


2. Пептиды

2.1. Общие свойства пептидов

2.1.1. Что такое пептиды? Их строение

Пептиды — это цепочечные молекулы, содержащие от двух до ста остат-
ков аминокислот, соединенных между собой амидными (пептидными) свя-
зями.

Термин «пептиды» был предложен известным химиком Эмилем Фишером
(1832—1919 гг.). Слово образовано из первых четырех букв названия пептоны (про-
дукты расщепления белков пепсином) и конечных букв названия углеводов полисаха-
риды.

По размеру молекулы и своим свойствам пептиды стоят между высо-
комолекулярными белками и аминокислотами. Наиболее распространены
линейные пептиды, однако известны также циклические пептиды, молеку-
лы которых могут иметь различные размеры. Циклические пептиды обра-
зуются из линейных, когда пептидная связь связывает амино- и карбо-
ксильную функцию N- и С-концевых аминокислот.

H-N

н о
I •

• v

Rм
N С=О
Н I

Полинг и Кори в 1951 г. показали с помощью рентгеноструктурного
анализа аминокислот, амидов аминокислот и простых линейных пептидов,
что пептидная связь С—N укорочена по сравнению с нормальной простой
связью (рис. 2-1).

Вследствие мезомерии получаются две устойчивые плоские конформа-
Ции, транс (I) и цис (II), при затрудненном свободном вращении около свя-
зи С—N:
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Рис. 2-1. Средние расстояния между атомами (нм), образующими пеп-
тидную связь и углы между связями.

В 2,5-дикетопиперазинах, простейших циклических пептидах, построенных из
двух аминокислот, имеются дос-пептидные связи. Циклические трипептиды могут
существовать без напряжения также только с тремя i/ис-пептидными связями. По-
скольку пролил и саркозин не обладают возможностью стабилизации транс-
пептидной связи, то можно легко синтезировать циклический трипептид — цикло-
трипролил (рис. 2-26). В нативных пептидах и белках преобладает /^рамс-пептидная
связь. В некоторых белках были найдены также и i/ыопептидные связи, при этом в
образовании пептидной связи всегда участвовал пролин.

2.1.2. Классификация и номенклатура

По числу аминокислот, содержащихся в пептиде, различают ди-, три-,
тетра-, пента-, ..., окта-, нона-, декапептиды и т. д. Чтобы избежать проб-
лемы, связанной с греческой нумерацией длинноцепочечных пептидов, Бо-
дански предложил количество аминокислотных остатков пептида обозна-
чать арабской цифрой и помещать перед словом «пептид». Например, 7-
пептид вместо гептапептид, 10-пептид вместо декапептид. Пептиды, в мо-
лекулах которых меньше десяти аминокислотных остатков, формально от-
носятся к олигопептидам, пептиды, построенные из большего числа ами-
нокислотных остатков (до - 100),— к полипептидам. Различие между по-
липептидами и белками (макропептидами) чрезвычайно проблематично.
Исторически сложилось так, что границей между полипептидами и белка-
ми считают соединения с молекулярной массой ~ 10 000, т. е. состоящие
примерно из 100 остатков аминокислот. Такой принцип классификации ос-
нован на способности к диализу через природные мембраны.

Согласно принципам рациональной номенклатуры, пептиды рассматри-
вают формально как ацил аминокислоты, причем аминокислоте, карбоксил
которой участвует в пептидной связи, придается окончание-ил. Поэтому
только С-конечная аминокислота сохраняет свое первоначальное тривиаль-
ное название:
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С"СН

аланил-серип-аспарагип-фенипаланил-глицин

Ala Ser A s p P h e Gly

По предложению Бейли, в формулах линейных пептидов аминокислота
со свободной аминогруппой называется Ы-кониевой аминокислотой, в го-
ризонтально изображенной пептидной цепи она стоит слева. Аминокислота
со свободной карбоксильной группой обозначается как С-концевая амино-
кислота. В соответствии с этим в приведенном выше примере аланин — N-
концёвая, а глицин — С-концевая аминокислота. Фромажо предложил
остаток, несущий сободную а-аминогруппу, называть начальной аминокис-
лотой, а соответствующий остаток со свободной карбоксильной
группой — конечной аминокислотой. Хотя это предложение кажется бо-
лее простым, широкое признание получила рекомендация Бейли.

Краткая формула Ala-Ser-Asp-Phe-Gly соответствует пентапептиду неза-
висимо от состояния ионизации. При желании особо подчеркнуть, что дан-
ный пептид находится в незамещенной форме, можно, по предложению
Гринштейиа и Виница, в упрощенной формуле при амино- и карбоксильной
группах указывать наличие протона и гидроксильной группы с помощью
соответствующих символов, например для цвиттер-иона (II), аниона (III) и
катиона (IV) рассматриваемого здесь пентапептида:

H-Ala-Ser-Asp-Phe-Gly-OH H^-Ala-Ser-Asp-Phe-Gly-O-
I II

H-Ala-Ser-Asp-Phe-Gly-O- H^-Ala-Ser-Asp-Phe-Gly-OH
Ш IV

При общепринятом способе написания.формул исходят из того, что
аминокислоты с тремя функциями, имеющие дополнительные амино- или
карбоксильные функции (Lys, Orn, Glu, Asp), связаны а-пептидными связя-
ми. Для со-пептидного связывания при такой записи требуются особые обо-
значения. Например, в биохимически важном трипептиде глутатионе наря-
ду с а-пептидной связью имеется также 7-пептидная связь:

СООН СН а «-"ехидная связь
SH

НдМ-СН-СНз- СНдРсО-NH

у -пептидная связь
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Способ обозначения 7-пептидного связывания в глутатионе и других ш-
пептидах ясен из следующих примеров:

rCy*-Gly
глутатион (восст.) GKJ ИЛИ Glu

Lcyi-Gly

о- глутамиллиэин Gki-Lys

N l a .глутамиллиэин Glu-i или Glu-1

Lys
Glui 1

N.у-гпутамилпизин Glu lys или Glu Lys или
i 1

|
l y s

Пептидная связь между е-аминогруппой лизина и 7-карбоксилом глута-
миновой кислоты (jS-карбоксилом аспарагиновой кислоты) называется изо-
пептидной связью (такая связь имеется, например, в Ы£-7-глутамиллизине).

При сокращенной записи замещение боковой цепи обозначают, помещая
аббревиатуру этого заместителя выше или ниже символа соответствующей
аминокислоты или же в скобках непосредственно после него, например для
пентапептида ь-аланил-ь-аспарагил-ОЗ-трети-бутиловый эфир)глицил-1ЧЕ-
/прет-бутилоксикарбонил-ь-лизил-О-»?рет-бутил-ь-тирозина:

-CICH,),

c=o
О-С(СН,),

ОВи* Вое Ви(

Ala-Asp-Gly-Lys-Tyr Ala-Asp-Gly-lys-iyr

ОВи* Вое Ви(

Ala-AtplOBuM-Gly-Lys (Вос)-Туг(Ви*)

ЧИСЛО И последовательность связанных в пептид аминокислот называ-
ют первичной структурой. Для пептида с известной последовательностью
формулу записывают, соединяя символы аминокислотных остатков черточ-
ками. Наконец, различают собственно пептид, например Ala-Ser-Asp-Phe-
-Gly и фрагмент -Ala-Ser-Asp-Phe-Gly- (с черточками при концевых
аминокислотах). Если часть последовательности пептида еще не известна,
то аббревиатуры соответствующих аминокислот, разделенные (запятыми)
указывают в скобках:

Gly-Gly-Ala-Ser-Phe-(Tyr, Phe, Pro, Arg, Lys)-Val-Pro-Gly-Ala
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Итак, в соответствии с приведенным выше определением природные
пептиды построены из аминокислотных остатков, которые связаны, как
правило, а-пептидными связями.

Протеиногенная аминокислота цистеин имеет дополнительные возмож-
ности соединения аминокислотных остатков, так как при окислении тиоль-
ной функции могут образовываться дисульфидные связи:

Различают внутримолекулярное оисульфидное связывание в пределах од-
ной пептидной цепи и межмолекулярное дисульфидное связывание между
различными пептидными цепями:

-Ab-Gly-Cys-Pro-W-lle-Lys-Cys-Uu-Glu-Asp-Asfi-^ys-Pio-Val-

?
-Ajn-lyt-Val-Tyr-Cyi-Pht-Uu-

Внутримолекулярные дисульфидные связи имеются, например, в окситоцине, вазо-
прессине, в А-цепи инсулина и в рибонуклеазе. Межмолекулярные дисульфидные свя-
зи соединяют между собой цепи пептидов, причем ковалентно связанными могут
быть как идентичные цепи, как в окисленной форме глутатиона, так и различные це-
пи, как в инсулине. Дисульфидные связи имеют большое значение для образования и
стабилизации определенных пептидных и белковых структур.

В природе встречаются пептидные вещества, построенные не только из
аминокислот, но содержащие также оксикислоты, длинные остатки жир-
ных кислот и др. компоненты; кроме того, в образовании связей между бо-
ковыми цепями могут принимать участие не только тиольные функции, но
также и гидроксильные группы боковых цепей протеиногенных кислот. С
учетом всех этих фактов данное в разд. 2.1.1 определение пептидов пред-
ставляется не совсем корректным. Следует различать гомомерные пепти-
ды, состоящие исключительно из аминокислот, и гетеромерные пептиды,
которые кроме аминокислот содержат также небелковые компоненты.

Известны также гомодетные и гетеродетные пептиды; первые содер-
жат только пептидные связи, во вторых наряду с пептидным связыванием
могут встречаться эфирные, дисульфидные или тиоэфирные связи.

Последовательность циклического гомодетного гомомерного пептида
можно изобразить с помощью символических формул (в качестве примера
выбран грамицидин S):

1. Заключают последовательность в скобки, а перед ними пишут цикл о.

cyclo-(Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-)
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2. Можно написать аминокислотную последовательность пептида и за-
тем соединить первую и последнюю аминокислоты длинной линией выше
или ниже последовательности:

Ufcrf-Om-Uu-D-Plw-Pro-Val-Om-Uu-D-Phe - Pro— '

или

pVM-Orn-Uu-D-Phe~Pro-V*l-Orn-teu-0-Phe~Pn>-|

3. При записи в две строчки нужно с помощью стрелки указать атом
азота пептидной связи (—СО — NH—):

*V«l-~Om—Uu —»D- Им-»Pro-I

L Pro-«- О - Им — Lau—От-»- VW*J
Циклические гетеродетногомомерные пептиды при сокращенной записи
изображаются аналогично замещенным аминокислотам.

Гомодетные - гомомерные пептиды

Шинейный пептид

2. Разветвленный пептид

| Gtu

Гетеродетные - гомомерные пептиды

гЛинейный О-пептид

XЛинейный S-пептид

3. Циклический пептид

(АИ

3. Циклический пептид (дисульфид)

4. Циклический разветвленный пептид
Ациклический разветвленный

пептид (лелтидлактон)

н-

Рис.г. 2-2. Схема построения гомомерных пептидов. А К — аминокис-
л о т н ы й остатокныйостаток.
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На рис. 2-2 приведены структуры важнейших гомомерных пептндов. Для едино-
образия направление пептидной связи обозначено стрелками, хотя, как уже указыва-
лось, это необходимо делать только в случае изображения кольцевых пептидов в две
строчки.

К гетеродетным пептидам относятся депсипептиды и пептоиды. Под
депсипептидами понимают, согласно Шемякину, все пептиды, которые на-
ряду с пептидными связями содержат также и эфирные, т. е. депсипептида-
ми следует считать гомомерные О-пептиды и пептидлактоны оксиамино-
кислот серина и треонина. Для пептидов с встроенными в цепь оксиамино-
кислотами введено понятие пептолиды. Большинство пептолидов — это
циклические соединения (известные как пептидные антибиотики). Любке и
Шредер предложили название пептоиды для сложных белков, построенных
из гетеромерных пептидов. Важными представителями этого ряда являют-
ся лило-, глико-, фосфо- и хромопептиды, в которых гетеросоставляющие
ковалентно связаны с пептидом посредством амино- и или карбоксильных
групп или же за счет функциональных групп боковых цепей.

2.1.3. Нахождение пептидов в природе
и их значение

Пептиды широко распространены в природе. Они присутствуют во всех
клеточных организмах (пептидный пул). В настоящее время трудно систе-
матически классифицировать пептиды по химическим и физическим крите-
риям, поэтому обычно за основу берут их физиологическое действие.

Из природных пептидных веществ наиболее изучены по своему дейст-
вию пептидные гормоны, они имеют и наиболее известную структуру.
Важные пептидные гормоны образуются в гипоталамусе (окситоцин и ва-
зопрессин, гормоны гипоталамуса, стимулирующие освобождение и био-
синтез других гормонов), в поджелудочной железе (инсулин, глюкагон), в
гипофизе (адренокортикотропин, меланоцитстимулирующий гормон), в
щитовидной железе (тирокалыщтонин), в паращитовидной железе (парат-
гормон), в желудочно-кишечном тракте (гастрин, секретин, холецистоки-
нинпанкреозимнн). Пептидные гормоны желудочно-кишечного тракта не
вырабатываются специальной железой, так что их, так же как ангиотензин
и плазмакинин, относят к тканевым пептидным гормонам (тканевым гор-
монам). В некоторых случаях бывает трудно отнести гормоны к какому-то
определенному виду в связи с их неоднозначными физиологическими функ-
циями, например пептиды амфибий и головоногих (эледоизин, физалемин,
церулин, ранатензин, алитензин, бомбезин).

Большое значение приобретают пептиды из животных и растительных
ядов, а также пептидные антибиотики из микроорганизмов.

В последнее время все больший интерес вызывают биологически актив-
ные пептиды, действующие на центральную нервную систему. В центре
внимания находятся нейропептиды (разд. 2.3.3), в особенности нейромедиа-
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торы, модуляторы нервной активности, эндогенные пептиды наркотиче-
ского действия и многие другие. Влияние нейропептидов на центральную
нервную систему очень многообразно. Так, известны пептиды, которые
контролируют физиологический сон, другие действуют как обезболиваю-
щие препараты; есть даже такие, которые вызывают сексуальное возбуж-
дение у кроликов, крыс и кошек [определенные фрагменты аденозинкорти-
котропного гормона (АКТГ), /3-меланоцитстимулирующего гормона (J3-
МСГ)]. Нейрогипофизарные гормоны играют роль в процессах переработ-
ки информации. Многие пептиды следует отнести к особой группе лекарст-
венных веществ (новая интересная область пептидной химии).

