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I. ВВЕДЕНИЕ

В развитии пептидной химии можно выделить два основных направ-
ления: совершенствование методов образования пептидной связи и раз-
работка новых, более удобных защитных группировок. Успехи, достиг-
нутые в этой области за последнее время, позволили значительно упро-
стить синтез и повысить его эффективность.

В настоящем обзоре рассмотрено современное состояние вопроса ис-
пользования N-защнтных группировок при синтезе пептидов классиче-
ским и твердофазным методами.

Несмотря на наличие таких способов деблокирования, как каталити-
ческое гидрирование, электрохимическое восстановление, действие нат-
рия в жидком аммиаке, облучение ультрафиолетовым светом и т. д.,
большинство защитных групп может быть отнесено либо к кислотно-,
либо к щелочнолабнльным. В дальнейшем мы будем придерживаться
такого условного деления, рассматривая другие методы удаления защи-
ты только в тех случаях, когда они представляют особый интерес. При-
ведено лишь краткое описание традиционно используемых защитных
групп, а некоторые из них вообще не рассматриваются, поскольку их
свойства неоднократно обсуждались в литературе [1—5].

II. КИСЛОТНОЛАБИЛЬНЫЕ ЗАЩИТНЫЕ ГРУППЫ

Первой кислотнолабильной защитной группой, получившей широкое,
практическое применение и оказавшей большое влияние на развитие
пептидного синтеза, явилась предложенная в 1932 г. Бергманном и Зер
асом бензилокенкарбонильная группа [6]. Простота получения и до-

.; тупность бензилоксикарбопильных производных, их повышенная устой-
чивость к рацемизации, многообразие методов деблокирования (дейст-
вием бромистого водорода в уксусной кислоте, действием натрия в жид-
ком аммиаке, каталитическим гидрогенолизом, облучением ультрафио-
летовым светом)—основные причины популярности этой защитной
группы.

Сравнительно недавно были разработаны новые методы удаления
бензилоксикарбонилыюй защитной группы, которые обладают рядом
преимуществ по сравнению с традиционно используемыми.

В 1977 г. автором работы [7] предложен способ гидрирования с пе-
реносом водорода, оказавшийся удобным при восстановлении нитроаро-
матических соединений. В том же году он был применен для удаления
ряда защитных группировок, включая и бензилоксикарбонильную груп-
пу в классическом пептидном синтезе [8], а в дальнейшем и в синтезе
твердофазным методом [9]. Оказалось, что в этом случае удаление за-
щитных групп происходит значительно быстрее и, кроме того, удается
избежать образования побочных продуктов при деблокировании нитро-
аргининсодержащих пептидов.
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В первоначальном варианте гидрирование с переносом водорода сво-
дилось к кипячению в течение нескольких часов раствора защищенного
производного в этаноле, в присутствии циклогексена π палладия на угле
или палладисвой черни. Однако кипячение раствора пептида, само по
себе нежелательное, становится особенно опасным при наличии таких
защитных групп, как трег-бутилоксикарбонильная и трет-бутиловые эфи-
ры в связи с возможностью их отщепления.

Как было показано авторами работы [10], эти трудности могут быть
преодолены при использовании в качестве донора водорода циклогекса-
диена-1,4. В этом случае в присутствии палладия на угле деблокирова-
ние осуществляется при комнатной температуре за 1,5—2 ч, а примене-
ние палладиевой черни позволяет полностью удалить защитную группу
за 5 мин. Метод оказался пригодным и в случае производных некото-
рых серусодержащих аминокислот, в частности метионина.

В 1979 г. предложен еще один вариант гидрирования с переносом
водорода, который предусматривает использование в качестве донора
водорода муравьиной кислоты [11]. Бензилоксикарбопильная группа
удаляется действием 4,4%-ного раствора муравьиной кислоты в мета-
ноле в присутствии палладиевой черни, в атмосфере азота, или путем
пропускания раствора защищенного производного в метаноле, содер-
жащем 4,4% муравьиной кислоты через колонку с палладиевой чернью.
Причем время отщепления бензилоксикарбонильной группы в большин-
стве случаев не превышает 10 мин; кроме того такой способ гидрирова-
ния сильно сокращает время отщепления О-бензильных групп.

