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I. ВВЕДЕНИЕ

В настоящем обзоре рассмотрены методы активирования карбоксиль-
ных групп N-ациламинокислот, которые можно использовать для созда-
ния пептидной связи. Обзор включает в себя материалы, опубликован-
ные после 1964 г. Методы синтеза пептидов, опубликованные до 1965 г.
подробно рассмотрены в широко известных монографиях, посвященных
химии пептидов '• 2. В обзоре не рассматриваются методы защиты функ-
циональных групп аминокислот, вопросы выделения и очистки пептидов,
а также способы определения оптической чистоты синтетических
пептидов.

II. АКТИВИРОВАННЫЕ ЭФИРЫ N-АЦИЛАМИНОКИСЛОТ

Активированные эфиры N-защищенных аминокислот являются очень
удобными соединениями для синтеза пептидов. Возможность выделения,
очистки и хранения активированных эфиров значительно облегчает
пептидный синтез. Кроме того, возможно широкое варьирование свойств
активированных эфиров, в особенности ариловых эфиров, путем подбора
подходящих заместителей в бензольном кольце.

Без преувеличения можно сказать, что наибольшей популярностью
в последние годы пользуются N-оксисукцинимидные эфиры3· '.
По частоте использования они превосходят даже паранитрофениловые'
и 2,4,5-трихлорфениловые эфиры6. Синтез N-оксисукцинимидных
эфиров не представляет трудности; их легко получают с помощью
дициклогексилкарбодиимида или смешанных ангидридов7, либо исходя
из N-оксисукцинимидных эфиров дихлоруксусной8 или трифторуксусной
кислоты9.

После того, как для синтеза пептидов были предложены N-оксисук-
цинимидные эфиры, внимание многих исследователей стали привлекать
эфиры на основе производных гидроксиламина. Причиной этого является
высокая реакционная способность этих эфиров, доступность реагентов
и низкая степень рацемизации или отсутствие ее.
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В качестве ацилирующих агентов были предложены эфиры Ν,Ν-
диалкилгидроксиламинов, в частности эфиры 1-оксипиперидина10· и ,
которые были синтезированы с помощью карбодиимида или смешанных
ангидридов. Эфиры Ν,Ν-диалкилгидроксиламинов обладают сравни-
тельно слабой ацилирующей способностью, однако в присутствии уксус-
ной кислоты как катализатора ацилирование протекает с заметной
скоростью при комнатной температуре. Усиление реакционной способ-
ности можно объяснить протонированием азота гидроксиламина.

R-COONR'R" ^ t R-COONHR'R"

С помощью 1-оксипиперидиновых эфиров были синтезиррваны неко-
торые небольшие пептиды 12~14, однако недостаточно высокая активность
этих эфиров не позволила широко использовать их в пептидной химии.
Несколько работ были посвящены эфирам альдоксимов и кетокси-
мов15-18.

,R'
RCOON=C(

\R"

где R'— алкил, арил; R"— алкил, Н.
Эфиры кетоксимов представляют собой стабильные кристаллические
вещества, обладающие довольно высокой реакционной способностью по
отношению к аминам. При реакции их с эфирами аминокислот или
свободными аминокислотами при комнатной температуре получаются
пептиды с выходом 50—90%· Рацемизация при синтезе трипептида
Андерсона составила 20% 15' 16> однако вряд ли эта величина отражает
свойства активированного эфира, так как эфир 3-нитроацетофеноксима,
на котором проводилось изучение рацемизации, был синтезирован с
помощью карбодиимида, исходя из Ζ—Gly—L—Phe—ОН. Нет сомнения,
что рацемизация в основном имела место при синтезе самого эфира, что,
впрочем, не исключает появление рацемического продукта и при соче-
тании активированного эфира с этиловым эфиром глицина.

Более эффективным оказался синтез пептидов с помощью эфиров
кетоксимов в присутствии уксусной кислоты17. Добавление 1—1,5 молей
уксусной кислоты увеличивает выход пептидов в среднем на 20—30%.
Эфиры кетоксимов позволяют синтезировать пептиды серина и треонина
без защиты гидроксильных групп, а также ω-нитроаргинина с выходом
83—98%. Растворимость в воде простых кетоксимов облегчает задачу
выделения и очистки пептидов после реакции. Метод рекомендуется для
ступенчатого синтеза различных пептидов.

Интересные результаты были получены в случае эфиров 4-пири-
динальдоксима 13:

ZNHCHRCOON=CH-c( N
"V

По своей активности в присутствии уксусной кислоты эфиры 4-пири-
динальдоксима приближаются к активности 2,4,6-трихлорфениловых
эфиров и превосходят ηαρα-нитрофениловые зфиры. С использованием
эфиров 4-пиридинальдоксима были синтезированы некоторые пептиды —
фрагменты ангиотензина. Достоинством эфиров 4-пиридинальдоксима
является легкость удаления продуктов реакции и избытка эфира, так как
и 4-пиридинальдоксим и его эфиры легко растворяются в кислой среде.
К эфирам оксимов можно также отнести и эфиры 1-фенил-З-метил-
4-нитрозо-5-аминопиразола 19:
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КДИ — карбодиимид.
Они обладают высокой ацилирующей активностью и позволяют синте-
зировать пептиды с высоким выходом (90—95%) за время, не пре-
вышающее 1 час. С помощью такого рода эфиров были синтезированы
некоторые ди- , три- и тетрапептиды; рацемизация при этом отсутство-
вала полностью (тест Вейганда20 и Изумия2 1). Эти эфиры обладают
еще одной интересной особенностью: они имеют красную окраску, в то
время как продукт реакции (замещенный 4-нитрозо-5-аминопиразол)
зеленого цвета, что облегчает контроль за реакцией конденсации.

Эфиры гидроксамовых кислот также привлекают к себе внимание
ряда исследователей. Представляет интерес работа по синтезу эфиров
бензгидроксамовых кислот из соответствующих окисей нитрилов22

по схеме:

Ar-CsN-O + RCOOH -» RCO-O-NH-CO-Аг

Выход эфиров при такой реакции колеблется от 65 до 100%. Эфиры
бензгидроксамовых кислот достаточно активны и при комнатной темпе-
ратуре реагируют с зфирами аминокислот, давая пептиды с выходом,
не превышающим 75%. Причиной невысоких выходов является пере-
группировка Лоссена. Активированные эфиры такого же типа могут
быть получены также конденсацией N-защищенных аминокислот с
гидроксамовыми кислотами с помощью карбодиимида 22, либо взаимо-
действием серебряных солей N-защищенных аминокислот с хлоранги-
дридом бензгидроксамовой кислоты23· 24; в случае триэтиламмонийных
солей получаются меньшие выходы:

R—COOAg -|- Cl—C=N—ОН -> R—COO—C=NOH -» R—COONHCOC6H6

сн г'н

Хотя большинство эфиров представляют собой кристаллические веще-
ства, для пептидного синтеза нет необходимости выделять их. Присут-
ствие уксусной кислоты при реакции эфиров бензгидроксамовой кислоты
с аминами заметно ускоряет процесс. Что касается рацемизации,
то авторы24 считают, что она не превышает 0,1% для целого ряда
пептидов.

Интересными являются также эфиры на основе N-оксиуретанов
(например, HONHCOOC2H5, который одновременно является и гидро-
ксамовой кислотой, и эфиром карбаминовой кислоты). Эти эфиры были
синтезированы с помощью карбодиимида и смешанных ангидридов
с выходом более 90% 25. Они отличаются прежде всего тем, что обла-
дают значительной устойчивостью к перегруппировке Лоссена. Эфиры
N-оксиуретанов легко реагируют как с эфирами аминокислот в органи-
ческой среде, так и с солями аминокислот в водной среде. Выходы
пептидов составляют более 90 и около 80% соответственно. Применение
N-оксиуретана в качестве добавки при карбодиимидном синтезе пепти-
дов снижает степень рацемизации до 0—2% (тест Андерсона). При
этом, в отличие от N-оксисукцинимида26, не было замечено никаких
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побочных процессов, даже если смесь N-оксиуретана с карбодиимидом
выдерживали при комнатной температуре много дней25.

Родственными, но, пожалуй, несколько необычными эфирами явля-
ются эфиры 1-окси-2-пиридона27· 28. Эти эфиры можно синтезировать,
исходя из хлорангидридов ациламинокислот и 1-окси-2-пиридона, либо
используя хлоросульфит 1-окси-2-пиридона и таллиевые соли ацил-

RCOOT1+

I 1
OSOC1 OCOR

1-Окси-2-пиридоновые эфиры отличаются высокой ацилирующей актив-
ностью, однако, вследствие низкой стабильности и сложности получения,
они до сих пор не нашли применения в синтезе пептидов.