Определенные циклические пептиды, такие, как фитотоксичный тен-
токсин, iunuio-(L-MeAla-L-Leu-MePhe[(Z)A]-Gly-) или продуцируемый Dihe-
terospora chlamydosporia хламидоцин (циклический тетрапептид цитостати-
ческого действия), расширяют область применения пептидов.

Сладкие пептиды, такие, как дипептидный эфир аспартам (разд.
2.3.1.12.1), горькие пептиды из продуктов ферментации (соевый соус, сыр и
т. д.), а также пептиды из белков рыбы или говядины, улучшают вкус пи-
щи, как изолированный в 1978 г. Ямасаки и Маекава из мясного сока окта-
пептид Lys-Gly-Asp-Glu-Glu-Ser-Leu-Ala, широко используются в пищевой
промышленности.

Методы выделения, очистки и аналитические характеристики пептидов
описаны подробно в разд. 3.3. Изучение связи между строением и биологи-
ческой функцией пептидов ведет к познаванию молекулярного механизма
их действия. При этом главное внимание обращается на выяснение актив-
ного центра и определение аминокислотной последовательности, которая
ответственна за рецепторное связывание, транспорт и иммунологическое
поведение. Большой практический интерес имеет также модификация при-
родных пептидов для пролонгирования их действия и расширения практи-
ческого применения. Такого рода исследования можно проводить только
тогда, когда соответствующий природный пептид имеется в достаточном
количестве. Необходимые для изучения пептиды можно получать путем ча-
стичного ферментативного расщепления экзопептидазами или эндопептида-
зами или же с помощью специфических химических методов расщепления
(бромцианом или N-бромсукцинимидом); можно также использовать заме-
щение, элиминирование или превращение функциональных групп соот-
ветствующих пептидов. Возможности модификации природных пептидов
ограничены тем, что часто исследователь располагает лишь нанограммо-
выми количествами этих веществ.

Большой выбор возможностей для модификации предоставляет химиче-
ский синтез пептидных аналогов. Для их получения производят системати-
ческие замены аминокислот в пептидах. Математический подход дает
огромное число возможных вариантов последовательности:

Р . " ' •

x\y\z\
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где Р — число возможных аналогов пептида, л — общее число аминокис-
лотных остатков, х, у, z — число повторяющихся аминокислотных остат-
ков.

Пептидный гормон [8-аргинин]вазопрессин, например, включает 9 ами-
нокислот, две из которых одинаковые (Cys):

г I
Су» -Туг - Phe - Gin - Asn - Cys - Pro - ArQ - Gly - N H a

При систематических заменах аминокислот

„ 9! 362880
Р = = = 181440

2 ! 2
т. е. данному пептиду соответствует 181 440 аналогов. Нет необходимости
доказывать, что такой путь не реален при выяснении связи между строени-
ем и активностью вазопрессина. Большое число аналогов биологически ак-
тивных пептидов было синтезировано, исходя из каких-то определенных
предположений. В связи с большим числом биологически активных анало-
гов оказалось необходимым ввести правила для наименования синтетиче-
ских аналогов природных пептидов, которые и были предложены Комис-
сией по биохимической номенклатуре ШРАС-ШВ [Hoppe-Syler's Z. Physiol.
Chem. 348, 262—26S (1967)]. Некоторые правила можно проиллюстриро-
вать на примере гипотетического пентапептида "Iupaciubin" Ala-Lys-Gly-
-Tyr-Leu, название которого должно символизировать объединение симво-
лов ШРАС и ШВ.

1. При замене аминокислотного остатка в пептиде название аминокис-
лоты, которая замещает другую, а также положение замены указывают в
квадратных скобках перед тривиальным названием соответствующего пеп-
тида. В краткой форме, которую применяют только в таблицах, место за-
мены указывается цифрой, стоящей сверху у символа заменяющей амино-
кислоты. Аналогично поступают при многократных заменах

[4-фенилаланин]1ирасшЫп Ala-Lys-Glu-Phe-Leu

[Phe4] Iupaciubin 1 2 3 4 5

2. Наращивание пептида может происходить как с N-конца (а), так и с
С-конца (б). При этом придерживаются принятой номенклатуры (разд.
2.1.2).

а) Аргинил-Iupaciubin Arg-Ala-Lys-Glu-Tyr-Leu

Arg-lupaciubin I 2 3 4 S

б) Iupaciubyl-метионин Ala-Lys-Glu-Tyr-Leu-Met

Iupaciubyl-Met 1 2 3 4 5

3. Введение добавочного аминокислотного остатка обозначают пре-
фиксом эндо с указанием положения:

Эндо-2а-треонин-1ирасшЫп Ala-Lys-Thr-Glu-Tyr-Leu

1 2 2а 3 4 5
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4. Пропуск аминокислотного остатка указывают префиксом дез:

Дез-3-глутаминовая кислота — Iupaciubin Ala-Lys-Tyr-Leu

fles-GluMupaciubin 1 2 4 5

5. Замещения в боковых цепях аминогруппы (а) или же карбоксильной
группы (б) обозначают в соответствии с принятой номенклатурой (разд.
2.1.2):

а) N^Baniui-Iupaciubm V a l ~ 7 ]
N£2-Val-Iupaciubin Ala-Lys-Glu-Tyr-Leu

2
б) ОЧирасшЬуивалин г | V a l

C'3-Iupadubyl-Val Ala-Lys-Glu-Tyr-Leu
3

6. Частичные последовательности, произведенные от целого пептида с
известным тривиальным названием, записывают следующим образом: по-
сле тривиального названия пептида приводят цифры, показывающие поло-
жения первой и последней аминокислот в данной частичной последователь-
ности, далее следует греческое числительное для указания числа аминокис-
лотных остатков, из которых построена частичная последовательность.
lupaciubin-(2—4)-трипептид Lys-Glu-Tyr

2 3 4
Химический синтез пептидов чрезвычайно важен, тем более что разра-

ботанные для этого методы могут быть применены также для синтеза
белков. Между первым получением пептида Фишером и Фурне (глицилгли-
цин, 1901 г.) и автоматическим синтезом полипептидов и белков в наше
время лежит три четверти века интенсивного развития органической хи-
мии. Разработаны многочисленные методы направленного синтеза пепти-
дов. Важнейшие из этих методов рассмотрены в этой главе (наряду с мето-
дами защиты амино- и карбоксильных групп и функций боковых цепей).
Обсуждаются также проблемы рацемизации, стратегии и тактики пептид-
ного синтеза, принципы образования циклических пептидов. В конце главы
помещен обстоятельный обзор важнейших пептидов, встречающихся в при-
роде, причем наряду с описанием соединений и получением их с помощью
химического синтеза уделяется внимание связи строения и действия.

2.2. Пептидный синтез

2.2.1. Основные положения

В организме белки образуются за секунды или минуты, химический синтез
пептидов и белков в лаборатории в сравнении с естественными процессами
очень малоэффективен. Так, например, для первого химического синтеза
инсулина понадобилось около двух лет. Несмотря на то что конкуренция с
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природой кажется бессмысленной, имеются весьма веские основания для
оправдания работы по синтезу и химической модификации таких веществ.

Во-первых, это подтверждение предполагаемой первичной структуры с
помощью химического синтеза. Общепринято, что полный синтез — на-
дежное доказательство строения. Несмотря на применение новейших мето-
дов исследования, при выяснении первичной структуры могут быть допу-
щены ошибки, что ведет к неправильным выводам. Так случалось при изу-
чении АКТГ, соматотропина человека, мотилина. При сравнении синтети-
ческого и природного материалов можно выявить ошибочные последова-
тельности.

Более того, в некоторых случаях окончательные доказательства струк-
туры сумели получить только с помощью химического синтеза. В этой свя-
зи стоит напомнить о выяснении последовательностей гормонов скотофо-
бина и тиреолиберина.

Во-вторых, с помощью синтетических аналогов изучается связь между
структурой и активностью.

Для того чтобы выяснить структурные параметры, ответственные за
биологическое действие пептидов, были синтезированы многие тысячи ана-
логов. Например, в случае окситоцина заменой глутамина в положении 4
на треонин удалось синтезировать аналог, который обладает более высо-
кой биологической активностью, чем нативный гормон. Считают, что
[4-треонин]окситоцин связывается с рецептором лучше природного гормо-
на. Преимущество синтетического аналога доказано, и возможно, что в да-
леком будущем подобная мутация осуществится. Изменением длины цепи
и другими манипуляциями можно выяснить расположение активных цент-
ров, области рецепторного связывания и т. д.

В этой связи представляет интерес также изучение конформаций при-
родных веществ путем сравнения с аналогами различной структуры. На-
конец, следует напомнить о возможности получать синтетическим путем
радиоактивно меченные аналоги для изучения их связывания и радиоимму-
нологических исследований.

В-третьих, химический синтез преследует цель изменить пептиды
для модификации фармакологического действия. Эта задача тесно связана
с предыдущей, так как при исследовании связи между строением и актив-
ностью неизбежно выявляются новые аспекты для фармацевтического ис-
пользования. Можно осуществлять различные модификации природной
аминокислотной последовательности для получения веществ с улучшенны-
ми свойствами. Особый интерес обращается на пролонгирование или уси-
ление биологического действия. В случае пептидов, проявляющих несколь-
ко эффектов, важно бывает выделить определенные из них. Путем моди-
фикации конечных амино- или карбоксильных групп можно повысить
устойчивость пептида к ферментативному расщеплению. При этом следует
учитывать, что не все пептиды можно одинаково подвергать химическим
изменениям в связи с опасностью частичного или полного инактивирова-
ния. В то время как в случае, например, вазопрессина и окситоцина заме-
щение в N-концевой аминофункции ведет к снижению биологического дей-
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ствия, полное удаление этой аминогруппы вызывает резкий подъем актив-
ности. Другие варианты модификации заключаются в изменении длины це-
пи пептида (при этом из экономических соображений обычно стремятся к
уменьшению цепи, если это не сопровождается потерей активности). Окси-
тоцин, вазопрессин, кальцитонин и брадикинин являются такими пептида-
ми, которые для проявления своего биологического действия требуют по-
лной аминокислотной последовательности. В случае многих других пепти-
дов биологической активностью обладают частичные последовательности
N-концевой области цепи (АКТГ, паратгормон) или С-концевые фрагменты
(ангиотензин, секретин, гастрин, эледоизин, вещество Р, физалемин, холе-
цистокининпанкреозимин и др.). В случае состоящего из 17 аминокислот
желудочно-кишечного гормона гастрина уже С-концевой тетрапептид обла-
дает полным спектром биологического действия .причем в количественном
отношении оно соответствует примерно десятой части биологической ак-
тивности целого гормона. С-Концевой додекапептид холецистокининпанкре-
озимин, состоящий из 33 аминокислот, показывает в 2,5 раза большую ак-
тивность (вызывает сокращение желчного пузыря) по сравнению с натив-
ным гормоном.

Наращивание цепи — это легкий, а часто и единственный путь к получе-
нию меченых пептидов. Большой практический интерес имеют также кон-
курентные ингибиторы биологически активных пептидов, которые,-не об-
ладая активностью пептида, имеют похожую структуру и, присоединяясь к
соответствующему рецептору, вытесняют природный активный пептид.

В-четвертых, химический синтез иногда проводят из экономических
соображений. Например, применяемый для терапевтических целей оксито-
цин в настоящее время по этой причине получается исключительно химиче-
ским синтезом. Это же относится и к некоторым другим пептидам, как,
например, к АКТГ и секретину. Синтетический секретин в десять раз де-
шевле природного продукта, изолированного из свиных кишок. Также об-
стоит дело и со многими другими активными пептидами. Наряду с вопро-
сами стоимости важную роль играет здесь также доступность пептидов,
получаемых химическим синтезом, так как некоторые активные пептиды,
как уже упоминалось, встречаются в природе только в нанограммовых
количествах. В случае же специфических пептидов человека их получение
возможно только синтетическим путем. На примере синтезов АКТГ, глю-
кагона и секретина можно показать, что синтетические продукты имеют
более высокую степень чистоты, чем пептиды, изолированные из природ-
ных источников. Полное разделение родственных по аминокислотной по-
следовательности" пептидов с противоположным или другого рода действи-
ем часто не всегда возможно с помощью применяемых в настоящее время
методов изолирования и очистки.

И наконец, в-пятых, химический синтез дает модельные пептиды для
изучения конформационных закономерностей с помощью физико-
химических методов. Синтетические модели применяют также для исследо-
вания антигенного действия полипептидов и белков. Большой интерес
представляют также синтетические субстраты для энзимологических иссле-
дований.
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2.2.2. Основной принцип пептидного синтеза

Образование пептидной связи в случае дипептида является простым хими-
ческим процессом. Дипептид формально получается при отщеплении моле-
кулы воды от амино- и карбоксильной групп двух аминокислот (рис. 2-3).
Последовательное повторение этого процесса, казалось бы, должно приве-
сти к длинным пептидам и даже к белкам. Однако реализация этого при*
нципа возможна только в жестких условиях неконтролируемой реакции.
Основатель пептидной и белковой химии Э. Фишер в 1906 г. писал:

«Если бы сегодня по счастливой случайности с помощью какой-то жесткой ре-
акции, например при сплавлении аминокислот в присутствии водоотнимающих
средств, удалось получить настоящий белок и если бы, что еще менее вероятно,
можно было искусственно созданный продукт идентифицировать с естественным, то
это ничего не дало бы ни для химии белков, ни для биологии».

Образование пептидной связи в мягких условиях удается лишь при акти-
вировании карбоксильного компонента одной из аминокислот, вступающей
в реакцию (рис. 2-4).

Вторая аминокислота Б (аминокомпонент) атакует активированный карбоксиль-
ный компонент аминогруппой с образованием пептидной связи. Незащищенная ами-
нофункция карбоксильного компонента А тоже может реагировать, что приводит
(рис. 2-4) к нежелательным побочным продуктам — линейным и циклическим пепти-
дам. Из этого следует вывод, что для однозначного течения пептидного синтеза сле-
дует временно блокировать все функциональные группы, не участвующие в образо-
вании пептидной связи.