Таким образом, гидрирование с переносом водорода позволяет быст-
ро и эффективно осуществлять удаление бензилоксикарбонилыгой груп-
пы и ряда других защитных группировок.

Не менее важную роль в пептидном синтезе играет грег-бутилокси-
карбонильная группа, которая является родоначальником поколения
кислотнолабильных групп, отщепляемых в мягких условиях. Благодаря
появлению этой группировки [12] значительно расширились возможно-
сти как классического, так и твердофазного методов синтеза пептидов.

Первоначально для введения защитной группы использовался либо
метод Шнабеля [13], либо метод Швицера [14], в которых ацилирова-
ние аминогруппы проводят действием соответствующего азида. В по-
следние годы, однако, наметилась тенденция к поиску более эффектив-
ных методов и реагентов для получения защищенных производных.
Здесь можно отметить применение таких систем, как трег-бутилоксикар-
бонилазид — триэтиламин [15], грег-бутилоксикарбонилазид— имида-
зол и трег-бутилоксикарбонилазид— 1,1,3,3-тетраметилгуанидин— 1,2,4-
триазол [16]. В последнем случае метод настолько эффективен, что по-
зволяет получать полностью защищенные производные инсулина непо-
средственным ацилированием природного гормона, причем выход про-
дуктов реакции превышает 90%.

Сравнительно недавно для введения рассматриваемой защитной
группы было предложено использовать ди-трет-бутилпирокарбонат [17].
Применение этого реагента позволило значительно упростить способ
получения и повысить доступность соответствующих производных. Как
показали дальнейшие исследования, метод пригоден и в случае некото-
рых других защитных группировок [ 18].

Согласно методике, предложенной авторами работ [17, 18], получе-
ние производных аминокислот сводится к их обработке ди-грег-бутилпи-
рокарбонатом в системе изопропиловый спирт — вода в присутствии три-
этиламина в течение 30 мин при комнатной температуре. Реакция про-
текает с высоким выходом (~90%) и образующиеся продукты, как пра-
вило, не нуждаются в дальнейшей очистке.

С момента появления грет-бутилоксикарбонильной защиты по суще-
ству начинается развитие твердофазного пептидного синтеза. Использо-
вание бензилоксикарбонильной защитной группы позволило Меррифиль-
ду провести синтез лишь коротких модельных пептидов [19] из-за про-
текания побочной реакции расщепления связи пептид — полимер в
процессе деблокирования при кислых значениях рН. Вместе с тем в
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случае грег-бутилоксикарбонильной защиты в условиях, обеспечиваю-
щих практически количественное удаление этой группы, степень расщеп-
ления С-концевого бензилового эфира составляет 1—2% [20]. Благодаря
этому удалось осуществить ступенчатый синтез рибонуклеазы А
(124 аминокислотных остатка) твердофазным методом [21].

В классическом пептидном синтезе грег-бутилоксикарбонильная за-
щита α-аминогруппы аминокислот обычно используется в комбинации
со следующими группировками для блокирования боковых функцио-
нальных групп аминокислот: нитро- или тозилыюй групп для гуаноиди-
новой группы аргинина; бензилоксикарбонильной группы для ε-амино-
группы лизина; бензилыюй для имидазольного азота гистидина и сульф-
гидрильной группы цистеина; бензиловыми эфирами для карбоксильных
групп глутаминовой и аспарагиновой кислот (и С-концевой карбоксиль-
ной группы), гидроксильных групп серина, треонина и тирозина.

Таким образом, при соответствующем выборе прочих защитных груп-
пировок трет-бутилоксикарбонильная группа может с успехом исполь-
зоваться при синтезе пептидов самой разнообразной последовательности
как классическим, так и твердофазным методами.

Тем не менее можно отметить ряд специфических трудностей, воз-
никающих при использовании этой защитной группы. Достаточно упо-
мянуть проблему избирательности при блокировании а- и ε-аминогрупп
лизина [22] и трег-бутилирование триптофансодержащих пептидов, про-
исходящее при удалении грег-бутилоксикарбоиильной группировки [23—
25]. Поэтому появилась необходимость разработки N-защитных групп
более кислотнолабильных, чем грег-бутилоксикарбонильная, а также
групп, которые могут быть селективно удалены в присутствии трет-бу-
тилоксикарбонилыюй защиты и грег-бутиловых эфиров, используемых
для блокирования боковых функциональных групп аминокислот или
С-концевой карбоксильной функции.