Несмотря на широкое распространение в синтезе пептидов N-окси-
сукцинимидных эфиров, продолжаются поиски новых N-оксиимидов
двухосновных кислот. Так, были синтезированы и испытаны эфиры
N-оксиглутаримида29. Эти эфиры, полученные с помощью дицикло-
гексилкарбодиимида, обладают высокой реакционной способностью,
однако заметного преимущества по сравнению с N-оксисукцинимидными
эфирами они не имеют.

То же можно сказать, вероятно, относительно N-оксифталимидных
эфиров, впервые предложенных в 1961 г.30 и недавно использованных
в синтезе некоторых пептидов последовательности окситоцина " .

Особый интерес представляют активированные эфиры, получаемые
на основе полимеров, содержащих N-оксиимидные группы. Сополимери-
зацией этилена с малеиновым ангидридом и последующей обработкой
гидроксиламином получен полимер, содержащий звенья, подобные
N-оксисукцинимиду:

—СН2—СН2—СН—СН—

1
он

Полимер такого типа может быть получен как растворимым в органиче-
ских растворителях32, так и нерастворимым, сшитым33· 34. С помощью
карбодиимида можно присоединить N-защищенную аминокислоту
RCOOH к полимеру; при этом получается полимерный активированный
эфир

-СН2-СНг~НС СН-

ОС со

\ N /
!

OCOR
который может реагировать с раствором аминокомпонента в диметил-
формамиде. Выход пептидов при ^этом, к а к правило, превышает 9 0 % ,
если активированный эфир брать в трехкратном избытке. П р и экви-
молекулярных количествах реагентов выход пептидов колеблется
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в широких пределах (от 40 до 100%), в зависимости от природы амино-
кислот.

Удобство полимерных активированных эфиров состоит в том, что они
исключают процедуру избавления от избытка активированного эфира
и эфирного компонента. Вместе с тем они обладают высокой ацилируго-
щей активностью, сравнимой с активностью обычных N-оксисукцинимид-
ных эфиров. С помощью полимерных активированных эфиров был син-
тезирован гептапептид, соответствующий последовательности 159—165
карбоксипептидазы А (Н—Ser—Pro—Cys—Ser—Glu—Thr—Tyr—OH)
с общим выходом до удаления защитных групп—59,5%, и после удале-
ния защитных групп—47,6% 33. Синтез октапептида Вое—Met—
Asp (OBzl) —Ser (Bzl) —Ser (Bzl) —Thr—Ser (Bzl) —Ala—Ala—OBzl про-
веден с общим выходом 27%, постадийные выходы лежат в интервале
57—100%. 3\

Значительное внимание уделяется активированным эфирам, актив-
ность которых объясняется внутримолекулярным основным катализом,
и прежде всего 8-оксихинолиновым эфирам3 5-3 9. Кинетические исследо-
вания аминолиза этих эфиров позволили предложить следующий меха-
низм реакции 36:

о
0 =

\

Η

κ
. N-R'

\
Η

Ν*

Ο Η
/ +/

С Ν—R'
\ \

R Η

Η+ Ι
о он

-> О—С—NHR' -» R—CONH—R'
\
R

Такое влияние нуклеофилов, расположенных рядом со сложноэфирным
карбонилом, прослеживается и на других примерах, о которых речь
пойдет ниже.

Эфиры 8-оксихинолинов синтезируют либо с помощью карбодиимида,
либо используя смешанные ангидриды, с выходом 70—90%. 8-Оксихино-
линовые эфиры большинства карбобензоксиаминокислот представляют
собой стабильные кристаллические вещества, легко растворимые в обыч-
ных органических растворителях. Реакция с аминокомпонентами про-
текает при комнатной температуре в течение 4—20 часов, выходы пеп-
тидов составляют 75—97%. Интересно, что ни уксусная кислота, ни
соли тяжелых металлов никак не влияют на кинетику реакции амино-

При синтезе Ζ—Leu—Phe—Val—OBu-/ рацемизации не было замечено
Эфиры 5-хлор-8-оксихинолина и 5,7-дихлор-8-оксихинолина по своей
активности несколько превосходят эфиры 8-оксихинолина и могут быть
синтезированы теми же методами 38. Их применимость для синтеза пеп-
тидов была продемонстрирована на примере ряда ди- , три- , тетра- и
пентапептидов, полученных с выходом 65—97%. Следует, правда, отме-
тить, что во всех случаях использовались лишь сравнительно простые
аминокислоты: глицин, аланин, валин, лейцин, фенилаланин и
S-бензилцистеин.

В отличие от эфиров 8-оксихинолина, эфиры 3-окси- и 6-окси-
хинолина обладают заметно меньшей реакционной способностью, осо-
бенно эфиры 6-оксихинолиназэ. Кроме 8-оксихинолина, для синтеза
активированных эфиров использовался 8-оксихинальдин''". Более того,
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сополимеризацией 5-винил-8-бензилоксихинальдина с дивинилбензолом
был получен полимер, содержащий 8-оксихинальдиновые группы. После
удаления бензильной группы сополимер использовался для синтеза
полимерных активированных эфиров карбобензоксиаланина40. Амино-
лиз этиловым эфиром глицина привел к дипептиду Ζ—Ala—Gly—ОС2Н6

(с выходом 87%).
Эффект внутримолекулярного основного катализа еще в большей

степени проявляется в случае эфиров на основе 2-оксипиридина41 и
2-меркаптопиридина42. Эфиры 2-оксипиридииа были синтезированы
с помощью карбодиимида в пиридине. В других растворителях синтез
2-пиридиловых эфиров осуществить не удалось. Большинство получен-
ных 2-пиридиловых эфиров грег-бутилоксикарбониламинокислот пред-
ставляют собой кристаллические, легко растворимые вещества с очень
высокой активностью. По данным кинетических измерений, период
полупревращения в реакции с аминами лежит в интервале от 8 до
86 минут. В тех же условиях ηαρα-нитрофениловые эфиры имеют период
полупревращения от 540 до 1900 минут. Однако такая высокая реак-
ционная способность наблюдалась только в неполярных растворителях
(хлороформ, хлористый метилен и др.). В полярных растворителях,
например диметилформамиде, активность 2-пиридиловых эфиров резко
уменьшается. Это объясняется инактивирующим влиянием полярных
растворителей на внутримолекулярный основной катализ41.

Пиридиловые эфиры легко реагируют с аминокомпонентами, образуя
пептиды с выходом 80—96%· Их можно использовать для синтеза
пептидов на полимерном носителе; так, окситоцин был получен с выхо-
дом 70%) при использовании пятикратного избытка 2-пиридиловых
эфиров на каждой стадии. Пиридиловые эфиры довольно легко реаги-
руют со спиртами и оксикислотами, поэтому их можно использовать для
синтеза депсипептидов. Аналогичными свойствами обладают 2-пириди-
ловые тиоэфиры, легко получаемые с помощью карбодиимида, смешан-
ных ангидридов или хлорангидридов. Они также легко реагируют с
аминами и спиртами в неполярных растворителях; в полярных же
растворителях (диметилформамид, диметилсульфоксид) их активность
падает. В отличие от 2-пиридиловых эфиров, 3-пиридиловые и 4-пириди-
ловые эфиры ациламинокислот обладают меньшей активностью, что
можно объяснить отсутствием внутримолекулярного основного ката-
лиза. Однако их реакционная способность все же довольно высока,
в особенности для 3-пиридиловых эфиров, которые по своей активности
превосходят даже ηαρα-нитрофениловые эфиры43. В отличие от 2-пири-
диловых эфиров, 3-пиридиловые эфиры обладают большей стабиль-
ностью. При реакции с аминокомпонентами они образуют пептиды с
выходом от 50 до 97%.

Все пиридиловые эфиры выгодно отличаются тем, что образующиеся
при синтезе пептидов оксипиридины легко отмываются от продуктов
реакции. Близкими к 2-пиридиловым эфирам являются в некотором
смысле эфиры енольной формы замещенного пиразолона 16. Они легко
получаются с помощью карбодиимида или смешанных ангидридов,
например:

у^Н3 ΛΉ3

RCOOH + О ^\ Ν /
N ^ D r r v , N (RCOO pyr.)

