания
аспарагановой к-ты

к глутаминовой
в сополимере

17
18
И
12
9

2,1
1,5
1,6
1,0
1,1

Средний молекулярный
вес

6700 0,01
11800 0,018
12 300 0,024
33 600
25 600

0,020
0,014

вому составу, в этом случае даже больше. Из этого следует, что фос-
форная кислота способствует эффекту саморегулирования расположения

аминокислотных остатков в поли-
пептидной цепи. Относительное со-
держание фосфорной кислоты в
исходной реакционной смеси замет-
но влияет на скорость конденсации
(см. рис. 2). Авторы полагают, что
фосфорная кислота в этой реакции
может выступать в качестве рас-
творителя и кислотного катализа-
тора, а также способствовать уда-
лению воды из сферы реакции и
образованию промежуточных ак-
тивных соединений40.

Все фракции протеноида дава-
ли положительную биуретовую,
ксантопротеиновую и другие каче-

0,02 0,01 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

, моли *

Рис. 2. Зависимость выхода от числа мо-
лей 85%-ной фосфорной кислоты при со-
полимеризации 0,02 молей аспарагиновой
кислоты и 0,01 моля глутаминовой кис-

лоты
ственные реакции на белок. На хо-
лоду протеноиды не реагируют с
нингидрином. Однако в горячих

растворах они дают характерную для этой пробы окраску (очевидно,
вследствие частичного отщепления аминокислот), причем медленнее,
чем природные белки.

Средний молекулярный вес протеноидов меньше, чем у сополимеров
аспарагиновой и глутаминовой кислот, полученных в тех же условиях,
и равен в среднем ~4000—8000.
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ИК спектры показали, что протеноиды имеют типично полипептид-
ную структуру. Кроме того, на спектрах присутствуют полосы поглоще-
ния, характерные для имидных связей, но совершенно отсутствуют
характеристические пики пиперазиндионов-2,5.

Растворимость протеноидов зависит от способа получения. Сопо-
лимеры, полученные обычным способом, были на 9/ю нерастворимы
в воде, но растворимы в растворах солей, например, в 0,1 Μ фосфатном
буфере при рН 7,9 или 3,5%-ном растворе хлористого натрия. Синтети-
ческие протеноиды как и природные белки могут высаливаться при
добавлении насыщенного раствора сульфата аммония к солевому рас-
твору.

Протеноид способен заменять пептон в бульонной культуре Lacto-
bacilus arabinosus; правда, скорость размножения бактерий в бульоне
на основе протеноида несколько ниже, но сам факт размножения мик-
роорганизмов указывает на то, что связи в протеноиде восприимчивы
к атаке бактериальных протеаз.

Таким образом, по многим свойствам продукты термической сопо-
ликонденсации смеси 18 аминокислот близко напоминают природные
бел'ки. Однако в процессе нагревания при 170—180° неизбежна частич-
ная рацемизация асимметрических центров аминокислот, и пептид-
ная цепь протеноида в отличие от белковой оказывается построенной
из аминокислотных остатков различной конфигурации. Следствием это-
го является невозможность получения указанным способом полипёп-
тидов с пространственной структурой белковых молекул.

Полученных данных недостаточно для полного ответа на вопрос,
как располагаются аминокислотные остатки в протеноиде — совер-
шенно произвольно, или же как-то упорядоченно, закономерно. Авторы
полагают, что поскольку N-концевое соотношение глутаминовой кис-
лоты, аспарагиновой и нейтральных аминокислот заметно отличается
от их соотношения в общем составе и от соотношения реагирующих

ТАБЛИЦА 5

Влияние температуры на аминокислотный
состав протеноидов при двух соотношениях

аминокислот

Темпера-
тура, °С

Аспараги-
новая

кислота,
%

Глутами-
миновая
кислота.

I

ТАБЛИЦА 6

Влияние температуры на N-концевой
аминокислотный состав протеноидов,
полученных при двух соотношениях

реагентов

Нейтраль-
ные ами-

нокислоты,
о/

Темпера-
тура, °С

N-Аспараги-
новая

кислота
SN-амино-
кислот, %

N-Глута-
миновая
кислота

ΣΝ-амино-
кислот, %

N-Нейт-
раль на я
кислота

ΣΝ-амино-
кислот, %

Отношение 2:2:1
Отношение 2:2:1

160
170
180
190

66
65
63
56

13
12
13
14

22
23
24
29

160
170
180
190

7
6
И
8

57
46
37
13

36
48
53
80

Отношение 1:1:1
Отношение 1:1:1

160
170
180
190

56
55
55
46

14
13
14
19

30
32
31
35

160
170
180
190

8
7
10
9

42
30
20
10

50
63
71
81
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компонентов в исходной смеси (см. табл. 5 и 6) и поскольку N-конце-
вой аминокислотный состав изменяется в зависимости от температуры
синтеза, в то время как общий состав остается постоянным, термиче-
ское превращение смеси аминокислот нельзя считать процессом со-
вершенно беспорядочным.

Крампитц 4 1~4 3 получил шесколько ,протеноидов, нагревая смесь ами-
нокислот в запаянных ампулах в атмосфере азота (3 часа 170°).
Протеноид I был синтезирован из 2 частей аспарагиновой кислоты,
2 частей глутаминовой и 1 части смеси других аминокислот, а именно

Д1-аланина, Д/,-изолейцина, D,L-
треонина, Д£-валина, Д1,-метио-
нина, Д/.-фенилаланина, D,L-cepn-
на, Д/,-триптофана, L-аргинина, L-
гистидина, L-пролина, L-лейцина,
L-тирозина, глицина и монохлор-
гидрата лизина, взятых в эквимо-
лярном соотношении. Протеноид II
содержал 4 части аспарагиновой

ΰ,ΰΰΰΐ I
1 2 3 Ч 5 6 7

Продолжительность протеолвза, дни

кислоты, 4 части глутаминовой и
1 часть эквимолярнои смеси указан-

ных аминокислот. После очистки
сополимеры дают положительные

Рис. 3. Протеолиз протенопдов пепсином реакции: биуретовую, ксантопротеи-
II ХНМОТриПСИНОМ. / — ХИМОТрИПСИН н а ^ r

 J F J тг л
2:2: 1-протеноид, 2 - химотрипсин на новую, Гоггкинса — Коуля — Адам-
казенн, 3— пепсин на 1 : 1 : 1-протено- кевича, Салвковского и с азокар-

ид, 4 — пепсин па казеин мином В. В N-концевом положении
обоих протеноидов в основном нахо-

дятся остатки аспарагиновой и глутаминовой кислот и лишь в незна-
чительной степени присутствуют нейтральные и основные кислоты.
Оказалось, что в количественном отношении гидролиз сополимеров I
и II под действием ряда протеолитических энзимов, таких как пепсин,
трипсин, эрепсин и папаин, протекает в различной степени. Подобные
же результаты получены Фоксом и Харадой, «оторые изучили влияние
химотрипсина и пепсина на. два образца протеноида37. На рис. 3 пред-
ставлены результаты протеолиза синтетических продуктов и казеина.
Видно, что казеин полнее расщепляется энзимами, чем протеноид, так
как протеазы воздействуют лишь на связи между L-аминокислотными
остатками. Пепсин, как известно, особенно активен в присутствии ос-
татков кислотного характера. Поэтому протеноиды более восприимчи-
вы к «атаке» именно пепсина, а не других энзимов.

Свободный DL-лизин аналогично дикарбоксиаминокислотам при
150—170° превращается в жидкий лактам, а при 180—230° — гомополи-
меризуется 44. Лизин также легко конденсируется с глицином, аланином
и другими нейтральными аминокислотами, глутаминовой и аопараги-
новой кислотами, капролактамом, янтарной, терефталевой и другими
кислотами. ИК спектры гомополимера лизина, сополимеров типа ли-
зин— нейтральные аминокислоты и сополимера лизин — глутаминовая
кислота показали, что все они представляют собой типичные полипеп-
тиды. Лизин — монохлоргидрат не способен к гомополиконденсации,
однако он легко сополиконденсируется с глутаминовой кислотой и дру-
гими аминокислотами в присутствии ортофосфорной кислоты.

Гомололимер лизина растворим в воде и не диализуется через цел-
лофановую мембрану. Сополимеры лизина и глутаминовой кислоты,
лизина и глицина представляют собой гелеобразные вещества, а сапо-
лимер с аспарагиновой кислотой — губчатую твердую массу. Аморфные
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сополимеры лизина с глутаминовой и аспарагиновой кислотами набу-
хают в щелочах и кислотах, но не растворяются в них. Вероятно, это
объясняется тем, что полимеры имеют высокую степень разветвления,
•а частично и трехмерную структуру.

В 1961 г. Фокс, Харада и Рофлинг 4 5 сообщили о термической сопо-
лимеризации всех 18 а-амино!кислот при избытке в реакционной смеси
компонентов кислого пли основного характера. Один из сополимеров
был получен при нагревании смеси аминокислот с избытком аспараги-
иовой кислоты, другой — в аналогичных условиях, но с избытком лизи-
на. Оба сополимера по многим своим свойствам близко напоминали
белки. Первый из протеноидов хорошо растворялся в воде, разбавлен-
ном растворе бикарбоната натрия и фосфатном буферном растворе,
имел молекулярный вес порядка 3—9 тысяч и изоэлектрическую точку,
близкую к 2,8. ИК спектр показал, что в сополимере в значительном
количестве присутствуют имидные связи, которые исчезают при обра-
ботке протеноида щелочью, давая на спектре типично полипептидную
структуру. Сополимер II представлял собой эластичное, резиноподоб-
ное вещество, растворимое в минеральных кислотах и лишь на 10%
в воде. Молекулярный вес этого сополимера превышал 25 000, он имел
изоэлектрическую точку порядка 8,4 и был еще интересен тем, что из
него получались пленки.

Вскоре после .начала исследования по термическому синтезу пеп-
тидов Фокс, Джонсон и Мидлбрук23 при помощи хроматографического
анализа обнаружили, что в гидролизатах содержится больше амино-
кислот, чем было взято в реакцию. Это, вероятно, можно объяснить тем,
что в условиях термической поликонденсации исходные реагенты пре-
терпевают различные химические превращения с образованием новых
аминокислот и других продуктов. Показано, например, что аспарагино-
вая кислота превращается в а- и β-аланин, а при нагревании с мочеви-
ной — в уреидоянтарную кислоту — промежуточный продукт при син-
тезе ряда пиримидиновых оснований. Интересно также, что пятна, ха-
рактерные для аланина и аспарагиновой кислоты, были найдены на
хроматограммах продуктов гидролиза полимеров, полученных при на-
гревании фумарата и малеината аммония.

Мегги 4 6 сообщил о получении полимеров при нагревании глицина
в воде при 140—180° в автоклаве. Выход продуктов изменялся в зависи-
мости о'т температуры и соотношения реагентов. Реакция катализи-
руется НС1, HNO3, H2SO4, H3PO4, NH4OH, NaOH, КОН.

Вопросу фотосинтеза α-аминокислот и пептидов в водных средах
посвящено исследование Багадура 47~49. В стерилизованной смеси пара-
формальдегида, воды и коллоидной окиси молибдена под воздействием
электрического света происходит образование аланина и глицина одно-
временно с образованием небольшого количества валина. гистидина,
глутаминовой кислоты и орнитина, причем азот, необходимый для син-
теза, фиксируется из атмосферы. Освещение водных растворов глицина
в присутствии сахарозы вызывает образование олигомерных пептидов,
в частности глицилаланина, глицилнорлейцина и глицилглицина. При
облучении 1000-ваттной электролампой (400 часов) стерилизованных
растворов глицина и аспарагиновой кислоты в присутствии перекиси
бензоила как фотокатализатора и сахарозы как дополнительного
источника энергии было отмечено образование новых аминокислот и
пептидов. Контрольный отшт в темноте дал отрицательный результат.

Интересно сообщение Елленбогена50 о получении полипептидов
при освещении ртутной или водородной лампой водных растворов
аммонийных солей, через которые непрерывно пропускалась смесь угле-
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водородов (от метана до пентана). В качестве катализаторов использо-
вались некоторые соли натрия, кальция, калия и ряд окислов тяжелых
металлов. Аминокислотный состав полученных полипептидов изменялся
в зависимости от состава реакционной смеси и условий проведения
синтеза.

Кроме ранних работ 5 1" 5 4, в которых показано, что при термической
поликонденсации глицилглицина и глицилаланина обычно образуются
пиперазиидионы-2,5, в литературе отсутствуют сведения о поликонден-
сации ди- и трипептидов, вероятно, вследствие того, что добиться
сколько-нибудь существенных результатов в этом направлении не
удалось.

2. Получение полипептидов с использованием конденсирующих средств

Синтетические тюлипептиды часто имеют сравнительно невысокий
молекулярный вес; для его повышения можно использовать конденси-
рующие средства, широко применяющиеся в практике ступенчатого
синтеза пептидов с известным чередованием аминокислот. К числу та-
ких конденсирующих средств относятся дициклогексилкарбодиимид55,
тетраэтилпирофосфит 56, пятиокись фосфора 5 7 и т. д. В работе Фуроя-
ма, Сакакибары и Акабори58 в качестве конденсирующего агента
использовался сравнительно легко доступный быс-о-фениленпирофосфит.
При поликоаденсации /-лейцилглицилглицина в сухом пиридине (6 ча-
сов, 100°) были выделены две фракции полипептида с М = 3220 и 1730
соответственно. Полученные полипвптиды растворялись в 80%-ном вод-
ном феноле и 85%-ной муравьиной кислоте.

При использовании дициклогексилкарбодиимида 5 9 для поликонден-
сации олигомерных пептидов со свободными карбоксильными и амино-
группами получены полимеры с большим молекулярным весом (см.
табл. 7). Реакцию поликонденсации проводили при комнатной темпера-

ТАБЛИЦА7

Исходный пептид

!оли-у-бензил-/-глутамат
Поли-у-бензил-/-глутамат
Поли-е-КБЗ-/-лизин
Поли-/-пролин
Поли-у-бензил-/-глутамат +
+поли-е-КБЗ-/-лизин (1 :1)

Μ

200 000
225 000
350 000

10 000
200 000
300 000

Конечный полипептид

растворитель

диоксан
хлороформ
хлороформ

вода
хлороформ

м

950 000
1 000 000

840 000
32 000

6 000 000

туре в различных органических растворителях. Авторы предполагают,
что конденсация происходит за счет свободных концевых ΝΗ2- и
СООН-групп. В случае, когда толипептид на концах молекулы имеет
аминную и амидную группы, никакого повышения молекулярного веса
не наблюдается. Метод может быть использован для получения высо-
комолекулярных, в том числе водорастворимых, полипептидов, полу*
чение которых другим путем представляет большие трудности. Исполь-
зуя этот метод, можно при наличии свободных карбоксильных и амино-
групп на концах пептидной цепи получать блок-сополимеры и разветв-
ленные полипептиды.
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3. Полимеризация пиперазиндионов-2,5

В ряде работ 6 0" 6 3 показано, что пиперазиндион-2,5 термодинамиче-
ски менее устойчив, чем полиглицин и сравнительно легко превращается
в полипептид в различных условиях. Аналогично гликолиду и лактиду,
которые полимеризуются с образованием линейных полиэфиров, можно
было ожидать, что и замещенные пинеразиндионы-2,5 будут полимери-
зоваться в полипептиды по схеме:

.СО— NIL
nR—СН СН—R > [ — Ш — С Н — С О — 1 2 Л

\ N H — С О / ^

Однако имеется всего несколько работ по полимеризации 3,6-заме-
щенных пиперазиндионов-2,5. Гото 6 4 осуществил сополимеризацию 3,6-
диизобутилшиперазиндиона с 2-пирролидои-5-карбоновой кислотой при
нагревании эквимолекулярной смеси исходных веществ (200°, 36 часов)
в глицерине. Выделенный сополимер (выход — 70%) давал положи-
тельную биуретовую реакцию. Автор считает, что полученный продукт
представляет собой полипептид, который он назвал «протеиновым ана-
логом». О возможности сополимеризации глутаминовой кислоты с гш-
перазиндионом-2,5 упоминали Фокс и Харада 25. Однако, как они уста-
новили, совместное нагревание пиперазиндиона-2,5 с пирролидсн-2-кар-
боновой-5 кислотой в безводных условиях не приводит к образованию
полипептида и только после добавления к реакционной смеси некоторо-
го количества воды биуретовая реакция сополимера становится поло-
жительной.

Попытки получить полипептиды гидролитической полимеризацией
1-метил-1,4-дифенил- и 3,6-диметилпиперази1ндиоиов-2,5 не увенчались
успехом. Холл 6 6 получил отрицательные результаты при анионной по-
лимеризации 1,4-диметил1пиперазиндиона-2,5 з присутствии металличе-
ского натрия, гидрида натрия и ацетилкапролактама.

III. СИНТЕЗ ПОЛИПЕПТИДОВ ИЗ ПРОИЗВОДНЫХ а-АМИНОКИСЛОТ
С МОДИФИЦИРОВАННОЙ АМИНО- ИЛИ КАРБОКСИЛЬНОЙ ГРУППАМИ

Недостаточная склонность свободных α-аминокислот и дипептидов
к реакции поликонденсации и ярко выраженная способность к циклиза-
ции не позволяет использовать эти продукты для получения высокомо-
лекулярных пептидов в условиях, исключающих рацемизацию асиммет-
рических центров. Для облегчения образования пептидной связи
необходимо активировать карбоксильную или аминную группы кислоты.
Повышение реакционной способности аминокислот достигается обыч-
н о 4 · 5 превращением их в различные О- или N-производные, в которых
связи между заместителем и остатком аминокислоты легко подверга-
ются аммонолизу в случае О-производных или переацилированию в
случае N-заместителей.

I. H2N-CHR-COX+H2N—CHR—СОХ > H2N—CHR—CONH—CHR-COX *

> H2N—CHRCO [HN-CHR-CO]rt—HNCHRCOX

II. Y-HN-CHR-COOH+Y—HN-CHR-COOH >

* Y—HN• CHR · CONH • CHR · COOH > Y— [HN · CHR • СО]Я—ОН

Чаще всего в качестве таких производных применяют эфиры и тио-
эфиры аминокислот и пептидов, амиды, хлорангидриды, азиды, а также
N-карбобензокси-, N-карботиофенил-, N-карбонитрофенокси- и другие
производные аминокислот.
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1. Поликонденсация амидов и нитрилов α-аминокислот

Ковач и Наги сообщили 6 6 о получении полпаспарагиновой кислоты,
при кипячении 5—10%-ΉΟΓΟ водного раствора /-аспарагина. При этом
часть аспарагина гидролизуется до аспарагиновой кислоты, а основное
его количество превращается в аморфную смесь олиго- и полипептидов,
среди которых, в частности, была идентифицирована /-аспарагил-аспа-
рагиновая кислота. Средний молекулярный вес выделенных полимерных
продуктов оказался равным примерно 500, выход — 63%. Если реакцию
проводить при 70—75°, выход падает до 18%. Полимеры более высо-
кого молекулярного веса получены диализом. Средний молекулярный
вес различных препаратов после диализа колебался в пределах 1700—
3000. Подобно а, β-полиаспарагиновой кислоте эти толипептиды хорошо
растворялись в воде и давали положительную биуретовую реакцию;
их ИК спектры идентичны со спектрами полиаспарагиновой кислоты.

Гидри6 7-6 8 исследовал поликонденсацию амида глицина в водном
растворе аммиака. Реакцию •проводили, нагревая глицинамид (или его
хлоргидрат) с половинным по весу количеством раствора ΝΗ4ΟΗ при
100° в течение нескольких часов. Продукт очищали диализом и затем
лиофилизовали. В табл. 8 представлены данные о выходе и средней
степени полимеризации.

ТАБЛИЦА 8

Состав реакционной смеси

2 г хлоргидрата глицинамида-|-
+ 1 мл 2 Ν ΝΗ4ΟΗ

2 г хлоргидрата глицинамида-}-
+ 1 мл 8 Ν Ν4ΟΗ

Глицинамид (неперекристаллизованный)
Глицинамид (перекристаллизованный)

Средняя
степень

полимери-
зации

40

29
33
34

Молярный
выход

полигли-
цииа, %

16,5

74,8
27,4
75,0

П р и м е ч а н и е . Образцы нагревали в закрытых пробирках при 100°
в течение 20 часов и более. Степень полимеризации первых двух продуктов
определяли формольным титрованием по Серенсену в растворе бромистого
лития, а двух других—методом Ван-Сляйка.

Авторы приводят предварительные кинетические данные поликон-
денсации глицинамида, которые представлены на рис. 4. Как видно из
графика, скорость реакции в начальный период достаточно высока, в
результате чего поликонденсация может успешно конкурировать с по-
бочными реакциями гидролиза и аммонолиза. Продукты поликонден-
сации представляют собой белые или слегка окрашенные порошки,
нерастворимые в воде, но растворимые в концентрированном растворе
бромистого лития. Они дают биуретовую реакцию и полностью гидро-
лизуются в кипящей кислоте до глицина. На ИК спектрах полученных
полимеров наблюдаются две широкие полосы поглощения, характерные
для деформационных колебаний ΝΗ- и СО-групп (1534—1562 и 1634—
1648 см~1 соответственно), которые указывают на преимущественное
содержание в полимере связей, отвечающих а- и β-формам полиглицина.
Об этом свидетельствует также наличие полос поглощения в области
1015 см-1 (а) и 1028 см~1 (β). При более низкой температуре реакции
(60°) полиглицин был получен с 20%-ным выходом.