Стабильность такого рода группировок к действию кислот и меха-
низм их отщепления были подробно исследованы в 1968 г. авторами ра-
боты [26]. На примере различных групп алкилыюго и уретанового типа
было показано, что скорость их ацидолитического расщепления зависит
от стабильности образующегося карбониевого иона и кислотности реак-
ционной среды. При этом, скорость удаления некоторых защитных групп
оказалась в 60 000 раз выше по сравнению с тр<?г-бутилоксикарбониль-
ной группой (см. табл. 1). К сожалению, большая их часть непригодна
к использованию в пептидном синтезе из-за неустойчивости азидов или
хлорформиатов, используемых в качестве реагентов для введения за-
щиты. Поэтому авторы остановились на дифенилизопропилоксикарбо-
нильной группировке [27], скорость отщепления которой в 3000 раз
больше, чем трег-бутилоксикарбопильной. Для введения этой защитной
группы было предложено использовать взаимодействие соответствующе-
го азида или фенилкарбоната с эфирами или солями аминокислот. При
проведении деблокирования оказалось возможным применение разбав-
ленной уксусной кислоты и других слабых кислотных реагентов, что по-
зволяет сохранить присутствующие в наращиваемой пептидной цепи дру-
гие кислотнолабильные группировки, особенно грег-бутплоксикарбониль-
ные и трет-бутиловые эфиры. При этом, благодаря большому различию в
скоростях отщепления бензилоксикарбонильной и дифенилизопропил-
оксикарбонильной защиты может быть решена проблема избирательно-
сти для трифункциональиых аминокислот.

К недостаткам рассматриваемой защитной группы наряду с трудно-
доступностью исходных реагентов для ее получения можно отнести и
слишком высокую кислотнолабильность, в связи с чем соответствующие
производные аминокислот приходится хранить в виде дициклогексил-
аммониевых солей. Теоретически возможно даже удаление дифенилизо-
пропилоксикарбонильной защиты (ВРОС) в ходе реакции образования
пептидной связи, под воздействием СООН-группы карбоксильного ком-
понента [28], что может привести к удвоению вводимого аминокислот-

1 КДИ — дициклогексилкарбодиимид.
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ТАБЛИЦА 1
Время 50%-ного расщепления ( T 5 O ) R H N C H 2 C O O Y ( Y = C 2 H 5 )

80%-ной СНзСООН при 22—25° С [26]

R

(СНз)зСОСО
/ = \

)=\/сн-°-со

CH^= СН—С (СН3) 2-О-СО

~ ^ /СН—О—СО
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1 мин:

4 мин

28 дней**"

— 12 дней

' Отщепление прошло меньше, чем на 0J%,

R R1R1 R

BPOC=HN-CH-COOH + H2N-CH-COOR2 -^--, BPOC-HN-CH-CO-NH-CH—
R R R1
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-COOR2 У ν H2N-CH-CO-NH-CH-COOR2 -+
R R 1

к д и I I
BPoc-aN-cH-eooH~* BP°C-(HN-CHCO)2-HN-CHCOOR2

I
R

Однако до сих пор таких случаев отмечено не было.
В связи с тем, что дифенилизопропилоксикарбонильная группировка

представляет несомненный интерес с точки зрения использования ее в
пептидном синтезе, уместно остановиться на вопросе получения исход-
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ных реагентов для введения этой защиты. В частности, являющийся ис-
ходным соединением при синтезе соответствующего азида или фенил-
карбоната спирт может быть получен следующим путем [29]:

CHjMgl

Рассмотрим далее механизмы кислотно-катализируемого отщепления
защитных групп алкильного и уретанового типа и вытекающие отсюда
практические выводы.

В случае группировок алкильного типа расщепление под действием
кислот, по-видимому, протекает по механизму, включающему протони-
рование азота α-аминогруппы с последующим удалением алкильного
остатка в виде соответствующего карбониевого иона:

Rl R1 R1

I
R-HN-CH-COOR2 н©

R-HN-CH-COOR2 - R® + H2N-CH-COOR2

Η
На это указывает уже тот факт, что при детритилировании пептидов
действием этанольного раствора хлористого водорода в безводных усло-
виях кроме хлоргидрата соответствующего пептида образуется тритил-
этиловый эфир, а в присутствии воды — трифенилкарбинол [30].