RCOO—

с«н5
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Эфиры енольной формы пиразолонов обладают значительной актив-
ностью, близкой к активности ηαρα-нитрофениловых эфиров, и легко
реагируют с аминокомпонентами, образуя пептиды с выходом 70—80%.
Эфиры енола пиразолона можно использовать для синтеза пептидов в
водноорганической среде, вводя в реакцию в качестве аминокомпонента
соли аминокислот. Выходы пептидов в этом случае составляют 60—73%.
Степень рацемизации, определенная по методу Андерсона, оказалась
равной 8,4%; правда, необходимо иметь в виду, что активированный
эфир Ζ—Gly—Phe—Оруг синтезировали из дипептида Ζ—Gly—Phe—ОН
с помощью дициклогексикарбодиимида, что могло привести к некоторой
рацемизации уже на стадии синтеза самого активированного эфира.
Исключительно высокой реакционной способностью обладают эфиры
1-оксибензотриазола, полученные с помощью карбодиимида44. Напри-
мер, реакция активированного эфира карбобензоксифенилаланина с
этиловым эфиром валина при 0° приводит к образованию более 90%
пептида уже через 5 мин. Интересно, что эфиры 1-оксибензотриазола
претерпевают перегруппировку при переходе из раствора в кристалли-
ческую форму. В растворе они существуют в виде О-эфиров, в кристал-
лическом состоянии — в виде N-ацилбензотриазолоксида.

R-C=O

° N ° ' N ri-ll / \ II / х+ _ s \
R_C—О—Ν Ν χί R—С—Ν Ν—О или Ν Ν—О~

\ _ / \ / \ /
S X S X S X\=/ ч=/ \=/

Однако до сих пор описано лишь три эфира 1-оксибензотриазола (ОВТ):
Ζ— Phe—ОВТ, Z—Gly—ОВТ и Z—Thr—ОВТ. По-видимому, высокая
активность эфиров 1-оксибензотриазола является причиной трудности
обращения с ними. Вероятно, 1-оксибензотриазол целесообразно
использовать просто как добавку при карбодиимидном синтезе, о чем
будет сказано ниже.

Другим видом активированных эфиров, у которых повышенная реак-
ционная способность объясняется внутримолекулярным катализом,
являются эфиры пирокатехина (орто-оксифениловые эфиры). Они могут
быть синтезированы либо из орго-фениленсульфита, либо, с гораздо
большим выходом, из орго-бензилоксифенола конденсацией с помощью
карбодиимида с последующим снятием бензильной группы гидрогено-
лизом или действием бромистого водорода в уксусной кислоте45:

Можно также исходить из орго-фенацилоксифенола, так как фенациль-
ная группа снимается в более мягких условиях, чем бензильная40:

Opro-оксифениловые эфиры ациламинокислот отличаются довольно
высокой активностью. Так, opro-оксифениловый эфир фталоилглицина
при реакции с этиловым эфиром глицина при комнатной температуре
через 1 час образует 91% пептида45. Для сравнения можно указать, чтс
в этих же условиях фениловый эфир фталоилглицина образует меньше
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1 % пептида; и, самое главное, найдено, что рацемизация при исполь-
зовании орто-оксифениловых эфиров полностью отсутствует. Благодаря
этому орто-оксифениловые эфиры использовались для синтеза полипеп-
тидов конденсацией орго-оксифениловых эфиров различных трипепти-
дов, например Lys—Ala—Ala46· 50. Эфиры 4,5-дихлор-2-оксифенола
приблизительно в три раза активнее орто-оксифениловых эфиров, однако
для синтеза пептидов они не использовались из-за трудности их полу-
чения45.

Эфиры, содержащие гидроксильную группу в орго-положении к
сложноэфирной, получаются в конечном счете при взаимодействии
катиона 2-этил-7-оксибензизоксазолия с ациламинокислотами51·52;

NHC 2 H 5

/ \ / С \
RCOO- О

COR

(ряд промежуточных продуктов не приводится).
Образующиеся активированные эфиры отличаются высокой актив-
ностью. Так, соответствующий эфир карбобензоксиглицина при взаимо-
действии с фенилаланином в водном растворе бикарбоната натрия через
15 мин. образует 91% карбобензоксиглицилфенилаланина. Эфиры пеп-
тидов, в частности карбобензоксиглицилфенилаланина, полученные на
основе катиона 2-этил-7-оксибензизоксазолия, очень устойчивы к рацеми-
зации даже в довольно жестких условиях (12 часов в 0,4 Μ растворе
триэтиламина в диметилформамиде). По-видимому, фторборат 2-этил-
7-оксибензизоксазолия является одним из самых интересных реагентов
для синтеза пептидов51. Многообещающими являются эфиры на основе
орто-нитрофенола, подробно изученные в последнее время Боданским
и сотр.53"56. Орто-нитрофениловые эфиры в отличие от «αρα-нитрофени-
ловых, обладают большей реакционноспособностыо; скорость их амино-
лиза меньше зависит от природы растворителя, что объясняется внутри-
молекулярным влиянием орхо-нитрогруипы. Высокая активность этих
эфиров позволила успешно применить их для синтеза защищенного
окситоцина, причем выход на каждой стадии составлял 80—95%.

Что касается других типов активированных эфиров, то большое
внимание уделяется эфирам на полимерной основе. Преимущество их
в том, что значительно облегчается процедура выделения синтезиру-
емого пептида. Это имеет значение особенно для активированных эфиров
на основе нитрофенолов, так как нитрофенолы трудно отмываются от
пептидов. Полимерные фенолы получают либо сополимеризацией заме-
щенных стиролов с дивинилбензолом57-59, либо с помощью реакции
в цепи полимера60· " , либо используя фенол-формальдегидную конден-
сацию S2. Полимерные активированные эфиры ациламинокислот синте-
зируют с помощью карбодиимида59·60:

®-<? Ч-ОН +- ZNHCHRCOOH ^*- ®~\ ")>-OCOCHRNHZ

X N O 2

 X N O 2
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С применением таких эфиров были синтезированы некоторые ди- и три-
пептиды59, а также брадикинин с общим выходом 39%. Разумеется,
этот метод можно использовать только в тех случаях, когда все про-
межуточные защищенные пептиды растворимы в органических раство-
рителях.

Было найдено также, что полимерный носитель, полученный поли-
меризацией замещенного стирола, не отличается хорошей механической
прочностью, что приводит к разрушению полимерных зерен60. Это
явилось причиной поисков других способов приготовления полимерного
носителя, содержащего нитрофенольные группы. Для этого исполь-
зовали хлорметилированный сшитый полистирол, и к нему присоеди-
няли нитрорезорцин в присутствии основания ".

СИ2-О-О-<(

Такой полимерный носитель обладал большей механической проч-
ностью и использовался для синтеза различных пептидов. В другом
случае к хлорметилированному полистиролу присоединяли З-окси-4-
нитробензойную кислоту60

N0, соон —

он •NO.

л и б о и с п о л ь з о в а л и 4-окси-З-нитробензилхлорид, который р е а г и р о в а л
с сополимером стирола с д и в и н и л б е н з о л о м в присутствии хлористого
алюминия

Во всех случаях активированные эфиры синтезировали с помощью
карбодиимида, а затем, используя полуторакратный избыток полимер-
ного активированного эфира, получали некоторые пептиды, однако,
несмотря на избыток активированного эфира, выход пептидов был
меньше, чем в тех случаях, когда синтез проводили в растворе60. Поли-
мерный активированный эфир, полученный на основе конденсационной
смолы

имел аналогичные свойства; выходы пептидов, синтезированных на его
основе, не превышали 70% 62.
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Таким образом, полимерные активированные эфиры приведенной
структуры, хотя и обладают рядом положительных качеств, не дают
заметного преимущества по сравнению с аналогичными низкомолекуляр-
ными соединениями. Пожалуй, они имели преимущество только в случае
их применения для циклизации пептидов6'*. Пептид, присоединенный
к полимерному нитрофенолу, после снятия защиты с амино-группы на
конце цепи может претерпевать только внутримолекулярную циклиза-
цию; межмолекулярная конденсация при этом практически исключена.

NO/γ
О

о=с'
\

1] —

4 NH,

N0,

/У ^

ΥOil

I- С — Ν Ι ϊ
jl
0

Выход циклопепгидов был больше, чем в аналогичных случаях с рас-
творимым активированным эфиром.

Интересными свойствами обладают сложные эфиры ациламинокис-
лот и пептидов на основе 4-метилтиофенола 65~68. Метилтиофениловые
эфиры обладают очень слабой ацилирующей активностью, и метилтио-
фенильная группа может рассматриваться в качестве защитной группы.
Однако при окислении сульфида до сульфона с помощью перекиси
водорода или перкислот активность такого эфира резко возрастает,
и его можно применять для эффективного синтеза пептидов. Примени-
мость эфиров метилтиофенола (МТР) была продемонстрирована на
примере синтеза гептапептида Ζ—Lys(Z)—Leu—Lys(Z)—He—Ala—
—Lys(Z)—Val)OMTP, который был получен конденсацией 4-метилсуль-
фонилфенилового эфира (MSO2P) трипептида с МТР-эфиром тетрапеп-,
тида с выходом 73% s 6:

Ζ— Lys (Z)—Leu—Lys (Z)—OMSO2P+H—He—Ala—Lys (Z)—Val—OMTP -^
~> Z— Lys (Z)— Leu—Lys (Z)—He—Ala—Lys (Z)—Val—OMTP.