Сополиконденсация глицинамида с амидами других аминокислот не
дает значительных выходов полимерных продуктов, но в сополимерах
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40 ВО 100
часы

обнаружены остатки большинства аминокислот, амиды которых исполь-
зовались в качестве реагентов.

При нагревании аминоацетонитрила67 в NH4OH образуется черный
полимер, который не удалось охарактеризовать. Термическая обработка
метиленаминоацетодитрила в при-
сутствии сульфида аммония приво-
дит к получению недиализуемого
продукта, состоящего в основном из
остатков глицина и, вероятно, ци-
стеина. Все полученные пептиды
охарактеризованы обычными мето-
дами анализа и имеют сравнитель-
но невысокие молекулярные веса
порядка 570—930.

Мах высказал гипотезу69, что
первичный синтез аминокислот и
белков проходил в три стадии. Вна-
чале из простых соединений HCN,
НСООН и NH3 образовался амино-
ацетонитрил, из которого в резуль-
тате поликонденсации получился
полиглицин. Взаимодействие поли-
глицина с альдегидами и ненасыщенными соединениями на третьей
стадии привело к синтезу полипептидов. Для подтверждения этой ги-
потезы автор нагревал 1 часть аминоацетонитрила с каолином (20 ча-
стей) при 130° в течение 5 часов. Хроматографический анализ показал
присутствие в продуктах реакции глицилглицина, диглицилглицина и по-
лиглицина. После обработки полиглицина формалином в присутствии
катализаторов основного характера в гидролизате был обнаружен серин.

Лоссе и Андерс70 исследовали полимеризацию а-аминопропионитри-
ла на минеральных носителях, рассматривая эту реакцию как один из
возможных путей синтеза белка в природе. Одну часть а-аминопропио-
иитрила нагревали с двумя частями минерального адсорбента (Фулле-
ровская земля) в течение 50 часов при 80° и 5 часов при 130°. При этом
60% исходного нитрила превращается *в полиамидин, в результате гид-
ролиза которого получается полиаланип со среднечисловым молекуляр-
ным весом порядка 20 000.

Рис. 4. Скорость образования полиглици-
на из глицинамида при нагревании его
в растворе гидроокиси аммония при 100е

я H 2 N—CH-C=N
I
СН3

(_HN-CH (CH3)- С - ) „ ^

NH

(-HN-CH (СНЯ) СО-)„

Выделенный полипептид охарактеризован обычными методами ана-
лиза и сопоставлен с полимером, полученным встречным синтезом из
N-карбоксиангидрида аланина. Свойства обоих полипептидов оказались
совершенно идентичными. Интересно отметить, что при нагревании
α-аминопропионитрила в отсутствие минерального носителя полимери-
зация практически не идет, а образуется а, а'-иминодипропионитрил,
HN(CH(CH3)CN)2.

2. Поликонденсация эфиров α-аминокислот

Алкоксиль'ная группа в эфирах аминокислот достаточно активна и
легко подергается аммонолизу, особенно в присутствии кислых ката-
лизаторов 7 1:
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H2NCHRCOOR' + H2NCHRCOOR' - Н+-^> H2NCHRCOHNCHRCOOR'

Таким образом, поликонденсация эфиров аминокислот казалось бы
может представлять удобный путь синтеза линейных полипептидов, од-
нако при их поликонденсации часто преобладает циклизация образую-
щегося эфира дипептида в 3,6-замещенные дикетопиперазины 12·73. Так,
метиловые эфиры глицина и D, L-аланина дают соответственно 53 и
96% дикетопиперазинов при их поликонденсации в присутствии 2%
С О 2

7 4 и S i O 2

7 5 .
Изучены особенности поликонденсации эфиров глицина и D, L-ала-

нина в присутствии двуокиси углерода и карбаматов эфиров 7 6 · 7 7 .
Первой стадией реакции, по мнению авторов, является проходящее

с большой скоростью образование карбамата эфира аминокислоты

CO2 + 2H2NCHRCOOR' • ROOCCHRNH3-OOCNHCHRCOOR'

Реакция сильно зкзотермична и в случае этилового эфира глицина
закапчивается за 2—3 сек. поглощением одного моля СО2 на два моля
эфира 7 8. Образовавшийся карбамат достаточно стабилен и распадается
на исходные соединения при температуре ~60°.

В симметричном карбамате одна эфирная группа находится в акти-
вированном состоянии и легко подвергается аммонолизу. Таким обра-
зом, при поликонденсации эфиров аминокислот рост пептидных цепей
происходит за счет взаимодействия симметричного карбамата с амино-
группами пептидов или (в случае зарождения новой цепи) с амино-
группой эфира аминокислоты с образованием несимметричного кар-
бамата 7 7 · 7 9 :

R'OOCCHRNH3-OOCNHCHRCOOR'+H— [ H N C H R C O ] ^ ^

> ROOCCHRNH3—OOCNHCHRCO— [HNCHRCOk—OR'-—

> R'OOCCHRNH2+CO2+H—[HNCHRCO]^+1—OR'

Несимметричный карбамат, благодаря своей нестабильности 8 0, рас-
падается с регенерацией двуокиси углерода и выделением пептида,
содержащего на один аминокислотный остаток больше, чем у исходного
пептида, или, что более вероятно, реагирует с новой молекулой моно-
мера с образованием симметричного карбамата и свободного пеп-
тида 8 1 :

+
R'OOCCHRNH3-OOCHNCHRCO [HNCHRCO]/)R'+H2NCHRCOOR' »

^R'OOCCHRNH3 OOCHNCHRCOOR' + H[HNCHRCO]A+1OR'

Повышение активности эфирной группы в симметричном карбамате
эфира аминокислоты, благодаря влиянию карбаматной группы, под-
тверждено изучением поликонденсации этилового эфира глицилглицина.
В этом случае увеличение расстояния между карбаматной и эфирными
группами приводит к резкому уменьшению их взаимного влияния, что
Еыражается в практически полном отсуствии каталитического влияния
СО2 на поликонденсацию эфира глицилглицина 8 2.

Процесс поликонденсации, вероятно, имеет ступенчатый характер,
скорость которого возрастает с увеличением концентрации инициатора
(см. рис. 5).
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Самой медленной стадией реакции поликонденсации этилглицината
является образование эфира дипептида, который относительно быстро
превращается в трипептид и пипераз'индион-2,5. На рис. 6 и 7 показано
изменение состава продуктов поликонденсации этилглицината в зависи-
мости от продолжительности реакции.
В начале процесса почти половину твер-
дых продуктов составляет дикетопипера-
зин, относительное количество которого
уменьшается по мере завершенности про-
цесса. Количество трипептида достигает
максимума, а затем постепенно умень-
шается за счет протекающего с большей
скоростью превращения его в полимер.
Процесс имеет автокаталитический ха-
рактер и по мере накопления пептидов и
роста их длины увеличивается относи-
тельная скорость расхода мономера на
рост цепей полипептидов.

Определение скорости аммонолиза
р-нитрофениловых эфиров карбобензо-

т

Рис. о. Зависимость средней степе-
ни полимеризации исходной фрак-
ции η от расхода мономера т при
различных молярных отношениях
начальных концентраций СОг и мо-
номера (ξο): / — |о = 0,02; 2— ξο =

= 0,04; ? — |о = 0,08

ксипроизводных глицина и его ди- и трипептидов этиловым эфиром
глицина, а так же эфирами ди- и трипептидов указывает на увеличение
скорости взаимодействия а.м и иных и эфирных групп с ростом длины
цепи, особенно при переходе от мономера к дипептиду, что согласуется

7о

ι ι ι
о ι ζ з 4 9 W чаш

7 в 9 Ю
часы

Рис. 0 Рис. 7

Рис. 6. Состав продуктов поликонденсации этилового эфира глицина ( % ) :
пилеразиндион-2,5 — измерено по увеличению аминного азота (а) и «медным»

методом (б); этиловый эфир диглицилглицина i(e); тетрапептидная фракция (г);
свободный этиловый эфир глицина (<3).

Рис. 7. Содержание 'Пиперазиндиопа-2,3 и этилового эфира диглицилглицина
(в % к исходной навеске мономера). / — пиперазиндион-2,5, 2 — этиловый эфир

диглицилглицина

с представлением об автокаталитическом характере процесса поликон-
денсации эфиров аминокислот86.

В отсутствие СО2 поликонденсация этилового эфира глицина идет
очень медленно и распадается на две стадии. Скорость первой реакции

2 Успехи химии. № 5
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очень невелика. Затем скорость резко возрастает (см. рис. 8). На вто-
рой стадии мономер расходуется значительно быстрее. Прибавление
поликонденсата ускоряет реакцию, протекающую также в две стадии,
при этом стадия 1 значительно со-
кращается. Еще большее сокраще-
ние стадии 1 происходит при добав-
лении 20 мол. % метилового эфира

-о,ч -

-us -
о го ад so

Рис. 8

часы часы -

Рис. 9

Рис. 8. Поликоиденсация этилового эфира глицина без добавок (1) и в присутствии
тюликонденсата (2); в присутствии эфира трипептида (?)

Рис. 9. Кинетика расхода мономера при поликонденсации этилового эфира глицина
(т). Начальное содержание инициатора ξ0: / — 0,02; 2 — 0,04; 3 — 0,08; 4 — 0,16 и 5—

0,01; на оси ординат отложены значения т0—1—2 | 0

аланилглицилглицина, причем, как и в случае добавок поликонденсата,
скорость второй стадии практически одна и та же 8 7. Оказалось, что и
добавление этилового спирта оказывает аналогичное ускоряющее влия-
ние8 8 на поликонденсацию, что авторы объясняют каталитическим влия-
нием спирта на реакцию аммонолиза.

Экстраполяция полученных данных при поликонденсации этилгли-
цината с двуокисью углерода (см. рис. 9) указывает на то, что истин-

Λί 0 — ΔΛΙο 4 w

ная относительная концентрация мономера—- = т , где АМ0 —
Мо

количество мономера, связанное СОг, при нулевом времени меньше еди-
ницы и уменьшается с увеличением концентрации инициатора. Это
подтверждает, что в начале реакции происходит быстрое связывание
части мономера (1—т0) и только потом начинается следующая стадия
реакции, характеризующаяся первым порядком расхода мономера.

Изучение кинетики поликонденсации этилового эфира глицина в
присутствии его карбамата 8 9 · 9 0 и двуокиси углерода87 показало, что
характер процесса не меняется при изменении способа инициирования
реакции поликонденсации и подтвердило, что карбамат эфира амино-
кислоты действительно катализирует поликонденсацию. Для всех иссле-
дованных концентраций катализатора мономер расходуется по реакции
первого порядка.

Сравнение констант скоростей расхода мономера при инициировании
поликонденсации этилового эфира глицина карбаматом и двуокисью
углерода показывает, что реакция подчиняется одним и тем же кине-
тическим закономерностям (см. рис. 10).

Характер поликонденсации эфиров аминокислот не изменяется в
присутствии N-карбоксиангидридов кислот9 1"9 3. Как и при поликонден-
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сации, инициируемой двуокисью углерода, реакция идет в две стадии.
При поликонденсации этилглицината и ангидрида N-карбоксиглиципа
обнаружено, что на первой стадии реакции эфир расходуется крайне
быстро, что, по мнению авторов, связано с образованием несимметрич-
ного «арбамата:

О

2H2NCHRCOOR' »ROOCCHRNH3-OOCNHCHRCONHCHRCOOR'

NH-C\0

К W

0,1 0,2 M/3

Вторая стадия, более медленная, проходит по карбаматному меха-
низму с образованием аналогичных продуктов поликонденсации, как и
при инициировании процесса двуокисью углерода или карбаматом эфи-
ра аминокислоты 9 3 · 9 4 .

Из других катализаторов для поликонденсации эфиров аминокислот
и пептидов описан металлический натрий и трифенилметилнатрий. Бре-
нер и Рикенбахер 9 5 при поликонденсации метиловых эфиров D, L-лизи-
на и L-лейцина (З—4 часа при 5°) со взвесью натрия без растворителя
получили с выходом 60—70% полипептиды со
средней степенью полимеризации 7 и 10 соответ-
ственно. При поликонденсации в этих условиях
смеси эфиров L-лейцина, ДЬ-лизина и D,L-ac-
парагиновой кислоты образуется трудно рас-
творимый в воде смешанный полипептид с мо-
лекулярным весом ~4000. Авторы указывают,
что при поликонденсации метилового эфира L-
лейцина происходит практически полная рацеми-
зация. Уменьшение выхода дикетопиперазинов
при поликонденсации эфиров с металлическим
натрием авторы объясняют адсорбцией эфиров
аминокислот и получением полипептидов на
поверхности катализатора, в то время как об-
разование дикетопиперазинов происходит глав-
ным образом в растворе. При поликонденсации
эфиров с трифенилметилнатрием в эфирном рас-
творе средняя степень полимеризации достигает
10—1396.

Поликонденсация эфиров олигопептидов рас-
смотрена в сравнительно небольшом числе ра-
бот. Так, Порошин, Шибнев и Казаренко указы-
вают, что при нагревании метилового эфира /.-пролилглшшл-/.-пролина
(110°, 15 часов, 3 - 10~3 мм) образуется сложная смесь полипептидов,
которую авторы подробно не анализировали 97. Де-Тар и другие 9 8 при
обработке точно рассчитанным количеством триэтиламина р-нитрофени-
лового эфира бромгидрата р-метокси-1.-аспарагилглицплглицина в ди-
метилформамиде или диметилсульфоксиде при комнатной температуре
получили полипептид с молекулярным весом ~ 12 000. Показано, что
образование линейного полипептида или циклических соединений опре-
деляется в значительной степени концентрацией исходного эфира три-
пептида. Так, при обработке 15%-ного раствора эфира трипептида вы-
ход полипептида очень мал из-за образования циклического гексапеп-
тида. Этим методом авторы получили ряд полипептидов, содержащих
аспарагиновую кислоту, фенилаланин, глицин; гистидин, глицин; фенил-
аланин. глицин. Синтез последнего полипептида из бромгидрата р-нит-
рофенилового эфира фенилаланилглицина особенно интересен, так как

Рис. 10. Зависимость
константы скорости
расхода мономера
k • сек'~ • моль^1 ог
начальной концентра-
ции инициатора (в ве-
совых долях). / —
инициирование добав-
кой СО2; 2 — иниции-
рование карбаматом
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Свойства N-карботиофениламинокислот и эфиров этих кислот, общей формулы
О О
II II

C6H6S—С—Η Ν—СН—СООН; CeH5S—С—ΗΝ—СН—COOR'

A i

Наименование исходной
аминокислоты

β-Аланин
£>£-Фенилаланин
L-Фенилаланин
DL-Валин
L-Валин

1-Лейцин
DL-Метионин
L-Метионин

О-бензил-£>£-серин
£-М-Карбобензокси-£>1-ли-

зин
1-Нитроаргинин

L-Аспарагиновая
γ-Аминомасляная
6-Аминовалериановая
ξ-Α м инокапроновая
То же
DL-Аланилглицин
Глицил-£>/.-аланин
Глицил-О/.-аланин
/,-лейцил-£-аланин

И-карботиофенилпроизводные

R

Η
С в Н 5 СН 2

С 6Н 6СН 2

(СН3)2СН
(СН3)2СН

(СН3)2СНСН2

CJΉ 3^^ JΉ 2^-Ή2

С6Г15СН2ОСН2

CeH5CH2OCOHN(CH2)4

—

НООССН2

—
—
—
—

СН3

сн3

(СН3)2СНСН2 и СН 3

аминокислот

Свойства

Т. пл. 104°
Т. пл. 56°
Т. пл. 66°, [a]{J 12,5°
Т. пл. 121°
Т. пл. 115°, [а]£ 6,0° (С2НБОН)

Т. пл. 99°
Т. пл. 65°, [а]1^ 8,9° (С2Н5ОН)

—
Т. пл. 116—118°

Т. пл. 134—136°

Т. пл. 100—102°
Т. пл. 110—111°
Т. пл. 125°
Т. пл. 95°
Т. пл. 97—98°
Т. пл. 136—7°
Т. пл. 156°

—
Т. пл. 147—148°,

[a]fj 30,8° [СаН8ОН 1,95 г/100 мл]

Эфиры N-карботиофениламинокислот

R'

С 2Н 6

С 2Н 6

С 2Н 5

с 2 н 5С 2Н 5

С 2Н 5

С 2Н 5

с 2 н 5

сн3
С 2Н 5

с 2 н 6

с 2 н 6
с 2 н 5

С 2Н 6

с 2 н 5
СН3

С 2Н 5

Свойства

Т. пл. 52°
Т. пл. 63—5°
Т. пл. 55—56°, [а]^8 14,3° (С2Н5ОН)
Т. пл. 54°
Т. пл. 60°, [я]!» 42,9° (С2Н5ОН)

Масло
Масло
Т. пл. 53°, [а])] 38,1° (С2Н6ОН)

Т. пл. 73—74°
Т. пл. 174—175°

Т. пл. 59—60°, [a]J| 9,4°

—
Масло

Масло
Т. пл. 119—120°
Т. пл. 122—123°
Т. пл. 109—110°
Т. пл. 105—106°,

[а])} 39,8° [С2Н5ОН, 2,23 г/100 мл]

Ссылка па
литературу

101

101

121

121

121

ПН

121

121

не
по

118

119

113

114

111

109

121

107

107

111



Глицил-£/.-фенилаланин

Глицил-£-лейцин

β-Aлaнил-DL-aлaнин
γ-Aминoбyтиpил-I>L-aлa-

нин
8-Аминокапроил-/.-фенил-

аланин
е-Аминокапроил-ОЬ-ала-

нин
7-Аминобутирил-7-амино-

масляная
6-Аминовалерил-б-амино-

валериановая
б-Аминовалерил-ОЬ-ала-

нин

ε-Аминокапроилглицин

е-Аминокапроил-1-лейцин
ε-Аминокапроил-а-амино-

масляная

C eH5CH2

(СН3)2СНСН2

сн3
СНз

СН3

(СН3)аСНСНа

с 2 н 5

Т. пл. 178—9° *

Т. пл. 155°, [tx]2

D

6 15,0° [С2Н5ОН]

Т. пл. 146,5°

Т. пл. 113°

Т. пл. 130—131°, [ α β 7 24,1° [С2Н6ОН]

Т. пл. 133—134°

Т. пл. 146°

Т. пл. 152—153°

Т. пл. 155°

Т. пл. 151°

Масло, [а]^8 20,4° (СН3СООН)
Т. пл. 137°

с а н,
с 2 н 5

СН3

СНз

с 2 н 5

СНз

с»н,

С 2 Н 5

с 2 н 5

С 2 Н 5

С 2Н 5

Т. пл. 107—108°

Масло

Т. пл. 112—113°
Т. пл. 95°

Масло

Т. пл. 80—82°

Т. пл. 127°

Т. пл. 97—98°

Т. пл. 115°

Т. пл. 105"

Масло

Т. пл. 89°

107

107

108

ИЗ

109

ПО

113

114

114

115

115

115
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показывает, что из нитрофениловых эфиров дипептидов образуются не
циклические соединения, а линейные полипептиды.

Полипептиды с большим молекулярным весом получены поликолден-
сацией тиофенилового эфира, α,γ-диметилового эфира у-1--глутамил-Ь-
глутаминовой кислоты при слабом нагревании". Выделенный полипеп-
тид после очистки давал положительные биуретовую и нингидриновую
реакции. При помощи бумажной хроматографии авторы показали, что
полученный полипептид полидисперсен и содержит высокомолекулярные
фракции, остающиеся на стартовой точке после 36-часового хромато-
графирования.

Из других работ по синтезу полипептидов из производных трипепти-
дов интересна работа Вольмана, Галлопа и Патчорника 10°, в которой
окислением гидразида пролилглицилглицина бромсукцинимидом в ди-
метилформамиде в присутствии триэтиламина получен полипептид с
Λί = 1400. Авторами предложен механизм реакции:

СН2—СОЧ
η Н[—HNCHRCO—]3NHNH2 + In | >NBr + 2rt (QHs^N -̂

С Н 2 — С О 7

сн 2 —αχ +
->n N2 +H[-HNCHRCO-] 3 « OH + 2n | >NH + In (C2H5)3NH3· Bi-

CH 2—СОХ

Метод довольно прост и может быть использован при отсутствии в
исходном трипептиде боковых групп, чувствительных к окислению бром-
сукцинимидом.