Очевидно, что в данном случае скорость отщепления защитной груп-
пировки будет определяться стабильностью образующегося карбониево-
го иона. Поэтому из известных групп рассматриваемого типа тритильная
группа наиболее легко удаляется под действием кислот. Несмотря на
это тритильная защита не нашла широкого применения в пептидном
синтезе для блокирования α-аминофункции из-за создаваемых ею сте-
рических препятствий и связанных с этим трудностей получения соответ-
ствующих производных. Но применяется для блокирования функцио-
нальных групп в боковых цепях аминокислот (в основном — меркапто-
группы цистеина).

По-видимому, существует возможность использования защитных
групп с меньшим числом фенильных радикалов, содержащих в ядре
электродонорные заместители (см. табл. 1), а замена фенильного ради-
кала на метил позволяет осуществлять стабилизацию карбкатиона пу-
тем образования олефина. Не исключено, однако, что в последнем слу-
чае может встать вопрос о стабильности и реакционной способности
галогенпроизводных, используемых для введения таких группировок.

При кислотном расщеплении защитных групп уретанового типа воз-
можны два механизма реакции [31]. Структуры, родственные бензилок-
сикарбонильной группе, реагируют по бимолекулярному механизму, род-
ственные грег-бутилоксикарбонильной группе — по мономолекулярному:

ТАБЛИЦА 2
Время 50%-ного расщепления (т 5 0 ) различных N-защитных групп

в случае деблокирования производных фенилаланина [34]

Защитная группа

^ \ — СН2—О—СО

\_сн2-о-со
СНз

τ 6 0 (25°

CF3COOH

300

40

2

С, кип)

НС ООН

—

Защитная группа

(СНз)з-С-О-СО

СХ°-со

СНз

")-С(СНз)-О-СО

τ 5 ο (25°

CF3COOH

1*

1*

С, мин)

НСООН

4

2

1,5

ВреЫя полного отщепления.
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R1

: R — O — C — HN—CH—COOH 2 --'i—>· R — 0 — C —UN—'CH—COORZ

R ! R1

R — О — С — Η Ν — C H — C O O R - - ^ R-^-O—C—HN—CH—С001Г

OH OH

HOH R ! R1

R — 0 — C — H . \ — C H — C O O R 2 олефин •< R® + C0 2 + H 2 N—CH—COOR 2

он н,о| " j

ROH i

R — 0 ^ - C — N H — C H — C O O R 2

Η он

1
R1

ИОН + C02 + H3N—CH—COOR2

Отсюда следует, что группировки первого типа будут удаляться с тем
большей скоростью, чем выше электронная плотность в бензольном яд-
ре. Действительно, как показали авторы статьи [32], скорость расщепле-
ния бромистым водородом в уксусной кислоте яара-замещенных произ-
водных бензилоксикарбонильной группы изменяется следующим обра-
зом:

СН3О > С8Н5 ~ СН3 > Η > F > С1 > Ν02

В случае группировок второго типа существует корреляция между
скоростью отщепления защитных групп и скоростью сольволиза соответ-
ствующих тозилатов [33, 34]. Полученные данные приведены в табл. 2.

Проведенное исследование позволило авторам работы [34] предло-
жить новую защитную группировку— 1-метилциклобутилоксикарбониль-
ную, которая устойчива в 50%-ной ускусной кислоте и удаляется дейст-
вием трифторуксусной кислоты менее чем за 30 мин. Повышенная ста-
бильность по отношению к водной уксусной кислоте, которая обычно
используется в качестве растворителя при очистке высших пептидов,
дает этой группе некоторые преимущества по сравнению с трет-бутил-
оксикарбонильной защитой.

Если сопоставить данные табл. 1 и 2, то можно сделать следующие
выводы: 1) скорость кислотно-катализируемого отщепления резко воз-
растает при переходе от бимолекулярного механизма к мономолекуляр-
ному; 2) введение заместителей, способствующих делокализации или
уменьшению положительного заряда образующегося карбкатиона, при-
водит к увеличению скорости отщепления; 3) наличие метильной группы
при атоме углерода, несущем положительный заряд, также увеличивает
скорость отщепления, благодаря стабилизации карбкатиона путем обра-
зования олефина.