Пептидный синтез, т. е. образование каждой пептидной связи, является поэтому
многоступенчатым процессом (рис. 2-5).
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Рис. 2-3. Основной принцип пептидного синтеза.
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Рис. 2-4. Схема образования пептидной связи без зашиты не участвую-
щих в реакции функциональных групп. X — активирующая группа.

В первую очередь получают частично замешенные аминокислоты, при этом они
одновременно теряют цвиттер-ионную структуру. Вторая ступень, собственно об-
разование пептидной связи, протекает в две стадии. Сначала нужно активировать N-
защищенный карбоксильный компонент. Затем происходит собственно образование
пептидной связи, которое протекает либо одноступенчато (вместе с
активированием), либо последовательно в следующую стадию. На третьей ступени
защитные группы селективно отщепляются, причем полученные частично защищен-
ные производные дипептидов могут использоваться для дальнейших синтезов как
карбоксильные или аминокомпоненты. Само собой разумеется, что в случае синтеза
дипептида обе защитные группы удаляются одновременно.

Пептидный синтез, далее, усложняется еще и тем, что из 20 протеино-
генных аминокислот 9 обладают еще третьей функциональной группой, ко-
торая также требует селективной защиты. Это Ser, Thr, Туг, Asp, Glu, Lys,
Arg, His и Cys. Следует различать временные и постоянные защитные
группы. Временные защитные группы служат для защиты концевых
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Рис. 2-5. Трехступенчатый процесс пептидного синтеза. Y — защита
аминогруппы, X— активирующая группа, Y' — защита карбоксиль-
ной группы, R — остаток боковой цепи.

амино- и карбоксильных групп и должны поэтому селективно отщепляться
в присутствии постоянных защитных групп. Постоянные защитные группы
удаляются обычно только после окончания синтеза пептида или же иногда
на стадии промежуточного продукта. Проблема защиты функциональных
групп во время пептидного синтеза подробно рассматривается в разд. 2.2.4
и 2.2.10.2.
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Активирование карбоксильного компонента и следующее за ним обра-
зование пептидной связи, т. е. так называемая реакция конденсации, в иде-
альных условиях должны протекать с высокой скоростью без рацемизации,
без побочных реакций и с высоким выходом при соединении эквимолярных
количеств карбокси- и аминокомпонентов. К сожалению, в настоящее вре-
мя еще неизвестно такого метода конденсации, который удовлетворял бы
всем этим требованиям. Приходится выбирать из относительно большого
набора методов подходящие варианты в соответствии со специфическими
целями синтеза. Решение зависит в каждом случае от выбранной тактики
синтеза, в соответствии с которой для каждого отрезка синтезируемой по-
следовательности подбираются оптимальные методы конденсации. Набор
методов, которые применяются для практического проведения синтеза пеп-
тидов, относительно мал по сравнению с примерно 130 описанными мето-
дами синтеза.

Поскольку при пептидном синтезе реакции протекают по группировке,
связанной с асимметрическим центром, то существует опасность рацемиза-
ции. В связи с важностью этого вопроса для получения стерически одно-
родных продуктов с полной биологической активностью изложение этой
проблемы необходимо выделить в особый раздел.

На последней ступени пептидного синтеза происходит отщепление за-
щитных групп. Поскольку синтез дипептида с полным удалением защит-
ных групп проводится довольно редко, гораздо большее значение имеет се-
лективное деблокирование, т. е. выборочное отщепление защитных групп
N-концевой амииофункции или же С-концевой карбоксильной группы. Этот
вопрос находится в тесной связи с общим планом синтеза (разд. 2.2.10).

Под стратегией понимают последовательность связывания аминокис-
лотных компонентов в пептид, причем следует различать постепенное на-
ращивание и фрагментную конденсацию. Получение полипептидов путем
постепенного наращивания цепи трудноосуществимо при больших разме-
рах целевой молекулы. В этих случаях большое значение приобретает раз-
деление объекта синтеза на отдельные фрагменты с последующим соедине-
нием их в полипептид. Оптимальный выбор комбинации защитных групп и
применение подходящего метода конденсации для каждого отрезка состав-
ляет предмет тактики пептидного синтеза.

Стратегическую модификацию постепенного наращивания пептидов или
белков представляет разработанный в 1963 г. Меррифидцом пептидный
синтез на полимерных носителях. Несмотря на сенсационный успех этого
метода (синтез протекает в двухфазной системе и есть возможность его ав-
томатизации), возлагаемые на него большие ожидания до сих пор полнос-
тью не исполнились.

2.2.3. История развития пептидного синтеза

Первый пептидный синтез был проведен в Лейпциге в 1881 г. Теодором Курциусом
(1857—1928 гг.). При попытке получить гиппуровую кислоту бензоилированием гли-
цина наряду с желаемым продуктом были получены Bz-Gly-Gly и так называемая у-
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кислота, состав которой был установлен только 21 год спустя Курциусом и Бенра-
том. Это был бензоилгексаглицин. Выяснить его строение удалось постепенным на-
ращиванием бензоилированного пептида глицина до гексапептида с применением
азидного метода. В 1883 г. при сплавлении эфира гиппуровой кислоты и глицина
Курциус также получил 7-кислоту. Хотя Курциусу и не удалось синтезировать сво-
бодные пептиды, его вклад в пептидный синтез очень существен; именно ему при-
надлежит

введение азидного метода, который до сих пор считается одним из самых полез-
ных методов соединения фрагментов, так как практически не сопровождается раце-
мизацией;

доказательство пригодности эфиров аминокислот для использования в пептид-
ном синтезе;

понимание необходимости введения защитных групп, хотя в то время еще от-
сутствовала возможность селективного отщепления бензоильного остатка (разд.
2.2.4.1.1.2).

Пионер пептидной и белковой химии Эмиль Фишер в 1892 г. принял после Гоф-
мана кафедру в Берлинском университете. Его выдающиеся работы в области угле-
водов и пуринов отмечены в 1902 г. Нобелевской премией по химии. В 1900 г. этот
замечательный ученый обратился к химии белка. Результаты, полученные им всего
за 5 лет в этой новой области, до сих пор считаются пионерскими. В докладе Хими-
ческому обществу 6 января 1906 г. Фишер обобщил результаты своей работы в об-
ласти химии аминокислот, пептидов и белков [1]. Доклад Фишера привлек присталь-
ное внимание исследователей, поскольку в нем были развиты основные принципы
синтеза пептидов и белков, которые продолжают работать и сегодня.

«Чтобы получить надежные результаты в .этой трудной области, необходимо
сначала найти метод, который позволяет последовательно, ступенчато присоеди-
нять молекулы аминокислот одну за другой». И далее: «Я вижу счастье в том, что
синтез заставляет создавать новые и новые методы конденсации, идентификации и
выделения и подробно изучать сотни промежуточных продуктов, прежде чем удаст-
ся подойти к белкам».

Это предсказание подтвердилось, хотя сам Фишер успел получить по разработан-
ным им методам только олигопептиды. Тогдашнее состояние препаративной и ана-
литической химии не позволяло достигнуть больших успехов в области синтеза.
Первый свободный пептид глицилглицин Фишер и Фурне получили в 1901 г. омыле-
нием диоксопиперазина крепкой соляной кислотой:

H N ^ ^ l HCI СООН

cr
о

Немного позже Фишер нашел, что подходящими исходными продуктами для це-
ленаправленного синтеза пептидов могут служить хлорангидриды а-га-
логенкарбоновых кислот.

Эти соединения без труда реагируют с эфирами аминокислот, давая после омы-
ления и аминирования дипептиды. Пропустив стадию аминирования, можно переве-
сти галогенациламинокислоту в хлорангидрид и затем ввести в реакцию с эфиром
аминокислоты (или также с аминокислотой или пептидом) в водно-щелочном рас-
творе. Достигнув желаемой длины цепи, можно заместить галоген на аминогруппу
обработкой аммиаком.
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В 190"5 г. был разработан хлорангидридный метод: солянокислые соли хлоранги-
дридов аминокислот или пептидов взаимодействовали с эфирами аминокислот, да-
вая соответствующие производные пептидов.

С помощью этих методов Фишер и сотр. синтезировали почти 70 небольших
пептидов. Фишер понимал необходимость введения обратимо снимаемой защитной
группы и работал в этом направлении, но ему так и не удалось селективно отще-
пить ни хлорацетильную, ни предложенную позднее карбэтоксигруппы.

Лишь в 1971 г. Штеглих и др. нашли, что хлорацетильный остаток можно се-
лективно удалять с помощью амида 1-пиперидинтиокарбоновой кислоты.

Хотя надежды Фишера отщепить карбэтоксильный остаток в мягких условиях и
не осуществились, он интуитивно стремился работать с ацильными группами урета-
нового типа. В настоящее время зашиты уретанового типа являются самыми рас-
пространенными.

После этих основополагающих работ начала века в области пептидного синтеза
больше 20 лет не было существенных успехов. В 1926 г. Шйнхеймер [2] применил
при синтезе простых пептидов 4-толуолсульфонильный остаток для зашиты амино-
группы. Эту защиту можно селективно удалить обработкой в течение нескольких ча-
сов иодоводородной кислотой в присутствии иодида фосфония при 50—65 °С.
Ученики Фишера Макс Бергман, Эмиль Абдергальден и Герман Лейке продолжали
работать в области химии пептидов и белков. Особенно заметный вклад внесли в
науку работы Бергмана.

В 1932 г. Бергман вместе с Л. Зервасом ввели в пептидную химию бензилокси-
карбонильную группу. С этого времени начался новый этап развития современной
пептидной химии. Во время фашистской диктатуры многие ученые, в том числе
Бергман и Зервас, были вынуждены эмигрировать в США.

Бергман и сотр. использовали новую аминозашитную группу для получения раз-
личных пептидов [4]. Были синтезированы первые пептиды, встречающиеся в приро-
де, — глутатион, карнозин и др.

В период между 1944 и 1954 гг. развивались аналитические исследования по вы-
делению, очистке и определению строения пептидов с высокой биологической актив-
ностью, а также методические разработки в области синтеза, например в 1950 г.
был разработан метод смешанных ангидридов (Виланд, Буассона, Воган). Эти успе-
хи сделали возможным химический синтез природных пептидов, обладающих биоло-
гической активностью. В 1953 г. дю Виньо удалось синтезировать первый пептид-
ный гормон — окситоцин. Эта работа была удостоена Нобелевской премии за
1955 г. В следующие годы наступило бурное развитие синтетической пептидной хи-
мии, было предложено несколько новых защитных групп, эффективные методы кон-
денсации и новые методические варианты, такие, как разработанный Меррифилдом
в 1962 г. пептидный синтез на полимерных носителях. Химический синтез инсулина
и рибонуклеазы ознаменовал переход к белковому синтезу.

Более подробные сведения о синтезе важнейших пептидов приведены в обзорах
[5—22], монографиях [23—31] и трудах европейских [32—46], американских [47—52]
и японских пептидных симпозиумов [53—58].

2.2.4. Защитные группы

Разработанные еще Фишером и Курциусом методы образования пептид-
ной связи не нашли широкого применения из-за отсутствия селективно-
отщепляемых защитных групп. Необходимость обратимого блокирования
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всех функциональных групп, не участвующих в образовании пептидной свя-
зи, уже была разъяснена в разд. 2.2.2.

Исходя из требований селективности, следует различать временные и
постоянные защитные группы. При введении временных защитных групп
должны выполняться следующие условия:

1) аминокислоты ие должны иметь цвиттер-ионную структуру;
2) отщепление временных защитных групп не должно затрагивать постоянных

защитных групп и пептидных связей;
3) исключение рацемизации как при введении и отщеплении защиты, а также

при образовании пептидной связи;
4) защищенные промежуточные продукты должны быть достаточно устойчивы-

ми и легко идентифицироваться;
5) карбоксильная группа должна легко активироваться в случае защиты амино-

группы, а при защите С-концевой карбоксильной группы нуклеофильность соот-
ветствующей аминогруппы должна быть достаточно высокой;

6) растворимость защищенных продуктов должна быть хорошей.

Для известных в настоящее время временных защитных групп эти кри-
терии не всегда выполняются.

В соответствии с названием постоянные защитные группы отщепляют-
ся после заключительной стадии синтеза, при этом следует исключать воз-
действия на пептидные связи и функциональные группы. На постоянные
защитные группы также распространяются некоторые вышеизложенные
условия (четвертое и шестое).

Выбор защитных групп определяется стратегией синтеза. Подчиненная
стратегии тактика защитных групп подробнее обсуждается в разд. 2.2.10.2.

Классификация защитных групп зависит от природы блокируемой функ-
ции. В то время как защитные группы для тиольной, гидроксильной, гуа-
нидиновой и имидазольной групп естественно относятся к постоянным
блокирующим группам, защиты для амино- и карбоксильной функций мо-
гут быть как временными, так и постоянными.

2.2.4.1. Защитные группы для аминной функции

Защитные группы для аминной функции используются для N-концевых
аминогрупп и для w-аминогрупп лизина и орнитина. Защитные группы это-
го типа применяются также и для временного блокирования гидразидов
ациламинокислот, которые представляют собой промежуточные вещества
при получении азидов (разд. 2.2.S.1). Солеобразование у аминной функции
не является действенной защитой в синтезе пептидов.

В принципе аминная функция может обратимо блокироваться путем
ацилирования и алкилирования. Наибольшее значение на практике имеют
ацильные защитные группы, хотя для временной защиты аминогруппы
применяются и некоторые алкильные производные.
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2.2.4.1.1. Защитные группы ацильного типа

Уже Бергман и др. интенсивно применяли N-ацетиламинокислоты для це-
ленаправленного синтеза пептидов. Оптически активные исходные продук-
ты для образования пептидной связи они получали ацетилированием эфи-
ров аминокислот уксусным ангидридом и последующим омылением. Амид-
ная группировка, выступающая в этом случае как защитная группа, струк-
турно аналогична пептидной связи. Поэтому не было неожиданным, что
селективное отщепление этого ацильного остатка не удавалось. Подобные
эксперименты проводили еще Курциус с бензоильной группой и Фишер с
хлорацетильной группой.