3. Поликонденсация N-карботиофенилпроизодных α-аминокислот
и олигопептидов

Ногучи 101· 1 0 2 показал, что при нагревании /V-карботиофениламино-
кислот до 150—160° происходит отщепление тиофенола и двуокиси угле-
рода с образованием олигопептидов сравнительно невысокого молеку-
лярного веса:

C6H5SCOHNCHRCOOH > CeH5SH+O=C=NCHRCOOH >[—HNCHRCO]̂ . + СОа

Кроме полипептидов, продукты реакции содержат пиперазиндион-2,5
и другие побочные продукты. При поликоиденсации в растворе (часто
в присутствии пиридина) образуются высокомолекулярные полипепти-
ды с М, достигающим более 100 000.

Термической поликоиденсацией N-карботиофениламинокислот мож-
но получать как однородные, так и смешанные полипептиды почти из
всех нейтральных и основных аминокислот. Авторы допускают возмож-
ность отщепления тиофенола в результате межмолекулярного взаимо-
действия с последующим отщеплением двуокиси углерода от ангидри-
да с образованием полипептидной цепи:

О R

с 6 н 5 —s—с—ΗΝ—сн—соо~

О - * C6HSS + C6H5SHNCHCi—OCiHNCH—COO
| I L ι Ί

С б Н 5 — S — H N - C H — C = O R R

R *· C S H 5 SHNCHCOHNCHCOO-+ CO 2

. R R



ТАБЛИЦА 10
Свойства

Наименование исходной
аминокислоты

1

Глицин

DL-Аланин

β-Алании

То же

DL -Фенилаланин

L-Фенилаланин

DL-Валин

/.-Валин

L-Лейцин

L-Аспарагиновая

полипептидов, полученных термическое

Формула структурного звена полипептида

2

—HNCH2CO

—HNCHCO
1

СНз

—HNCH2CH aCO

—HNCH2CH2CO

—HNCHCO

СН 2 С 6 Н В

—HNCHCO—
ι

CH(CH3)2

—HNCHCO—

СЩСНя),

- H N C H C O —
г

СН2СН(СН3)2

О
II

—сн—с ч
сн • - С Ч О

ι поли конденсацией N-карботиофенйламииокйслот: CfiH6SCOHNCH(R)COOH

Условия получения полипептида

3

В бензольном р-ре с пиридином 150 ча-
сов при 80°

В бензольном р-ре с пиридином
1000 часов при 60°

В бензольном р-ре с пиридином
1000 часов при 60°

В расплаве при 120° 20 часов и 3 часа
при 165° в вакууме

В бензольном р-ре с пиридином 200 ча-
сов при 80°

В диоксане 1000 часов при 60—70°

В диоксане 1000 часов при 60—70°

В диоксане 1000 часов при 60—70°

В бензоле 670 часов при 80°

В расплаве при 140° 30 часов в ваку-

уме

Свойства полипептида

4

Mw=i35 200*. Выход 91%

Λ%=22 400. Выход 69,6%

Mw=37 300. Выход 38,2%

Л % = 4 3 500. Выход 93,5%. Хорошо
адсорбирует FeCl3 в НСООН

714^=59 400. Выход 38%

Λ%.=16 800, [αγ£ 24,4° (С1СН2СООН)

Mw=l7 600

7 ^ = 1 2 300, [α]# 29,3° (С1СН2СООН)

^№^=26 889. Выход 63%

Λί^=1500. Выход 71%

Ссылки на
литературу

5

104

105

108

108

103

121

121

121

106

119



ТАБЛИЦА 10 (продолжение)

1

L-Глутаминовая

DL-Метионин

L-Метионин

ξ-Аминокапроновая

О-Бензилсерин

ε Лг-Карбобензокси-01-ли-
зин

Ζ,-Нитроаргинин

Глицин-)- L-лейцин

£-лейцин-|-£)/.-фенилала-
НИН

2

у ^

СН2 / N —
Х сн 2 -с< о

—HNCHCO—
I

CH2CH2SCH3

—HNCHCO—
I

CH2CH2SCH3

-HN(CH 2 ) 5 C O -

—HNCHCO—

1
CH2OCH2C6H5

—HNCHCO—
I

(CH2)4

NHCOOCH2C6H6

—HN—CHCO—
|

(CH2)2NHC(= N)NH

—HN—CH2COHNCH—CO—

CH2CH(CH3)2

—HNCHCOHNCHCO—

1 \

3

В расплаве при 180° 20 часов в ваку-
уме

В диоксане 1000 часов при 60—70°

В диоксане 1000 часов при 60—70°

В расплаве 130° 23 часа и затем в
вакууме при 160°

В бензоле с пиридином 150 часов при
70°

В бензоле с пиридином 400 часов при
70°

В диоксане с пиридином 16 дней при
70°

В диоксане с пиридином 1000 часов
при 60°

В бензольном р-ре 1000 часов при
60°

4

^ = 2 1 0 0

^ = 1 0 500. Выход38,7%

Μ =23 700, [α] 1 β+2,6°
(С1СН3СООН)

Mw=26 000. Выход 77%. [η] = 0,194
в 1:1 АсОН+С1СН2СООН

Λί^=4900—5300, т. пл. 185—190°,
легко дебензилируется НВг в диок-
сане до поли-ВА-серина

Λί^=4000. Выход 48%

Λ ν = 1 0 4 0 , [ α ] « - 1 4 , Γ

Сополимер ~~l:l. Mw — il 457.
Выход 36%

Сополимер. Μψ = ί6 000. Выход 47,8%

г.

120

121

121

109

11G

117

118

106

100



/,-Лейцил-/--аланин

Глицил-О1.-аланин

Глицил-£>/.-фенила ланин

Глицил-/.-лейцин

е-Аминокапроил-1-фенил-
аланин

е-Аминокапроил-О/.-ала-
нин

γ-Аминомасляная к-та

7-Аминобутирил-7-амино-
масляная к-та

γ-Aминoбyтиpил-DL-aлa-
нин

б-Аминовалероил-б-амино-
ралериановая

—HNCHCOHNCHCO
I

СН2СН(СН3)2

—HNCH2COHNCH(CH3)CO—

СН3

—HNCH2COHNCHCO—
I
СН2СвН5

—HNCH2COHNCHCO—

I
СН2СН(СН3)2

—HNCH2CH2COHNCH(CH3)CO-

—HN(CHj,)5COHNCHCO—

СН2С6Н5

—HN(CH2)5CONHCHCH3CO—

—NH(CH2)3CO—

—HN(CHa)3COHNCHCH3CO—

—HN(CH2) 4COHN(CH2)4CO-

B диоксане 1500 часов при 60—70°

В диоксане с пиридином 1000 часов
при 60°

В диоксане с пиридином 1000 часов
при 60°

В диоксане с пиридином 1000 часов
при 60°

В диоксане при 135° 27 часов и 2
часа при 150° в вакууме

В диоксане при 130—140° 30 часов

В диоксане при 135° 27 часов и 2 ча-
са при 150° в вакууме

В диоксане при 70° 1,7 часа

В диоксане при 140° 100 часов

В диоксане при 140° 100 часов

В диоксане при 140° 100 часов

=14 300. Выход 24,6%

=3i 813

7^=30 603

Mw='a8 000

Mw=26 100. Выход 52%

Сополимер Mw=5i 200. Выход 79%

Сополимер Λί ι ι :=65 000. Выход 82,8%.
Сополимер обладает обратимой тепло-
вой денатурацией, достигающей мак-
симума при 50°. Теплота денатура-
ции 45 ккал/моль

Mw=l5 000 (АсОН). Т. пл. 230°.
Выход 28,6%

Mw=l6 500

Сополимер Aijp=71 500

Λί ι κ.=13 100. Выход 69,5%

ш

107

107

107

108

109

110,112

113

113

113

114
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В табл. 9 и 10 приведены поли-
пептиды, полученные этим методом, и
некоторые свойства исходных N-кар-
ботиофениламинокислот и полипепти-
ДОВ.

Приведенные в табл. 8 и 9 данные
указывают на возможность широкого
использования метода поликонденса-
ции N-карботиофенил производных
аминокислот для получения ДЬ-поли-
пептидов. При использовании произ-
водных дипептидов можно ожидать
получения гголипептидов с известным
чередованием остатков аминокислот.

Однако, как показано Веймоут-
сом 122, метод имеет ряд недостатков.
При получении полиглицина в описан-
ных условиях образуются значитель-
ные количества пи1перазиндиона-2,5,
выделяющегося «а стенках сосуда в
количестве более 20% οι веса продук-
та. Обычно ~50% остатка растворимо
в горячей воде, и сравнение вязкости
растворов этих полимеров с вязкостью
растворов аналогичных образцов по-
лиглицина, для которых определены
концевые группы, дает значение моле-
кулярного веса в пределах 1000—
2500. Ногучи и сотрудники определи-
ли молекулярный вес для полигли-
цина подобной вязкости 135 000 104.

Проверив данные Ногучи по поли-
конденсации тиокарбонилфенилалани-
на и саркозина, автор делает вывод,
что при поликонденсации iV-карботио-
фениламинокислот имеет место обра-
зование полипептидов сравнительно
низкого молекулярного веса. Кроме
того нет никаких доказательств, что
эти полимеры являются чисто линей- -
ными полипептидами.

Из других N-замещенных амино-
кислот описана поликонденсация Ν-
карбобензокси-123 и карбофеноксипро-
изводных аминокислот 124, в том числе
с различными заместителями в фе-
нильном кольце.

Ишизука и Сайто1 2 5 установили,
что наиболее подходящей средой для
поликонденсации карбофеноксипроиз-
водных аминокислот является нитро-
бензол. В этом случае значительно со-
кращается время поликонденсации, и
образующийся полипептид имеет бо-
лее высокий молекулярный вес (см.
табл. 11).
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ТАБЛИЦА 11

Поликонденсация ХС

X

Η
Η
Τ Ι

Η
Η

о-СНз
р-СН 3

ο-ΝΟ2

ο-ΝΟ2

p-NOa

ρ-ΝΟ2

Среда

Пиридин — бензол
Пиридин — толуол
Нитробензол
То же

» »
» »
» »

Пиридин — толуол
Нитробензол
Пиридин — толуол
Нитробензол

6 H 4 OCOHNCH(CH 3 )COOH

Темпера-
тура, °С

80
100
100
120
125
110
110
100
100
100
100

Время,
часы

10 000
50
16
4,5
8

30
56,5
8,0

12,0
36 0
12,0

Выход,
%

83,4
92,8
87,1
96,8
73,6
79,0
82,0
85,3
62,7
57,4
38,4

Приведен-
ная вяз-
кость*

0,134
0,150
0,286
0,274
0,367
0,280
0,295
0,113
0,119
0,155
0,203

* Вязкость определялась для 0,2%-ного р-ра в 80%-ной дихлоруксусной к-те.

Поликонденсацией N-карбо-о-нитрофеноксипроизводных амино-
кислот и дипептидов этим методом Ишизука '26-128 получил полилейцин
(Л1 = 14 000), поли-Д L-фенилалани'н (М = Г2000), полиглицин (М =
= 14000), а также полиаланилглицин (М = 28500), полиглицилаланин
(Λί=14000), поли-Д L-фенилаланин (Λί = 12 000), полиглицин (М =

При поликонденсации N-карбо-р-метилфепоксиаминокислот в смеси
•бензола с толуолом в запаянной трубке при 60° в течение 1200 часов
были получены полиглицин (М = 10 500), поли-Д L-фенилаланин
(Λί = 17 600), поли-/<-лейцин (Αί =11 000), поли-а-аминомасляная кислота
(М=18 300). Молекулярные веса определены осмометрическим методом
в дихлоруксусной кислоте 129. Полилейцин с приведенной вязкостью 0,28
•получен поликонденсацией Ы-карбофенокси-/-лейцина в нитробензоле
при 125° в течение 20 часов 130.

Брукнер, Шекерка и Ковач 9 8 получили высокомолекулярный поли-
пептид из α,γ-диметилового эфира карбобензокси-у^-глутамил^-глут-
аминовой кислоты. Исходный дипептид обрабатывали этилхлорформи-
атом в присутствии триэтиламина. После гидрогенолиза карбобензокси-
группы над палладиевым катализатором отфильтровывали катализатор,
а раствор смешанного ангидрида дипептида делили на две части.
Первая половина оставлялась на 24 часа при комнатной температуре,
затем в вакууме отгоняли растворитель и остаток нагревали 1 час в
вакууме. Вторую часть раствора обрабатывали также после добавления
триэтиламина. Для выделения свободной поликислоты полученные
полипептиды обрабатывали на холоду щелочью и очищали через мед-
ную соль с последующим диализом. Молекулярный вес полипептида,
полученного без триэтиламина,— 12 180, с триэтиламином — 20 000.

Полипептиды очень прочно удерживают воду и после сушки над
пятиокисью фосфора в вакууме при комнатной температуре содержат
одну молекулу воды на остаток глутаминовой кислоты. Оба продукта —
бесцветные порошки, легко растворимые в воде с положительной биуре-
товой и слабой нингидриновой реакциями.

Активирование аминогруппы может быть достигнуто также при
обработке аминокислот изоцианатами. Образующийся амид алкилкар-
баминовой кислоты общей формулы: RNHCONHCRHCOOH, где R —
трет-алкил, распадается при температуре выше 175° с образованием по-
липептида с выходом более 80%. Степень поликонденсации полученных
таким образом полипептидов достигает 100 ш .
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Представляет интерес получение полипептидов поликонденсацией
тиоизоцианатов алифатических карбоновых кислот, получающихся при
обработке α-аминокислот сероуглеродом с последующим разложением
дитиокарбаминовых производных сулемой 132. Однако в этом случае
предполагается, что при нагревании тиоизоцианата происходит образо-
вание N-тиокарбангидрида и его полимеризация, а не отщепление за-
местителя у атома азота.

СН—СООН [Я—СН— СОЧ 1 ΓΗΝ—СН—СО1
\ COS

R

Γ R—СН— СОЧ 1 Γ ΗΝ—СН—СО "1

L NH-CS/ J I R \n

IV. СИНТЕЗ ПОЛИПЕПТИДОВ ПОЛИМЕРИЗАЦИЕЙ
N-КАРБОКСИАНГИДРИДОВ «АМИНОКИСЛОТ

1. Получение N-карбоксиангидридов α-аминокислот

Чаще всего полипептиды получаются полимеризацией N-карбокси-
ангидридов α-аминокислот, позволяющей синтезировать полимеры с за-
данным молекулярным весом, изменяющимся в очень широких преде-
лах, и полностью исключить рацемизацию аминокислот.

Наиболее распространенным методом получения циклических ангид-
ридов N-карбокси-а-аминокислот или N-кар'боксиангидридов α-амино-
кислот является предложенное Фуксом ш , Фартингом ш и Леви 1 3 5

фосгенирование мелкоизмельченных аминокислот, их хлоргидратов или
натровых солей, суспендированных в инертном растворителе (диоксан,
этилацетат) при 30—50°. Можно проводить реакцию при одновремен-
ном добавлении эквивалентных количеств раствора фосгена в диоксане
и взвеси аминокислоты в диоксане к избытку растворителя 136. N-карбо-
ксиангидриды и их тиоаналоги получаются также при нагревании хлор-
гидратов аминокислот с СОС1г или CSCI2 в нитробензоле 137.

Реакция α-аминокислот с фосгеном протекает по схеме:

R—СН—СООН R—CH-COOH R-CH—С

NH2

 2 ~ H C I NH—CO—Cl ~ H C 1 NH—С

(I)

- H C l
\TR-CH—COOH1

L N=C=O J

Первая стадия — образование N-замещенного карбамилхлорида (I)
начинается с нуклеофильной атаки карбонильного углерода фосгена
аминным азотом:

R—СН—СООН Г 1 R—СН—СООН R—СН—СООН
ι /-1 ι .α ι

Η—Ν * С = О — > H N + — С—О" * NH—COC1+HC1

Η Ы Х С 1
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Скорость этого процесса должна возрастать по мере усиления
электронодонорного эффекта группы R аминокислоты, приводящего к
увеличению основности аминогруппы. Это предположение хорошо согла-
суется с наблюдаемым увеличением скорости фосгенирования в ряду:
глицин<аланин < α-аминомасляная кислота ~ фенилаланин < норлей-
цин<лейцин<изолейцин<псевдолейцин (С-грег.-бутилглицин), где за-
меститель R меняется от Η до (СН 3)зС— 1 3 8 · 139.

Предварительное насыщение диоксана SO2

 14°, а также небольшие
добавки уксусного ангидрида ускоряют фосгенирование, в то время
как загрязнения могут в значительной степени его замедлить ш .

Стадия циклизации карбамилхлорида (I) в N-карбоксиангидрид
аминокислоты (II) проходит самопроизвольно и только в случае про-
лина и его производных, где замыкание второго кольца связано с воз-
никновением больших напряжений в молекуле, требуется дополнитель-
ная обработка карбамилхлорида триэтиламином ш или окисью сереб-
ра 142· 143.

При синтезе N-карбоксиангидридов трифункционалыных аминокис-
лот необходимо защищать функциональные группы, способные реаги-
ровать с фосгеном 144. При отсутствии защиты аспарагиновая кислота
дает смесь 5- и 6-членных N-карбоксиангидридов 145:

+ НООС—СН2—СН—Of > С — С Н 2 х
I >О; О< >СН—СООН
NH—С< >С—NH /

X) О ^

N-карбоксиангидриды получаются также при обработке N-карбо-
алкокси- и особенно N-карбобензоксизамещенных α-аминокислот хло-
ристым тионилом, пятихлористым или трехбромистым фосфором по
схеме:

R—СН—СООН + p c l s R—СН—СОС1 R—СН—Cf

N H - C O O C H 2 C 6 H 5 " P O C ' 3 ' ~ H C I "* NH-COOCH2C6H6 ~С''^^Г N H - C ^ 0

^ О

Этот м е т о д 3 обычно применяется для β-аминокислот, образующих
способные полимеризоваться шестичленные N-карбоксиангидриды 146.

Интересен метод получения N-карбоксиангидридов различных ами-
нокислот 1 4 9· 150 взаимодействием тионилхлорида или фосгена с дина-
триевой солью N-карбоксиаминокислоты, легко получающейся из соды
и аминокислоты или при одновременном воздействии метилата натрия
•и СО 2 на аминокислоту 1 3 4· 1 4 7· 148.

Синтез N-карбоксиангидридов из малонового эфира 1 5 1· 152 пригоден
лишь для получения рацемических продуктов и не применялся в послед-
ние годы.

Д л я получения высокомолекулярных полипептидов можно исполь-
зовать только тщательно очищенные N-карбоксиангидриды, которые
при получении фосгенированием α-аминокислот обычно загрязнены
дихлорангидридом N-карбокси-а-аминокислоты (III) и образующимся
из него изоцианатом (IV) :

R—СН—СОС1 R—СН—СОС1
I ( i n ) ; I (iv)
NH-COCl N=C=O



ТАБЛИЦА 12

Синтез N-карбоксиангидридов α-аминокислот, не вошедших в монографию4 и обзор5

Наименование исходной
α-аминокислоты

1

Глицин
То же

Саркозин

С-Фенилглицин, D,L

С-(р-нитрофенил)-глицин,
D, L

С-пропаргил-глицин, D,L

Алании, D,L
Дегидроаланин

Фенилаланин, D, L
То же

α-Аминомасляная, D,L
Валин, D,L
То же

Норвалин, D,L

Лейцин, L
То же, D,L

Норлейцин, D,L

То же
Изолейцип, D,L
Псевдолейцин, D,L
Пролин, L

Серии, D,L
То же,

О-Ацетилсерин, D,L

То же, L
О-Бензилсерин, L
О-Бензилтирозин, L

О-Карбобензокситирозин,1

О-Фенилгомосерин, D,L

То же

εΝ-Карбобензоксилизин, L

То же

Метод получения

2

фссгенирование
Ма-соль N-карбоксиглици-

Ha+SOCl2

Ма-соль N-карбоксйсарко-
зина+SOCls

Na-соль N-карбоксифенил-
глицина+5ОС12

фосгенирование

то же

» »
N-кар бобензокси-дегидро-

аланин-|-РС15

фосгенирование
Na-соль N-карбоксифенил-

аланина+5ОС12

N-карбобензоксифенилала-
нин+РС16

фосгенирование
то же
N-карбобензоксивалин-)-

+РС1 5

N-карбобензоксинорва-
лин+РС15

фосгенирование
N-карбобензоксилейцин-!-

+РС1 5

N-карбобензоксинорлей-
цин+РС15

фосгенирование
то же

» »
фосгенирование, обработка

(C2H5)3N
фосгенирование
то же

» »
» »
» »

•» •»

I
1N -карбобензокси-О-фенил-

гомосерин+РС15

фосгенирование

то же

Метод очистки

3

возгонка

то же

» »

этилацетат

тетрагидрофуран—
петрол. эфир

этилацетат—пет-
рол. эфир, возгон-
КЗ

возгонка

эфир

эфир

эфир

эфир

эфир

этилацетат или воз-
гонка

этилацетат—гексан
бензол

этилацетат—гексан

то же
эфир—петрол. эфир

этилацетат—пет-
рол. эфир

то же

этилацетат—гексан

Т. пл., "С

4

135

125-127

42—44
111—113

.26

123—125
(разл.)

112—113

80-81
(разл.)

67—69
(разл.)

48—50

78—80

79
70-71

120
45

82—83
115

(разл.)
62,5—

—63,5
(разл.)