Следует отметить, что образование карбониевых ионов в процессе
удаления защитных групп рассматриваемого типа является источником
таких крайне нежелательных побочных реакций, как алкилирование
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остатков метионина и триптофана [35], входящих в состав синтезируе-
мого пептида. Например Вюнш указывает, что деблокирование фтори-
стым водородом как в классическом, так и твердофазном синтезе благо-
приятствует протеканию побочных реакций с участием остатков трипто-
фана даже в присутствии добавок веществ, снижающих побочные ре-
акции [36]. В ряде работ также указывается, что применение добавок
типа меркаптоэтанола, анизола, тионизола, 1,2-этандитиола, скатола
и т. п. далеко не всегда гарантирует отсутствие побочных процессов
[37—39].

Возвращаясь к рассмотрению кислотнолабильных N-защитных груп-
пировок, остановимся на некоторых из них, которые не нашли ΐηπροκοιυ
применения в пептидном синтезе, по благодаря тем или иным преимуще-
ствам могут оказаться весьма ценными при синтезе пептидов.

Здесь, прежде всего, можно отметить орто-нитрофенилсульфениль-
ную защиту [40], которая с успехом применялась при синтезе аналогов
окситоцина [41]. Соответствующие защищенные производные обычно
получают с помощью о-нитрофенилсульфенилхлорида, хотя недавно бы-
ло предложено использовать о-нитрофенилтиоцианат [42]. Последний
более стабилен при хранении и вступает в реакцию с аминокислотами
в присутствии нитрата серебра при рН 6—9, с хорошим выходом.
В 1979 г. Чипенсом и сотрудниками был разработан новый метод полу-
чения о-нитрофенилсульфенилхлорида и онитрофенилсульфениламиио-
кислот [43]. Оказалось, что при проведении хлорирования 2,2-динитро-
дифенилдисульфида с помощью хлористого сульфурила в хлористом
метилене при 40—45° С удается избежать образования примесей.

орто-Нитрофенилеульфенильпая защитная группа может быть селек-
тивно удалена в присутствии трет-бутиловых эфиров с помощью раство-
ра хлористого водорода в диэтиловом эфире.

Авторы работы [44] предложили использовать адамантилоксикарбо-
нильную группировку. Введение защиты осуществляется с помощью
адамантилоксикарбонилхлорформиата, который может быть получен из
соответствующего спирта действием избытка фосгена в бензольном рас-
творе в присутствии пиридина. Реакция с аминокислотами протекает при
охлаждении или при комнатной температуре в течение короткого време-
ни. Защитная группа удаляется действием трифторуксусной кислоты в
течение 15 мин, причем адамантан образует стабильный карбониевый
ион, который может вступать в реакцию с анионом из окружающей сре-
ды, но не способен к потере протона с образованием олефина.

Авторами [44] также отмечено, что адамантилоксикарбонильные про-
изводные являются нингидрин-положителыгыми при нагревании до
100° С. Интересен также тот факт, что адамантилоксикарбонилхлорид
может быть использован в качестве конденсирующего агента при син-
тезе методом смешанных ангидридов, однако такой способ образования
пептидной связи особой ценности не представляет.

В 1967 г. была предложена грет-амилоксикарбонильная защита [45].
В отличие от трег-бутилоксикарбопильпой группы для ее введения ока-
залось возможным использовать соответствующий хлорформиат. Реак-
цию проводят с эфиром аминокислоты и полученное производное омы-
ляют или превращают в гидразид. В качестве реагента для введения
защиты может применяться и гр<?г-амилоксикарбонилазид или дк-трет-
амилпирокарбонат. Рассматриваемая группировка по свойствам прак-
тически не отличается от грег-бутилоксикарбонилыюй защиты.