В дальнейшем удалось достигнуть надежного различия в реакционной
способности между N-концевой ацильной группой и пептидной связью бла-
годаря модификации ацильного остатка. Это сделало возможным селек-
тивное отщепление ацильной защиты. Большой практический интерес
представляют защиты амидного типа, получаемые на основе карбоновых и
неорганических кислот, а также защитные группы на основе эфиров карба-
мидной кислоты, названные позднее защитными группами уретанового ти-
па.

2.2.4.1.1.1. Защитные группы уретанового типа

Решающий перелом в развитии современной пептидной химии наступил с
введением Бергманом и Зервасом [3] бензилоксикарбонильной группы (Z)*.
Исходя из того факта, что N-бензильная группа сравнительно легко отщеп-
ляется при каталитическом гидрировании, они заменили этильную группу
на бензильную в остатке карбамидной кислоты и получили защитную груп-
пу, которую можно удалять при гидрогенолизе. Бензилоксикарбонильная
группа Z относится к наиболее часто используемым защитным группам
для аминной функции. (В литературе часто та же самая группа называется
карбобензоксигруппой СЬо- или Cbz-.)

Введение бензилоксикарбонильной группы в аминокислоты проводится
по Шоттен-Бауману реакцией с бензиловым эфиром хлоругольной кислоты
в присутствии едкого натра, гидрокарбоната натрия или оксида магния.

CHa-0-CO-Ct • H*N-CH-COOH

CHa-0-CO-NH-CH-COOM

Для введения бензилоксикарбонильной группы можно применять также
бензил-4-нитрофенилкарбонат и подобные активированные эфиры, особен-

* Принятое для этой группы сокращение происходит от фамилии Зервас (Zervas).
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i -CHj-O-CO-NH-R

N « a C O „ — C H a

Рис. 2-6. Важнейшие реакции отщепления бензилоксикарбонильной
группы. R — остаток аминокислоты или пептида.

но при бензилоксикарбонильном блокировании Ыш-лизина или орнитина по-
сле зашиты а-аминной функции.

Отщепление бензилоксикарбонильной группы (рис. 2-6) можно прово-
дить каталитическим гидрированием (а), восстановлением натрием в жид-
ком аммиаке (б), а также ацидолизом с помощью бромоводорода в уксус-
ной кислоте (в).

При каталитическом гидрировании в органических растворителях (уксус-
ная кислота, спирты, ДМФ и др.) или в водно-органической фазе с катали-
заторами (палладиевая чернь, палладий на угле или палладий на сульфате
бария) наряду со свободным пептидом получаются не мешающие выделе-
нию толуол и диоксид углерода. Окончание выделения СО2 означает од-
новременно завершение процесса отщепления. В том случае, если в пептиде
присутствуют остатки цистеина или цистина, гидрогенолитического отщеп-
ления не происходит, но его можно проводить в присутствии эфирата
трифторида бора [59] или 4 г-экв. щшгагексиламина [60]. Такие же условия
нужно соблюдать и при деблокировании в присутствии метионина. При
восстановительном расщеплении натрием в жидком аммиаке [61] наряду с
желаемым пептидом образуются 1,2-дифенилэтан и небольшие количества
толуола; углекислота же связывается в карбонат натрия. При работе по
этому методу одновременно с бензилоксикарбонильным остатком отщеп-
ляются N-тозильная, N-тритильная, N I m -, S- и О-бензильные группы, а ме-
тиловые и этиловые эфиры частично переводятся в амиды. В качестве по-
бочных реакций наблюдается частичное разрушение треонина, частичное
деметилирование метионина, а также расщепление некоторых пептидных
связей, например -Lis-Pro- и -Cys-Pro-.

Ацидолитическое расщепление проводят предпочтительно действием
бромоводорода в ледяной уксусной кислоте (2 н. раствор); предлагались
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также хлороводород, иодоводород в различных растворителях (в диоксане,
нитрометане, трифторуксусной кислоте). При ацидолитическом расщепле-
нии наблюдаются, однако, побочные реакции. Например, в случае треони-
на и серина идет О-ацетилирование, в случае метионина — S-
переэтерификация, разрушаются триптофан и нитроаргинин, расщепляют-
ся бензиловые эфиры и амидные группы, а также происходит переэтерифи-
кация метиловых и этиловых эфиров. Можно значительно снизить степень
протекания этих нежелательных реакций, меняя условия реакции [62]. Бен-
зилоксикарбонильная группа может отщепляться также под действием без-
водного жидкого фтороводорода [63]. С помощью жидкого HF можно уда-
лить почти все известные защитные группы, за исключением N-тозильных,
N-формильных, N-фталильных, N-бензильных и N-4-метоксибензильных
остатков, а также метиловых и этиловых эфиров. Введением различных за-
местителей в бензилоксикарбонильную группу удается улучшить способ-
ность производных к кристаллизации, а также ступенчато изменять их
чувствительность к действию отщепляющих агентов. Такими преимущест-
вами обладает 4-метоксибензилоксикарбонильный остаток [64], который
легко вводится при использовании кристаллического азида
СН3ОС6Н4СН2ОС(Жз и селективно удаляется безводной трифторуксусной
кислотой при температуре < 0 °С; бензилоксикарбонильная группа при
этом не затрагивается [65]. Для исключения побочных реакций 4-
метоксибензильного катиона, получающегося при ацидолитическом отщеп-
лении, требуются добавки анизола или резорцина.

Швицер '[66] предложил окрашенные 4-замещенные бензилоксикарбо-
нильные защиты (как, например, 4-фенилазобензилоксикарбонил), которые
облегчают аналитический контроль при операциях очистки.
4-Нитробензилоксикарбонильная группа [67] отщепляется гидрогенолизом
легче незамещенной бензилоксикарбонильной группы, однако в качестве
побочного продукта получается л-толуидин, который трудно отделить от
продукта.

Представляют определенный интерес 3- и 4-галогензамещенные бен-
зилоксикарбонильные защиты, а также 3-нитро- и 4-цианбензилокси-
карбонильные группировки. Эти соединения отличаются повышенной
стабильностью, при селективном отщеплении ацидолизом трет-бути-
локсикарбонильных групп от производных диаминокислоты. Наряду с
уже известной фоточувствительной 3,5-диметоксибензилоксикарбонильной
группой [68] были предложены другие защитные группы, отщепляемые фо-
тохимически: 6-нитровератрилоксикарбонильная, 2-нитробензилокси-
карбонильная [69], а также а,а-диметил-3,5-диметоксибензилокси-
карбонильная [70]; последняя может сниматься при обработке 5%-ным рас-
твором трифторуксусной кислоты в дихлорметане.

трет-Бутилоксикарбонильная группа [71] наряду с бензилоксикарбо-
нильной является наиболее важной аминозащитной группой. Особенное
значение имеет тот факт, что ацильные защитные группы уретанового ти-
па при постепенном наращивании пептидной цепи с С-конца предохраняют
соответствующую аминокислоту от рацемизации (разд. 2.2.6). трет-
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Бутилоксикарбонильная группа устойчива к каталитическому гидрирова-
нию, восстановлению натрием в жидком аммиаке и к щелочному гидроли-
зу. Ее можно отщепить ацидолизом в очень мягких условиях.

Через два года после введения в пептидную химию (Альбертсон и др.)
/ирет-бутилоксикарбонильной группы Швицер и сотр. [72] описали превос-
ходный ацилирующий агент — mpem-бутилоксикарбонилазид:

СН. О R СИ, О R

Н . С - С - 0 - C - N , • мам-сн-соои:йй*нар-с-о-с-мн-сн-соон
сн, ' сн»

Он реагирует с солью аминокислоты в водно-диоксановой смеси в при-
сутствии триэтиламина или оксида магния; pH можно также поддерживать
с помощью 2—4 н. NaOH. Можно вести реакцию и с эфиром аминокисло-
ты в пиридине. Шнабель предложил для введения Вос-группы методику с
использованием рН-стата [73, 74]. Естественно, что для введения этой важ-
ной защиты было предложено много вариантов, из которых не все здесь
могут быть рассмотрены. Несмотря на большие преимущества описанного
метода ацилирования с помощью /ирет-бутилоксикарбонилазида, интерес-
ны и другие варианты введения этой группы, так как при перегонке трет-
бутилоксикарбонилаэида может произойти разложение со взрывом, а вы-
деляющаяся во время реакции ацилирования азотистоводородная кислота
очень токсична. Особое значение приобрел трет-бути-
локсикарбонилфторид, который образуется из хлорфторфосгена и mpem-
бутанола при температурах около —2S °С и дает при строгом контроле pH
mpem-бутилоксикарбониламинокислоты с выходом > 90% [7S]. mpem-
Бутил-8-[4,6-диметилпиримидил-2-тио]карбонат [76] тоже является хоро-
шим реагентом для введения /дое/п-бутилоксикарбонильной группы. Пре-
восходным агентом для этой цели оказался ди-лде/л-бутилпирокарбонат
(Вос)2О [77—79]:

? 9
(СН,),С-О-С-О-С-ОС(СН,), • H/I-CHR-COOH

о
(CH,),C-O-C-NH-CHR-COOH • (СН,),СОН »COj

Реакцию ведут с солями аминокислот в водном растворе с добавками диок-
сана, тетрагидрофурана и других растворителей.

Аминокислоты и пептиды, защищенные по аминогруппе трет-
бутилоксикарбонилом, можно активировать всеми обычными методами
кроме хлорангидридного, если получение хлорангидрида сопровождается
выделением хлороводорода (синтез с помощью РС15, SOC12 и др.). В дру-
гих случаях синтеза хлорангидридов, не сопровождающихся выделением
НС1, можно использовать Вое-аминокислоты [79а].



106 Пептидный синтез

Важнейшим отщепляющим реагентом для этой группы является хлоро-
водород в ледяной уксусной кислоте, диоксане, эфире, нитрометане,
этилацетате и др. Ацидолитическое деблокирование протекает по следую-
щему механизму:

(Н,С), C-O-CO-NH-R 2 ^ — ^ (H,C),C-O-&-NH-R

-(Н,С)22-СН, • « Ч • Н,М-Й
\ *

(Н,С)аС.СН2

mpem-Бутилоксикарбонильная группа гладко отщепляется также три-
фторуксусной кислотой в дихлорметане или безводной трифторуксусной
кислотой при температурах < 0 °С (последнему методу часто отдается пред-
почтение). Во время реакции отщепления может протекать трет-
бутилирование индольного кольца триптофана или тиоэфирной группиров-
ки метионина.

Уже упомянутые различия в селективности между трет-
бутилоксикарбонильной и бензилоксикарбонильной группами позволяют
комбинировать защиты на а- и ш-аминных функциях.

Правда, в некоторых работах сообщалось о частичном деблокировании
ш-аминогрупп, защищенных бензилоксикарбонилом, при ацидолитическом
отщеплении mpem-бутилоксикарбонила. Поэтому были предложены другие
деблокирующие реагенты, такие, как эфират трехфторида бора, 2-
меркаптоэтансульфокислота, водная трифторуксусная кислота и 98%-ная
муравьиная кислота, которые, однако, не всегда гарантируют успешное
проведение процесса. Предпринимались попытки использовать различные
замещенные бензилоксикарбонильные остатки с целью повышения устой-
чивости к применяемым отщепляющим реагентам. Все это, однако, нико-
им образом не снижает большого значения mpem-бутилоксикарбонильной
группы в пептидном синтезе.

Наряду с упомянутыми предлагались и другие защитные группы урета-
нового типа (табл. 2-1).

Интересными свойствами обладает 2-[6ифенилил-(4)]пропил-2-
оксикарбонильная группа как защитная. Благодаря высокой селективности
отщепления присоединение этой группы можно комбинировать с защитами
ш-аминной, гидроксильной и карбоксильной функций на основе трет-
бутильного остатка. К сожалению, здесь не рассматриваются в подробно-
стях отщепления всех защит, представленных в табл. 2-1. (Желающие мо-
гут ознакомиться с этой проблемой по оригинальной литературе.)

2.2.4.1.1.2. Защитные группы амидного типа

Аминозащитные группы этого типа (табл. 2-2) являются производными
карбоновых кислот или замещенных неорганических кислот, они играют
второстепенную роль по сравнению с защитными группами уретанового
типа.
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о
II

Таблица 2-1. N-Защитные группы уретанового типа Y—С—NH—R
(R—остаток аминокислоты или ж е пептида)

Защитная
группа R

Сокращенное
обозначение
защитной
группы R

Снятие защиты -

Бензилокси-
карбонил- [3]

4-Метокси-
бенэилоксикар-
бонил- [64, 65]

Z(OMe)

н,со-

-сн,-о-

-сн«-о-

HBr/CHjCOOH;

Na/жидк. NH3

CFjCOOH;

H/Pd;

Na/жидк. NH3

Нитробен-
зилоксикарбо-
нил-

Z(2-NO2) [67]
Z(3-NO2) [80]

Z(2-NO2) [69]

Хлорбензило- Z(4-Cl) [81, 82]

ксикарбонил- Z(3-Cl) [83, 84]

Z(2-Cl) [80]

Z(2, 4-C1) [85]

N 0 ,

-сн г о-

H/Pd (легко);
НВг/АсОН (затрудне-
но по ср. с Z)

Дополнительно
фотолиз

Аналогично Z, но
под действием H2/Pd
или НВг/АсОН (труд-
нее)

CF3COOH/CH2C12

(1:1)

3,5-Димето-
ксибензилокси-
карбонил- [68]

Z(OMe),

н,со

Фотолиз

а,а-Диметил- Ddz
3,5-диметокси-
бензилоксикар-
бонил- [86]

2-Нитро-4,5- Ndz
диметоксибен- (Nvoc)
зилоксикарбо-
нил-(6-нитрове-
ратрилоксикар-
бонил-)

Флуоренил-9- Fmoc
метоксикарбо-
нил- [87]

СНг-0-

Фотолиз,
5%-ная CFjCOOH
в СН2С12

Аналогично Z;
фотолиз

Жидк. NH,; 2-ами-
ноэтанол, морфолин
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Продолжение табл. 2.1

Сокращенное
Защитная обозначение
группа R защитной

группы R

Снятие защиты

Фурил-2-ме- Foe
токсикарбонил-
(фурфурилокси-
карбонил-) [88]

CFjCOOH;
о н и л - HCl/AcOH; H/Pd

2-(4-Толил- Tsoc
сульфонил)-это-
ксикарбонил-
[89]

н,с-
C2H5ON«r в

н , с - - этаноле

Метилсуль- Msc
фонилэтоксикар-
бонил- [383]

Катализируемое ос-
нованиями /S-элимини-
рование

4-Фенилазо- Paz
бензилоксикар-
бонил- [90]

-N-M- -CHj-O-
Аналогично Z

2-Иодэтокси- Iec
карбонил- [92]

трет-Ьути- Вое
локсикарбонил-
[71] Hfi-t-O-

Zn/метанол; элек-
тролиз

CFjCOOH;
CF3COOH/CH2C12;
НС1 в органических
растворителях

2-Циан- Суос
/цреш-бутилокси-
карбонил- [93]

НШС-С-О-
Слабоосновные ре-

агенты (водный
К2СО3; триэтиламин)

2,2,2-Три- ТсЬос
хлор-трет-буги-
локсикарбонил-
[94]

Кобальт(1)-фтало-
цианиновый анион в
метаноле; Zn/AcOH

Изоникоти- iNoc
нилоксикарбо-
нил- [95]

/npem-Амилокси- Аос
карбонил- [96] M.C-CHi-C-0-

Zn/AcOH;
Hj/Pd; устойчив к
кислотам

СР3СООН(анизол);

CF3COOH/CH2a2 (1:1)
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Адамантил-1- Adoc
оксикарбонил-
[97]

о-

1-[1-Адаман-
тил]-1-метил-
этоксикарбонил-
[91]

Изоборнило-
ксикарбонил-
[981

Adpoc

Iboc
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Продолжение табл. 2.1

Защитная

группа/?