50—51
72 (разл.)

142
(разл.)

105—106

105

101—
—101,5
98,5—
—99,5

Ссылка
на ли-
гературу

5

138, 140

150

150

150

150

299

138, 1»

303

138, 279

150

173

138

140

173

173

138

173

173

138

138

138

141

286

286

286

286

301

308

140

310

310

281

140
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То же, D,L
δΝ-Карбобензоксиорнитин,

L
β-Бензиласпарагинат, L
To же

фосгенирование

β-бeнзил-N-кapбoбeнзoкcи-
аспарагинат+РС16

фосгенирование дибензи-
лового эфира
фосгенирование

то же

М-карбобензокси-7-этил-
глутамат + SOC12

фосгенирование

то же

дихлорэтан
этилацетат—гексан
то же

> » D,L

β-ρ-Нитробензил-аспараги-
новая кислота, L

β-Пептидоаспарагиновая
кислота, D,L

7-Этилглутамат,£

6-Метил-а-аминоадипинат,
D,L

Метионин, P,L
S-Метилцистеин. L

S-Этилцистеин, L
S-Пропилцистеин, L
S Изопропилцистеин, L
S-Бутилцистеин, L

S-Пентилцистеин, L
S-Гексилцистеин, L

S-a-Метилнафтилцистеин,
L

S-Додецилцистеин, L
S-Бензилцистеин, L
S-Фенилцистеин, L)
S-p-толилцистеин, L
S-Фенилмеркаптоцистеин,

L
γ-Бензиловый эфир

S-карбоксицистеина, L
б-Бензилсвый эфир

S-карбоксиметилцистеи-
на, L

ε-Бензиловый эфир · фосгенирование
S-карбоксиэтилцистеина,
L

ΜθΗθ-Ν-карбобензокси-
цистин, L n

Моноэтиловый эфир
N-ацетиллантионина

Монобензиловый эфир?
N-карбобензоксилантио-
нина

S-Карбобензоксигомоцис-
теин,D,L

S-Бензилгомоцистеин, D,L
S-Бензилгомоцистеин, D,L
S-Этилгомоцистеин D,L
S-Пропилгомоцистеин, D,L
S-Бутилгомоцистеин, D,L
S-Аллилгомоцистеин, D,L

фосгенирование

то же

то же

100
86

126
127—128
127—128

126—
127,5

этилацетат

хлороформ—пет-
рол. эфир

этилацетат—пет-
рол. эфир

этилацетат—пет-
рол. эфир

эфир—петрол. эфир

этилацетат—пет-
рол. эфир
то же

этилацетат—пет-
рол. эфир

94-95

74

69

55—56

42-43

105

66—67

117-119

109

305

307

297

144

144

144

302

300

182

309

138

311

311

311

311

311

311

311

311

311

298

298

298

304

306

306

306

эфир—петрол.

эфир—петрол.

то же
» »

эфир

эфир

30—32

75—76

95—96
57

312

312

312

313

313

313

313

313

313

313
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Однако загрязнения легко удаляются при перекристаллизации 153 и
при возгонке в глубоком вакууме. Описано удаление хлорсодержащих
примесей обработкой раствора N-карбоксиангидрида в этилацетате со-
полимером этил-р-(формил-М-метиламино)-акрилата с дивинилбензо-
лом 154. Хранят N-карбоксиангидриды при температуре не выше —30°.

N-карбоксиангидриды, синтез которых был описан за последние
годы, приведены в табл. 12.

Количественное определение N-карбоксиангидридов проводят тит-
рованием их в неводной среде метилатом натрия 155· 156, или определе-
нием выделяющейся при их кислотном гидролизе двуокиси углеро-
да 157· 158, которая поглощается этанольно-диоксановым раствором бен-
зиламина, образующим бензиламмонийную соль N-бепзилкарбаминовой
кислоты, и титруется раствором NaOCH3 с тимоловым синим в качестве
индикатора.

2. Химические свойства N-карбоксиангидридов α-аминокислот

N-карбоксиангидриды — чрезвычайно реакционноспособные вещест-
ва. По строению они представляют собой оксазолидиндионы-2,5, заме-
щенные в положение 4.

Ί; \
1 0

СУ
Электроотрицательность атомов кислорода обусловливает появле-

ние частичных положительных зарядов на углеродном атоме 5 и атоме
азота, что выражается в ослаблении связи N — Н и в значительно
более высокой активности карбонильного углерода 5 к нуклеофилыным
реагентам по сравнению с С-атомом 2. Действительно, наиболее ха-
рактерны для N-карбоксиангидридов реакции нуклеофильного присо-
единения по карбонильному С-атому 5 и реакции с участием NH-
группы.

Взаимодействие с нуклеофильными реагентами НХ обычно проходит
по схеме:

R—сн—С\ _]_
ι ^ о + нх -j-

I >
NH-СГ

3 R—CH —COX 4 R —CH—COX

R— CH — CC R—CH— COX /

I > + I

ΝΠ— С ООН

(VII)

NHCHRCOX"

Η

NH,
CO,

( V I I I )

R — C H C O N H C H R C O X R C H C O N H C H R C O X

*" NH — C O O H * N H , + C O ,

X = O H , O R , N H 2 , N H R , N R , , S H SR и г . д
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Образующееся в результате реакции соединение ( V I I I ) , обладает
свободной аминогруппой и может реагировать с другой молекулой
N-карбоксиангидрида подобно любому нуклеофильному реагенту. По-
этому з присутствии большого избытка N-карбоксиангидрида эта
реакция приводит к образованию полипептида. С избытком НХ обра-
зуются лишь соединения типа ( V I I I ) .

При взаимодействии с водой, в которой многие N-карбоксиангидри-
ды хорошо растворимы, при низких температурах устанавливается
равновесие 3· 1 5 9~1 6 2:

R—СН—СОХ R—СН— СООН R^-CH—СООН
I >О+Н2О * [ > |

NH-CO/ NH—СООН 4 NH2+CO2

Показано, что разложение N-карбоксиапгидридов водой катализи-
руется основаниями и кислотами 163.

Сероводород, спирты, фенолы и меркаптаны реагируют в присут-
ствии триэтиламина 1 6 4 · 1 6 5 аналогично воде с образованием соответ-
ственно α-аминотиокислот, эфиров и тиоэфиров.

Безводный хлористый водород в инертной среде дает с N-карбокси-
ангидридами хлоргидраты хлорапгидридов аминокислот 1 6 6 · 167, а в
спиртовой среде ускоряет алкоголиз, что было использовано для иолу-
ченя эфиров различных α-аминокислот 1 6 8 ш .

Алкоголиз ускоряется т а к ж е алкоголятами, на чем основано титро-
вание N-карбоксиангидридов метилатом н а т р и я 1 5 5 :

R—СН~СОЧ R—СН—COOCHg
| >O+NaOCH3 » |
NH—CCK NH—COONa

Первичные и вторичные амины как нуклеофильные реагенты, реа-
гируют с N-карбоксиангидридами по приведенной схеме (а), с обра-
зованием пептидов и амидов аминокислот 133' 173-ι?7, Тиоаналоги N-кар-
боксиангидридов способны к образованию и ряда других продуктов 178.

Скорость взаимодействия с нуклеофильными реагентами уменьша-
ется с понижением их основности в ряду: ОСН3, ОН, RNH2, ArNH2,
ROH, НОН. При реакции с последними тремя членами ряда образу-
ющаяся после их присоединения свободная аминогруппа имеет более
сильный нуклеофильный характер и охотно реагирует со свободными
молекулами N-карбоксиангидридов по схеме (б) с образованием оли-
гомеров и полимеров даже в присутствии избытка перечисленных
реагентов 175.

Скорость реакции зависит также от характера N-карбоксиангидри-
да и будет тем больше, чем больше частичный положительный заряд
на карбонильном С-атоме 5 и чем меньше стерические затруднения
для атакующего нуклеофильного реагента. Поэтому активность и ско-
рость полимеризации N-карбоксиангидрида уменьшается с увеличе-
нием электронодонорного эффекта и особенно размера заместителя R
в ряду: глицин, аланин, α-аминомасляная кислота, фенилаланин, нор-
лейцин, лейцин, изолейцин, псевдолейцин, α-метилаланин 138· 139· 179.

Большое влияние пространственных факторов на скорость взаимо-
действия N-карбоксиангидридов с первичными и вторичными аминами
было показано Баллардом и Бамфордом 179. Обычно пятичленное коль-
цо N-карбоксиангидрида с атомами азота и кислорода и двумя триго-
нальными атомами углерода плоское и ненапряженное, a R в зависи-
мости от асимметрии С-атома 4 находится по ту или иную сторону

3 Успехи химии, № 5
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его. В случае N-замещенных ангидридов заместитель у азота R' рас-
полагается в транс-положение по отношению к R.

N-

Атакующий реагент приближается к С-атому 5 со стороны, про-
тивоположной карбонильному кислороду, по линии, проходящей под
небольшим углом к плоскости кольца в непосредственной близости от
атома азота. Наличие заместителей R и R' создает большие стериче-
ские затруднения для атаки как с той, так и с другой стороны кольца,
особенно для громоздких нуклеофильных реагентов, таких как вторич-
ные амины, и резко снижает скорость реакции. В N-карбоксиангидри-
дах пролина и его производных оба заместителя находятся по одну
сторону плоскости кольца, что обусловливает более высокую скорость
взаимодействия их с вторичными аминами.

Аналогично вторая карбонильная группа также может реагировать
с нуклеофильпыми реагентами по схеме:

Я—СН СО R—СН—СО R—СН—СООН
· I XQ » I

NH—CO NH—С „
i\0/

H

χ υ

с образованием в случае спиртов, меркаптанов и аминов соответственна
уретанов, тиоуретанов и производных мочевины. Однако, благодаря
меньшему положительному заряду на С-атоме 2, энергия активации
этой реакции значительно выше и ее роль повышается лишь с ростом
температуры, концентрации и силы нуклеофильного реагента; заметное
влияние могут оказать и стерические факторы.

Присоединение по карбонилу 2 принято называть «ошибочным», при-
водящим к исчезновению аминогруппы на конце растущей цепи и пре-
кращению реакции полимеризации. Возможность такой реакции была
подтверждена Б е р г е р о м 1 5 5 , который наблюдал образование уретапа
при реакции N-карбоксиангидрида фенилаланина с раствором мети-
лата натрия. Виланд и Ойлер 1 6 5 при взаимодействии N-карбоксиангид-
ридов с сухим сероводородом в присутствии триэтиламина получали
α-аминотиокислоты, всегда загрязненные α-аминокислотами, образо-
вание которых может быть объяснено разложением соответствующих
тиокарбаминовых кислот (IX) :

R—СН—СОЧ R—СН—СО R—СН СООН R—СН-СООН-
I > o + H a s * ι \ п -> п > I

N H — C O X I /u /° NHa + COS
NH—С NH—С

S H O H SH ( ΐ χ )

При большом избытке аминов присоединение по карбонилу 2 мо-
жет проходить в значительной степени 180· ш , но количество продуктов-
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нормального присоединения быстро увеличивается с уменьшением кон-
центрации и основности амина 180.

Однако, N-карбоксиангидрид саркозина присоединяет даже такие
сильные нуклеофильные реагенты, как ион метилата, только по карбо-
нильной группе 5 1 8 1. Возможно, для образования соединений типа:
RCH(COOH)NHCOX нужен атом водорода у атома азота. В этом
случае нуклеофильная атака может проходить не только по карбо-
нильному углероду 2, но и по атому водорода с образованием произ-
водных карбаминовой кислоты через стадию изоцианата 16δ' 181:

R—СН— СО

ΝΗ—СО

R—СН-СО

>о
Ν- —СО

I
R—СН—СОО-

N=C--=O

Η,Χ

R—CH—COOH

NH—СОХ

Увеличение сродства основания НХ к протону должно способство-
вать этой реакции, что хорошо согласуется с экспериментальными

данными
181, 182

Активная роль NH-группы ярко проявляется при взаимодействии
N-карбоксиангидридов с реактивами Гриньяра183. В случае N-замс-
щенных N-карбоксиангидридов карбонильная группа 2 не реагирует

•с RMgHal и N-карбоксиангидрид N-фенилглицина дает лишь соеди-
нения:

C6H6NHCH2—COOR, C0H5NHCH2-C(OH)R2 ^CH,, C2H5, CfH5)

В то же время N-карбоксиангидрид фенилаланина в тех же усло-
виях образует N-ацилированные аминокетоны и аминоспирты:

CeH5CH,CH (COR) NHCOR C6H5CH2CH(NHCOR)C (ОН) R,
(R-C 2 H 5 , C6H5)

Из других реакций N-карбоксиангидридов, не имеющих отношения
к их полимеризации, описано их восстановление алюмогидридом ли-
тия 1 8 4 и применение для синтеза по Фриделю-Крафтсу 185· i 8 8.

3. Полимеризация N-карбоксиангидридов α-аминокислот *

N-карбоксиангидриды легко полимеризуются как в блоке, так и в
растворе. Молекулярный вес и полидисперсность образующегося полш-
пептида определяются характером инициатора и условиями полимери-
зации. Блочную полимеризацию проводят обычно при повышенных
температурах и получают нивкомолекулярные продукты. Для полиме-

* Следует отметить, что полимеризация N-карбоксиангидридов значительно отли-
чается от классических примеров полимеризации и поликонденсации. Ее скорее можно
было бы назвать полиприсоединением с последующим отщеплением части молекулы
мономера.

3·
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ризации в растворе, протекающей при низких температурах, приме-
няют инертные растворители, а в качестве инициаторов — амины, алко-
голяты, щелочи или воду. Инициаторы и ингибиторы полимеризации
радикального типа не оказывают влияния на полимеризацию N-кар-
боксиангидридов 187· 1S8.

Первичные и вторичные амины дают полимеры со степенью поли-
меризации до 200 в зависимости от количества амина.

Используя избыточные количества эфиров аминокислот в реакции
с N-карбоксиангидридами удается получать дипептиды 175> 189· 190. Одна-
ко в этом случае трудно избежать образования высших олигоиепти-
дов 191 и производных мочевины 192. При низких температурах (—40')
в присутствии триэтиламина, стабилизирующего образующуюся в ре-
зультате первого акта присоединения карбаминовую кислоту (VII)
путем солеобразования, удалось синтезировать ди- и трипептиды с хо-
рошими выходами193^198. Для такого рода ступенчатого синтеза поли-
пептидов перспективно использование и тиоаналогов N-карбоксиангид-
ридов 178.

Наибольший молекулярный вес полипептидов получается при поли-
меризации N-карбоксиангидридов в присутствии третичных аминов,
алкоголятов и гидроокисей щелочных металлов.

Однако воспроизводимость результатов и величина молекулярного
веса полипептида зависят также от чистоты исходных соединений и
растворителей. Случайные примеси, например, ионы хлора, в коли-
честве — 0,01 % могут полностью исказить результаты опыта199.

Из-за невозможности определять примеси в таких количествах
обычными методами, рекомендуется проверять чистоту N-карбоксиан-
гидридов полимеризацией их в стандартных условиях. Так, Идельсон
и Блаут2 0 0 считали N-карбоксиангидрид у-бензил^-глутамата чистым,
если он при комнатной температуре в 4%-ном диоксановом растворе
давал полимер с молекулярным весом не ниже 360 000, с метилатом
натрия в качестве инициатора при [/о]/[Мо] (см. ниже), равным 1 : 200.

Полимеризация N-карбоксиангидридов ингибируется большим чис-
лом соединений: борной и дихлоруксусной кислотами201, хлористым
водородом 202, альдегидами 2 0 3 · 2 0 4 , фенилизоцианатом, уксусным ангид-
ридом и т. д. Кислоты ингибируют реакцию205, даже если она иници-
ирована неорганическими солями 2 0 6 · 2 0 7. Ацетилхлорид, тионилхлорид,
А1С13 и др. полностью ингибируют полимеризацию N-карбоксиангид-
рида глицина в количествах до 0,2 моль%2 0 8.

Перечень полипептидов, полученных в различных условиях полиме-
ризацией N-карбоксиангидридов α-аминокислот, и некоторые их свой-
ства приведены в табл. 13.

А. Полимеризация в блоке

N-карбоксиангидриды устойчивы лишь при температуре ниже —30°.
При комнатной температуре под действием влаги воздуха N-карбокси-
ангидриды глицина 3 ' 1 7 4 · 2 1 0, L-аланина211, L-лейцина2 0 9·2 И, С-фенилгли-
цина и фенишаланина 2 0 9 превращаются в полимеры. Скорость полиме-
ризации определяется их строением и температурой. Механизм
полимеризации кристаллических N-карбоксиангидридов, инициирован-
ной влагой воздуха, еще не -известен. Форма кристалла остается неиз-
менной в процессе полимеризации и лишь рентгеноструктурный анализ
позволяет наблюдать за изменением кристаллической решетки212.
Из продуктов полимеризации N-карбоксиангидрида саркозина Вессели
и Зигмунд213 выделили наряду с 7% полисаркозина 4% 1,4-диметил-
2,5-дикетопиперазина.



Получение полипептидов полимеризацией

N-карбоксиангидрид

1

Глицин
То же
С-Пропаргилглицин,
D,L
Алании, D,L
То же

у> »

То же, L и D
Дегидроаланин
Фенилаланин, D,L
То же
» »
» »

о-Аминомасляная
кислота, D,L
То же D,L и D
Лейцин, D,L и L
Норлейцин, изолей-
цин, псевдолейцин,
D,L
Пролин, L
То же

О-Ацетилоксипро-
лин, L
Серии, L

О-Ацетилсерин, L
То же, D, L
О-Бензилсерин, L

То же, D,L
О-Фен илгомоссрин,
D, L
О-Бензилтирозин, L

ТАБ.

N-карбоксиангидридов
(примеры, не вошедшие в монографию4 и обзор5)

Растворитель

2

диоксан

то же
нитробензол

диоксан
тетрагидрофуран

бензол
толуол, пиридин
диоксан
то же
хлороформ
хлороформ, бен-
зол
диоксан

нитробензол
бензол
диоксан

пиридин
ацетонитрил

ацетонитрил

нитробензол

то же

хлорбензол

диоксан

диоксан

О-Карбобензоксити-бензол
розин, L
ε Ν-Κ арбобензокси-
лизин, L
То же

То же, D,L

δ-Ν-Карбобензокси-
орнитин, L
β-Бензиласпараги-
нат, L и D

то же

диоксан

то же

» »

хлороформ, ме-
тиленхлорид,
дихлорэтан

Инициатор

3

р-броманилин

вода
аммиак

додециламин
вода
метанол, ментол,
борнесл, ΑΙ, Ζη
Cd, Li-соединения
три-я-бутиламин
триэтиламин
вода
NaOCH3

Na-OCH3

вода

вода

бензиламин
три-л-бутиламин
вода

NaOCH3

NaOCH3

триэтиламин
NaOCH3

NaOCH3

триэтиламин
100—135°; вакуум

триэтиламин

вода

то же

NaOCH3

триметиламин

NaOCH3, бензил-
амин

Мол. вес,
полипеп-

тида

4

л=32

<140000
<120 000
<70 000

50 000—
—90 000

Удаление
защитных

групп

5

NH3 или
NaOCH3

NaOCH,
NaOCH3

HBr+Диок-
сан

п=28—ЗОто же

2 000 000

я = 3 1 —
41

п=125

50 000

НВг+
+СН3СООН

НВг+
-|-CH3COOFI

НВг+
+СН3СООН

ДИОКСЭН+

+ СНС13+
+НС1+НВг

НС1+
+СН3СООН

ТИПА 13

Ссылки на
литературу

6

227

138

299

229

138

293

288

315

138

279

279

279

138

288

288

138

141

316

143

286

286

286

301

314

310

308

318

318

281

305

307

144, 296,
297
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ТАБЛИЦА 13 (продолжение)

1

β-ρ-Нитробензил-
аспарагинат, L
β-Пептидоаспарэ-
гинат, D,L
γ-ΜετιωππντβΜβτ,
L и D
То же, L

γ-Бензилглутамат,
L и D

б-Метил-а-ами-
ноадипииат, D,L
S-Метилцистеин, L
S-Этилцистеин, L
То же
S-Пропил-, S-изопро-
пил-, S-6yr™-,S-neH-
тил-, S-гексил-, S-до-
децил-, S-метилнаф-
тилцистеин, L
S-Фенилмеркапто-
цистеин, L

γ, δ и е-Бензило-
вые эфиры S-карб-
окси-, S-карбокси-
метил- и S-карбок-
сиэтил-цистеина, L
Моно-М-карбобенз-
оксицистеин, L
S-Этил-,
S-Проппл-,
S-Бутил-,
S-Амил-,
S-Бензил-,
S-Бензоил-,
S-Карбобензоксиго-
моцистеин, D,L
Моноэтиловый эфир
N-ацетиллантионина
Монобензиловый
эфир N-карбобенз-
оксилантионина

2

диметилформ-
амид

этилацетат

хлороформ

диоксан, бензол,
диметилформ-
амид
этилацетат

пиридин
пиридин, этанол

пиридин, диок-
сан, нитробен-
зол, этанол, ук-
сусная кислота

этиловый эфир
тиогликолевой
кислоты

диоксан, пири-
дин

пиридин

3

диэтиламин

нагревание в ваку-
уме
NH4OH

СН3СООН

NaOCH3, NaOH
триметиламин

триэтиламин

130—140°, вакуум
нагревание в ваку-
уме или без ваку-
ума

нагревание

нагревание в ва-
кууме

нагревание в ваку-
уме
триэтиламин, нагре-
вание в вакууме

нагревание в ваку-
уме
а также нагревание
в вакууме

4

13 000

п=500—
600

15 000—
100 000

и=11—25
я=53

5

LiOH+
+С3Н6ОН
NaOH+

+Cu(OH)2

Одноврем.
отщепление
тиофенола

НВг+

+сн3соон

6

302

300

317

292

288, 289

309

311

311

311

311

304

306

312

313

312

312

В расплавленном состоянии все N-карбоксиангидриды быстро от-
щепляют СО2 и превращаются в полимеры со сравнительно невысокой
степенью полимеризации 171· 2Ι4~2ΐ7.