К сожалению, при этом имела место частичная потеря оптической актив-
ности ( ~ 5 % ) . Кроме того, такой способ активирования, связанный
с применением сильных окислителей (30%-ная Н2О2 или 85%-ная
ж-хлорпербензойная кислота), противопоказан для пептидов, содержа-
щих метионин, цистеин или цистин"8. Другие аминокислоты вполне
устойчивы в условиях активирования; их метилтиофениловые и метил-
сульфонилфениловые эфиры представляют собой стабильные кристал-
лические вещества. При снятии защитных групп можно получить соли
эфиров аминокислот. Метилтиофениловые эфиры являются одним из
примеров эфиров с переменной активностью. Другим примером такого
рода эфиров могут служить эфиры 1,1-дифенилэтиленгликоля, первич-
ную оксигруппу которого можно легко этерифицировать с помощью
хлористого тионила в пиридине6':

R-COOFT+ НОСН2С-ОН -> RCOOCH2-C-OH
4 Q H 5 \с„Н5

Такой эфир является неактивным, однако при обработке его трифтор-
уксусной кислотой он легко отщепляет воду, превращаясь в активиро-
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ванный 2,2-дифенилвиниловый эфир.

/ /С6Н5/ н+ /
R-COOCH2-C-OH——-> RCOOCH=C

х с 6 н 5

 ч с 6 н 5

Этот эфир легко реагирует при комнатной температуре с аминокомпо-
нентом, образуя пептид с выходом 80% за 1,5 часа. Для связывания
выделяющегося дифенилацетальдегида вводится малоновый эфир.
Используя 2,2-дифенилвиниловый эфир на последней стадии синтеза
антаманида, удалось провести циклизацию с выходом 20%, что является
неплохим результатом по сравнению с другими методами69. Аналогич-
ными свойствами обладают зфиры на основе яара-диметиламинофенола,
которые могут быть получены с помощью дициклогексилкарбодиимида
или методом смешанных ангидридов70. Диметиламинофениловые эфиры
инертны по отношению к аминам, однако, будучи протонированы или
обработаны йодистым метилом, они легко реагируют с аминогруппой,
образуя пептиды

II
о

- N ( С Н 3 ) з Г -

II
о

II

О

RCNHR-
II

о

С применением диметиламинофениловых эфиров был синтезирован ряд
ди- , три- и тетрапептидов с выходом 50—98% " .

Среди других видов активированных эфиров большой интерес пред-
ставляют пентафторфениловые эфиры, которые синтезируют либо с
помощью карбодиимида или смешанных ангидридов, либо с помощью
комплекса пентафторфенола с дициклогексилкарбодиимидом7 2. Пента-
фторфениловые эфиры отличаются исключительно высокой активностью
и позволяют синтезировать пептиды с выходом, превышающим, как
правило, 90%. С помощью пентафторфениловых эфиров было синтези-
ровано большое количество пептидов, в том числе окситоцин, кортико-
тропин, антаманид 7 3 · п . Можно ожидать, что пентафторфениловые
эфиры найдут широкое применение в пептидной химии. Были пред-
ложены активированные эфиры на основе фенола, содержащего сульф-
амидную группу 7 5:

ZNHCHRCOO-C6H4S02NHCOCH3

Эти эфиры были синтезированы с помощью хлорокиси фосфора в пири-
дине. Их активность, как показали измерения скорости аминолиза,
равна активности яара-нитрофениловых эфиров. Выходы пептидов
составляли 65—90%; образующийся при реакции л-ацетилсульфамидо-
фенол легко отмывается водным раствором бикарбоната натрия. Добав-
ление уксусной кислоты в реакционную смесь оказывает некоторое
каталитическое действие.

К классу активированных эфиров можно отнести также продукты
взаимодействия реагента К Вудварда с ациламинокислотами7 S.

OCOR
СН3 ч / О + |

RCOO- + Μ JN—Bu-t -> СН3—С=СН—CONH—Bu-*
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Получающиеся замещенные виниловые эфиры N-защищенных амино-
кислот являются стабильными кристаллическими веществами и обла-
дают значительной ацилирующей активностью. Например, при взаимо-
действии активированного эфира карбобензоксиглицина с бензилами-

. ном был получен амид с выходом 98% 76·

III. АКТИВАЦИЯ КАРБОКСИЛЬНОЙ ГРУППЫ N-АЦИЛАМИНОКИСЛОТ
В ПРИСУТСТВИИ АМИНОКОМПОНЕНТА

Методы активирования карбоксильной группы в присутствии амино-
компонента имеют несомненное преимущество, так как весь процесс
упрощается и уменьшается вероятность протекания других, побочных
реакций. И хотя существуют значительные трудности в подборе реаген-
тов, селективно взаимодействующих с карбоксилом, усилия в этом на-
правлении не безуспешны. Самым ярким примером в этой области, сы-
гравшим определяющую роль в развитии пептидной химии, являются
различные карбодиимиды и прежде всего дициклогексилкарбодиимид.
В настоящее время работы в этом направлении продолжают успешно
развиваться, в ряде случаев получены очень интересные результаты.

Особое внимание за последние пять лет уделялось модификации кар-
бодиимидного синтеза путем применения различных добавок, которые
способствовали бы уменьшению рацемизации и исключению побочных
реакций. Такой интерес к модификации карбодиимидного синтеза был
вызван сообщениями о благоприятном влиянии добавки N-окси-
сукцинимида при синтезе пептидов с помощью дициклогексилкарбоди-
имида7 7·7 8. Было показано, что добавление одного эквивалента (и бо-
лее) N-оксисукцинимида не только препятствует образованию N-ацил-
мочевины, но и почти полностью исключает рацемизацию. Некоторое
время спустя обнаружилось, что наряду с положительным влиянием
при добавлении N-оксисукцинимида может иметь место нежелательный
побочный процесс26'79.

При взаимодействии N-оксисукцинимида с карбодиимидом образу-
ется N-оксисукцинимидный эфир сукцинимидооксикарбонил-р-аланина,
который может легко реагировать с аминокомпонентом и претерпевать
другие изменения:

.0 ,0 О
H 2 C-Cf Н2С-С(^ ^ С - С Н 2

N0C0bJHCH,CH2C0ON
H 2 NR'

у.О

NOCOCH2CHaCONHR' -* O=C=N-CH3CH2-CONHR'

Этот побочный процесс особенно опасен, когда карбоксильный компо-
нент обладает слабой реакционной способностью вследствие стериче-
ских затруднений (например, валин, изолейцин)80 и в некоторых слу-
чаях добавка N-оксисукцинимида не исключает рацемизацию (до 46%
для Ζ — Pro — Val — Pro — OBu-f, например)81.

Все это стимулировало поиски более эффективных добавок' к карбо-
диимиду для уменьшения рацемизации и исключения побочных реак-
ций. Было испытано большое количество гидроксилсодержащих соеди-
нений и установлено, что многие из них действуют аналогично N-окси-
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сукцинимиду82. Особенно ценными оказались окситриазолы и
окситриазины, хотя эффект добавки зависит также от строения пептида
и природы растворителя. Наиболее удобным является 1-оксибензотриа-
зол. Эффект слабо зависит от строения замещенных оксибензотриазо-
лов, поэтому целесообразно применять незамещенный 1-оксибензо-
триазол". Предполагается, что промежуточным продуктом реакции
является 1-ацилоксибензотриазол

0 N
I! / \

R — С — О — Ν Ν
\ _ /
S Ч
\ = /

который затем реагирует с аминокомпонентом, давая пептид. Некото-
рые 1-ацилоксибензотриазолы были выделены и охарактеризованы.

К сожалению, 1-оксибензотриазол тоже не всегда исключает раце-
мизацию. Так, при синтезе Ζ — Pro — Val — Pro — OBu-/ найдено, что
рацемический продукт составляет 9% 83. Однако в большинстве случаев
рацемизации не наблюдалось и, что тоже важно, выходы пептидов с
добавкой 1-оксибензотриазола выше, чем в случае N-оксисукцинимида.