Сокращенное
обозначение
защитной
группы R

Y Снятие зашиты

CFjCOOH

3%-ная CFjCOOH В
СН2С12; устойчив к
гидрогенолизу

CFjCOOH; устой-
чив к HyTd и основ-
ным реагентам

2-.[Бифени-
лил-(4)]пропил-2-
оксикарбонил-
[99]

Врос 80%-ная АсОН

Пиперидин- Pipoc
оксикарбонил-
[100]

Циклопенти- сРос
локсикарбонил-
[101]

а-Метил- Tmz
2,4,5-триметил-
бензилоксикар-
бонил- [102]

Бензилизо- Bic
ксазол-5-метилен-
оксикарбонил-
[103]

o - ° -

ен,

Электролитическое
восстановление;

НВг/АсОН;
Na/жидк. NH3;
устойчив к гидроге-
нолизу (H2/Pd)

3%-ная (по объему)
CFjCOOH В CHCljj
отщепляется легче,
чем Вое, медленнее,
чем Врос

Изомеризация в
присутствии 3 экв.
триэтиламина в ДМФ
и сольволиз в водном
буфере (pH 7)

(4-Фенилазо-
фенил)изопро-
пилоксикарбо-
нил- [104]

Azoc Аналогично Врос
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Таблица 2-2. Аминозашитные группы ацильного типа Y—NH—R (R — остаток
аминокислоты или пептида)*

Защитная группа Сокращенное
обозначение
защитной
группы

Снятие защиты

Формил-
[112, 113]

For Л- Сольволиз; окисление,
гидразинолиз

Трифтораце- Tfa
тил- [111] J- Разб. NaOH; Ba(OH)2;

раствор аммиака

Ацетоацетил- Аса
[114] Z-C-CHfC-

С 6 Н 5 —NH — N H 2 или
же H 2 N—ОН в растворе
уксусной кислоты

2-Нитрофено- Npa
ксиацетил- [115]

NO, Восстановление и по-
9 следующее нагревание в

- о - с н , - 6 - н о д ( ) 1 0 0 о С

Монохлора-
цетил- [116]

Мса Амид пиперидин-1-
тиокарбоновой кислоты

2-Нитрофе-
нилтио- [105,
106]

Nps

- S -

Хлороводород в инерт-
ных растворителях,
никель Ренея. тиольные
реагенты; дибензолсуль-
фимид

4-Толуол- Tos
сульфонил- [107]

Na/жидк. NH3;
HBr/AcOH (фенол); иодо-
водородная кислота/иодид
фосфония

Бензилсуль- Bes
фонил- [108]

-CH,-SO,- Na/жидк. NH3;
гидрогенолиз

4-Толилметил- Tras
сульфонил- [117] н,с-

HF/анизол (0°С,
-CH j-so,- 60 мин)

а Фталильная группа не включена в таблицу по структурным соображениям.
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2-Нитрофенилтиогруппа, впервые описанная в работе [10S], была более
подробно изучена применительно к пептидной химии Зервасом и др. [106].
Эта группа, часто называемая по рекомендации ШРАС — ШВ
2-нитрофенилсульфенилъной группой, представляет большой практический
интерес. Она вводится сравнительно просто при действии на натриевые со-
ли аминокислот (R' = Na) или на зфиры аминокислот (R' = алкил)
2-нитрофенилсульфенилхлорида в присутствии эквивалентного количества
NaOH или триэтиламина:

R _5°а и
• HaN-iH-COOtf O0H°la,Hue O-S-MH-CH-COOR

*" MCI "

Отщепление этой группы можно проводить мягким ацидолизом под дей-
ствием 2 экв. хлороводорода в эфире, этилацетате и т. п. или же 1ч-1,1
экв. хлороводорода в метаноле или других спиртах (в последнем случае по-
лучается легко удаляемый 2-нитрофенилсульфениловый эфир). Кроме того,
нитрофенилсульфенилыгую группу можно удалять с помощью никеля Ренея
(Майенхофер, 1965 г.), меркаптанами (Фонтана и др., 1966 г.), нуклеофилъ-
ными тиольными реагентами (Кеслер и Изелин, 1966 г.), дибенэолсульфи-
мидом (Подушка, 1968 г.) и т. д. Отмечалось, что при десульфенилирова-
нии пептидов с С-концевым (или расположенным в середине цепи) трипто-
фаном почти количественно образуется 2-(2-нитрофенилтио)индольное про-
изводное. Этой побочной реакции можно в значительной степени избе-
жать, если, согласно рекомендации Вюнша и сотр., дабавлять производные
индола (10—20 экв.).

4-Толуолсульфонильная группа, называемая также пюзильной, впервые
была применена для пептидных синтезов в 1926 г. [107]. Фишер уже в 1915
г. сообщал о возможности отщепления этой группы от N-
тозиламинокислот обработкой смесью иодоводородной кислоты с иодидом
фосфония.

Получение N-тозиламинокислот проводят взаимодействием толуолсуль-
фохлорида (тозилхлорида) с солями аминокислот, причем, согласно дю
Виньо и Катсоянису (1954 г.), реакция ацилирования протекает особенно
хорошо при рН9.

*
HjN-CH-COO®

Отщепление тозильной группы [108] производится восстановлением на-
трием в жидком аммиаке. Более удобным является экстракционный метод,
разработанный позднее [109]. Механизм реакции деблокирования не совсем
ясен, несмотря на многочисленные исследования (в особенности Рудингера
и сотр.). При деблокировании наблюдались различные побочные реакции:
расщепление связи Lys — Pro, деметилирование метионина, частичное раз-
рушение треонина и триптофана и др.
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Хорнер в 196S г. описал метод восстановительного расщепления с по-
мощью тетраметиламинильного радикала, образующегося при разрядке
тетраметиламмония на ртутном катоде. Этим методом можно удалять
также и N-бензоильный остаток [НО], так что предложенная еще в начале
века Курциусом аминозащитная группа теперь тоже может относиться к
селективно удаляемым.

На возможность детозилирования по Фишеру (иодоводород + иодид
фосфония в уксусной кислоте) при 60 °С уже указывалось. Дебло-
кирование проходит также с НВг/АсОН в присутствии фенола в течение
16 ч при комнатной температуре (Рудингер и сотр., 1959 г.).

Благодаря высокой стабильности тозильного остатка в условиях отщеп-
ления защитных групп уретанового типа эта защитная группа часто приме-
няется для блокирования Ыш-аминофункций, как, например, гуанидиновой
группы аргинина. Проблема детозилирования еще ждет своего окончатель-
ного решения.

Трифторацетильная группа впервые применена в пептидной химии в
19S2 г. [111]. Она вводится без рацемизации при реакциях с ангидридом
трифторуксусной кислоты в безводной трифторуксусной кислоте, с тиоэти-
ловым эфиром трифторуксусной кислоты или же с фениловым эфиром
трифторуксусной кислоты. Деблокирование проходит при комнатной тем-
пературе под действием 0,01—0,02 н. NaOH, разбавленных растворов ам-
миака или гидроксида бария. Для присоединения N-трифторацетил-
аминокислот неприемлем метод смешанных ангидридов.

При щелочном отщеплении этой защитной группы наблюдались различ-
ные побочные реакции. Как альтернатива в качестве отщепляющего реаген-
та- был предложен боргидрид натрия в этаноле, причем в качестве защиты
карбоксила в этом случае должен быть использован лде/п-бутиловый эфир.
При этих условиях бензилоксикарбонил-, трет-бутилоксикарбонил- и
/яретя-бутилэфирные группы устойчивы. При активировании трифтораце-
тиламинокислот существует опасность рацемизации, благодаря чему значе-
ние этой защитной группы для целей синтеза не столь велико. Широкое
распространение получили эфиры N-трифторацетиламинокислот и эфиры
пептидов; благодаря высокой летучести эти производные используются в
газовой хроматографии.

Фталильная группа [118] редко употребляется для пептидных синтезов
из-за ее чувствительности к щелочам. Фталиламинокислоты получают при
реакции с N-этоксикарбонилфтальимидом [119] в мягких условиях с высо-
кой степенью аналитической и оптической чистоты:

> 9 »
1-С-О-СаН§ • HjN-CH-COOH

Ъ о
.-?--h,N-C-OC2H5
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Отщепление фталильной группы [120] производится ацетатом гидразина
в метаноле. Этот мягкий метод деблокирования, протекающий при кажу-
щемся pH 6,5 в случае щелочелабильных пептидных производных следует
предпочесть обычным методам гидразинолитического расщепления.

Устойчивость фталильной группы в условиях деблокирования многих
других защитных групп должна была бы способствовать ее широкому при-
менению. Однако фталильная защита лишь иногда используется в опреде-
ленных синтезах; ее применение ограничено трудностями отделения полу-
чаемого во время гидразинолитического расщепления фталилгидразида от
производного пептида, а также уже упоминавшейся неустойчивостью за-
щитной группы в щелочных условиях.

2.2.4.1.1.3, Защитные группы апкильного типа

N-Бензильная и N.N-дибензильная защитные группы не представляют
большого интереса для пептидного синтеза. Деблокирование таких защит
возможно лишь при каталитическом гидрировании в присутствии паллади-
евой черни при 70—80 "С.

Большой интерес представляет трифенипметильная группа [121, 122],
известная также как тритилъная группа (Trt). Согласно Тамаки и сотр.
[123], прямое тритилирование свободных аминокислот (2 экв. тритилхло-
рида) в присутствии триэтиламина в апротонном растворителе приводит к
высоким выходам тритильных производных:

H/t-CH-COOH ——т. ^^-C-NH-CH-COOH

Можно исходить также из эфиров аминокислот и удалять эфирную
группу после тритилирования. Однако омыление часто бывает затрудни-
тельным. Встречаются сложности и при селективном гидрогенолитическом
отщеплении бензильной группы от соответствующих тритилированных
бензиловых эфиров аминокислот. При применении в качестве растворителя
диоксана удаляется только бензильная эфирная группировка. Активирова-
нию карбоксильной группы тритилированных аминокислот мешают стери-
ческие препятствия, создаваемые тремя объемными фенильными остатка-
ми. Наилучшие результаты дает применение карбодиимидного метода
(разд. 2.2.5.4). Кроме того, хорошие результаты получаются с N-
гидроксисукцинимидными эфирами [124]. Отрицательное стерическое влия-
ние тритильной группы меньше сказывается на поведении карбоксильной
функции пептидов, поэтому в случае пептидов омыление и активирование
протекают без особых трудностей. Можно использовать преимущество
тритильной защиты, заменив ею другую защитную группу на какой-то ста-
дии синтеза пептида. Тритильная группа может отщепляться в мягких ус-
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ловиях при ацидолизе хлороводородом (соляной кислотой) в различных ор-
ганических растворителях, трифторуксусной кислотой (можно использо-
вать также водную трифторуксусную кислоту или трифторуксусную кисло-
ту в водной уксусной кислоте) при 0 + —10 °С, кратковременным нагрева-
нием с ледяной уксусной кислотой или многочасовой обработкой 70—80%-
ной уксусной кислотой. Удаляется тритильный остаток и при каталитиче-
ском гидрировании, причем отщепление идет медленнее, чем удаление в
тех же условиях бензилоксикарбонильной группы. Все эти методы отщеп-
ления позволяют селективно удалять тритильные остатки в присутствии
бензилоксикарбонильной, /wpem-бутилоксикарбонильной, О-бензильной, О-
mpe/я-бутильной и S-бензильной групп. Были предложены и такие методи-
ки детритилирования, когда Ыа-тритильный остаток селективно удаляется
в присутствии N"-, N l m -, О- и S-тритильных групп. Несмотря на столь
многочисленные возможности комбинаций, значение тритильной защиты
ограничено ее высокой лабильностью к кислотам и уже упомянутыми про-
явлениями стерического эффекта.

Далее следует упомянуть защитные группы, которые представляют
только теоретический интерес и были до сих пор использованы в особых
случаях.

1-Метил-2-бензоилвинильная группа (Mbv) получается при взаимодействии бен-
зоилацетона с калиевыми солями аминокислот и отщепляется при кратковременной
обработке разбавленной соляной кислотой или уксусной кислотой (Дане и сотр.,
1962 г.):

н,е сн

R — остаток аминокислоты или пептида

5,5-Димепшл-3-оксоииклогексен-1-ильная группа (Dche) вводится при реакции
эфиров аминокислот с димедоном (Гальперн и сотр., 1964 г.). Она устойчива к кис-
лотам и каталитическому гидрированию. Для активирования Ы-[5,5-диметил-3-
оксоциклогексен-1-ил]аминокислот подходят карбодиимилный и азидный методы, а
также метод Вудварда. Можно применять также тио- и 4-нитрофениловые эфиры.
Отщепление этой защитной группы производится бромной водой или нитритом на-
трия в уксуснокислом растворе.