Механизм термической полимеризации неясен. Возможно, что про-
межуточным продуктом является α-изоцианокарбоновая кислота, спо-
собная полимеризоваться с последующим отщеплением СО 2

2 1 8.

R—СН—СО

NH—СО

R-CH-COOH

N = C = O



Успехи в синтезе полипептидов 815

OCN-CHRCOOH+OCN-CHRCOOH > OCN—CHR—СО—О—СО—

—NHCHRCOOH > OCN—CHRCO—NHCHRCOOH+CO2

Обрыв растущей цепи может происходить за счет дезактивации кон-
цевой изоцианатной группировки.

При термической полимеризации N-каобоксиангидпида глицина, со-
держащего С1 3, Хейнс и Брокман 2 1 9, показали, что в виде СО 2 отщеп-
ляется исключительно второй С-атом кольца. Однако это еще не позво-
ляет решить, образуется ли полимер за счет нормального роста цепи
по аминному концу или через промежуточную изоцианокарбоновую
кислоту, которая, вероятно, присутствует в равновесии с N-карбоксиан-
гидридом 165· 1 8 1.

Обнаружение значительных количеств дикетопиперазинов при поли-
меризации N-карбоксиангидридов глицина и аланина при 100—165°2 2 0

также не позволяет сделать окончательного вывода о механизме реак-
дии.

Б. Полимеризация в растворе. Инициирование первичными
и вторичными аминами

Все известные N-карбоксиангидриды α-аминокислот, за исключе-
нием ангидрида α-метилаланина 1 7 9 · 2 4 7 в присутствии аминов легко
полимеризуются в инертных растворителях (диоксан, бензол, нитро-
бензол, хлороформ, ацетофенон, диметилформамид и др.) в мягких тем-
пературных условиях. Полимеризацию можно разделить на три основ-
ные стадии.

Инициирование:

R—СН—СОЧ

| >О + HNR1R2 -» RCHCONR1R2 + СО2

NH—СО/ |
NH2

Рост цепи:

R—СН—СОЧ
I )О + H,NCHRCO (NHCHRCOL, NR!R2 -*

N H - C O /

-» H2NCHRCO (NHCHRCO)n — NRiR2 + CO2

Обрыв цепи:

R - C H - C O .

NH—

-^ HOOCCHRNHCO—NHCHRCO (NHCHRCO)n -NR1R2.

Инициирование и рост цепи соответствуют «нормальному» присоедине-
нию нуклеофильных реагентов по карбонильной группе 5, а обрыв цепи—
«ошибочному» присоединению. Средняя степень полимеризации Рп обра-
зующихся полипептидов (10—200) обычно равна отношению начальных
молярных концентраций мономера [/И01 и инициатора [/„], изменяя которое
можно получать полипептиды нужного молекулярного веса.

Инициирование проходит по обычной схеме присоединения нуклеофиль-
ных реагентов к N-карбоксиангидридам:

>O + H2NCHRCO(NHCHRCOL—
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R—СН—СОЧ

NH—

NR1R2 О

\ / \
- HNRJR2 т± R—СН—С

\
О"

R—СН

I
NHCOOH

NH—СО

(X)

ί± R—CH—

NH3 + СО2

Скорость процесса инициирования зависит от скоростей элементар-
ных реакций 1,2,3. Если из трех стадий реакция 3 самая медленная,
то устанавливается равновесие между N-карбоксиангидридом и (X).
Если же скорость реакции / мала, г. е. инициатор HNR'R2 в силу сла-
бой основности или стерических затруднений с трудом присоединяется
к карбонильной группе 5 и охотно отщепляется вновь, то стадия /опре-
деляет скорость всего процесса инициирования. Измеряя изотопический
эффект (см. ниже), Хейнс и Шульц1 5 0 пришли к выводу, что так реаги-
руют N-ка'рбоксвангидриды фенилаланина и саркозина с анилином.
Константы скоростей реакций 1,2,3 относятся как 0,08:75:15 в случае
фенилаланина и как 0,07 : 86 : 10 в случае саркозина.

Величина скорости инициирования может быть измерена при реак-
ции с большим избытком амина, когда реакция полимеризации не ока-
зывает существенного влияния на расход ангидрида. Оказалось, что
в этом случае реакция имеет второй порядок.

Болард и Бамфорд2 2 1 измерили константы скорости К\ для взаимо-
действия различных N-карбоксиангидридов с аминами типа:
RHNCH2CON(CH3)2- Результаты, приведенные в табл. 14, указывают

ТАБЛИЦА 14

Константы скорости К\[л- МО л ь 1 сек'1} инициирования полимеризации N-карбоксиан-
гидридов аминами типа RNHCH2CON(CH3)2 в нитробензоле при 15°

N-карбоксиангидрид

R = Η
R = CH 3

R = CH(CH 3 ) 2

аланина

1,13
0,48
0,10

саркозина

0,82
0,57
7,4

N-МСТИЛ—

аланина

0,45
0,16

2-Ю-5

фенил-
аланина

1,0
0,40
0,30

N-изопро-
пилгли-
цина

0,83
0,48
<10~7

а-метил-
аланина

0,29
8,4-10~4

МО" 6

L-пролина

2,68
2,00
0,12

на большое влияние пространственных затруднений, создаваемых за-
местителями у азота и углеродного атома 4, на скорость взаимодей-
ствия со вторичными аминами.

Непосредственное определение скорости инициирования при поли-
меризации весьма затруднительно. Она может быть лишь приблизи-
тельно оценена из суммарной скорости инициирования и полимериза-
ции на ранних стадиях процесса. Так было показано, что инициирование
п-гексиламином происходит примерно в 10 раз быстрее, чем полимери-
зация N-карбоксиангидрида у-бензил-£-глутамата в диоксане200. Кон-
станта скорости инициирования в этом случае достигает величины
/Ci = 0,2±0,l л-моль-1 · сек~1т. Инициирование полимеризации N-кар-
боксиангидрида Д£-фенилаланина р-хлоранилином в 6000 раз медлен-
нее полимеризации, а при инициировании N-этилглициндиэтиламидом
в бензоле и нитробензоле их скорости примерно равны222. Сравнительно-
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быстрое инициирование наблюдалось в системах N-карбоксиангидрид
еМ-карбобензокси-Ализина— аммиак и диоксан 2 2 3 и N-карбоксиан-
гидрид Д Ь - ф е н и л а л а н и н а или Д / ^ - л е й ц и н а — натриевая соль A L - ф е -
нилаламина 2 2 4.

Болард и Б а м ф о р д 2 2 5 изучали влияние длины цепи пептида на ско-
рость инициирования полимеризации N-карбоксиангидридов AL-лейци-
на и Д £ - ф е н и л а л а н и н а в нитробензоле. Оказалось, что диметиламид
лейцина в 3—4 раза активнее ди-, три- и высших пептидов, а начав-
шийся рост цепи протекает с постоянной скоростью, так как активность
аминного конца цепи, начиная с димера, практически не меняется.

Из схемы реакции инициирования видно, что инициатор остается на
конце полипептидной цепи. Это позволило Р и ч а р д у 2 2 6 , используя в
качестве инициатора окрашенный 2,4-динитрофенилэтилендиамин, ме-
тодом бумажной хроматографии впервые непосредственно проследить
расход инициатора при полимеризации у-бензил-^-глутамата. Фотомет-
рирование таких окрашенных (полимеров позволило рассчитать их мо-
лекулярный в е с 2 2 8 , что можно также сделать, определяя, например,
содержание галоида в полипептидах, полученных в присутствии гало-
идосодержащих инициаторов 227.

Используя в качестве инициаторов полипептиды со свободными
аминогруппами или амины с большим молекулярным в е с о м 2 2 9 , можно
получать различные блок-сополимеры. При этом скорости инициирова-
ния и роста цепи обычно практически равны и не зависят от степени
полимеризации (Рп ) и н и ц и а т о р а 2 2 5 . Однако в случае полимеризации.
N-карбоксиангидрида Д Д ф е н и л а л а н и н а , инициированной полисарко-
зином, Болард и Б а м ф о р д 2 3 0 · 2 3 1 наблюдали прямую зависимость ско-
рости полимеризации от длины цепи инициатора до Рп=20. когда поли-
саркозин в сотни раз эффективнее мономерного саркозиндиметиламида.
Дальнейшее увеличение Рп не повышало скорость полимеризации.
По мнению авторов полисаркозин, не имеющий внутримолекулярных
водородных связей, образует эти связи с NH-группами N-карбоксиан-
гидридов, что вызывает повышение их концентрации на поверхности
полисаркозина и, как следствие, увеличение скорости полимеризации.
Это предположение пока не имеет достаточного подтверждения, т а к
как поведение полипролина и полиоксипролина, также не имеющих
NH-rpyinn, не изучено.

Рост цепи. Схема реакции роста цепи аналогична реакции иницииро-
вания:

R— СН—СО R—СН—С—О R—СН—СО—NH ·•··

NH—CO NH—CO

RCHCONH-···

* I
NH2+CO2

При помощи меченого углерода показано, что при полимеризации,
как и следовало ожидать, выделяющийся СО2 содержит углерод, при-
надлежащий исключительно карбонильной группе 2 кольца N-карбок-
сиангидрида 149. Изучая изменение во времени изотопного состава выде-
ляющейся двуокиси углерода, Гейне с сотрудниками150 установили,.
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что отщепление СО2 (стадия 4) при полимеризации /V-карбоксиангид-
ридов глицина, саркозина, фенилаланина, р-нитрофенилглицина про-
ходит сравнительно быстро. Самой медленной стадией при полимери-
зации N-карбоксиангидридов фенилаланина, фенилглицина и р-нитро-
фенилглицина является реакция /, тогда как в случае глицина
медленнее стадия расщепления кольца (3), а в случае саркозина ско-
рости обеих реакций примерно одинаковы. Таким образом, скорость
полимеризации определяется стадией 1 и 3 в зависимости от харак-
тера N-карбоксиангидрида.

Этот вывод согласуется с более ранними наблюдениями. Полимери-
зация N-карбоксиангидридов обычно ускоряется с повышением темпе-
ратуры 225. При полимеризации саркозина в нитробензоле и ацетофено-
•не, инициированной саркозиндиметиламидом или полисаркозиндмметил-
амидом, наблюдается отрицательный температурный эффект2 3 2-2 3 3.
Скорость полимеризации в этом случае, в соответствии с выводами
Гейнса 15°, определяется не одной какой-либо элементарной реакцией, а
всей их совокупностью.

Реакция отщепления СО2 от растущей цепи (стадия 4) обратима.
Увеличение давления двуокиси углерода замедляет распад концевой
карбаминовой группы, которая к тому же может стабилизироваться
путем образования карбаматов с концевыми свободными аминогруп-
пами, что приводит к уменьшению Ή χ концентрации и падению ско-
рости полимеризации. Поэтому измерения скорости реакции по выде-
ляющейся двуокиси углерода в аппаратуре с постоянным давлением225

и постоянным объемом232 обычно отличаются друг от друга.
В гомогенной среде при постоянном давлении СО2 скорость поли-

меризации должна быть постоянна, так как активность концевой ами-
ногруппы не изменяется с рос-
том цепи. Действительно, по
окончании стадии инициирова-
ния полимеризация является
реакцией первого порядка по
ангидриду. Это подтвердили
Болард и Бамфорд при поли-
меризации N-карбоксиангид-
ридов Д£-лейцина, Д/.-фе-
нилаланина 2 2 5 и саркозина234,
а также Брайтеибах и Аллин-
гер2 2 2 при полимеризации аи-
гидрида Д£-фенилаланина в
нитробензоле и Лундберг и
Доти для "у-бензил-£,-глутама-
та в диметилформамиде ' " .

Короткие цепи 2 3 5" 2 3 7 поли-
у-бензил-А-глутамата имеют в
инертных растворителях бес-
порядочную β-конформацию,
а для длинных цепей более ус-
тойчива конформация α-спи-
рали. Можно было ожидать,

что при полимеризации полипептидная цепь претерпевает конформа-
ционные изменения по достижении достаточной длины и это изменение
будет проявляться в процессе полимеризации. Действительно199·238,
скорость полимеризации ангидрида у-бензил-/,-глутамата в диоксане,
.нитробензоле, дихлорэтане, хлороформе и бензоле в присутствии л-гек-

100 150 200 250

Время, минуты
300

Рис. 11. Скорость полимеризации N-карбо-
ксиангидрида -̂бсизил-/--глутамата в ди-
оксане при 25°. Начальная концентрация мо-

номера [Л10] = 4%; K2[-t • моль-1 • сек-1]
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силамина возрастает примерно в пять раз при достижении растущими
цепями длины в 8 структурных единиц (см. рис. 11). С большим коли-
чеством гексиламина ([Л10]/[/0] = 4) появление второй, более быстрой
стадии не наблюдается, так как при этом образуются лишь короткие
цепи, тогда как при инициировании полипептидом с Рп = \0 наблюдается
только одна 'быстрая стадия роста цепи.

Методом ПК спектроскопии показано, что образование α-спирали
пол'И-у-бензил-£-глутамата начинается при достижении длины цепи
7—13 звеньев200, но не менее 5 звень-
ев 2 3 9. Поэтому резкое увеличение
скорости полимеризации Лундберг и
Доти связывают с конформационным
изменением растущей полипептидной
цепи.

Образование новой фракции поли- |
мера во второй стадии реакции убе- |
дительно показано бумажной хрома- §
тографией226 и имерением электриче- *,
ского двойного лучепреломления (эф- Ε
фект Керра) 240. |

Дополнительное подтверждение I
двустадийности полимеризации полу- ^
чено при изучении полидисперсности
поли-у-бензил-£-глутамата 199,203,241 g
диметилформамиде, где наблюдается
лишь одна стадия реакции, полимер
обладает очень узким молекулярно-
весовым распределением. В диоксане,
хлороформе, где наблюдается двуста-
дийпость реакции, различные поли-
мерные цепи в зависимости от их кон-
формацин растут с разной скоростью
и образующийся полипептид облада-
ет широким молекулярно-весовым рас-
пределением. При этом средняя

степень полимеризации значительно выше теоретической, рассчитае-
ной из соотношения Ρη=[Μ0]/[Ι0] и не находится с ним в какой-либо
зависимости.

Изучением дисперсии оптического вращения 2 4 2" 2 4 4 показано, что
поли-у-бензил-£-глутамат имеет конфигурацию правой спирали, а его
антипод должен иметь левую спираль. Если конфигурация имеет су-
щественное значение, то скорость полимеризации должна зависеть
также от содержания оптических антиподов в исходной смеси. Дей-
ствительно, чистый оптический изомер полимеризуется в два раза
быстрее, чем рацемическая смесь D и L антиподов. При этом вторая
стадия наступает в последнем случае значительно позже, что объяс-
няется более поздним образованием устойчивой рацемической α-спи-
рали !"•245.

При применении поли-у-бензил-1-глутамата как инициатора, поли-
меризация его L-N-карбоксиангидрида идет с большой скоростью и
оптическое вращение системы монотонно возрастает по мере роста
α-спиралей. В случае ангидрида-рацемата полимеризация идет с вдвое
меньшей скоростью, но форма спиралей не меняется от включения
в нее /)-31веньев. В системе L-полимер (инициатор) и D-ангидрид на-
блюдается иная зависимость (см. рис. 12). Вначале D-звенъя входят в

ции М-;карбоксиангидридов γ-бензил-
глутамата (Ζ, —/; D —//; D,L — III)
инициированной L полимером. Раство-
ритель — диоксан, 25°, начальная кон-

центрация 2%, кювета / = 20 см
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правую спираль L-полимера, не изменяя ее формы, но с накоплением
D-звеньев, наблюдается инверсия оптического вращения системы с
одновременным возрастанием скорости полимеризации, что, вероятно,
связано с превращением правой α-спирали L-полимера в левую и α-спи-
раль, характерную для D-полимера.

При сравнении относительных скоростей присоединения D и L анти-
подов к правой α-спирали L-полимера оказалось, что L-ангидрил почти
в пять раз активнее D-ангидрида.

Двухстадийность полимеризации, инициированной /г-гексиламином,
наблюдалась также при .полимеризации N-карбоксиангидридов L-лей-
цина в нитробензоле199, О-карбобензокси^-тирозина246, глицина,
еЫ-карбобензокси^-лизина, \-бензил-£-глутамата, Д£-аланина, D,L-
α-аминомасляной кислоты, AL-лейцина и Д£-валина в диоксане247.
Но в этих случаях полимер обычно выпадает в виде геля, причем уско-
рение реакции происходит одновременно с появлением новой фазы.

Болард и Бамфорд2 4 8 поставили под сомнение двухстадийность
гомогенной полимеризации N-карбоксиангидрида у-бензил^-глутамата.
По их наблюдениям, реакция имеет первый порядок по ангидриду и
постоянную скорость при инициировании как n-гексиламином, так и
олигопептидами с /"л = 4,5 и 15. Доти и Лундберг249 указывают, что
вторая, быстрая стадия наблюдается лишь при работе с тщательно
очищенными ангидридами. 'Примеси в незначительных количествах,
например гидрохлорид гексиламина — 0,67 мол.%, полностью исклю-
чают вторую стадию. 'Кроме того, такая добавка приводит к получению
полимера со значительно меньшим молекулярным весом и более узким
молекулярно-.весовым распределением.

В последних работах 2 3 4 · 2 5 0 Болард и Бамфорд указывают, что в
большинстве систем не соблюдается условие гомогенности, так как
полипептиды обладают плохой растворимостью и уже па стадии три-
и тетрамера образуют гель и одновременно скорость полимеризации
увеличивается в 5—8 раз. Дальнейшая коагуляция геля з более плот-
ные образования приводит к уменьшению скорости. Вероятно, это
связано с адсорбцией полимеризующегося ангидрида на полимерном
геле. К этому же случаю была отнесена полимеризация N-карбоксиан-
гидрида у-бензил-/--глутамата, полимер которого, по мнению авторов,
не образует истинных растворов в диоксане.

Адсорбция может происходить и в истинных растворах за счет
образования водородных связей между молекулами мономера и поли-
мерной цепью, чем, вероятно, и объясняется «цепной эффект» полисар-
козина231, поли-К-этил и поли^-бензилглицина 2 5 0 — рост их активности
с увеличением Рп при инициировании полимеризации N-карбоксиан-
гидридов со свободными NH-группами. Полимеризация самого N-кар-
боксиангидрида саркозина в гомогенной среде не имеет автокаталити-
ческого характера, так как полисаркозин не образует водородных свя-
зей с мономером 2 5 0.

Однако одностадийная полимеризация N-карбоксиангидрида γ-бен-
зил^-глутамата в диметилформамиде, в котором полимер хорошо
растворим и образует α-спирали, противоречит как гипотезе Лундберга
и Доти о влиянии конформации растущей цепи на скорость полиме-
ризации, так и гипотезе Боларда и Бамфорда о наличии адсорбции на
полимерных цепях.

Своего рода объединением этих гипотез является предложенная
Вейнгартеном247 схема, Ή о которой активирующая адсорбция молекул
ангидрида возможна лишь -на концах растущих цепей при условии их
спиральной конформации:
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Таким образом, присоединяющаяся молекула N-карбоксиангидрида
приобретает определенную ориентацию еще до взаимодействия с кон-
цевой аминогруппой.

Ниже будет приведена еще одна попытка объяснения двухстадий-
ностк процесса полимеризации N-карбоксиангидрида \-бензил-/,-глу-
тамата.

Обрыв цепи. Любое исчезновение свободной аминогруппы на конце
полипептидной цепи приводит к остановке ее роста. Остановка роста
цепи происходит в результате «ошибочного» присоединения концевой
аминогруппы к карбонилу 2 ангидридного кольца 1 9 2 · 2 5 1 · 2 5 2 с образова-
нием производного мочевины (XI), способного циклизоваться в гидан-
тоиновое производное (XII). При кислотном гидролизе 'полипептидов
эти производные можно выделить в виде замещенной гидантоин-3-ук-
сусной кислоты (XIII).