Авторами работы [46] была изучена возможность применения α,α-ди-
метил-3,5-диметоксибензилоксикарбонилыюй защитной группы. В даль-
нейшем эта группировка широко использовалась при синтезе пептидов
как классическим, так и твердофазным методами [47, 48]. Был разра-
ботан способ получения а,а-диметил-3,5-димстоксибензилоксикарбонил-
азида и соответствующих смешанных фенилкарбонатов из 3,5-диметок-
сибензойной кислоты по схеме (выходы на всех стадиях не ниже 80%):
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Эти реагенты вводятся в реакцию с солями аминокислот и тритоном
Б в безводном пиридине. Защитную группу можно селективно удалять
в присутствии трег-бутилоксикарбонильной группировки и трет-бутило-
вых эфиров действием 1—5% -ной трифторуксусной кислоты в хлористом
метилене в течение 8—30 мин. При этом оказалось, что скорости ацидо-
литического отщепления трег-бутилоксикарбонилыюй, а,а-диметил-3,5-
диметоксибензилоксикарбопнлыюй и 2-(п-дифенил)-изопропилоксикар-
бонилыюй группировок относятся как 1 : 1400 : 3000. Предложенная за-
щита является также фотолабильной, что позволяет удалять ее ультра-
фиолетовым облучением. Защищенные производные термолабильны и
дают положительную реакцию с нингидрином при нагревании до 100° С.
Применение рассматриваемой группировки при синтезе методом сме-
шанных ангидридов позволяет значительно упростить все операции и,
кроме того, избежать отмечавшиеся в ряде случаев побочные реакции
для пролинсодержащнх пептидов [49].

Из последних разработок в области применения кислотнолабильных
N-защитных групп можно отметить 1-(1-адамантил)-1-метилэтоксикар-
бонильную защиту [50]. В качестве реагента для введения этой группы
применяют фенилкарбопат, который синтезируют из 1-адамантилкарбо-
новой кислоты. Реакция с аминокислотами проводится в диметилформ-
амиде при 50°С. Деблокирование производят действием 3%-ной три-
фторуксусной кислоты в хлористом метилене в течение 2—3 мин.

Другие кислотполабильпые N-защитные группировки либо не нашли
широкого применения в пептидном синтезе, либо представляют чисто
теоретический интерес.

В заключение следует отметить, что защитные группы, отщепляемые
в мягких кислотных условиях, играют важную роль в классическом и
особенно в твердофазном пептидном синтезе. Применение их для защи-
ты N-конца в синтезе полипептидов позволяет использовать для блоки-
рования функциональных групп в боковых цепях аминокислот, не только
такие сравнительно стабильные группы, как бензилоксикарбонильная,
по и группировки типа грет-бутилоксикарбонильной и грег-бутиловых
эфиров. Благодаря этому упрощается как выполнение операций в ходе
наращивания пептидной цепи, так и проведение стадии деблокирования.

III. ЩЕЛОЧНОЛАБИЛЬНЫЕ N-ЗАЩИТНЫЕ ГРУППЫ

Следует отметить, что в настоящее время лишь несколько щелочно-
лабильных группировок такого рода используются в пептидном синтезе.
Однако полученные результаты свидетельствуют о том, что поиск защит-
ных групп, отщепляемых в мягких щелочных условиях, является весьма
перспективным направлением развития пептидной химии. Действитель-
но, появление таких защитных группировок позволило бы избежать
трудностей, возникающих при деблокировании действием кислот метио-
нин- и триптофансодержащих пептидов, а их применение в комбинации
с кислотнолабильными защитами для функциональных групп в боковых
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радикалах аминокислот значительно расширило бы возможности пеп-
тидного синтеза.

Первым шагом в этом направлении явилось использование трифтор-
ацетильной защиты [51]. Трифторацетиламинокислоты могут быть по-
лучены действием на аминокислоты трифторуксусного ангидрида в без-
водной трифторуксусной кислоте или аминолизом эфиров трифторуксус-
ной кислоты, а для удаления защитной группы можно применять обра-
ботку водным аммиаком, едким натром, гидроокисью бария или взаимо-

действием с основными ионообменными смолами.
К сожалению, уже в процессе получения защищенных производных

аминокислот возможен целый ряд побочных реакций, кроме того, в опре-
деленных условиях наблюдаются перегруппировки с образованием аз-
лактонов, что приводит к рацемизации защищаемого аминокислотного
остатка. Поэтому трифторацетильные производные используются в ос-
новном только в газохроматографическом анализе при установлении
аминокислотной последовательности или определении степени рацемиза-
ции [52,53].