Макинтайр (1947 г.) описал блокирование аминофункции аминокислоты 2-
гидроксизамещенными ароматическими альдегидами. Получающиеся шиффовы ос-
нования хорошо кристаллизуются и являются очень устойчивыми соединениями бла-
годаря внутримолекулярным водородным связям.

N-(5-xnopcanumuian)-ipynna (Csal) была предложена в 1962 г. Шиханом и др. для
защиты N-концевых аминокислот и последующего связывания их в дипептиды кар-
бодиимидным методом. Деблокируют их при комнатной температуре с помощью
1 н. НС1.
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Растущий интерес вызывают защитные группы, такие, как введенная Тессером
Msc-группа (табл. 2-1), которые могут быть отщеплены основаниями.

В 1976 г. Кунц предложил 2-(метилтио)этоксикарбонил CH3-S-CH2-CH2-O-CO-
-NH-R (Mtc) как защитную группу. Такие соединения можно сделать более лабильны-
ми посредством метилирования или окисления в сульфон и отщеплять /3-
элиминированием по аналогии с методом Тессера. Такие же свойства должны иметь
и фосфониевые соединения, такие, как фосфонийэтоксикарбонилъные производные
(С6 Н5 Ь Р + " CHrCHrO-CO-NH-R.

Дифенилтиофосфонил-группа (C6H5)2PS-NH-R (Ptp), согласно Уги и Икеда
(1976 г.), устойчива к трифторуксусной кислоте и отщепляется под действием 1 н.
НС1 в уксусной кислоте, 4 н. НС1 в диоксане, а также трифенилфосфиндигидрохло-
ридом.

Тозиламинокарбонил-группа (4-тозилсульфонилкарбамоильная группа) Н3С-
-C6H4-SO2-NH-CO-NH-R (Tac) вводится с помощью 4-тозилизоцианата. Отщепление
Тас происходит при нагревании с различными 95%-ными спиртами (85—105 °С).

Теоретический интерес имеет предложенный Вайсом и Фишером комплекс хро-
ма следующего состава:

„NH-CHR'-COOR
С

2.2.4.2. Защитные группы для карбоксильных
и амидных функций

При пептидном синтезе, как уже указывалось в разд. 2.2.2, карбоксильная
функция аминокомпонента тоже должна быть защищена.

Проще всего защита карбоксильной группы достигается солеобразова-
нием. Соли аминокислот со щелочными и щелочноземельными металлами
обычно реагируют в воде или в водном диоксане с соответствующим об-
разом активированным карбоксикомпонентом. Большое значение имеют
также соли пептидов с третичными основаниями (триэтиламин, трибутил-
амин, N-метилморфолин, N-этилпиперидин, 1,1,3,3-тетраметилгуанидин и
др.). Эти соли позволяют вести пептидный синтез в органических раство-
рителях, главным образом в диметилформамиде. Для конденсации подхо-
дят методы активированных эфиров, галогенангидридов, смешанных анги-
дридов и азидный. Преимущество такого пути в том, что по окончании ре-
акции карбоксильная функция освобождается подкислением. При синтезе
дипептидных производных из солей аминокислот встречаются и с затруд-
нениями. Например, при частичном омылении активированного эфира по-
лучают смесь N-защищенного дипептида и N-защишенного карбоксильного
компонента. Разделение этих продуктов крайне затруднительно. Поэтому
более выгодно вводить в реакцию соли ди- или трипептидов, так как здесь
возможно разделение на основе различий в растворимости исходного и
конечного продуктов.

Кроме того, в случае использования активированных эфиров возможна пе-
реэтерификация с образованием активированного эфира конечного продук-
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та. Этот активированный эфир может вступать в реакцию с еще не прореа-
гировавшим аминокомпонентом, что приводит к появлению пептидов с
большой молекулярной массой.

Описанный способ не является универсально применимым, поэтому для
защиты карбоксильной функции аминокислоты (или пептида), подлежащей-
ацилированию, необходимо применять обратимо отщепляемые группиров-
ки. Для этой цели в первую очередь подходят различного типа эфиры.
Амидные группы служат, как правило, достаточной защитой, если входят
в состав растущего пептида. Для улучшения растворимости амидов пепти-
дов в органических растворителях нужно блокировать амидную группу.
Следует различать карбоксизащитные группы, которые по окончании .син-
теза пептида или пептидного фрагмента снимаются с регенерацией свобод-
ной карбоксильной группы и такие, которые после получения фрагмента
либо прямо, либо после соответствующей обработки превращаются в груп-
пы, способные к дальнейшему аминолизу. Эти зашиты названы Вюншем
[125] как истинные, или потенциально активные, карбоксизащитные груп-
пы. Принята следующая классификация защитных групп:

тактические карбокси-
защитные группы

I истинные
карбоксизащитные группы

защитные группы

эфирного типа

активиро-
ванные

защитные
группы

потенциально-
активиро -
ванные

защитные
группы

2.2.4.2.1. Истинные карбоксизащитные группы

Под истинными защитными группами понимают соответственно опреде-
лению такие, которые после синтеза пептида или пептидного фрагмента
отщепляются с регенерацией исходной карбоксильной группы.

2.2.4.2.1.1. Защитные группы эфирного типа

Преобладающее число карбоксизащитных групп производится на основе
первичных, вторичных и третичных спиртов. Для приготовления эфиров
аминокислот служат методы, известные из органической химии, причем
исходят либо из свободной аминокислоты, либо из N-замешенного произ-
водного аминокислоты.

По классическому методу этерификации (метод Фишера) проводят реак-
цию гидрохлорида аминокислоты с соответствующим спиртом в присутст-
вии хлороводорода как катализатора [126]:
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R

H,N

Ссн - ( н *>СГ • СН,ОН

R
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Согласно закону действующих масс, количественный перевод аминокис-
лоты в соответствующий эфир достигается тем, что спирт берут в боль-
шом избытке, а образующуюся воду удаляют из сферы реакции, например,
азеотропной отгонкой. Наряду с хлороводородом в качестве катализаторов
были предложены эфират трифторида бора, уксусный ангидрид, ацетил-
хлорид, тионилхлорид и др. (в последнем случае образование эфира проте-
кает по другому механизму). Этерификация с тионилхлоридом предложена
Бреннером и др. [127]. При этом в качестве промежуточного продукта ре-
акции из SOC12 и СН3ОН образуется, вероятно, метиловый эфир хлорсуль-
финовой кислоты HjCO-SO-Cl, который реагирует с аминокислотой с вы-
делением SO2 и образованием метилового эфира. По этому методу можно
получать также этиловые и бензиловые эфиры. Эфиры из свободных ами-
нокислот можно получать и другими способами, например переэтерифика-
цией или реакцией с олефинами (последнюю используют для синтеза трет-
бутиловых эфиров).

N-Защищенные аминокислоты этер"ифицируют реакцией с алкилгалоге-
нидами в присутствии третичных аминов или с диазометаном или производны-
ми диазометана и т. д. N-Защищенные аминокислоты и пептиды можно
превращать в соответствующие эфиры в очень мягких условиях при реак-
ции их цезиевых солей с алкилгалогенидами [128]. В табл. 2-3 приведены
некоторые важные карбоксизащитные группы; наибольшее практическое
значение имеют метиловые, этиловые, бензиловые, 4-нитробензиловые и
wpem-бутиловые эфиры.

Метиловые эфиры (-ОМе) и этиловые эфиры (-OEt) применялись в пеп-
тидном синтезе уже Фишером и Курциусом. Снятие этих защит по оконча-
нии пептидного синтеза проводят мягким щелочным гидролизом в диокса-
не, метаноле (этаноле), ацетоне, ДМФ с добавлением различных количеств
воды. Названные алкиловые эфиры следует применять дЛя синтеза корот-
ких пептидов, так как с ростом цепи гидролитическое расщепление затруд-
няется, а применение жестких условий гидролиза повышает опасность по-
бочных реакций. Следует избегать избытка щелочи, в противном случае
может произойти рацемизация и другие побочные реакции. Оба алкильных
эфира устойчивы к гидрогенолизу и мягкому ацидолизу. При гидразиноли-
зе они переходят в гидразиды, что можно использовать для дальнейшей
конденсации фрагментов с помощью азидного метода. При аммонолизе
метиловые и этиловые эфиры дают амиды. Это применяют в тех случаях,
когда С-концевая аминокислота должна нести амидную группу.

Бензиловые эфиры (-OBzl) [129] свободных аминокислот получаются
при прямой этерификации бензиловым спиртом в присутствии кислых ка-
тализаторов (4-толуолсульфокислота, хлороводород, бензосульфокислота,
полифосфорная кислота и др.). Образующаяся при этерификации вода Уна-
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Таблица 2-3. Карбоксизащитные группы эфирного типа

О
II

Y-O-C-R

Эфир аминокислоты Снятие зашиты

Метиловый сн,- Щелочной гидролиз;
Этиловый ферментативные методы (трип-

н,с—сн,— с и н и л и химотрипсин);
с 0,1 н. NaOH.pH 7,0

Бензиловый [129] ^ ч H2/Pd; насыщ. НВг/АсОН;
ло вый[ 1 29] Na/жидк. NH3; жидк. HF; ще-

лочной гидролиз

4-Нитробензиловый H-/Pd; щелочной гидролиз;
Na/жидк. NH3; устойчив про-
тив НВг/АсОН

трет- Бутиловый сн,
[130, 131] н,(

4-Метоксибензиловый .—ч

[132, 133] H J C O - ^ J V C H , -

CF3COOH; насыщ.
НС1/АсОН; 2 н. НВг/АсОН;
эфират трифторида бора/АсОН

СР3СООН(анизол) при 0°С;
HCl/нитрометан; H2/Pd; жидк.
HF; щелочной гидролиз

Метилзамешенный
бензиловый [134]

Пиридил-4-метиловый
(4-пиколиловый) [135]

сн,

(2,4,6-триметил- и
пентаметилбен-
зиловыйЪ

CF3COOH при 20°С;
2 н. НВг/АсОН

H2/Pd; Na/жидк. NH3;
щелочной гидролиз; электроли-
тическое восстановление

2-(Толуол-4-сульфо-
нил)-этиловый [136] н.с-

/З-Элиминировакие в смеси
вода/диоксан с раствором
Na2CO3 при 20°С

Фенациловый [137] ?-с-сн,-
Тиофенолят натрия; H2/Pd;

Zn/AcOH; фотолиз

4-Метоксифенациловый
[138]

Фотолиз при УФ-облучении
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Продолжение таблицы 2-3.

Эфир аминокислоты Снятие защиты

Дифенилмет иловый
(бензгидриловый) [139]

Антрахинон-2-метило- °,
вый [140]

Фтальимидометиловый
[141]

Фениловый [142]

Триметисилиловый
[143, 144]

H2/Pd; CF3COOH при 0°С;
разб. НС1/АсОН; эфират три-
фторида бора/АсОН (1:6) при
25°С

H2/Pd; Na2S2O4 в водно-ди-
оксановом растворе, pH 7—8;
фотолиз

Тиофенолят натрия;
Zn/AcOH; N2H4; HCl/opr. рас-
творитель; (СН3)2ЫН/этанол

Омыление, pH 10,5
(0,8 экв. Н2О2)

Сольволиз водой или
спиртом

2-Триметилсилилэти- (сн,),а-сн2-сн2-
ловый [145]

ляется азеотропной отгонкой с подходящим растворителем (бензол, толу-
ол, тетрахлорид углерода). Для получения бензиловых эфиров пригоден
также и тионилхлоридный метод [127]. Синтезы бензиловых эфиров N-
замешенных аминокислот проводят с использованием дициклогексилкарбо-
диимида, тионилхлорида и сульфурилхлорида, а также методами переэте-
рификации. Для расщепления бензиловых эфиров применяют каталитиче-
ское гидрирование и ацидолиз насыщенным раствором бромоводорода в
уксусной кислоте (12 ч при комнатной температуре или 1-2 ч при
50—60 °С). Используют также натрий в жидком аммиаке, жидкий фторо-
водород и щелочной гидролиз. Ацидолитическое расщепление в названных
условиях может иногда задевать и пептидные связи.

4-Нитробензиловые эфиры (-ONb) получают, используя те же методы,
что и для незамещенных бензиловых эфиров. N-Замещенные аминокислоты
и пептиды легко реагируют с 4-нитробензилгалогенидами в присутствии
третичных оснований, превращаясь в соответствующие эфиры. 4-Нит-
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робензиловые эфиры устойчивы к бромоводороду в уксусной кислоте и
даже жидким фтороводородом отщепляются не полностью. Снятие этой
зашиты легко проходит при гидрогенолизе, щелочном гидролизе и восста-
новлении натрием в жидком аммиаке.

трет-Бутиловые эфиры (-ОВи') [130, 131] имеют чрезвычайно большое
значение для синтеза пептидов, трет--Бутилэфирная группа очень легко
отщепляется при ацидолизе, но она устойчива к гидрогенолизу и заметно
устойчива в условиях щелочного гидролиза, гидразинолиза и аммоно-
лиза. Далее следует отметить ее устойчивость в условиях кислотного
отщепления 2-нитрофенилтио-, тритильной и 2-[бифенил-(4)]пропил-2-окси-
карбонильной групп. Эфират трифторида бора в уксусной кислоте се-
лективно отщепляет mpew-бутилэфирную группу в присутствии бензилок-
сикарбонильной группы. Дифференцированный ацидолиз трет-
бутилоксикарбонильной группы удается лишь в очень редких случаях.
mpem-Бутиловые эфиры аминокислот можно получать присоединением
изобутилена к аминокислоте при катализе кислотами или переэтерификаци-
ей с mpem-бутиловым эфиром уксусной кислоты. В этих условиях гидро-
ксильные группы серина и треонина также переводятся в трет-
бутилэфирные. Разумеется, что N-защищенные аминокислоты (бензилокси-
карбониламинокислоты) тоже можно превращать в эфиры при реакции с
изобутиленом в присутствии серной кислоты или переэтерификаци-
ей с /wpe/и-бутиловым. эфиром уксусной кислоты в присутствии хлорной
кислоты. Этот путь можно рекомендовать и в том случае, если по причине
плохой растворимости некоторые аминокислоты не удается этерфициро-
вать другим способом.