Добавление 1-оксибензотриазола к карбодиимиду позволяет присо-
единять без рацемизации Вое — His(Bzl)—ОН8 4. Конденсация с по-
мощью только карбодиимида в этом случае сопровождается заметной
рацемизацией.

Дальнейшие поиски привели к еще более эффективному соедине-
нию — 3-окси-4-оксо-3,4-дигидро-1,2,3-бензотриазину8!:

О

N-OH
[
N

\ / \ N /
Добавки его к карбодиимиду позволили получить оптически чистые
пептиды даже в тех случаях, когда ни 1-оксибензотриазол, ни тем более
N-оксисукцинимид, не могли полностью исключить рацемизацию. Так,
при синтезе Tfa — Pro — Val — Pro — OBu-/ без какой-либо добавки к
карбодиимиду рацемизация составила 38%, с добавкой 1 моля N-окси-
сукцинимида— 17%, с добавкой 1 моля 1-оксибензотриазола — 3,4%;
добавка же 1 моля 3-окси-4-оксо-3,4-дигидро-1,2,3-бензотриазина умень-
шила степень рацемизации до величины, меньшей 1 % 82.

Однако, выход пептидов в случае 3-окси-4-оксо-3,4-дигидро-1,2,3-
бензотриазина меньше, чем в случае 1-оксибензотриазола, хотя и выше,
чем в случае N-оксисукцинимида. Снижение выхода является резуль-
татом побочной реакции с участием карбодиимида 84:

0 О
О О II

RNH.

Интересно, что такая побочная реакция протекает в том случае, если в
реакционной смеси присутствуют все компоненты сразу. Если же син-
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тез вести вначале без аминокомпонента (форактивация), а спустя не-
которое время добавить его, то побочная реакция не наблюдается, и
пептиды получаются с очень высоким выходом. К сожалению, такая
форактивация не всегда гарантирует отсутствие рацемизации82.

Применение добавок к карбодиимиду в последнее время пользуется
большой популярностью. Карбодиимидный синтез с добавками N-окси-
сукцинимида и 1-оксибензотриазола успешно конкурирует с азидным
сочетанием; его применение позволило провести ряд сложных пептид-
ных синтезов (глюкагон85, тирокальцитонин86, секретин87).

Что касается самого карбодиимидного синтеза, то интерес представ-
ляют полимерные модификации карбодиимида. В частности, был полу-
чен полимерный карбодиимид — [—(СН2)6—N = C=>N—]п—8 8·8 9, с при-
менением избытка которого были синтезированы некоторые простые ди-
пептиды с высоким выходом: Ζ—Gly—Gly—ОС2Н5 (92%), Pht—Gly—
Glu(OBzl)2 (89%), Ζ—Cys(SZ)—Gly—OBzl (93%). Однако примеров
синтеза более сложных пептидов не сообщалось. Были также синтези-
рованы другие полимерные карбодиимиды90:

•сп„—s—(cn 2) 2—N=C=N—R

-CH2—N(C.H3)2 — (C.H 2) 3—N=C=N—R

cf

N=C=N—П

Однако с их помощью были синтезированы лишь некоторые несложные
пептиды.

В 1961 г. Вольман и сотр. предложили метод синтеза пептидов, свя-
занный с окислением гидразидов ациламинокислот91·92:

R-CONHNH2 + NH2R' Л- RCONHR' + N2

Позже, в 1968 г., было найдено, что фенилгидразиды ациламинокислот
можно окислением превратить в фенилазоациламинокислоты, представ-
ляющие собой довольно устойчивые кристаллические соединения 93

;:

R-CONHNHC6H6 Я RCON=NC6H5

Фенилгидразиды ациламинокислот были синтезированы из ацил-
аминокислот и фенилгидразина под действием папаина:

RCOOH + NH2NriC6H6 " а п а и Н -> RCONHNHC6H5

Этот оригинальный способ получения гидразидов дает довольно высо-
кие выходы продукта и является достаточно общим. Окисление гидра-
зидов проводилось N-бромсукцинимидом и тетраацетатом свинца с вы-
ходом 70—83%- Фенилазоациламинокислоты и пептиды очень легко
реагируют с аминогруппой. Так, при взаимодействии Ζ—Gly—Phe—N =
NC6H5 с Η—Gly—Phe—NHNHC6H5 через 8 минут превращение прошло
на 90%. Степень рацемизации при синтезе трипептида Ζ—Gly—Phe—
Gly—OC2H5 колебалась от 0 до 4,5% в зависимости от условий синтеза.

8 Успехи химии, № 5
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Лучший результат был получен при использовании перегнанного этило-
вого эфира глицина в качестве аминокомпонента.

Для подобного же синтеза пептидов можно использовать 1,2-дифе-
нилгидразиды ациламинокислот, которые при окислении N-бромсукци-
нимидом или 1-хлорбензотриазолом дают азониевые соли, легко реаги-
рующие с аминокомпонентом с образованием пептидов "9:

R-CO-N-C 6H 5 R-CO-N-C 6 H 5 R - N H

I -> II ^ R-CONHR'+C 6 H 5 N=NC 6 H 5

N H - C 6 H 5 N - C 6 H 5

В ы х о д ы пептидов с о с т а в л я ю т 7 0 — 8 0 % . Аналогичный результат был по-
лучен с п о м о щ ь ю 4 - а ц и л о к с и ф т а л а з о н а 6 9 :

OCOR OCOR

/Ч/Ч.
Ν

ΝΗ

N

I •
R'NH2 RCONHR'

\/ЧХ Ч/Ч/
II II

О О
И в первом, и во втором случае выходы пептидов оказались недостаточ-
но велики. Попытки применить эти соединения для циклизации в рас-
творе и на полимерном носителе к успеху не привели.

Особый интерес представляет серия работ, посвященных применению
соединений трехвалентного фосфора — фосфинов и фосфитов — для
синтеза пептидов. При их применении имеют место своеобразные окис-
лительно-восстановительные реакции, в ходе которых происходит акти-
вирование карбоксильной группы ациламинокислот.

При взаимодействии карбоновой кислоты, арилсульфениламида и
трифенилфосфина образуется амид карбоновой кислоты94·95. Для свя-
зывания выделяющегося тиофенола используют ионы тяжелых метал-
лов (Cu2+, Hg 2 + и др.).

(RCOOj2 Си + ArSNHR' -f (CeH5)3 Ρ -» RCONHR' + (ArS)2 Си + (С6Н5)3 Р=0

Вместо арилсульфениламида можно использовать диарилсульфид и
амин9 6:

RCOOH + (ArS)2 + (С6Н5)3 Ρ + R'NH2 ———> RCONHR' -f (CeH6)3 P=O + (ArS)2 Hg

Этим методом был синтезирован, например, Ζ—Phe—Gly—OC2H5 с вы-
ходом 96% 94.

К сожалению, при синтезе ряда других пептидов встретились труд-
ности при выделении их из реакционной смеси. Оказалось, что трудно
отделить пептиды от трифенилфосфиноксида, поэтому пришлось во всех
случаях применять хроматографическое разделение на силикагеле, что
сильно усложнило процедуру97. Изучение рацемизации при синтезе
Bz—Leu—Gly—ОС2Н5 показало, что рацемический пептид образуется в
заметных количествах (3—8%) 7 9 · 8 0 . Вместо ионов тяжелых металлов
для связывания тиофенола были использованы некоторые ненасыщен-
ные соединения, например, 2,3-дигидропиран и винилбутиловый эфир8 8.
Выход пептидов при этом составил 90—97%. Для облегчения процеду-
ры очистки и увеличения выхода пептидов были предложены водорас-
творимые реагенты [(CH3)2NC6H4]3P | и [T(CH3)3NC6H4S]2

99. Это позволи-
ло при синтезе пептидов применить избыток реагентов, которые затем
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легко удалялись при промывке пептидов водой. С применением водо-
растворимых реагентов были синтезированы различные дипептиды, со-
держащие практически все природные аминокислоты. Выход пептидов
при этом составил 70—98% ".

Удобным соединением для окислительно-восстановительной конден-
сации оказался дипиридил-2,2'-дисульфид98·1С0. Образующийся в реак-
ции с трифенилфосфином 2-меркаптопиридин изомеризуется в стабиль-
ную тионовую форму и не вызывает нежелательных превращений.