В настоящее время в пептидном синтезе все более широкое приме-
нение находит 9-флуоренилметоксикарбонильная защита, разработан-
ная в 1970 г. [54]. Для введения этой группировки авторы применяют
соответствующий азид или хлорформиат в водном диоксане в присутст-
вии бикарбоната или карбоната натрия.

Исходным соединением при синтезе реагентов для введения данной
защитной группировки является 9-флуорепилметанол. Последний отно-
сится к сравнительно малодоступным соединениям, однако он может
быть легко получен из флуорена по следующей схеме [62]:

НСОК
: \ //^

Ц H C O O C 2 H S

Η с , н 5 о к

НОС СН 2 ОН СН2ОН

-I- НСООН

Выход конечного продукта более 67%. Промежуточно образующийся
9-формилфлуорен можно, по-видимому, не выделять в чистом виде.

Деблокирование защищенных аминокислот или пептидов произво-
дится действием жидкого аммиака, этаноламина, морфолина или сход-
ных аминов. В последнее время было предложено использовать для
этой цели пиперидин, связанный с полистиролом [55], или другие поли-
мерные основания [56]. По данным работы [54] 9-флуоренилметокси-
карбонильная группа стабильна в условиях обработки бромистым или
хлористым водородом в органических растворителях, трифторуксусной
кислотой, а также в условиях гидрогенолиза. Однако, как показало спе-
циальное исследование процесса гидрирования защищенных производ-
ных в метаноле в присутствии небольших количеств уксусной кислоты
и 10% палладия на угле, в этом случае происходит образование побоч-
ных продуктов [57]. Установленное несоответствие данных авторы объ-
ясняют различным качеством используемого катализатора: частично от-
равленный катализатор может быть неактивен по отношению к рассмат-
риваемому производному.

В классическом пептидном синтезе 9-флуоренилметоксикарбонильная
защита была использована при последовательном наращивании пептид-
ной цепи методом активированных эфиров [58], а также для блокиро-
вания α-аминофункции трифункциональных аминокислот в сочетании с
трег-бутнлоксикарбонильной группой и грет-бутиловыми эфирами [59]
для защиты боковых функциональных группировок. При этом в отдель-
ных случаях были отмечены побочные реакции, приводящие к удвоению
вводимого аминокислотного остатка.
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Возможности применения рассматриваемых производных в твердо-
фазном пептидном синтезе были подробно изучены авторами работ
[60, 61].

При изучении механизмов отщепления щелочнолабильпых групп мо-
гут быть проведены некоторые формальные аналогии с механизмами
отщепления кислотнолабильных защитных группировок. Так, защиты,
родственные трифторацетильной, удаляются в соответствии со следую-
щей схемой:

R ОН R
CFa-C-HN-CH-COOR 1

О

CF,—C-HN—CH-COOR1

— CF 3 —С—О э — H2N—CH

О COOR1

Приведенное уравнение реакции формально напоминает кислотно-ката-
лизируемое отщепление группировки алкильного типа — и в том, и дру-
гом случае защитная группа удаляется без фрагментации с образова-
нием соответствующего иона. В рассматриваемом случае скорость реак-
ции, очевидно, будет определяться величиной дробного положительного
заряда на углеродном атоме карбонильной группы.

В настоящее время не разработано единых представлений по поводу
механизма удаления 9-флуоренилметоксикарбонильной защиты.. По-ви-
димому, здесь существенна природа растворителя. В среде апротонных
растворителей механизм процесса не установлен, в воде, метаноле, трет-
бутаноле он близок к карбанионному [56]. В первом приближении от-
щепление 9-флуоренилметоксикарбонильной группы может быть пред-
ставлено уравнением:

2ООК
θ
он. С — CH2-!-O-C-HN-CH—COOR1

Hj-
θ

• ОН

H2N—CH—COOR1

Данная реакция по своему характеру сходна с процессом удаления за-
щитных групп типа бензилоксикарбонильной— в обоих случаях проис-
ходит фрагментация группировки, не сопровождающаяся образованием
самостоятельно существующих попов. В данном случае скорость рас-
щепления будет определяться стабильностью промежуточно образующе-
гося карбаниона. Для 9-флуоренилметоксикарбонильной защиты стаби-
лизация карбаниона достигается путем β-элиминирования, приводящего
к образованию дибензофульвена. При этом в зависимости от условий ре-
акции и реагентов, используемых при деблокировании, в качестве побоч-
ного продукта может образовываться аддукт с дибензофульвеном вида:

R - N ; 0 ; N< и др.