О

R—СН-С

о+H.NCHRCO— (NHCHRCO)n—X->HOOC-CHRNHCO-(NHCHRCO)rt+1—X

(XI)

о

NH—СОЧ

RCH-CCK
—CHRCO— (NHCHRCO)n—Χ

• raH2NCHRCOOH

(XI)

NH—C(X

RCH—CCK
>Ν—CHR—COOH

Возможно, что циклизация происходит лишь в процессе гидролиза,
на что указывает наличие свободных карбоксильных групп в полипеп-
тидах 241· 251· 2 5 3.

Обрыв цепи может также происходить при внутримолекулярном
взаимодействии концевой аминогруппы с какой-либо активной груп-
пировкой полимерной цепи. Так, при получении поли-у-бензил-1,-глута-
мата большое значение имеет реакция внутримолекулярной циклизации
за счет реакции концевой аминогруппы и эфирной группировки того же
структурного звена с выделением бензилового спирта 1 9 9 · 2 4 1 · 2 5 4 . Недав-
но показано, что циклизация катализируется слабыми кислотами, в том
числе и карбаминовой кислотой, и проходит по схеме164:



822 В. В. Коршак, С. В. Рогожин, В. А. Даванков, Ю. А. Давидович, Т. А. Макарова

R O - C — N - н 0 =

ч

с — < _ н

*" о н *· Ron

Η о О = С

\ / Ν" '

ΝΗ

Интрамолекулярный обрыв цепи в результате миграции ацетильной
группы от кислорода к азоту был отмечен при полимеризации N-кар-
боксиангидридов о-ацетилоксипролина255 и о-ацетилсерина 2 5 7 · 2 5 8 .

Кинетика реакции полимеризации. Полимеризация N-карбоксиан-
гидридов весьма удобна для изучения кинетики процесса, скорость
которого можно определять как титрованием не вступившего в реак-
цию мономера 1 5 8 · 2 4 7 , так и по количеству выделяющейся при полиме-
ризации двуокиси углерода. В последнем случае более надежные ре-
зультаты получаются при постоянном давлении СО 2

2 0 6 · 2 2 5 . Закрытые
системы с постоянным объемом 1 8 7 · 2 3 2 · 2 3 3 · 2 5 9 для кинетических исследо-
ваний менее пригодны. Удобен метод, при котором выделяющаяся СОг
переносится сухим азотом в поглотительный сосуд, где изменение кон-
центрации раствора NaOH 2 2 2, гидроокиси бария1 9 9 или бензиламина 158

контролируется кондуктометрически 1 9 9 · 2 2 2 или титрованием 158. Идель-
сон и Блаут2 0 0 изучали кинетику полимеризации N-карбоксиангидрида
у-бензил-1-глутамата при помощи ИК спектроскопии, позволяющей
следить за исчезновением мономера, образованием полимера и конфор-
мационными изменениями полимерных цепей.

В большинстве случаев гомогенной полимеризации при достаточной
основности инициатора и малой скорости обрыва цепи наблюдается
прямая пропорциональность между скоростью реакции и начальными
концентрациями мономера [Мо] и инициатора [/0]. Кинетика такого
процесса была рассмотрена теоретически группой английских авто-
ров 2 2 5 · 2 3 2 и в О'бщем виде Качальским с сотрудниками260·261. Разли-
чают три стадии процесса: инициирование {Κι), рост цепи (/(2) и об-
рыв цепи (Кг), причем процесс может осуществляться по одному из
следующих возможных вариантов.

Если скорость реакции инициирования равна скорости роста цепи
(ΛΊ = /С2), а обрывом цепи можно пренебречь (д'3 = 0), то скорость
полимеризации выражается уравнением:

d \M]

at dt "' ' '
Таким условиям удовлетворяет гомогенная полимеризация ангидридов,

иницированная амидами или эфирами аминокислот, пептидов или полипеп-
тидов в растворителях с одностадийным характером процесса и при низких
температурах, когда обрыв цепи не играет существенной роли. Средне-
числовая степень полимеризации образующегося полимера определяется

отношением Рп — •—-—•—- или Рп = [Λίο1/[/ο] при завершении полимериза-

ции, когда [Λί] —• 0. Молекулярно-весовое распределение должно быть

пуассоновского типа, т. е. полидисперсность мала Pw/Pn~ 1.
Действительное молекулярно-весовое распределение было определено

лишь в нескольких случаях. Оно оказалось достаточно узким для поли-
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саркозина2 в 2, поли-т-бензил-1-глутамата 1 9 9 · 2 ( ! 3 и поли-Е1\[-карбобензокси-£-
лизина 2 4 6, полученных в диметилформамиде.

Если скорости реакций инициирования и роста цепи отличаются друг
от друга (Κι φ К2), то при небольшой скорости обрыва цепи (К-., = 0),
скорость полимеризации выражается уравнением:

' ψ =- Кг [1] [М] + К2 | ] Ν: [Λί],
Ϊ—1

где [/] представляет мгновенную концентрацию инициатора, Νί— концентра-
цию растущих полимерных цепей, содержащих в данный момент г-звеньев

оо со

[/] + У] Ni = [/0]. На ранних стадиях процесса, когда | / 0 ] ~ [ / ] ^ > У) Νι

общая скорость реакции определяется в основном первым слагаемым урав-

оо

нения, а при завершении полимеризации, когда f / | < ^ У) '̂<* ~ ^о\ — в т о "
ί = 1

рым слагаемым. Таким образом, в этом случае полимеризация является
реакцией первого порядка по ангидриду, а скорость выделения СО2 опре-
деляется константами /ν, в начале и /С2 в конце полимеризации. Если
Κι^>К2, что наблюдается при инициировании сильными основаниями, реак-
ция инициирования заканчивается быстро и скорость роста цепи остается
постоянной на протяжении всего процесса. Молекулярно-весовое распреде-
ление полимера очень узко и Рп — [Мо]/[1]. При использовании слабых
инициаторов, когда Кх <С Кг, реакция инициирования затягивается и общая
скорость процесса увеличивается по мере роста числа новых цепей, а обра-
зующийся полимер полидисперсен. Рп — [Λίο1/1/Ο] соблюдается лишь в том
случае, если весь инициатор успевает прореагировать до конца полимери-
зации.

Если при быстром инициировании (f(i ^> /\2, /\3 ^ 0) в процессе роста
цепи наблюдаются две стадии реакции (АГ2а и Кгь), причем переход от К-ш

к Kib совершается по достижении длины цепи в s звеньев, то скорость
процесса выражается уравнением

= d-[~°2] - Кг [Ι] [Μ] -I Kjy Ν: [Μ] + К,ь
__ d\M]

dt dt
I = 1 I = S

Этот случай разобран Качальским 2 4 в на основе кинетических данных,
полученных Лундбергом и Доти 1 9 9 при двухстадийной полимеризации
ангидрида у-бензил^-глутамата в диоксане. Аналогично предыдущему,
полимеризация в этом случае является реакцией первого порядка по ангид-
риду, скорость которой в основном определяется константой Κ·ία в начале

и Кгь в конце реакции: —- ^ К2 [/„] · [Λί]. Пуассоновским распределе-
нием обладают те фракции полимера, степень полимеризации которых
меньше s. Фракции с Рп^>s обладают тем большей полидисперсностью,
чем больше различие между Кга и Kit- На основании математического
анализа авторы считают, что число β-цепей уменьшается в ходе полимери-
зации тем медленнее, чем больше величина s, а весовая доля β-полимера
падает после достижения максимума, пропорционального величине s.
Логично, что время перехода от Kia к Кчь зависит лишь от [Мо], но не от
[/„], так как скорость образования полимера с Рп = s зависит от концен-
трации мономера [Λί0], а не от числа цепей [/„].
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Необходимо, однако, отметить, что наблюдаемая Доти и Блаут1 9 9·2 0 0

зависимость между [Мо] и временем перехода от Кга и Кгь противоположна
той, которую следовало бы ожидать на основе выводов Кдчальского
(рис. 11). Кроме того, в одной из последних работ Качальский256 отмечает,
что найденная Доти полидисперсность (Pw/Pn -- 8,5) значительно шире тео-
ретической. Таким образом, выводы анализа кинетики полимеризации
с учетом гипотезы Доти и Лундберга о влиянии конформации цепи на
скорость ее роста плохо согласуются с результатами эксперимента. С дру-
гой стороны, в отношении гипотезы Боларда и Бамфорда о влиянии адсорб-
ции мономера на полимерных цепях на скорость полимеризации нельзя
сделать никакого заключения, так как рассмотренный Качальским пример
предполагает постоянство К2а и Къъ, а гипотеза Боларда исключает это.

Если при большой скорости инициирования и одностадийном характере
процесса (Κι ̂ > К2) часть полимеризующихся цепей обрывается (К3 φ 0)
в результате бимолекулярной реакции с ангидридом, то количество выде-
ляющейся СО2 меньше количества прореагировавшего ангидрида |М0]—[Λί].
Разность [Мо] — [М] — [СО2] соответствует количеству концевых карбоксиль-
ных групп. Качальский280·261 показал, что в этом случае молекулярно-
весовое распределение растущих цепей остается пуассоновским, но фракция
полимера с концевыми карбоксильными группами полидисперсна, причем
для нее Рц,/Р,г~2. Максимально достижимая степень полимеризации всего
полимера при этом равна Рп — К2/К3-

Этот случай близок к реальным условиям полимеризации. Реакция
обрыва, редкая при низких температурах (один акт на 300 актов при-
соединения ' " · 2 4 1 ) играет большую роль при повышенных температу-
рах, так как энергия активации реакции обрыва несколько выше энер-
гии активации роста, которая в случае у--бензил-£-глутамата состав-
ляет всего 6,6 ккал/моль ' "- 2 0 0 .

Кигнетика полимеризации N-карбоксиангидридов трифункциональ-
ных кислот, где возможен внутримолекулярный обрыв цепи, теорети-
чески не рассмотрена.

ТАБЛИЦА 15

Константы скорости полимеризации ^ , , а , 6 , л- моль~1сек~1 различных
N-карбоксиангидридов

N-карбоксиан-
гидрид

Глицин
Саркозии
L-Аланин
То же
L -Лейцин
Фенилаланин
То же
7-Бензил-£-глутамат
То же
» »

» »
» »
» »

D, L
То же

7-Метил-1-глутамат

Растворитель

диоксан
бензол
то же
нитробензол
то же

» »
бензол
диоксан
дихлорэтан
диметилформ-
амид
то же

» »
диоксан
то же
диметилформ-
амид
хлороформ

Инициатор

р-броманилин
ге-гексиламин
то же

» »
» »
» »
» »
» »
» »
» »

» »
» »

NaOCHs

га-гексиламин
то же

СНзСООН

t *с

37
25
25
25
25
25
25
34
25
25

0
40
34
25
25

30

18
(12)60
(6,3)54

(4,8)26,4
(1,3)9

(1,0)
(5)

2,5—5,2
(1,5)14

5,7

1,9
8,7

430—630
(0,4)1,5

2,2

(0,35)2,9

Ссылка на
татературу

227
234
234
234
199
234
234
200
199
1S9

199
199
277
199
199

292
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В табл. 15 приведены новейшие данные о скоростях .полимеризации
N-карбоксиангидридов, из которых следует, что скорость полимериза-
ции для глицина и пролина имеет максимальное значение. Рацематы
полимеризуются медленнее энантиостереомеров. Неполярные раство-
рители, не способные образовывать водородные связи, ускоряют реак-
цию 199.

Следует отметить, что определения скоростей полимеризации
не отличаются большой точностью из-за трудности очистки N-карбок-
сиангидридов и растворителей, а также несоблюдения условия гомо-
генности реакции 2 4 7 , что с трудом устанавливается визуальным путем
(сравн. 1 9 9 и 2 5 0 ) . 'Кроме того, из-за неоднозначности реакции N-карбок-
еиангидридов с сильными аминами истинная концентрация растущих
цепей только приблизительно равна начальной концентрации инициа-
тора. При двухстадийном характере процесса величина /С2з значительно
занижена, так как не все растущие цепи достигают необходимой длины
для ускорения реакции. И, наконец, полимеризация, инициированная
первичными и вторичными аминами, может проходить одновременно
несколькими путями. В 'противном случае она должна (бы быть реак-
цией первого порядка по инициатору, а скорость роста цепи не зави-
села бы от природы инициатора.

В действительности А̂ 2 зависит от характера инициатора. Так, ди-
этиламин вызывает, как правило, вдвое более быструю полимеризацию,
чем гексиламин 247. Кроме того, порядок реакции по инициатору иногда
отличен от единицы. При полимеризации N-карбоксиангидридов, D,L-
валина, Д/.-лейцина, е^карбобензокси-Д£-л 1 изина и Д ^ - а - а м и н о м а с -
ляной кислоты в диоксане был найден дробный порядок р е а к ц и и 2 4 7 .
Гейне и Шультце 15° при полимеризации ангидрида саркозина получили
второй порядок по инициатору, а позднее было показано, что скорость
пропорциональна выражению

а [/„] + Ь [/„]* ™. 247,

где а и b — постоянные множители.
При изучении двухстадийной полимеризации N-карбоксиангидрида

у-бензил-1.-глутамата для медленной стадии определены первый порядок
по ангидриду и независимость ее скорости от характера инициатора.
Вторая же быстрая стадия имела дробный порядок (3/2) по ангидриду,
и скорость ее зависела от инициатора 2 2 8 .

Авторы предложили следующий механизм реакции роста цепи, объ-
ясняющий особенности этого процесса:

Рп—NH2 j- Μ — — > Рп—NHCOCHRNHCOOH (в)

Pn—NHCOCHRNHCOOH —4—* Р„—NHCOCHRNH2+CO2 (г)

P r a-NH 2 + P,n-NHCOOH --•--* PnNH3-|-PmNHCOO- (д)

PmNHCOO-+M -^^ PJMHCOCHRNHCOO- + CO2 (e)

Рост цепи может происходить по общепринятой схеме (в) — (г) со
сикоростью /Сго ИЛИ ПО реакции (с) с большей скоростью /С24. Обычно
доля реакции (е) невелика из-за нестабильности карбаминовой кисло-

4 Успехи химии, № 5
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ты и, как следствие, низкой концентрации аниона карбамата. Однако
с образованием α-спирали стабильность аниона может существенно·
повыситься за счет распределения заряда по всей спирали:

В результате инициатор получает возможность влиять на стабильность
аниона карбамата и, следовательно, на скорость полимеризации Скорость
реакции (е) определяется уравнением

= Μ τ τ Ί K2VollM}
d[M]

dt

т. е. реакция имеет порядок 3/г по ангидриду, что соответствует экспери-
ментальным данным.

Предложенный механизм представляет собой очень интересную
попытку объяснить влияние спиральной конформации и инициатора
на скорость полимеризации. Однако нам кажется необходимым отме-
тить, что вторичные амины в соответствии с предложенным механиз-
мом не должны бы оказывать влияния на реакционную способность
концевой аминогруппы растущей цепи, так как они не способны уча-
ствовать в предполагаемой системе водородных связей.

Бамфорд и Блок 2 6 4 предлагают иной механизм влияния инициатора
на скорость полимеризации, который будет рассмотрен ниже.

В. Инициирование водой

Полимеризация в присутствии воды проходит аналогично полиме-
ризации, инициированной аминами265. Однако стадия инициирования
протекает медленно из-за слабой основности воды, а наличие в систе-
ме свободных карбоксильных и аминных групп облегчает их иониза-
цию, что значительно замедляет рост цепи, особенно на первой стадии·
полимеризации224· 266-27°.

Применение воды для инициирования представляет интерес для по-
лучения полипептидов с концевыми аминными и карбоксильными груп-
пами, способных к дальнейшей конденсации, например по карбоди-
имидному методу271.

При инициировании водой возможны побочные реакции. Получен-
ный таким образом полиглицин содержит до 2% 2,5-дикетопиперази-
на 2 5 3. Полимеризация в полярных растворителях, например диметил-
формамиде, проходит, вероятно, по другому механизму и приводит
к значительным количествам гидантоиновых производных207·272.

Во многих случаях вода может быть использована не только как
инициатор, но и как среда для проведения полимеризации174. В пос-
ледние годы была подробно изучена зависимость скорости полимери-
зации различных N-карбоксиангидридов от рН среды 163< 273-275,269
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Г. Инициирование сильными основаниями

Гидроокись натрия276, метилат натрия, боргидрид натрия2 0 3 и три-
фенилметилнатрий277, предложенные Блаутом и сотрудниками как ини-
циаторы полимеризации N-карбоксиангидридов, приводят к получению
исключительно высокомолекулярных (поли-у-бензил-£-глутамат 600 000,
поли-е1Ч-карбобензокси-1.-лизин 2 000 000) и малодисперсных полипеп-
тидов, свободных от дикетопиперазинов и других циклических соедине-
ний 2 7 8 · 2 7 9 . Подробное изучение процесса 2 0 3 · 2 7 7 · 2 8 0 · 2 8 1 показало, что по-
липептиды с максимальным молекулярным весом образуются в таких
растворителях, как диоксан, хлороформ, бензол при температурах
ниже 30° и концентрации мономера ниже 4%. В нитробензоле скорость
полимеризации почти в 30 раз ниже и полимер имеет значительно мень-
ший молекулярный вес. Между степенью полимеризации и соотноше-
нием [Λίο]/[/ο] нет пропорциональности и молекулярный зес полимера
всегда выше рассчитанного203·281.

Mw • 10'3

120

WO

80

60

to

20

№ 201,5 W,5[M0]/[00].

0,66 Ζ 4 5

[Μ о] г/ЮОмл
0,5 ' ',5

мл инициатора

Рис. 13. Зависимость молекулярно-
го веса М\г поли-Ш,-фенилаланина
от начальной концентрации [Мо]
мономера для различных величин

[ЛЩ/о]

Рис. 14. Зависимость молекулярного веса
Mff поли-Д/--фенилаланина от соотношения
[Мо]/[/о] для различных начальных концен-

траций мономера [Мо]

Скорость полимеризации и молекулярный вес полимеров возраста-
ют в ряду метилатов Ii, Na, К, Cs 2 8 0 . Полимеризация N-карбоксиапгид-
рида у-бензил-Ь-глутамата в диоксане при 34° после короткого автока-
талитического периода протекает как реакция первого порядка по мо-
номеру со скоростью в 100 раз большей (/Сг = 4,3—6,3 л • моль~1 сек~х),
чем при инициировании первичными или вторичными аминами280. До-
бавление к реакционной системе новых порций N-карбоксиангидрида
не вызывает повышения молекулярного веса полимера. Замена L-ан-
гидрида на рацемат приводит к снижению скорости полимеризации
в 17 раз и уменьшению молекулярного веса полимера примерно в 5 раз.
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Указанные особенности подтверждены и для нейтральной амино-
кислоты D, L-фенилаланина279. На рис. 13, 14 представлена получен-
ная зависимость молекулярного веса Μψ полипептида от концентрации
ангидрида [Мо] и соотношения [Мо]/[/о]. Полимеризация проводилась
при 40° в хлороформе с метилатом натрия. Пунктирные линии, соответ-
ствующие [М0] = 0 и [Λίο]/[/ο]= °ο (0 мм инициатора) получены экстра-
поляцией. Молекулярные веса определены светорассеянием.

Результаты позволили Блоуту280 предположить, что полимеризация
в этом случае идет по ионному механизму:

R—CH—CO

1
Η— СО

О + NaOCH,

/А

R—СН—СООСНз

NΗ—COO~Na+

I
1 N-карбоксиангидрид

ι
R—CH—СООСНз

NH—CO

R—CH—CO

NH—COO~Na+

R—CH—COO"Na+

NH—COOCH3
[

N-карбоксиангидрид

R—CH—COO"Na+

NH—CO

j -co,

Na+^OOCNHCHRCO—NHCHRCOOCH3

4
Η (NHCHRCO)ra OCH3

R-CH—CO

NH—COOCHj

\-co'

CH3OCO—NHCHRCO—NHCHRCOO-Na+

i
CH3OCO— (NHCHRCO)re OH.

Рост полимерной цепи происходит путем последовательного присоеди-
нения полимерного аниона к N-карбоксиангидриду или по карбонилу 5
(путь А), или по карбонилу 2 (путь Б) с образованием смешанных ангид-
ридов, легко отщепляющих СО2. Обрыв цепи происходит, если за присое-
динением по карбонилу 5 последует присоединение по второй карбониль-
ной группе и наоборот:

Na+-OOC(NHCHRCO)nOCH3 - ^ ^ Ш ^ Ш ^

-^Na+-OOCCHR—NHCOOCO(NHCHRCO)reOCH3^Na+-OOCCHRNHCO(NHCHRCO)rtOCH3-*

-» СН3ОСО (NHCHRCO)ra O-Na+ -* CH3OCO(NHCHRCO)n OCOCHRNHCOO-Na+ -*

^ CH3OCO (NHCHRCO)n OCOCHRNH2.

В первом случае полимер должен содержать мочевинные, во втором —
ангидридные и уретановые группировки.