RCOOH + NH2R' + (С0Н6)а Ρ +

RCONHR' + (С 8 Н 5 ) 3 Р=О + 2

Η

С применением дипиридил-2,2'-дисульфида были синтезированы различ-
ные дипептиды с выходом 82—93%· Необходимо отметить, что гидро-
ксилсодержащие аминокислоты (серии, треонин, тирозин) не требуют
защиты гидроксильных групп, выходы пептидов высокие (Ζ—Ser—·
Gly—OCaH6 —84%, Ζ—Thr—Gly—OC 2H 5 — 83% и Ζ—Туг—Gly—
О С 2 Н 5 — 93%). При синтезе пептидов из Ζ—Gin—ОН и Ζ—Asn—ОН не
наблюдалось дегидратации амидных групп, и выходы пептидов состави-
ли 85—86%. Синтез октапептида Ζ—Ala—Gly—Leu—Gly—Gly—Gly—
Leu—Gly—NHNHBoc был осуществлен с выходом 70%. Использование
дипиридил-2,2'-дисульфида позволило успешно применить этот метод
для твердофазного синтеза9 8·1 < н.

Было изучено влияние различных добавок на степень рацемизации
при синтезе Bz—Leu—Gly—ОС2Н5 окислительно-восстановительной кон-
денсацией 102:

(Bz-Leu-OaCuH- NPS-Gly-OC2H5+ (C6H5)3P ->
-» Bz— Leu—Gly—OC2H5+ (NPS)2 Си + (С„Н5)3 Р=0

Б качестве добавок использовались фенол, ηαρα-нитрофенол, 2,4-дини-
трофенол, 2,4,6-тринитрофенол, а также N-оксисукцинимид и триметил-
уксусная кислота.

Было найдено, что содержание L-изомера возрастает от 57 до 80%
по мере уменьшения р/( добавок от 9,89 до 0,38. Однако N-оксисукци-
нимид выпадает из этой закономерности при р/С 9,4 содержание L-изо-
мера составляет 84%). Исследование зависимости степени рацемизации
от природы растворителя и структуры производных ртути (добавляе-
мых для связывания тиофенола) показало, что никакой четкой законо-
мерности не существует и что степень рацемизации остается значитель-
ной (5—63%)1 0 3. Таким образом, метод окислительно-восстановительной
конденсации можно применять лишь для ступенчатого наращивания
пептидной цепи. Необычным вариантом окислительно-восстановитель-
ной конденсации является метод синтеза пептидов с использованием
анодного окисления для регенерации диарилдисульфидов 1 0\ Образую-
щийся в результате реакции тиофенол окисляется в диарилдисульфид,
который таким образом снова возвращается в реакцию.

RCOCT+ NH2R' + PRg + ArSSAr -> RCONHR' + О=РИ'з + 2ArSH
Τ
\ а н о д н о е окисление
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Такой процесс позволяет вводить в реакцию диарилдисульфид в коли-
честве, которое значительно меньше стехиометрического, и уменьшать
тем самым вероятность образования побочных продуктов.

Интересно применение окислительно-восстановительной реакции для
синтеза различных активированных эфиров i 0 5:

κ\ /Λ
RCOOH + H O R ' - H Q H ^ P + l j I |-»RCOOR'+(CeH6)3P=O+2

Таким способом были синтезированы пентахлорфениловые, сукцинимид-
ные и 8-оксихинолиновые зфиры с выходом 60—86%. Этот метод позво-
ляет легко синтезировать активированные эфиры аспарагина, глутамина
и нитроаргинина.

Другим примером окислительно-восстановительной реакции, приво-
дящей к активации карбоксильной группы, является реакция дифенил-
фосфита с солями двухвалентной ртути в пиридине106. Применяя эту
реакцию, можно синтезировать как амиды, так и эфиры кислот. Реак-
ция во всех случаях проводится в пиридине либо при 45°, либо при ки-
пении и протекает по следующей схеме:

\

H-P(OC6H5)._, - с Т щ Ь O-P-CI

О C6H5O OC6H5

R !OH

O-P-OR 2

C6H5O OC6H5

IRCOOH
RCOOR 2

I NH 2 R'

ι
О—Р—NHR'

/ \
C 6 H 5 O O C 6 H 5

IRCOOH

RCONHR'

j RCOOH

\

Υ
O-P-OCOR

/ \
C 6 H 5 O O C e H 5

R Z O H | | R ' N H 2

RCOOR2 RCONHR'

Реакция применялась для синтеза Ζ—Gly—Gly—OC2H5 и Ζ—Gly—
Gly—ОН, которые были получены с выходом 94% и 50% соответст-
венно.

Интересным примером использования соединений трехвалентного
фосфора для синтеза пептидов является метод, основанный на взаимо-
действии фосфинов и амидов фосфористой кислоты с четыреххлористым
или четырехбромистым углеродом 1 0 7 · 1 0 8 :

R3P + СХ4 R3P-CX3

х-

R'COOH
R3P-OCOR'

х-
R'CONHR"+R3P=0
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где

X=CI, Br; R = C H 3 - N Ν, C4He, (CH3)2N, (C2H5)4N

Реакцию проводят при пониженной температуре (—20—0°); выход пеп-
тидов 60—85%. Изучение рацемизации на примере синтеза Bz—Leu—
Gly—ОС 2 Н 5 показало, что рацемического продукта получается обычно
2—8%, и лишь в случае трифенилфосфина рацемизация была гораздо
сильнее (88%). Это свидетельствует о том, что активирование карбо-
ксильной группы проходит не через стадию образования хлорангидри-
дов, хотя известно, что при взаимодействии карбоновой кислоты, четы-
реххлористого углерода и фосфинов легко образуется хлорангидрид
кислоты 10Э. По-видимому, в том случае, когда присутствует одновремен-
но и карбоксильный и аминный компонент, активированным соедине-
нием является ацилоксифосфониеЕЫй ион ""•и о. Для синтеза пептидоз
было предложено использовать трифенилфосфит в присутствии имид-
азола 1 1 1 . Реакция протекает по схеме:

RCOOH + NH2R' + (С6Н5О)3Р
 и м и д а з о л-> RCONHR' + (СеН5О)2 РН (=0) Ь С6Н5ОН

С помощью трифенилфосфита были синтезированы с высоким выхо-
дом различные пептиды; метод был успешно применен при синтезе био-
логически активных пептидов (фрагменты гастрина, кортикотропина
к др.) 1 1 2. Столь же эффективным оказался дифенилфосфит, который в
присутствии пиридина позволяет синтезировать пептиды с выходом
65—90% 113> 114· Аналогичный эффект был получен также при использо-
вании диарилсульфитов вместо фосфитов 1 1 5.

Интересным является использование орго-нитрофенилсульфениль-
ных производных аминокислот для синтеза пептидов. Было найдено, что
арилтиоэфиры ациламинокислот и пептидов могут реагировать с солями
орго-нитрофенилсульфениламинокислот с образованием пептидов 1 1":

ZNHCHRCOSC6H5 + NPSNHCHR'COONa -* ZNHCHRCONHCHR'COONa + NPSSC6H5

Реакция требует довольно жестких условий: водно-метанольный рас-
твор реагентов выдерживали при 70° в течение 6 часов. Выход пептидов
при этом составлял 56—76%. Попытки применить для этой реакции
эфиры opro-нитрофенилсульфениламинокислот вместо солей успехом не
увенчались. Более удачным в этом отношении был метод с использова-
нием имидазола 1 П , что позволило снизить температуру реакции до 45°
и значительно сократить время реакции (до 10—45 минут):

ZNHCHRCOSAr + NPS (NHCHR'CO)n ОСН3 J^RiJSS^SSi^

-> ZNHCHRCO (NHCHR'CO),, OCH3 + NPSSA-,

где Аг=С6Н6, С 6 Н 4 Ш 2 , С6Н4СН3; η = 1 - 3

Выход пептидов около 90%, степень рацемизации (тест Андерсона)
оказалась равной 4% для гсара-нитрофенилтиоэфира. Метод удобен в
том отношении, что не требует предварительного удаления защитной
группы с аминного конца пептида. Он был испробован также для цик-
лизации некоторых гекса- и декапептидов и показал неплохие резуль-
таты.

NPS-f-NHCHRCO)nSAr —>- r-(NHC.HRCO)—ι + NPSSAr

η = 6, 10
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Таким способом был синтезирован антаманид с выходом 30% " 8 . Сле-
дует отметить, что эта реакция протекает в пиридине или в тетрагидро-
фуране, тогда как в диметилформамиде преобладают нежелательные
побочные процессы. Такое ограничение суживает область применения
указанной реакции.