Пиридил-4-метиловый эфир [135] благодаря основным свойствам по-
зволяет обратимо фиксировать пептиды на катионообменниках после каж-
дой ступени синтеза. Таким путем можно отделять пептиды от побочных
продуктов. Преимущество этого метода состоит в том, что в противопо-
ложность твердофазному синтезу здесь все реакции протекают в гомоген-
ной фазе. Похожий метод с применением 4-диметиламинобензилового эфи-
ра описан в работе [146].

Нерастворимые полимерные эфиры являются чрезвычайно интересным
классом карбоксизащитных групп, из которых полимерный бензилрвый
эфир является прототипом разработанного Меррифилдом твердофазного
синтеза пептидов. Проблема синтеза на полимерных носителях излагается
(разд. 2.2.7).

Карбоксизащитные группы в случае аминодикарбоновых кислот могут
применяться как для а-, так и для ш-карбоксильной функции. Относительно
просто можно получать пептиды с С-концевыми аминодикарбоновыми
кислотами. Пептиды с аминодикарбоновыми кислотами в середине цепи
или с N-концевыми аминодикарбоновыми кислотами нельзя получить без
специального блокирования. Поэтому для наращивания пептидов с а- или
ш-аминодикарбоновыми кислотами требуется селективное блокирование
одной карбоксильной группы.
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2.2.4.2.1.2. Защитные группы для амидной функции

Амид карбоновой кислоты представляет собой нейтральную функциональ-
ную группу, которая блокирует карбоксильную функцию и поэтому не нуж-
дается -в дополнительной защите. Это верно также и для концевой а-
амидной функции в условиях обычных реакций конденсации и деблокирова-
ния, если не считать иногда наблюдающейся дегидратации с образованием
нитрила. Гораздо чаще побочные реакции происходят у ш-амидных групп
аспарагина и глутамина. Дегидратация амидной группы до нитрила может
происходить при применении дициклогексилкарбодиимида и, кроме того,
при гидразинолизе, если он необходим в ходе пептидного синтеза; ш-
амидные группы могут переводиться в гидразидные. Отщепление защит-
ных групп в спиртовых растворах может приводить к алкоголизу амидных
группировок. Образование сукцинимидных производных в случае пептидов,
содержащих аспарагин с незамещенной амидной функцией, влечет за собой
нежелательную транспептидацию (а):

О NH,

V
Y-NH С R

и
О

Пептиды, имеющие N-концевой глутамин с незащищенной аминной
функцией, легко превращаются в пироглутамилпептиды:

H f - 9 < * нас-сна

и м JL I NH2N о НО

Для исключения описанных побочных реакций и особенно для улучше-
ния растворимости в органических растворителях пептидов, имеющих
амидные группы, большое значение имеет обратимое блокирование амид-
ных функций. Как известно, незамещенные амидные функции склонны к
образованию внутри- или же межмолекулярных водородных связей. При
этом растворимость в органических растворителях ухудшается и одновре-
менно повышается растворимость таких производных в воде, что нежела-
тельно при синтезе пептидов.

Из множества теоретически возможных вариантов блокирования в
практических условиях пептидного синтеза особенно пригодными оказались
замещенные бензильные группы. Они могут легко отщепляться ацидоли-
зом. Для введения метоксизамещенного бензильного остатка или же неза-
мещенного дифенилметильного остатка N-защищенное производное амино-
кислоты (R) со свободной карбоксильной функцией конденсируют с соот-
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ветствующим амином (R') с помощью дициклогексилкарбо-
диимида [147]:

ОН

- С Н

4-мвтоксибензил- дифенилметил-

2,4-Диметоксибензил-

2, 4, 6-триметоксибензил-

Метил-или метоксизамещенные дифенилметильные группы вводятся ре-
акцией N-защищенных амидов аминокислот с соответствующим карбино-
лом в присутствии кислот [148]:

, 0
R_C' • MO-R'

R'-

-CH ~ I1*»' W " " (1481

4,4'-диметилдифенилметил- 4,4'-диметоксидифенилметил-

Все амидозащитные группы могут отщепляться жидким фтороводоро-
дом [149]. За исключением 4-метоксибензильной и дифенилметильной
групп, удаление защитных групп удается уже при обработке трифторуксус-
ной кислотой при 20 °С. Добавка анизола благоприятствует реакции от-
щепления.

2.2.4.2.2. Тактические карбоксизащитные группы

Для специальных синтетических целей вводятся карбоксизащитные группы,
которые после получения пептидного фрагмента не отщепляются с осво-
бождением карбоксильной функции как истинные защитные группы, а не-
посредственно или после химического превращения выступают в роли ак-
тивированных производных, пригодных для соединения фрагментов.
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2.2.4.2.2.1. Активированные карбоксизащитные группы

Карбоксизащитные группы этого типа могут применяться для пептидных синтезов
только в определенных условиях, так как аминокомпоненты с активированными
карбоксильными группами могут вступать в реакцию не только с карбоксильными
компонентами, но и давать нежелательные побочные продукты в результате
внутри- и межмолекулярной самоконденсации. Для того чтобы обеспечить одно-
значное течение реакции, в пептидном синтезе применяют карбоксильные компоне-
нты, имеющие более высокий потенциал ацилирования, чем активированная карбок-
сизашитная группа аминокомпонента.

Такой подход был введен в пептидную химию в 1959 г. Гудманом и Стьюбеном
[150] (в мировой литературе известен как backing-off-метод).

В качестве активированных карбоксизащитных групп применяют, как правило,
различные активированные эфиры (разд. 2.2.5.3). В принципе к ним следовало бы
отнести также метиловые и этиловые зфиры, так как они обладают неким потенци-
алом ацилирования (образование диоксопиперазинов) и могут аммонолизом превра-
щаться в амиды. Однако из-за слишком низкой (для пептидного синтеза) активности
названные зфиры здесь не рассматриваются.

В случае backing-off -метода N-защищенная аминокислота (для предотвращения
рацемизации предпочтительны защитные группы уретанового типа) переводится в
активированный эфир (X — активирующий компонент) и после этого деблокируется.
Полученный аминокомпонент связывается с другой N-защищенной аминокислотой
(карбоксильный компонент) преимущественно методом смешанных ангидридов
(СА), давая защищенное производное дипептида. Последовательным повторением
стадий а и б можно получить желаемый фрагмент:

Y-NH-{AK)-COOH НХ

Y-NH- J-COOH

V-NH-

и т.д.

Разумеется, не все известные активированные зфиры подходят для этих целей.
Подходящие активированные эфиры подбираются опытным путем.
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2.2.4.2.2.2. Потенциально активируемые карбоксизащитные группы

В отличие от уже рассмотренных тактических защитных групп потенциально акти-
вируемые карбоксизашитные группы ведут себя во время пептидного синтеза как на-
стоящие защитные группы. Другими словами, в этом случае можно пренебречь
опасностью побочных реакций самоконденсации. В качестве прототипа таких защит-
ных групп можно назвать 4-метилтиофениловый эфир [151]. Получение его прово-
дится по backing-off-методу. Перед конденсацией фрагментов проводят активирова-
ние окислением пероксидом водорода или 3-хлорпербеюойной кислотой:

S-CH,

Полученный 4-метилсульфонилфениловый эфир обладает свойствами активиро-
ванного эфира и может использоваться для дальнейших синтезов в качестве карбок-
сильного компонента (R—N-замещенный остаток пептида).

Другим примером эфиров с переменной активностью служат N,N-
диметиламинофениловые эфиры. Такие эфиры неактивны, они не взаимодействуют
с аминами. Однако после метилирования с помощью метилиодида образующаяся
четвертичная аммониевая группа вызывает значительную активацию эфира [151а]:

R-CO

По своей активности они близки к л-нитрофениловым эфирам и могут быть исполь-
зованы для образования новых пептидных связей.

Еще большее значение имеют N'-замещенные гидразиды, которые после полу-
чения фрагментов селективно деблокируются и далее могут вводиться в азидную
конденсацию. Для N'-замещения в гидразиде подходят с небольшими исключения-
ми практически все аминозащитные группы, из которых важнейшими являются бен-
зилоксикарбонил [152], /ярет-бутилоксикарбонил [153] и тритил [154].

N'-Замещенные гидразиды получаются при реакции N-защищенных аминокис-
лот с частично защищенными гидразинами с помощью дициклогексилкарбодиимида
(ДЦГК) или по методу смешанных ангидридов (СА):

H2N-NH-Y — К/СА

После отщепления Y соответствующее производное используется для синтеза
фрагмента, а по окончании синтеза проводят селективное деблокирование
Y'(Y' = Z-, Вое- или Trt-). N-Защищенный гидразид пептида можно после перевода
в азид использовать далее в качестве карбоксильного компонента (R—N-
защищенный остаток пептида):
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-v

9
R-C-NH-NH, -V

аэиднап конденсация!

4-Метилтиофениловый эфир нельзя использовать для синтеза фрагментов, со-
держащих серусодержащие остатки аминокислот, из-за необходимости окислитель-
ного активирования. Применение N'-замещенных гидразидов N-ациламинокислот не
лимитировано и позволяет планировать самые разнообразные синтезы, разумно
комбинируя защитные группы для а-аминофункции, гидразида и функциональных
групп боковых цепей.

2.2.4.3. ш-Защитные группы трифункциональных аминокислот

Если в пептидном синтезе используют полифункциональные аминокисло-
ты, такие, как глутаминовая кислота, аспарагиновая кислота, лизин, арги-
нин, серии, тирозин и т. д., то функциональная группа их боковой цепи до-
лжна быть селективно блокирована. Нужные для этого защитные группы
не отличаются от тех, которые применяются для блокирования а-амино-
или «-карбоксильных групп. Собственно, проблему представляет собой се-
лективное блокирование, в то время как выбор комбинаций защитных
групп является вопросом тактики. Точно так же требуется блокировать ти-
ольные и гуанидиновые группы. В других случаях можно предотвратить
или свести к минимуму побочные реакции, обусловленные третьей функци-
ей, поддерживая специфические условия при конденсации. Несмотря на эти
возможности, на практике предпочитают варианты с максимальной защи-
той.

2.2.4.3.1. Защита гуанидиновой функции
аргинина

НдМ-СН-СООН

Несмотря на большое число описанных возможностей блокирования силь-
ноосновной гуанидиновой функции, идеальной защитной группы для нее до
сих пор не найдено. Применяют в основном нитрование, NU-MOHO- ИЛИ же
N" , Г^-диацилирование иди протонирование. Можно избежать защиты гуа-
нидиновой группы, если вводить ее реакцией амидинирования в пептиды,
содержащие орнитин.
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Применение нитрогруппы для защиты гуанидиновой функции предложе-
но в работе [155]. В случае применения нитрогруппы как защиты гуаниди-
новой функции встречаются трудности при активировании таких произво-
дных. В качестве побочной реакции происходит образование лактама:

NH ». м
Iлш. \ ~ M X

Y-NH-CH-CO-X

•R-NHj •R-NHj

• NH

JH •- Y

V-NH-CH-CO-NH-R Ш П

Полученный как побочный продукт лактам (I) дает при аминолизе про-
изводное замещенного нитрогуанидина (II) и лактам орнитина (III) [156].
Нитрогруппа отщепляется удобнее всего гидрированием в присутствии
палладия или никеля Ренея или же в случае серусодержащих остатков ами-
нокислот гидрированием с палладиевым катализатором при добавке эфира-
та трифторида бора, хотя этот метод деблокирования не свободен от по-
бочных реакций. Успешно применялся также метод расщепления с по-
мощью HF [63].

Для Мш-моноацилирования была предложена тозильная группа, кото-
рая, однако, тоже не полностью исключает образование лактама. Для де-
тозилирования подходит обработка натрием в жидком аммиаке, также со-
провождающаяся побочными реакциями или же жидким фтороводородом.

Мезитилен-2-сульфонильная группа (Mts), которую можно вводить при
аналогичных условиях, снимается HF и, кроме того, метансульфокислотой
или трифторметансульфокислотой (Йаджима и др., 1978 г.).

4-Метоксибензолсульфонильная группа [165] H3C-O-C6H4-SO2- в проти-
воположность тозильной группе может отщепляться легко и полностью
метансульфокислотой или бортрис(трифторацетатом). Однако она устой-
чива к трифторускусной кислоте и гидрогенолизу.

Для Ма-моноацилирования можно успешно применять защитные груп-
пы уретанового типа, причем проще всего удается готовить N",NW-
диацильные производные (R = R') (IV):

R-O-C-NH NH

У
NH

О (СН,),

R-O-C-NH-CH-COOH

Б
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Z-Arg-(Z)-OH (R = R' =-CH 2C 6H 5) может образовывать дипептиды
только с гидрохлоридами аминокомпонента, что обеспечивает дополни-
тельное протонирование гуанидиновой функции. В противном случае об-
разуется лактам. В случае N", Г>}ш-диацилпроизводных с разными замести-
телями, таких, как Z-Arg-[Z(-4NO2)]-OH (R' = -СН2С6Н5; R = -СН2-СбН4-
NO2) [158] или Z-Arg-(Boc)-OH [R' = -СН2С6Н5; R = -С(СН3)3] [159], наб-
людалось лишь незначительное образование лактама. Различия селективно-
сти деблокирования (4-нитробензилоксикарбонильная группа устойчива
против смеси НВг/уксусная кислота) позволяют применять такие -произво-
дные в многочисленных синтезах пептидов.

Зервас и др. [160], которые провели детальные исследования ацилирова-
ния гуанидиновой функции аргинина, смогли в конце концов приготовить
5 ,'ш-диацилированное производное аргинина; реакция проходила в сильноще-
лочных условиях с большим избытком бензилового эфира хлормуравьиной
кислоты. В работе [160] приведены доказательства предполагаемой струк-
туры (V). Z-Arg-(o),5 -Z2)-OH и особенно соответствующие 4-нит-
рофениловый или N-гидроксисукцинимидный эфиры — превосходные исход-
ные соединения для получения аргининовых пептидов [161]. Исходя из Z-
-Arg-OH, можно с помощью 1-адамантилового эфира хлормуравьиной

C00H

кислоты получить соответствующее Nw ,Ы*-диадамантильное производное
[162]. После отщепления бензилоксикарбонильной группы гидрогенолизом
от а-аминной функции можно получать различные замещенные.