Более вероятной282 кажется предложенная теми же авторами схема
роста цепи280, в которой принимает участие аминный анион, а отщепление
СО2 связано с простым переходом электронов:
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г,

ОСИ, R-CH-C^-OCH,

R—СН—

О + -NHCHRCOOCH3 » "NHCHRCO-NHCHRCO—ОСН3 + СО7

NH—СО

Д. Инициирование третичными аминами

Третичные амины: пиридин 174> 1 8 2·2 2 4· 283-285t а-пиколин, 2,6-лути-
дин 182, триэтиламин 103· 259· 2 8 6 · 2 8 7 , три-гс-бутиламин 2 5 9 · 2 8 5 · 2 8 8 и триметил-
амин 2 8 9 являются эффективными инициаторами полимеризации N-кар-
боксиангидридов со свободной NH-группой. Образующиеся полипепти-
ды, однако, содержат некоторые количества замещенной гидантоин-
3-уксусной кислоты2 0 7·2 8 3.

В отношении N-замещенных N-карбоксиангидридов нет единого мне-
ния об их способности полимеризоваться под действием третичных ами-
нов. В противоположность N-карбоксиангидриду N-циклогексилглици-
на 2 8 4 ангидрид N-фенилглицина не полимеризуется в пиридине даже
при повышенной температуре 174· 175. Ангидрид сакозина полимеризует-
ся при комнатной температуре в пиридине1 7 5·2 8 3 даже при самой тща-
тельной очистке его с помощью фенилмагнийбромида284. В пиридине
легко полимеризуются и ангидриды L-пролина 1 4 1 · 2 9 0 , L-оксипролина
и О-р-толуолсульфонил-А-оксипролина290. Несмотря на это, Болард и
Бамфорд 1 8 2 · 2 0 6 · 2 5 9 · 2 8 5 считают, что полимеризация саркозина, проли-
на и его производных вызывается случайными загрязнениями, и при
тщательной очистке можно до минимума снизить начальную скорость
полимеризации259.

Третичные амины вызывают быструю полимеризацию N-карбок-
сиангидридов в органических растворителях даже при больших значе-
ниях [Мо]/'[/о] и дают высокомолекулярные полипептиды, степень по-
лимеризации которых не зависит от отношения [Λίο]/[/ο]203. Эти черты
во многом напоминают полимеризацию, инициированную сильными
основаниями.

Полипептиды, полученные в безводной среде с третичными амина-
ми в качестве инициаторов, не могут иметь концевых аминных и кар-
боксильных групп, т. е. должны иметь циклическое строение.

Тщательный анализ полисаркозина (М = 22 000) и поли-Ы-цикло-
гексилглицина, полученных в сухом 'пиридине, показал, что эти поли-
меры практически лишены концевых групп284. Были выделены цикли-
ческие дипептиды — замещенные дикетопиперазины, выход которых
в случае поли^-циклогексилглицина достигал 35%.

По Виланду291, в этом случае происходит раскрытие ангидридного
кольца третичным амином с образованием цвиттериона:

О
R-CH—CO. JR—СН—С<%

NH—CO-7 3 \ NH—COO-

R—СН—СОО~

NH—CO—NR3
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Образование полипептидов, дикетопиперазинов и замещенной гидан-
тоин-3-уксусной кислоты объясняется различной комбинацией цвиттерионов.

Образование полипептида:

2ОС—CHRNH—СОО- -н> OCCHRNH—COO—COCHRNH—СОО~ ->

-* ОС—CHRNH—COCHRNH—ССО~ -* O C C H R — N H — (COCHRNH—)„ СОО'

Образование дикетопиперазина:

R-CH—СОО" ОС NH R—СН—CO|OCOJ-NH _ 3 co 2 R—СН—CO-NH
• I + + _ I -» I — = = — I » I I

N H — С О ООС—СН—R N H — COO CO—CHR N H — С О — С Н — R

Образование замещенной гидантоин-3-уксусной кислоты:

R—СН—СО ООС—CHR R—СН—СООСО—CHR _ с о 2 ' R—СН—С

NH—COO- OC-NH NH—СО|ОСО|—NH

CO-NH
R—СНСООН

-» N СО

I
CO—•NH

Быстрая полимеризация N-карбоксиангидридов в органических раство-
рителях с каталитическими количествами третичных аминов2 0 3 указывает,
однако, на то, что рост полипептидной цепи происходит в основном не
в результате взаимодействия двух цвиттерионов, а при их реакции с N-карбо-
ксиангидридами.

Предложенный Болардом и Бамфордом 1 8 2 · 2 5 9 · 2 8 5 механизм реакции
N-карбоксиангидридов и третичных аминов исключает возможность поли-
меризации N-замещенных N-карбоксиангидридов, так как первичными про-
дуктами взаимодействия считаются анион карбангидрида (XIV) и 3-(а-амино-
ацил)-оксазолидиндион-2,5 (XV):

R—СН—СО R—СН—CONH3

у ~т *<з <— j\iH—-COO"
NH—CO

R - C H - C O R-CH-CONR R—СН—СО
^O+R-

NH

\ _» ) O + R - C H - C O + N R 3 _
I / HN-coo- - λ СЬ I

N H — C O !N . L U , N H — C O O H
(XIV)

RCH CO RCH CO

\ > \ >

HOOC—NHCHRCO—N—CO H
2
N—CHRCO—N—CO

(XV)

Далее анион (XIV) может взаимодействовать с молекулой ангидрида
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также по схеме:
R-CH—СО

I /
- N R , N СО

I /Он
R—СН—С<

\ >о
HN—С<

^ О
R—СН—СО

| \
-^ N СО + СО2

H2N—CHR—СО
(XV)

Соединение (XV) дает начало росту цепи как по аминному концу,
так и по N-карбоксиангидридному концу.

Однако измерения скорости полимеризации N-карбоксиангидридов
-у-этил-/,-глутамата в диметилформамиде и D, L-фенилаланина в нитро-
бензоле с пиридином, α-пиколином и 2,6-лутидином в качестве инициа-
торов 182 показали, что анион (XIV) образуется не в результате нуклео-
фильной атаки третичным амином карбонильной группы 5, а путем
непосредственной атаки амидного водорода (ср. 1 8 1 ) :

R—СН-СО R—СН—СО

>O+NR3
>O+HNR3

Ή - C O Ν СО

В противном случае скорость взаимодействия третичного амина
•с N-карбоксиангидридом должна бы падать в ряду пиридин, а-пиколин,
2,6-лутидин из-за увеличения пространственных затруднений, а экспе-
римент показывает увеличение скорости в указанном ряду, связанное
с ростом основности аминов.

Обрыв цепи происходит путем внутримолекулярной циклизации би-
функциональной полимерной цепи или в результате дезактивации кон-
цевой аминогруппы. Образование замещенной гидантоин-3-уксусной
кислоты объясняется перегруппировкой соединения (XV). Доказатель-
ством предложенного механизма, по мнению авторов2 5 9, является тот
факт, что быстрая полимеризация N-карбоксиангидрида саркозина про-
исходит лишь в присутствии 3-метилгидантоина (XVI) — аналога
N-незамещенного N-карбоксиангидрида, а также то, что из продуктов
взаимодействия ангидрида N-фенилглицина, триэтиламина и 3-метил-
гидантоина удалось выделить 3-метил-1-(1Ч-фепилглицил)-гидантоин
(XVII):

•СН2-СО СН2-СО СН2—СО

V > + J \NCH3+N (С2Н6)3 > I \ N C H 3 + N (С2Н5)3 + СО2

N СО N H - C O C 6H 6NHCH 2CO—N СО

С 6 Н 5 < X V I > < X V I I >

Предложенный механизм, как указывалось, исключает возможность
полимеризации N-замещенных ангидридов, что нельзя считать окон-
чательно доказанным. Кроме того, он совершенно не объясняет чрез-
вычайно высокой скорости полимеризации, которая сравнима со ско-
ростью ионной полимеризации. Рост цепи по ангидридному концу не
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может существенно увеличить скорость полимеризации, так как пред-
полагает взаимодействие или с активированными молекулами N-кар-
боксиангидрида, концентрация которых крайне мала, или взаимодей-
ствие с концевыми аминогруппами, что уменьшает концентрацию актив-
ных центров роста цепи.

Показано2 6 4, что и полимеризация со вторичными и первичными
аминами часто идет по механизму, характерному для инициирования
третичными аминами. Блаут2 0 3 наблюдал большое сходство при поли-
меризации N-карбоксиангидрида у-бензил-£-глутамата, инициирован-

ной диэтиламином и триэтиламином.
В обоих случаях полимеризация прохо-
дила с большой скоростью, а молекуляр-
ный вес полимера не зависел от соотно-
шения [Λίο]/[/ο].

ΠριΗ полимеризации N-карбоксиан-
гидридов саркозина и у-этил-£-глутамата
в присутствии гс-гексиламина и диизопро-
пиламина Бамфорд нашел, что (см.
рис. 15) полимеризация протекаем нор-
мально только в случае инициирования
п-гексиламином (кривые β и С). Из-за
'больших стерических затруднений, созда-
ваемых изопропильными группами, ини-
циирование реакции полимеризации сар-
козина диизопропиламином проходит
медленно и реакция ускоряется лишь по
мере появления активных концевых ами-
ногрупп растущих цепей (D). Казалось
бы, это должно соблюдаться и для дру-

20 40 ВО SO W0 120
Минуты

изопропиламин 25°; диметил-
формамид; [AIo] = O,224 моль/л;

[Iо] = 0,015 моль/л

Рис. 15. Скорость выделения
СОг в системах: А — N-карбо-
ксиангидрид у-этил-£-глутама-
та + диизопропиламин; В — N-
карбоксиангидрид саркозина+ ^ »,
+и-гексиламин; C-N-карбо- г и х ангидридов. Однако, в случае N-не-
ксиангидрид с у-этил-/.-глута- замещенного N-карбоксиангидрида (кри-
мата+п-гексиламин; D— N-кар- вая Л) стерически-затрудненный диизо-
боксиангидрид саркозина+ди- пропиламин вызывает значительно более

быструю полимеризацию, чем гексил-
амин, что можно объяснить лишь пре-
имущественным протеканием процесса по

механизму, характерному для третичных аминов. Вывод подтверждается
также анализом молекулярных весов полимеров. Если поли-у-этилглу-
тамат, полученный с гексиламином, имеет Р„=60, то при инициировании
диизопропиламином величина Р„ достигает 150 в одних и тех же усло-
виях полимеризации при [Λίο]/[/ο] = 15. Интересно, что количество выде-
лившейся СО2 в последнем случае значительно меньше теоретического.

Е. Инициирование солями
Неорганические соли как инициаторы полимеризации N-карбокси-

ангидридов были предложены Болардом еще в 1954 г . 2 0 6 · 2 0 7 , но не
нашли широкого применения, так как образующиеся полипептиды со-
держат до 30—40% гидантоиновых 'производных. Однако этот тип ини-
циирования очень интересен с химической точки зрения, так как счи-
тается, что имеется большое сходство в механизмах взаимодействия
N-карбоксиангидридов с солями и третичными а м и н а м и 2 0 7 · 2 5 9 .

Предложен следующий механизм инициирования полимеризации:
СН2—СО СН2-СО

||
N = = ^NH—СО

OLi
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СН2—СО СН3—СО СН2—СО

I >° +1 >° - I >°
N С NH—CO + N С

\ I \
OLi CH2—С—О- OLi

ι /°
NH—СО

сн2—со сн2—со сн2—сн
I \ о ™ 1 \ о I \ о

N СО N СО ^ N СО + С О 2 .

I I I
или СН2—С—OLi CH2—С—ОН СН2—СО

NH—CO NH—СО
(XVIII)

Образующийся промежуточный З-аминоацетил-оксазолидиндион-2,5
(XVIII) дает начало росту цепи или превращается в гидантоин-3-уксусную-
кислоту:

СН2—СО .СО—N—СН2СООН

H2N—СН2—СО—N СО ^NH—СО

Полипептидные цепи имеют активные концевые группы и могут реаги-
ровать друг с другом или образовывать макроциклы.

N-замещенные N-карбоксиангидриды не реагируют с солями, однако,,
легко полимеризуются в присутствии 3-метилгидантоина:

сн2—со
СН2—СН СН2—СО | /°

ι ч R—N СО
ι τ ;+ -» Ι \ Ν Γ Η -Ι- Η+ — - — >

NH—CO N r = - C

^OLi

сн2—со

СН2—СО п | /° СН2—СО

^>NCH3 + СО, + Li+ R N - C O -^ I ^NCHs+nCCv

RHNCH2CO-N СО H(NRCH2CO)«+1-N СО
(XIX)

Первый член цепи 3-метил-1-(Ы-фенилглицил)-гидантоин (XIX) выделен
из продуктов взаимодействия N-карбоксиангидрида N-фенилглицина, 3-метил-
гидантоина и хлористого лития259.

Позднее оказалось, что LiC104 не инициирует полимеризацию ангид-
ридов250. Значит активным компонентом в LiQ является не катион \л+

у

а анион СГ 2 5 9.
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R—СН—СО
I \

NH—CO

R-CH—COC1 R C H - C O

~* NH—COOH / C

N CO

R—СН—СОС1

«- NH—COO-

H2N—CHRCO-

R—CH—CO

[ / υ

NH—CO

RCH—CO

CO

Ж. Инициирование кислотами

Кислоты обычно ингибируют полимеризацию N-карбоксиангидри-
дов. Однако N-карбоксиангидрид γ-мeтил-L-глyтaмaтa быстро полиме-
ризуется в хлороформе в присутствии уксусной кислоты 2 9 2. При [Мо]/
/[10] = 2 реакция протекает вначале с небольшой скоростью (/Саа =
= 0,0035), но через 30 мин. скорость резко возрастает (Кчь =0,029) и
полимеризация заканчивается за 2 часа с образованием полипептида с
Ρ η =500—600. Увеличение скорости соответствует Ρ „ = 50—60, что авто-
ры объясняют гель-эффектом.

Интересно, что в диоксаве полимеризация не идет, добавление к
хлороформу 10% диоксана вызывает появление индукционного перио-
да (70 мин.). В чистой кислоте наблюдается медленное образование
трипептидов. Ацилированные продукты и дикетопиперазины в продук-
тах реакции не обнаружены.

Полимеризация N-карбоксиангидридов в хлороформе вызывается
и рядом других кислот201.

3. Полимеризация в безводном фтористом водороде

Безводный фтористый водород хорошо растворяет N-карбоксиан-
гидриды и тюлипептиды293. Была предпринята попытка использовать
его как среду для полимеризации 2 9 4, которая проходит без посторонних
инициаторов, но сопровождается рацемизацией аминокислот и образо-
ванием значительных количеств дикетопиперазинов. Степень полимери-
зации достигает 25—30. Предложен следующий механизм реакции:

R—сн—COF

_ H F

Ν ΗCOOΗ

+
NH2 — CHR — COF NH-CHR-COF

I I
R—СН—С. + 2HF *· R—СН—СО + Η

I \ I
NH3F

 U NH3F

И. Инициирование металлоорганическими соединениями

Недавно исследована295 полимеризация N-карбоксиангидрида D,L-
аланина в тетрагидрофуране с рядом металлоорганических соединений.
Наиболее эффективными оказались диэтилкадмий и триэтилалюминий,

менее эффективными — диэтилцинк, фенилмагнийбромид, бутиллитий.
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Трибутилбор не инициирует полимеризацию. Полиаланин, полученный
с триэтилалюминием, оказался, в отличие от других полимеров, не
растворимым в воде. Так как поля-D- и поли-/,-аланин также не рас-
творяются в воде, авторы предположили, что триэтилалюминий вызы-
вает стереоспецифическую полимеризацию М-карбоксиангидрида.

Такой же способностью отличается изопропилат алюминия, а также
каталитические системы, состоящие из триэтилалюминия и метанола
или борнеола, хотя в этом случае нерастворимая фракция составляет
только часть продукта. Напротив, смеси диэтилцинка с метанолом и
водой и диэтилкадмия с метанолом дают только водорастворимый поли-

Оптически активные d-борнеол и /-ментол в качестве инициаторов
дают при неполной конверсии мономера полиаланин, обладающий оп-
тической активностью з растворенном состоянии.

4. Сополимеризация N-карбоксиангидридов α-аминокислотой

Известные методы синтеза сополимеров α-аминокислот из N-кар-
боксиангидридов не позволяют получать сополипептиды с заданной
последовательностью остатков аминокислот. Обычно синтез сополипеп-
тидов сводится к полимеризации в блоке или растворе смеси N-карбок-
сиангидридов с применением в качестве инициаторов тех же соедине-
ний, что и при их гомополимеризации, т. е. первичных, вторичных и
третичных аминов, метилата натрия, амидов аминокислот, полипепти-
дов со свободными аминогруппами, воды и т. д.

Вполне естественно, что сополимеризация является более сложным
процессом, чем полимеризация индивидуального N-карбоксиангидрида,
и имеет ряд своих особенностей. Большинство опубликованных работ
по сополимеризации выполнялось с целью выяснения влияния состава
полипептидов на конформацию макромолекул в растворе, вопросам
кинетики и механизма реакции уделено меньше внимания. Поэтому
значительная часть работ в данном разделе рассмотрена весьма кратко.

Качальский и Села 5 рассматривают сополимеризацию двух N-кар-
боксиангидридов, как систему следующих реакций:

£—» ••••А

^ - * ••••В

....В+А - ' - ^ ••••А

• . . . .в+В — - ••••В

где А и В — мономеры, ....А и ....В — растущие пептидные цепи, со-
держащие конечную аминогруппу аминокислоты А или В, а Κι, Кг, Кг
и КА — константы скоростей реакций. N-карбоксиангидриды различных
аминокислот значительно отличаются по своей реакционноспособности
и, следовательно, указанные реакции могут протекать с различными
скоростями.

Однако Шалитин и Качальский з ш нашли, что скорости реакций
сополимеризации определяются природой мономера, а не природой
конечного аминокислотного остатка растущей цепи и поэтому Κι = Κζ,
а Кг —КА-

При сополимеризации N-карбоксиангидридов у-бензил-1-глутамата
и еЫ-карбобензокси^-лизина в диметилформамиде, который хорошо
растворяет как гомополимеры, так и сополимеры при 25° с диэтилами-
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ном найдено, что скорость сополимеризации равна сумме скоростей
полимеризации индивидуальных мономеров (см. рис. 16, 17).

На основании полученных данных скорость сополимеризации
d[G + Ц ,

— может быть представлена как:
dt

=KG [/„] [О] +KL [/„] [L]

или

где

d[G+ L]
dt

Aeon —

= Keen [/„] [G + Ц

Kg [G] + KL [Ц

dG] + [L]

(1)

(2)

Так как Ко больше, чем KL, TO при сополимеризации N-карбокси-
ангидрид \>-бензил-/,-глутамата [G] будет потребляться быстрее, чем
N-карбоксиангидрид е-Н-кар'бобензокси^-лизина [L]. Реакционная
смесь в конце реакции поэтому бу-
дет содержать только следы первого
и относительно большие количества
второго N-карбоксиангидрида · Ксоп

в конце реакции практически будет
равна KL·

w

0

0,2

• г —ι—

Б——ι 1 •

—ι 1

-

-

20 60 wo
Минуты

0,4 -

ВО 100

Минуты

Рис. 16. Полимеризация N-карбокси-
ангидридов ε Ы-карбобензокси-Ь-ли-
зина [L] и лг-бензил-£-глутамата [G] и
их смеси [G + L] в диметилформамиде
при 25° с диэтиламином. Пунктирная

кривая — сумма кривых L и G

Рис. 17. Расход мономеров L и G в
зависимости о г времени. [М] — кон-
центрация невступившего в реакцию

мономера мол/л

Изменение состава образующегося сополимера во времени нагляд-
но показано на электрофореграмме, снятой в фосфатном буфере при
рН 7,8, для глутаминовой кислоты, лизина и для сополимера глута-
миновой кислоты и лизина в начальной и конечной стадии сополимери-
зации (рис. 18).

Как видно, сополимеры, выделенные в начале реакции, были отри-
цательно заряжены и направлялись к аноду подобно глутаминовой
кислоте, в то время как выделенные в конце реакции были заряжены
положительно и направлялись к катоду подобно лизину. Сополиме-
ры, выделенные после 25, 50 и 93% конверсии мономеров, содержали
остатки глутаминовой кислоты и лизина в молярном отношении 3,0;
1,3 и 0,22 соответственно.
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Предположение, сделанное относительно механизма сополимериза-
ции, позволило вывести уравнение для состава получающегося сопо-
лимера, как функции времени t и начального состава реакционной

[Go]

[Ц] :смеси

[Цх

- е х р

[Lo] i -
(3)

где- отношение остатков глутаминовой кислоты и лизина в сопо-

лимере.
При изучении сополимеризации других N-карбоксиангидридов

«-аминокислот: L-,фeнилaлaнинa и еЫ-карбобензокси-Ь-лизина: L-фенил-
аланина и у-бензил^-глутамата; глицина и е^-карбобензокси^-ли-
зина; e,N-Kap6o6eH3OKCHi-L-
лизина и Л^-аланина; γ-
бeнзил-L-глyтaмaтa и D,L-
аланина в диметилформами-
де с диэтиламином в каче-
стве инициатора установле-
но, что полимеризация этих
мономерных пар проходит
аналогично сополимериза-
ции N-карбоксиангидридов
γ-6€Η3ωΐ^-π^τ3Μ3Τ3 и εΝ-
карбобензокси -L- лизина,
т. е. скорости сополимериза-

Рис. 18. Электрофореграмма сополимера лизина
и глутаминовой кислоты: 1 — сополимер после 20%
•конверсии, 2 — сополимер после завершения реак-

ции; 3 — глутаминовая кислота; 4 — лизин

ции равны сумме скоростей
полимеризации соответству-
ющих индивидуальных мо-
номеров. Полученные сопо-
липептиды имели молеку-
лярно-весовое распределение, близкое к распределению молекулярных
весов соответствующих гомополимеров.