Очень интересным развитием метода смешанных ангидридов явилась
серия работ по применению производных 1,2-дигидрохинолина для син-
теза пептидов119-122. 1Ч-Этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолин,
легко получаемый из этилхлорформиата и хинолина, представляет собой
довольно стабильное соединение, не реагирующее с аминами; однако
при взаимодействии с карбоновыми кислотами легко образуются сме-
шанные ангидриды:

RCOOH +RCO—О—СООС 2 Н 6

N c

I I O ^ 4 R
COOC2H5 O = C

OC2H5

Поскольку реакция проводится в присутствии амина, смешанный ангид-
рид сразу же реагирует с ним, образуя амид (пептид). С применением
1\Г-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолина были синтезированы
различные пептиды с выходами, превышающими 90%. Рацемизация
определялась при синтезе этилового эфира бензоиллейцилглицина (тест
Янга), очень чувствительного пептида; однако рацемический продукт не
был обнаружен. При исследовании рацемизации другим, более точным
методом121) была обнаружена лишь минимальная рацемизация
(~0,2%). Такое своеобразное поведение смешанного ангидрида объяс-
няется тем, что по мере возникновения он сразу реагирует с аминоком-
понентом, так что время его жизни очень мало и побочные процессы не
проходят.

Описана полимерная модификация 1\Г-этоксикарбонил-2-этокси- 1,2-
дигидрохинолина 121. Полимер был получен сополимеризацией 6-изопро-
пенилхинолина со стиролом и затем превращен в активный реагент реак-
цией с этилхлорформиатом и этанолом. Полимерный реагент позволяет
легко и быстро синтезировать пептиды с выходом 84—92%. После реак-
ции полимер вновь может быть превращен в активный реагент.

Для применения в обычном твердофазном синтезе пептидов (метод
Меррифилда) рекомендован 1Ч-изобутоксикарбонил-2-изобутокси-1,2-
дигидрохинолин 122. Этот реагент столь же эффективен, как и N-зтокси-
карбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолин. С его помощью были получены
некоторые пептиды, содержащие серии, треонин, аспарагин с выходом
80—95%. В качестве примера использования его в твердофазном син-
тезе приведен синтез октапептида из Z(OCH3)—Asp(OBzl)—Phe—
Cys(Bzl)—Leu—Glu(OBzI)—Pro—ОН и Η—Gly—Ala—О-полимера
(четырехкратный избыток). Синтез проводили в течение 48 часов; вы-
ход близок к количественному. Для определения рацемизации исполь-
зовали дипептид Ас—Не—Gly—ОСН3

123, степень рацемизации оказа-
лась равной 4,1%. При синтезе трипептида Ζ—Gly—Ala—Leu—OBzl с
помощью ]\(-этоксикарбонил-2-этокси- 1,2-дигидрохинолина степень раце-
мизации составила всего лишь 0,2% 120.

Для ступенчатого синтеза пептидов предложено использовать инами-
ны R—С = С—NR/ 1 2 4 1 2 5 :

RCOOH + NH2R' + R'-CsC-NRj" -» RCONHR' + R"CH2CONR.T
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Реакцию ведут при 40° в тетрагидрофуране, выходы некоторых дипеп-
тидов составляют 83—99%. Однако попытка синтезировать Ζ—Leu—•
Phe—Val—OCH3 привели к плохому выходу трипептида (25%), причем
степень рацемизации высокая и в зависимости от температуры реакции
она колеблется от 17 до 27%. По-видимому, инамины в синтезе пепти-
дов нужно применять с осторожностью. Гораздо эффективнее было их
применение для получения симметричных ангидридов, используемых да-
лее для синтеза пептидов т .

Очень интересным реагентом для синтеза пептидов оказался дифе-
нилфосфорилазид127, легко получаемый из дифенилфосфорилхлорида и
азида натрия в ацетоне. Он представляет собой стабильную, невзрыво-
опасную жидкость, которую можно перегонять при пониженном давле-
нии. При действии его на раствор, содержащий карбоксильный и амин-
ный компонент, при 0° легко и с большим выходом получаются пептиды.

RCOOH + NH2R' + NSPO (OC9H5)2 -» RCONHR'

Предполагается, что промежуточным соединением является азид кар-
боновой кислоты RCON3. Это подтверждается тем, что при нагревании
карбоновой кислоты, дифенилфосфорилазида и спиртов получаются со-
ответствующие уретаны:

RCON3 -> RN=C=O R'°H-^ RNHCOOR'

Дифенилфосфорилазид является универсальным реагентом, позволяю-
щим синтезировать пептиды, содержащие практически любые амино-
кислоты с высоким выходом. С его помощью были синтезированы сле-
дующие пептиды (в скобках указан выход):

Z—Asn—Phe—ОСН3 (80%); Ζ—Gin—Ser—OCH3 (80% 1
Ζ—Val—Туг—ОСН3 (69%); Ζ—Thr— Phe—ОСН. (72,5%);

Z - M e t - G l y - O C 2 H 8 (У0%); Boc-Trp-Gly-OC 2 H 6 (89,5%);
Ζ—Arg(NO2)—Leu—OCH3 (83%); Z—His—Leu—OCH3 (95%).

Z—Leu—Leu—Val—Phe—OCH3 (87%);

Рацемизация не была замечена при синтезе тетрапептида Ζ—Leu—
Leu—Val—Phe—OCH3, однако тест Янга показал степень рацемизации
около 5%. 3

IV. ДРУГИЕ МЕТОДЫ АКТИВИРОВАНИЯ КАРБОКСИЛЬНОЙ ГРУППЫ

Большое значение в синтезе пептидов имеют смешанные ангидриды,
получаемые на основе эфиров хлоругольных кислот. Несмотря на то,
что метод смешанных ангидридов был разработан в начале пятидесятых
годов, интерес к нему не ослабевает до сих пор; довольно часто появ-
ляются новые работы, в которых предлагаются новые варианты ме-
тода.

Представляет интерес новый способ получения смешанных ангидри-
дов, основанный на применении стабильных солей N-алкоксикарбонил-
Ν,Ν,Ν-триалкиламмония128. Некоторые соли этого типа являются до-
вольно стабильными веществами и могут быть использованы для обра-
зования смешанных ангидридов N-ациламинокислот, например:

BF;R3N-COC4He + ZNHCHR'COOH -» ZNHCHR'CO-O-CO-OC4H9

I!
О

Таким способом были синтезированы некоторые ди- и трипептиды с вы-
ходом 70—97%.
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Другим примером нового способа синтеза смешанных ангидридов
является использование производных дигидрохинолина, которые рас-
сматривались в III разделе И9~122.

Среди методических разработок, посвященных применению смешан-
ных ангидридов, следует выделить метод, основанный на применении
большого избытка смешанного ангидрида12L>. Такой подход позволяет
синтезировать пептиды с выходом, близким к количественному, и про-
водить процесс без выделения и очистки промежуточных пептидов.
Метод был успешно применен для синтеза фрагмента гормона роста т,
секретина 12Э и других пептидов.

Несмотря на то, что смешанные ангидриды с некоторыми карбоно-
выми и алкилугольными кислотами давно вошли в пептидную химию и
завоевали всеобщее признание благодаря своей высокой реакционно-
способности и простоте получения, до сих пор не прекращаются поиски
новых видов смешанных ангидридов. Необходимость таких поисков вы-
звана, вероятно, нестабильностью смешанных ангидридов и побочными
реакциями в ряде случаев. Правда, новых видов смешанных ангидридов
не так много и они вряд ли могут конкурировать с общепризнанными
смешанными ангидридами.

Одним из таких вновь предложенных смешанных ангидридов явля-
ется соединение, получаемое при взаимодействии ангидрида пара-то-
луолсульфокислоты с гексаметилтриамидом фосфорной кислоты I 3 i:

[(СН£)„ Ν],, РО + Tos2O -» [(CH 3 ) 2 N] 3 P-O-P[N(CH 3 ) 2 ] 3 · 2TosO ->

—•> R C O - O - P [Ν (CH3)2]3 TosO - ^ - ^ - » RCONHR'+ [(CH3)8N]3PO

Образующийся тозилат ацилокси-г/рмс-(диметиламино)фосфония до-
вольно устойчив в растворе и быстро реагирует с аминокомпонентом,
образуя пептиды с высоким выходом для большинства аминокислот
(81—96%). Алифатические гидроксилсодержащие аминокислоты (се-
рии, треонин) нельзя использовать в этой реакции без защиты гидро-
ксильной группы. Гистидин также дает неудовлетворительные резуль-
таты. Очень интересным фактом является отсутствие рацемизации
(меньше 1 % ) , что, по-видимому, объясняется невозможностью образова-
ния оксазолонового цикла из-за стерических препятствий, вызываемых
диметиламиногруппами. В то же время присутствие в растворе ионов
хлора или брома может способствовать появлению рацемического про-
дукта, что отмечалось раньше 132.