Продолжая сопоставление механизмов отщепления кислотно- и ще-
лочнолабильных защитных групп можно предположить существование
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третьего пути удаления щелочнолабильных группировок. При этом реак-
ция должна протекать через стадию фрагментации с образованием са-
мостоятельно существующих ионов, как это имеет место в случае трет-
бутилоксикарбонильной группы. Механизм этого процесса можно было
бы выразить уравнением:

ί θ Τ ί •
R — О— С— ΗΝ— CH— ШШГ -^-»- R—(Р-С—ΗΝ—CH—COOR" *•

II К
о (5©i

Η,Ν — С Н — ССО2 + H2N — C H — C O 0 R 3

Очевидно, скорость протекания такой реакции зависит от устойчивости
образующегося аниона и, следовательно, от электронных эффектов за-
местителя R. Косвенным подтверждением возможности существования
данного механизма является тот факт, что при переходе от бензилокси-
карбонильной группы к фенил-, нафтилоксикарбонильной и родственным
защитам, которые были бы более склонны к образованию анионов при
фрагментации, наблюдается повышение устойчивости к действию броми-
стого водорода в уксусной кислоте. Отщепление под действием этого ре-
агента может быть проведено только в жестких условиях, приводящих
к разрыву пептидных связей [63]. По-видимому, введение в бензольное
ядро заместителей, способствующих стабилизации образующегося анио-
на, позволило бы получить щелочнолабильные защитные группировки
рассматриваемого типа. В настоящее время такие N-защнтные группы в
пептидном синтезе не используются.

В последние годы опубликован ряд работ, посвященных поиску но-
вых щелочнолабильных защитных групп и расширению области приме-
нения уже существующих. Еще в 1970 г. автором работы [54] было ука-
зано на возможность модификации 9-флуоренилметоксикарбонильной
группировки с целью увеличения или уменьшения ее чувствительности к
основаниям.

В 1978 г. Меррифильд предложил использовать 9-(2-сульфо)-флуоре-
нилметоксикарбонильную защиту при очистке пептидов, синтезирован-
ных твердофазным методом, от побочных продуктов с укороченной ами-
нокислотной последовательностью [64]. К аминогруппе пептидил-поли-
мера присоединяют 9-(2-сульфо)-флуоренилметоксикарбонильную груп-
пировку, полученное производное и другие продукты отщепления под-
вергают разделению па диэтиаминоэтил-целлюлозе и деблокируют. Для
введения защитной группы используют соответствующий хлорформиат
или n-нитрофениловый эфир аминокислоты. Деблокирование производят
действием водного морфолина или пиперидина.

Недавно была исследована возможность использования и-замещенной
бензилоксикарбонильной группы в качестве щелочнолабильной защиты
[65]:

R—СОО—С„Н„ (R 1 )—СН 2 —ОСО—

R -= СН3, R1 =-- Н; R = (СН 3 ) 2 СН, R1 =--- Н; R -= ОС,Н5,

R1 = Н; R - (СН 3 ) 2 С Н - О , R1 -= Н; R C2H f tS, R1 --- Η;

R = (СН 3 ) 2 CH—NH; R1 = Η; R = (CH ; i)2 N, R1 - H;

Я--- ( C H 3 ) 2 C H — O , R1 = C1

Было показано, что группировки такого вида являются более стабиль-
ными в трифторуксусной кислоте по сравнению с бепзилоксикарбониль-
ной защитой и могут быть селективно удалены в присутствии последней
и грет-бутилоксикарбонильной групп действием Н2О2 в аммиаке.

Таким образом, несмотря на то, что применение щелочнолабильных
N-защитных групп в пептидном синтезе пока еще довольно ограничено,
полученные к настоящему времени данные свидетельствуют о том, что
это направление окажет существенное влияние на его развитие.
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