Синтезирован320 ряд сополипептидов с различным содержанием
L-глутаминовой кислоты, L-лизииа, L-тирозина и L-фенилаланина, ис-
ходя из соответствующих N-карбоксиангидридов в растворе абсолютно-
го бензола при 25°, с метилатом натрия в качестве инициатора
([М0]Д/о] = 400). Молекулярный вес полученных сополимеров был в пре-
делах 50 000—100 000. На основании кинетических данных авторы сде-
лали заключение, что до 90% конверсии сополимеризация является ре-
акцией первого порядка, после чего наблюдается отклонение.

В табл. 16 представлены данные о составе исходной реакционной
смеси и сополипептидов.

Позже 3 2 1 · 3 2 2 был получен ряд сополимеров с различным содержа-
нием L-глутаминовой к-ты, L-лизина, L-тирозина, L-фенилаланина и
L-аланина с М = 30 000—550 000.

Блаут и Идельсон323 получили 4 высокомолекулярных беспорядоч-
ной структуры сополипептида L-лизина и L-глутаминовой кислоты с
различным молярным соотношением (7 : 3; 6 : 4; 5:5, 4 : 6) из кар-
боксиангидридов у-бензил-/.-глутамата и е^карбобензокси-./,-лизина в
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ТАБЛИЦА 1С

Зависимость^ состава сополипептидов от состава исходной смеси

Молярный состав исходной смеси, %

L· гл у та-
ги ин. к-та

50,0
47,6
58,0
58,0
58,0
56,0

100

L-лизи н

33,3
38,4
42,0
41,0
38,0
36,0

100,0

L-фенил-
аланин

4,0
8,0

L-тирозин

16,7
4,0

1,0

Молярный состав сополипептидов, %

L-глутамин.
к-та

49,8 -
56,4
59,0
56,1
61,6
57,1

100

L-лизин

34,3
37,8
41,0
42,6
33,4
33,9

100

1-фенил-
аланин

5,0
9,0

L-тирозин

15,9

5,8

1,3

1%-ном растворе абсолютного бензола при комнатной температуре с

метилатом натрия в качестве инициатора I-—— =200] и с последую-
V о]

щим дебензилированием и декарбобензоксилированием сухим НВг.
Полученные сополипептиды со средним молекулярным весом от 36 000·
до 110 000 растворялись в воде как при низком, так и при высоком
значениях рН и имели минимальную растворимость в нейтральной-
области рН в зависимости от их состава и заряда, т. е. по характеру
растворимости они напоминали полиамфотерные соединения и некото-
рые протеины.

Для выяснения зависимости конформации макромолекул от состава
сополимеров синтезированы324 сополипептиды 5-метил-/,-цистеина и
L-метионина с молярным соотношением 1 : 9; 2 : 8; 3 : 7; 5 : δ и сополиме-
ры L-валина и L-метионина с таким же молярным соотношением из
соответствующих N-карбоксиангидридов в растворе нитробензола (4%)
с метилатом натрия в качестве инициатора (-—— =200 ).

С этой же целью синтезированы 144 поли^-бензиловые эфиры L и
D-аспарагиновой кислоты, поли-у-бензйловый эфир глутаминовой кис-
лоты, а также серия их сополимеров полимеризацией смеси N-кар-
боксиангидридов в растворе хлористого метилена с метилатом натрия

в качестве инициатора (—— =200) при различном соотношении моно-

меров (1:9; 2 : 8 ; 3 :7; 5 :5 ; 7 : 3 ; 9 : 1 ) . Установлено, что поли-р-бен-
зиловый эфир L-аспарагиновой кислоты и поли-у-бензиловый эфир
L-глутаминовой кислоты обладают α-спиральной конформацией, но
с противоположным направлением виггков.

Для изучения влияния эфирной группировки на конформацию и-
свойства поли^-ариловых эфиров L-аспарагиновой кислоты302 сополи-
меризацией N-карбоксиангидрида β-ρ-нитробензилового и β-бензило-
вого эфиров L-аспарагиновой кислоты в диметилформамиде с диэтил-

амином в качестве инициатора получен
302

ряд сополимеров с различ-
ным молярным соотношением остатков эфиров. Найдено, что сополи-
меры обладают спиральной конформацией, причем введение в поли-
β-бензиловый эфир L-аспарагиновой кислоты более 35—40% р-нитро-
бензильных остатков вызывает изменение направления витков спирали
на обратное.

Интересные по своему строению сополипептиды получены325 сопо-
лимеризацией N-карбоксиангидрида γ-бензилового эфира L-глутами-
новой кислоты с N-карбоксиангидридами L-аланина, L-лейцина и.
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L-метионина в различных соотношениях. В полученных сополимерах
γ-эфирные группы были заменены на остатки 2-морфолинэтиламина.
Такие сополипептиды хорошо растворялись в воде и обладали высоким
содержанием спиральной конформации в растворе. Добавление к
растворам денатурирующих агентов (мочевина) и солей вызывало пе-
реход к беспорядочно-свернутой конформации.

Для выяснения влияния стерической конфигурации мономеров и
их соотношения на молекулярный вес и свойства образующихся сопо-
липептидов326 синтезирован ряд полинептидов сополимеризацией
3%-ного раствора смеси N-карбоксиангидридов в бензоле, насыщенном
водой (70°, 24 часа). Были взяты N-карбоксиангидриды сильно основ-
ного D или L-лизина и кислого L-тирозина в соотношении 1:1 и 3 : 1.
Полученные сополимеры при соотношении мономеров 3 : 1 , независимо
от конфигурации лизина, имели средний молекулярный вес ~ 18 000.
При соотношении мономеров 1 : 1 получены сополимеры с молекуляр-
ным весом Mw=18 000 в случае D,L-лизина; Ми/ = 40 000 в случае
D-лизина и два сополимера с различным молекулярным весом в случае
L-лизина. Более высокомолекулярный продукт с Λί»· = 600 000 был зна-
чительно богаче L-тирозином, чем сополимер с меньшим молекулярным
весом, равным 13 000.

С целью синтеза 'полипептидов, близких по структуре к протеинам,
получены327 полипептиды сополимеризацией (с 0,5 мол. % метилата
натрия) эквимолярной смеси N-карбоксиангидридов (4%-ный раствор в
диметилформамиде) L-лизина и L-глутаминовой кислоты, гомополимеры
которых имеют α-спиральную конформацию соответственно при рН
выше 10,5 и ниже 4,5.

Ожидалось, что такие сополимеры могут иметь α-спиральную кон-
формацию при нейтральном рН. Полученные сополимеры имели мо-
лекулярный вес ~ 40 000, растворялись в воде. В нейтральном 0,15 Μ
растворе NaCl обнаружено до 15% спиральной конформации, воз-
растающей до 50% при рН 4 и исчезающей при рН 12 или удале-
нии NaCl.

С целью синтеза амфотерных растворимых полипептидов изучалась
сополимеризация N-карбоксиангидридов L-глутаминовой кислоты,
L-лизина и L-фенилаланина в соотношним 1:1:3 и L-глутаминовой
кислоты, L-лизина и L-лейцина в соотношении 1 : 1 : 1,9328^330. Полу-
ченные полипептиды имели типичные амфотерные свойства. Они рас-
творялись в разбавленных минеральных кислотах и щелочах, но не
растворялись в воде при рН от 4,0 до 10,8, что авторы объясняют аггре-
гацией таких сополипептидов при приближении к изоэлектрической
точке, равной для второго полимера 7,3.

Позднее авторы нашли3 2 9, что для увеличения растворимости в
нейтральной области рН следует вводить остатки серина, которые на-
ряду с остатками треонина в альбумине обуславливают растворимость
последнего. Были получены сополипептиды, содержащие L-глутамино-
вую кислоту и D,L-cepHH в молярных отношениях 4 : 1 , 3:2, 2 : 3 и
1 : 4. Два последних сополимера были растворимы даже в воде. Сво-
бодный сополимер, содержащий L-глутаминовую кислоту, L-лизин,
D.L-серин в соотношении 1 : 1 : 2 растворялся при любом значении рН.
Для этого сополимера была установлена зависимость уд. вязкости от
рН (рис. 19). Как видно, вязкость минимальна в изоэлектрической
точке (рН 7), что характерно для амфотерных полиэлектролитов.

Получены также 3 3 1 растворимые в воде линейные сополипептиды
L-глутаминовой кислоты, L-лизина и L-тирозина с соотношением
2,8 : 2,6 : 1,0 полимеризацией смеси соответствующих N-карбоксиангид-
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ридов в растворе бензола с метилатом натрия в качестве инициатора

при — - =400 и последующим декарбобензоксилированием. Сополимер

имел Μψ~49 000, был растворим в воде, но в 0,15 Μ растворе NaCl
растворялся только при рН>10.

Из соответствующих N-карбоксиангидридов получены332 тирозинсо-
держащие сополимеры: глицин— L-тирозин с соотношением 1:1
(Mw=7390) и 2 :1 (Λί^=65'20), L-фенилаланин— L-тирозин с соотно-
шением 1:1 (ΛΪ«7=6370) и 2 : 1 (Mw=8780), а также глицин — D,L-

аланин — L-тирозин с соотношением
8 : 4 : 1 (Mw=2360).

Так как ряд физических и хи-
мических свойств коллагена и жела-
тины обусловлены большим содер-
жанием в них пролина и оксипроли-
на, были синтезированы 3 3 3 модель-
ные полипептиды, содержащие ука-
занные аминокислотные остатки.
Сополимеризацией при комнатной
температуре смеси соответствующих
Ы-карбоксиангидридав в растворе
диоксана с диэтиламином и три-
этиламином в качестве инициато-

Рис. 19. Зависимость удельной вязкости ров или в пиридине без инициатора
сополимера глутаминовая к-та : L-ли- получены сополимеры СО СледуЮ-

аин : DL-серин 1 : 1 : 2 от рН среды
щим молярным соотношением моно-

меров : L-пролин : глицин 1 : 1, 1 : 2, 1 : 3 и L-пролин : глицин : L-оксипро-
лин 1 : 2 : 1.

Описано получение сополипептидов, содержащих L-аргинин и L-
лейцин (2,3:1), которые обладают слабым ингибирующим действием
на коагуляцию крови 3 3 4 и L-глутаминовую кислоту и 2,5-, 3,4-диоксифе-
нилаланин со слабыми каталитическими свойствами 3 3 5.

За последние годы появились патенты на способы получения сопо-
липептидов и их применение в различных областях промышленности.
Так, описан способ получения сополипептидов обработкой растворов
натриевых солей аминокислот (полученных из белковых соединений,
например серум альбумина), хлорпроизводными эфиров слабых кис-
лот, например С1СООСН3, а затем SOC12, что приводит к образованию
смеси N-карбоксиангидридов, которая обычными методами полимери-
зуется и превращается в волокна и пленки 336.

В другом патенте337 приводится способ получения сополипептидов
из смеси N-карбоксиангидридов L-лейцина и фенилаланина. Молеку-
лярный вес полученных сополипептидов превышает 7000. Эти сополи-
меры могут быть использованы для получения волокон, различных
листов и форм.

5. Получение привитых и блок-сополимеров

Протеины реагируют в мягких условиях с N-карбоксиангидридами
α-аминокислот с образованием полипептидилпротеинов. В этих реак-
циях протеины со свободными аминогруппами подобно синтетическим
полипептидам со свободными аминогруппами действуют как полиини-
циаторы.

Получены338 разветвленные полиаминокислоты полимеризацией
N-карбоксиангидридов Л^-аланина, саркозина и L-лизина на поли-
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L-лизине. В данном случае поли-./1-лизин служил инициатором полиме-
ризации. Были получены 1голи-(е-1Чг-поли-Д-£,-алан<ил)-./1-лизин с /г = 20
и /72 = 20; водорастворимый поли-(е,-!\т-полисаркозил)-£-лизин с η = 20,
т = 1 и разветвленный поли-(е-г>Г-.поли-./1-лизил)-/,-лизин с /г = 30, т=\Ъ.

Н— -ΗΝ—СН—СО —
I

(СН3)4

ΝΗ,

—ОН

-±-т ОС — СН—R

О
\
ОС—ΗΝ

Н — —ΗΝ—СН—СО—

(СН2)4

—ОН

N11 [СО—СН—NH] m —Η
ι
R

Аналогично водный раствор бромгидрата поли-Ь-лизина использо-
ван в качестве поливалентного инициатора339 для полимеризации
N-карбоксиангидрида γ-бензилглутамата; в результате получен раз-
ветвленный полипептид с η = 280 и /77 = 40. молекулярный вес которого
был 1 500 000.

Порошин34С1 изучил взаимодействие продуктов первичной деструк-
ции казеина — гидролизата пептона с .\-карбоксиангидридами глицина,
Д^-аланина и Д./1-пролина в охлажденном растворе диоксана или
в фосфатном буфере. Продукты взаимодействия подвергались диализу,
а затем исследовались на содержание аминокислотных остатков. Уста-
новлено, что для полиглицилпептона степень полимеризации (т) гли-
цина = 8—10, а для поли-Д£-аланилпептона /п=18—20. Полученный
поли-Д£-аланилпептон использован для полимеризации N-карбокси-
ангидрида Д./1-пролина и был получен поли-Д/,-аланил-поли-Д./1-
пролилпептон, который легко растворялся в воде.

Конигсберг и Бекер 3 4 1 осуществили прививку N-карбоксиангидри-
дов глицина и фенилаланина с меченым карбоксильным углеродным
атомом С14 на ряд протеинов: альбумин, яичный альбумин, химотрип-
син, химотрипсиноген, лизозим в 0,067 Μ фосфатном буферном расгво-
ре при рН от 6,2 до 7,8, в 0,1 Μ боратном буферном растворе при рН
от 8,2 до 9,1, а также в растворе бикарбоната натрия, насыщенном СО2

при рН 6,9—7,6. Постепенное увеличение количества привитого глици-
на наблюдалось при изменении рН от 6,2 до 9.

Из примененных растворов наиболее эффективным оказался бикар-
бонатный. Так, например, в фосфатном буферном растворе был при-
вит 41 моль глициновых остатков на 1 моль протеина, тогда как при
прочих равных условиях в растворе бикарбоната натрия было привито
72 моля глициновых остатков на 1 моль протеина.

Клей и другие3 4 2·3 4 3 обрабатывали альбумин крови коровы и кро-
лика в бикарбонатном растворе или в фосфатном буфере N-карбокси-
ангидридами глицина, лейцина, фенилаланина, глутаминовой кислоты и
лизина. С помощью микротитрования было замечено изменение коли-
чества карбоксильных, имидазольных, а- и ε-аминогрупп и установле-
но, что прививка частично (30%) идет по е-КНг-группам.

Методом пептидилирования 3 4 4 получена растворимая в воде глиади-
новая фракция. С этой целью к глиадину были привиты Д ^ а л а н и н
и К14-(3-оксипропил)-1-аспарагин. В первом случае реакцию проводили

5 Успехи химии. № 5
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с N-карбоксиангидридом О,Ь-аланина и глиадином в смеси диоксана
и 0,05 Μ фосфатного буферного раствора (рН 6,8 2°, 48 часов) и вы-
делили растворимый в воде поли-/)^-аланилглиадин. Содержание ала-
нина увеличилось от 1,4% в глиадине до 23,6% в полиаланилглиадине,
что соответствует прививке, в среднем, 4,1 миллимолей аланиновых
остатков на грамм глиадина.

Во втором случае реакцию проводили с N-карбоксиангидридом
бензилового эфира аспарагиновой кислоты и глиадином в диметил-
формамиде (20°, 48 часов). После выделения полибензил-L-acnapa-
гилглиадина его выдерживали 30 минут при 40° с пропаноламином,
а затем выделили 4 Μ уксусной кислотой растворимый в воде поли-
Ы4-(3-оксипропил)-/.-аспарагилглиадин, обогащенный остатками ас-
парагиновой кислоты до 6,3 миллимолей на грамм глиадина.

Как было отмечено5, пептидилирование не нарушает в большин-
стве случаев биологических свойств протеинов, изменяя ряд других их
свойств.

Учитывая известную устойчивость пептидов валина к кислотному
гидролизу, изучалось влияние прививки валина к протеинам на их
биологические и химические свойства345. Были получены поли-D.L-
валилхимотрипсин, поли-Д1-валилливозим и поли-Д£-валилинсулин
при взаимодействии N-карбоксиангидрида /),1,-валина с протеинами
при 4° в фосфатном (рН 7,6) и в боратном (рН 8,5) буферных раство-
рах. Модифицированные протеины необыкновенно устойчивы к кислот-
ному гидролизу. Только 96 часовое кипячение с соляной кислотой вы-
зывает полный гидролиз. Энзиматическая активность поли-О.Ь-валил-
химотрипсина сохраняется лишь на 60% по сравнению с активностью
природного протеина, тогда как в случае полиглицилхимотрипсина
она остается той же, что и у природного энзима.

Исследовано346 влияние на физиологическую активность желатины
прививки: L-тирозина, L-триптофана, L-фенилаланина, L-цистеина,
L-пролина, L-глутаминовой кислоты, L-лизина, L-аланина, L-серина,
L-циклогексилаланина, а также смеси L-глутаминовой кислоты и L-ти-
розина; L-глутаминовой кислоты и L-циклогексилаланина. Найдено, что
прививка к желатине аминокислот, содержащих в боковой цепи арома-
тические, а также циклогексановые циклы, придают желатине повы-
шенную физиологическую активность.

Интересна проблема превращения некоторых энзимов в водонерас-
творимые продукты, обладающие специфической каталитической
активностью, так как «водонерастворимые энзимы» легко могут быть
удалены из сферы реакции. Они могут быть также использованы для
приготовления колонок с энзиматической активностью. С этой целью
был получен347 политирозилтрипсин, который полностью растворялся и
сохранял энзиматическую активность трипсина. При сочетании его с
диазотированным сополимером /7-аминофенилаланина и лейцина полу-
чен совершенно водонерастворимый трипсин, сохраняющий свою энзи-
матическую активность, который мог использоваться для приготовления
активной трипсиновой колонки для аминокислотного последователь-
ного анализа.

Получен348 политирозилтрипсин, содержащий 20—28 привитых
остатков тирозина на ! моль трипсина путем полимеризации N-кар-
боксиангидрида L-тирозина в водном растворе при использовании
трипсина в качестве поливалентного инициатора. При этом установлено,
что приблизительно половина ε-аминогрупп трипсина была ацилирова-
на N-карбоксиангидридом тирозина. Средняя длина цепи привитого
тирозина ~2,5. В противоположность трипсину политирозилтрипсин
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умеренно растворим при рН 5:9. По 'отношению к денатурирующим
агентам (мочевина, соевое масло) и по своей энзиматической активно-
сти политирозилтрипсин не отличался значительно от трипсина.

Синтезирован349 водорастворимый блочный полипептид, состоящий
из центрального блока — поли-2.-аланина и двух фланговых поли-Д/.-
глутаминовой кислоты. Синтез проводили в растворе бензола с 2% -ной
начальной концентрацией N-карбоксиангидрида у-бензил-/)Х-глутами-
новой кислоты. В качестве инициатора использован п-гексиламин, к ко-
торому был прибавлен N-карбоксиангидрид L-аланина, а затем N-кар-
боксиангидрид у-бензил-Д^-глутаминовой кислоты. За ходом полиме-
ризации наблюдали по выделяющейся СО2.

По аминокислотному анализу молярное отношение глутаминовой
кислоты к аланину было 1,54. Установлено, что молекула блочного
полимера имела блок из L-аланииа, состоящий из 175 остатков кисло-
ты и два блока Д/,-глутаминовой кислоты, состоящие из 325 остатков
вместе.

Не только природные протеины или синтетические поли-а-амино-
кислоты могут служить поливалентными инициаторами полимеризации
N-карбоксиангидридов, но и любые полимерные материалы, содер-
жащие свободные первичные или вторичные аминогруппы. Так, при
полимеризации стирола в жидком аммиаке с Na в качестве инициатора,
при температуре —40°, с последующим добавлением NH4C1 и отгонкой
аммиака получается полистирол с содержанием 11 % азота. При по-
лимеризации N-карбоксиангидридов Д^-валина в бензольном расгво-
ре этого полистирола получен продукт, содержащий 24—29% поли-
стирола, растворимый только в m-крезоле. Аналогично были приго-
товлены сополимеры сти'рол-глицидилметакрилат-Д/.-фенилаланин и
стирол-глицидилакрилат-Д.^-фенилаланин 3 5 0.

Такие своеобразные полиамиды термопластичны π обладают исклю-
чительной стойкостью к растворителям.
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