Отсутствие рацемизации позволило применить этот метод для соеди-
нения крупных пептидных фрагментов. С выходом 84% был получен
гексапептид Ζ—Не—Gly—Val Gly—Ala—Pro—NH2 (удлиненная чер-
та означает место соединения фрагментов), с выходом 86% получен
октапептид Ζ—Gly—Leu—Leu—Gly—Gly Phe—Ala—Gly—OCH3, и с
выходом 81%—октапептид Ζ—Thr(трет-But)—Ala——He—Gly—Val—
Gly—Ala—Pro—NH2. Реакцию проводят в гексаметилтриамиде фосфор-
ной кислоты, который является хорошим растворителем для различных
пептидов. Не столь эффективными оказались смешанные ангидриды на
основе борной кислоты 133, например:

RCOO + С1В(ОСН3)2 -»· RCOOB (OCH3)2

 R'NH'-^ RCONHR'

Выдерживая натриевую соль бензоилфенилаланина с хлордиметокси-
бораном 18 часов при комнатной температуре и вводя затем в смесь
свежеперегнанный этиловый эфир глицина, получили пептид Bz—L—
Phe—Gly—ОС2Н5 с выходом 31%. Аналогичная реакция при 55° привела
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к образованию рацемата. Смешанный ангидрид — ацилоксидиметоксибо ·
ран — претерпевает ряд превращений, например, образует триацилокси-
боран (RCOO)3B, симметричный ангидрид RCOOCOR и другие продук
ты. Все это обуславливает низкие выходы пептидов134. Оригинальным
использованием сахарина является применение его для синтеза смешан-
ных ангидридов с ациламинокислотами ' " :

0 ,O-C_R °

RCOOH + NH -*
/Ч/ \ ° /Ч/ \

N > I N - C O R

4/\s/

О О 0 0 0 0

Смешанные ангидриды получают с помощью карбодиимида или хло-
ристого тионила с выходом 74—95%. Они представляют собой легко кри-
сталлизующиеся, высокоплавкие соединения, отличающиеся значитель-
ной стабильностью при хранении. Вместе с тем они обладают высокой
реакционноспособностью, легко реагируют при 0° с амзшокомпонентами,
образуя пептиды с выходом 86—95%· Их можно использовать для син-
теза пептидов в водной среде, используя растворы аминокислот и пепти-
дов в водном растворе бикарбоната калия. Выходы пептидов при этом
составляют 63—95%· Выделяющийся при реакции сахарин легко отмы-
вается водой.

Представляет интерес применение для синтеза пептидов ацилгуани-
дина 136. Ацилгуанидины получают с хорошим выходом при реакции ме-
тиловых эфиров ациламинокислот со свободным гуанидином. Ацилгуани-
дины представляют собой кристаллические соединения с довольно вы-
сокой температурой плавления (150—190°), растворимые в полярных
растворителях. Они довольно хорошо реагируют с аминами, образуя ами-
ды (пептиды); при этом предполагается протонирование гуапидина.

NH NH* NH^

RCO-NH-C—NH2 ——-^ R-CO—NH—С—NH2

 N H g R '-> RCONHR' + NH2CNH_,

Реакцию проводят в водной или в водноорганической среде при комнат-
ной температуре при рН 8. Выходы дипептидов составляют 68—90%.

Сравнительно невысокие выходы пептидов и полная рацемизация от-
мечены при использовании эфиров полифосфорной кислоты (С 2 Н 5 О 3 Р) Г 1

1 3 7 .
Синтез пептидов проводился при кипении раствора (СНС13, C H 3 C N ) ,
выходы пептидов не превышали 75%, причем были синтезированы пеп-
тиды сравнительно простых аминокислот: глицина, аланина, фенилала-
нина и лейцина. Метод вряд ли может найти применение для синтеза
даже небольших пептидов из-за слишком жестких условий конденсации.
Описано применение для синтеза пептидов гексахлороциклотрифосфа-
триазена, который может реагировать с двумя молекулами ациламино-
кислоты, образуя своеобразный смешанный ангидрид 1 2 8 :

ci4 / N \ п cix / Ν \ χι
Чр / ^Р Р(

\c i \ O-COR

NN NN

ci ci ci OCOR

2RCONHR'
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Очень эффективными оказались симметричные ангидриды Вос-ами-
нокислот, получаемые с помощью инаминов при О0126:

2R-COOH + CH3CsC-N (C2HS)2 -» RCOOCOR + CH3CH2CON (C2H6)2

либо с помощью фосгена при —40°136·137. Реакция симметричных ангид-
ридов с аминокомпонентом заканчивается за 10—30 минут. Все это по-
зволяет одно пептидное сочетание проводить каждые 2—3 часа с выхо-
дом более 90% на каждой стадии. Избыток ангидрида (используют по-
луторакратный избыток) и Вос-аминокислота, образовавшаяся при
реакции, могут легко регенерироваться после промывки раствором би-
карбоната натрия. Используя симметричные ангидриды, удалось быстро
и с хорошим выходом синтезировать нонапептид Вое—Leu—Не—Не—
Leu—Val—Pro—Pro—Phe—Phe—OBzl без выделения и идентификации
промежуточных продуктов 126.

Симметричные ангидриды трег-бутилоксикарбониламинокислот ока-
зались удобными реагентами для синтеза пептидов на полимерном но-
сителе141. Применение ангидридов обеспечивает высокий выход на каж-
дой стадии. Преимуществом такого синтеза является также то, что воз-
можна сравнительно простая регенерация избытка ангидрида. С исполь-
зованием симметричных ангидридов был синтезирован линейный дека-
пептид, соответствующий антаманиду, с выходом 96%.

Очень продуктивным оказалось применение для синтеза, пептидов
внутренних ангидридов — N-карбоксиангидридов, легко получаемых из
аминокислот действием фосгена142. До недавнего времени N-карбокси-
ангидриды использовались в основном для получения полипептидов и
статистических сополипептидов. Оказалось, что в строго контролируе-
мых условиях N-карбо'Ксиангидриды можно использовать для ступенча-
того синтеза пептидов в водной среде 142~145:

О

I
NH

I!

\ _____ η τ τ ίηη _гт 4 С

О + NHXHR2COO -> R'-CH-CONHCHR'COO -
4 / ' I
X C / NHCOO

II

о
-> NH 3 CHR'CONHCHR 2 CO6"+ CO2

Для эффективного синтеза необходимо поддерживать значение рН в
узких пределах, так как при рН<10 карбамат дипептида уже теряет
СО2 и образующийся дипептид может реагировать с N-карбоксиангид-
ридом, давая побочный продукт. С другой стороны при рН>1'0,5 имеют
место гидролиз N-карбоксиангидрида и другие побочные реакции. При
строгом поддержании рН 10,2—10,5 синтез пептидов протекает с очень
большой скоростью. Важно, что из всех аминокислот лишь лизин и ци-
стеин нуждаются в защите боковых групп. С помощью N-карбоксиан-
гидридов С-концевой тетрапептид гастрина Η—Тгр—Met—Asp—Phe—
NH2 был синтезирован в течение одного часа. Для некоторых аминокис-
лот (например, гистидина и глицина) целесообразно использовать тио-
аналоги N-карбоксиангидридов (тиазолидиндионы-2,5)146'147:

xs



Методы синтеза пептидов 875

В этом случае пептидный синтез можно вести при меньших рН. Метод
N-карбоксиангидридов выгодно применять для синтеза пептидных
фрагментов, состоящих из 4—8 аминокислотных остатков. Этот метод
был успешно применен для синтеза фрагментов рибонуклеазы 148.

Неудобством этого метода является низкая стабильность N-карбо-
ксиангидридов, их нельзя синтезировать впрок и долго хранить. Кроме
того, встречаются серьезные трудности при синтезе некоторых N-карбо-
ксиангидридов и их тиоаналогов. В последнее время предприняты уси-
лия с целью преодоления отмеченных трудностей. Оказалось, что N-кар-
боксиангидриды, несущие заместитель при азоте, гораздо стабильнее
незамещенных N-карбоксиангидридов; они не полимеризуются и в то же
время легко реагируют с аминокомпонентами, образуя N-защищенные
пептиды.
В качестве защитной группы были использованы: NPS 1 4 9 · 1 5 0 , бензил,
2,4-диметоксибензил, 2,4,6-триметоксибензил, бензгидрил, 4,4-димето-
ксибензгидрил и 9-ксантенил1М. Защищенные N-карбоксиангидриды
синтезировали либо из незащищенных N-карбоксиангидридо'В14Э, либо
из защищенных аминокислот и фосгена1М. С помощью защищенных
N-карбоксиангидридов были синтезированы некоторые небольшие пеп-
тиды как в растворе, так и на нерастворимом полимерном носителе,
выход пептидов в отдельных случаях был очень высокий 15°.
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