В работе [166] показано, что защищенное по №-и карбоксилу произво-
дное аргинина со свободной (непротонированной) гуанидиновой группой
дает с активированным эфиром бензилоксикарбонилглицина NW,N5-
диацильное производное, которое может дальше перацилироваться с
Z-Phe-OH/ДЦГК.

Блокирование гуанидиновой функции протонированием [163] вполне
пригодно при синтезах пептидов.

Бензилоксикарбониларгинингидробромид получают очень просто из
Z-Arg-OH обработкой 1,4 н. НВг в метаноле и̂ высаживанием продукта аб-
солютным эфиром. Производное гидробромида аргинина со свободной
а-аминогруппой можно использовать в синтезах в качестве аминокомпо-
нента.

Интересную возможность обойти сложную проблему защиты аргинино-
вой функции представляет введение гуанидиновой группы в орнитинсодер-
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жащие пептиды путем амидинирования (гуанилирования). Подходящим ре-
агентом для этого оказался 1-амидино-3,5-диметилпиразол [164]:

—-NH-CH-CO — - • g-Y * ---NH-CH-CO---
I II \ '(CM2), H J C / ^ N - ' N -3,5-диметил- I®**)*
NH a i пиразол NH

HN NH, /4
H2N NH

2.2.4.3.2. Защита имидазольной функции , ^
гистидина

HjN-CH-COOH

При пептидных синтезах с незащищенной имидазольной функцией могут
встречаться трудности, связанные с возможностью ацилирования имида-
зольного остатка, его слабой основностью, а также часто с низкой раство-
римостью таких пептидов. Эти трудности можно уменьшить блокировани-
ем имидазольной функции. Некоторые синтезы с незамещенной имидазоль-
ной функцией тем не менее были описаны, причем остаток гистидина был
аминокомпонентом. Только после того, как в 1954 г. получили трет-
бутилоксикарбонилгистидиназид (Z-His-OH практически нерастворим в
применяемых для пептидного синтеза растворителях), были проведены
синтезы с не замешенными по имидазолу азидами гистидина [167]. Вообще
же благоразумнее применять для пептидных синтезов гистидин с блокиро-
ванной имидазольной функцией. Долгое время существовала только одна
возможность блокирования азота имидазола бензильным остатком [168].
Приведенные в табл. 2-4 М1т-защитные группы довольно часто применя-
ются в настоящее время в синтезе пептидов; тем не менее трудная пробле-
ма защиты имидазольной функции все еще не решена.

Основываясь на новых возможностях получения Z-His-OH [169] и
Boc-His-OH [170], можно синтезировать важные исходные продукты с Z-
-His(Tos)-OH, Z-His(Adoc)-OH и Z-His(Boc)-OH. Разумеется, можно иссле-
довать возможность получения еще и других защитных групп уретанового
типа, например Ы1ш-бензилоксикарбонильной и др. Блокированные ациль-
ной группой производные гистидина могут как ацилимидазолиды вызы-
вать нежелательные ацилирования. Кроме того, будучи лабильными к ами-
нолизу и гидролизу, они потенциально опасны при последующих стадиях
омыления зфиров или их гидразинолиза.

Хотя производные Ы1т-тозилгистидина до сих пор применялись глав-
ным образом в твердофазном синтезе пептидов, интерес к этой защитной
группе растет и при осуществлении синтезов в растворе. Нуклеофильные
соединения (1-гидроксибензотриазол, аммиак и др.) способны вызывать от-
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Таблица 2-4. Защитные группы для имидаэольной функции гистидина

1Ч1т-Защитная группа Формула Деблокирование

Бензил [168]
-сн,-

Na/жидк. NH,

2,4-Динитрофенил [171]
O,N-

NO,

2-Меркаптоэтанол (pH 8; 1 ч);
устойчив при ацидолизе

1-Бензилоксикарбонил- F,c-CH-
амино-2,2,2-трифторэтил г-МН
[172]

H2/Pd; устойчив в условиях от-
щепления Вое-остатков и алкило-
вых эфиров

/npem-Бутилоксикарбо-
нил [173] <сн,);,С-О-С-

Адамантил-1 -оксикар-
бонил [174, 1751

HBr/AcOH; HBr/CFjCOOH;
HF; устойчив к НС1 в диоксане

CF3COOH

Пиперидинокарбонил
[176] О?-

N 2 H 4 H 2 O ; 2 н. NaOH в ди-
оксане

Дифенилметил [177]

Пиридилдифенилметил
[178]

(С,н,),сн- 6 н. HBr/AcOH (3 ч); НСООН
(10 мин); CFjCOOH (1 ч)

Каталитическое или электроли-
тическое восстановление-, Zn/AcOH

4-Толуолсульфонил
[179]

н,с- -$о,-
Гидроксибензотриазол (HOBt)

[180]; HF; щелочное омыление

щепление этой группы [180J, поэтому следует проявлять осторожность при

получении некоторых активированных эфиров. К тому же существует опас-

ность, что частичное детозилирование при нуклеофильном воздействии

аминокомпонента приведет к образованию №'-тозилпроизводного пептида.

Пиридилдифенилметильная группа [178] аналогично давно известной N*"1-

тритильной группе [181] может отщепляться гидрогенолизом или ацидоли-

зом. Комбинация Ы1т-тозильной защиты с №-Вос-группой из-за недоста-
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точной селективности отщепления является неудобной. По исследованиям
Джонса и Рамаджа [182] изомеры №-2-Ы1т-фенацил-1.-гистидина при соеди-
нении с пролинамидом карбодиимидным способом (разд. 2.2.S.4) ведут се-
бя по-разному в отношении рацемизации. В то время как превращение Na-
2-Ы1т-(1г)-фенацил-ь-гистидина (Y = Z) (I) дало оптически чистый амид ди-
пептида, такая же реакция с применением т-изомера (Y = Z) (II) привела к
сильно рацемизованному продукту (содержащему 35% D-His).

V-NH-CH-COOH Y-NH-CH-COOH

сн,-с

т-фенацильная группа приобрела практическое значение также для
твердофазного синтеза, после того как было описано приготовление I
(Y = Вое) [183]. Деблокирование с цинковой пылью в водной уксусной кис-
лоте проходит быстро и количественно.

2.2.4.3.3. Защита индольной функции
триптофана

сн2

HjN-CH-COOH

До сих пор в подавляющем большинстве случаев индольная функция трип-
тофана не защищалась. Обычные методы образования пептидной связи по-
зволяют вводить триптофан без особых проблем как в качестве аминоком-
понента, так и в качестве карбоксильного компонента. Однако при неточ-
ном соблюдении стехиометрических соотношений в случае получения азида
из гидразида возможно. N-нитрозирование индольного кольца. Произво-
дные триптофана, защищенные по N- и С-концам, получаются вообще
легко. Исключение составляет введение фталильного остатка [184]. Различ-
ные побочные реакции наблюдались при отщеплении защитных групп. Ин-
дольное кольцо очень чувствительно к окислителям. Поэтому при некото-
рых операциях целесообразны применение абсолютных (не содержащих во-
ды) и свободных от пероксидов растворителей и работа без доступа кисло-
рода воздуха. При ацидолитическом отщеплении защитных групп трет-
бутильного типа случается М1п-/л,ре/и-бутилирование [185]. Наряду с N-
алкилированием может происходить также и С-алкилирование индольной
группы [186]. При удалении Nps-группы с помощью хлороводорода в спир-
те получается 8-(2-нитрофенил)тиоиндольное производное (I). Эту побоч-
ную реакцию можно в значительной степени подавить добавлением избыт-
ка метилиндола (10—20 экв.) [187].
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сн,-сн-соон -сн-соон

СО1> Аи, (KS -к

Возможности блокирования индольной функции сравнительно невелики.
Первой защитной группой, использованной в пептидном синтезе, был
предложенный Изумия и др. [188] Ы1п-формильний остаток (II). Отщепле-
ние происходит при 2-часовом воздействии пиперидина. Возможна комби-
нация NIn-For-защиты с №-Вос-группой, которую можно селективно отще-
пить действием 1 н. хлороводорода в уксусной кислоте или 0,1 н. хлорово-
дорода в муравьиной кислоте. Была показана также возможность защиты
с помощью N-бензилоксикарбонильной группы (III) [189]. Исходя из
Boc-Trp-OEt, удалось ацилировать индольный азот с помощью бензил-(4-
нитрофенил)карбоната в ацетонитриле в присутствии диизопропилэтилами-
на и фторида калия. NIn-Z-Fpynna устойчива в условиях отщепления Вос-
группы и может деблокироваться при гидрогенолизе, гидразинолизе или
под действием жидкого фтороводорода.

он

гидроксильной функции
2.2.4.3.4. Защита алифатической т

R-C-H

HjN-CH СООН

Вообще говоря, спиртовой гидроксил можно не защищать, если серии
(R = Н), треонин (R = СН3) или гидроксипролин является составной час-
тью аминокомпонента. Нужно только не применять избыток ацилирующе-
го средства, так как иначе может пройти частичное О-ацилирование:

о ?
R,-C • HJN-CH-COOUJ R,-С-NH-CH-COORj

Ч Х - C И-С-0-C-R,

R «О

Эта опасность существует в основном в случае синтезов на твердых носи-
телях по Меррифилду (разд. 2.2.7.1), где, как правило, вводятся большие
избытки активированных карбоксикомпонентов.
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Для присоединения С-концевых карбоксикомпонентов, содержащих гид-
роксиаминокислоты, вначале использовали только азидный метод. По-
зднее появились работы, в которых указывалось, что для активирования не
защищенных по гидроксилу производных можно применять* также анги-
дридные и карбодиимидный методы. Применение активированных эфиров
вначале терпело неудачу, потому что не удавалось получить чистый N-
защищенный эфир гидроксиаминокислоты с неблокированной оксигруппой.
Исключение составлял только 2,4-динитрофениловый эфир [190]. Позднее и
другие активированные эфиры были получены в чистом виде, как, напри-
мер, Z-Ser-OPcp [191] или Boc-Thr-ONSu [192].

При синтезе пептидов с О-незащищенными гидроксиаминокислотами
все-таки часто наблюдаются" нежелательные побочные реакции. Так, в кис-
лых условиях может происходить N — О-аминоацильная миграция [193] с

- последующими нежелательными реакциями. При деблокировании №-
аминозащитной группы посредством НС1 в уксусной кислоте существует
опасность О-ацетилирования. В основной среде, как, например, при гидра-
зинолизе, была отмечена рацемизация гидроксиаминокислот. По этим при-
чинам блокирование гидроксильной функции представляется целесообраз-
ным. Некоторые защитные группы приведены в табл. 2-5.

Таблица 2-5. Защитные группы для гидроксильной функции

О-зашитная группа Формула Снятие защиты

Бензил [194] Гидрогенолиз; HF; Na/жидк.
NH j . HBr/диоксан

трет- Бутил [195] (CH,),c-O- CF3COOH; HCl/CFjCOOH;
конц. НС1 (0°С, 10 мин)

Тетрагидропиранил
[1961

Ацидолиз

1-Бензилоксикарбонил-
амино-2,2,2-трифторзтил
[197]

Дифенилметил [198]

f,C-CH-O-
Z-NH

<с.н,),сн-о-

Гидрогенолиз; ацидолиз

Гидрогенолиз; нагревание с без-
водной CFjCOOH при температуре
кипения

Триметилсилил [199] (сн, ) ,а-О-

Метилтиометил t200]
HjC-S-CH,-O

Гидролиз

СН31 во влажном ацетоне
(NaHCO3)
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На практике используют прежде всего О-бензильный и О-трет-
бутильный остатки. О-Бензил-L-треонин получают одновременной этери-
фикацией карбоксильной и гидроксильной групп L-треонина бензиловым
спиртом в присутствии 4-толуолсульфокислоты и последующим щелочным
омылением H-Thr(Bzl)-OBzl [201]. В свою очередь О-эфирную группу мож-
но удалить обработкой иодтриметилсиланом [202].

2.2.4.3.5. Защита ароматической
гидроксильной функции

Н^-СН-ССЮН

Фенольный гидроксил имеет более кислый характер по сравнению со спир-
товыми функциями серина, треонина и гидроксипролина. Поэтому требо-
вания к защите этой группы повышаются. Можно, конечно, проводить
пептидные синтезы и с незащищенным гидроксилом тирозина. Однако при
этом получаются более низкие выходы, и, кроме того, для образования
пептидной связи можно применять уже не все методы активирования
(нельзя применять например, хлорангидридный, фосфоразометод и др.).
При азидном методе наблюдалось нитрозирование ядра, а также другие
побочные реакции, которые-можно объяснить перегруппировкой Курциуса.
При введении карбоксикомпонентов с С-концевым тирозином существует
повышенная опасность рацемизации. Довольно много исследований прово-
дилось с О-ацилированными производными тирозина, при этом оказалось,
что устойчивость О-ацильной группы к нуклеофильным воздействиям недо-
статочна и нельзя полностью исключить ацильную миграцию О—N. В ста-
рых синтезах вазопрессина применяли тозильную группу [203]. Введение О-
алкоксикарбонильных групп (Z, Вое и др.) не привело к желаемому успеху,
тем более что алкилфенилкарбонатная группировка могла реагировать с
аминогруппой аминокомпонента, тем самым блокируя ее.

Для защиты ароматических гидроксифункций предлагались в основном
те же О-алкилпроизводные, которые уже обсуждались для алифатических
гидроксиаминокислот (табл. 2-5). О-Тирозинбензиловые эфиры [204] мож-
но получать прямым алкилированием медного комплекса тирозина бензил-
бромидом [204]. Отщепление этой защитной группы можно проводить при
гидрогенолизе, под действием жидкого фтороводорода, а также при ацидо-
лизе действием бромоводорода в уксусной кислоте или бромоводорода
в трифторуксусной кислоте. В последних случаях, однако, возможны как
неполное расщепление, так и побочные реакции. При ацидолизе существует
опасность С-оензилирования, поэтому рекомендуется добавлять «ловушки»
катионов (анизол, резорцин и др.).

Вторым важным производным является тирозин-О-трет-бутиловый
эфир, который может получаться различными путями [20S, 206]. Деблоки-
рование может происходить при обработке трифторуксусной кислотой
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(1—2 ч, комнатная температура) или концентрированной соляной кислотой
при О °С без доступа кислорода воздуха (8—10 мин). Для защиты аромати-
ческих гидроксифункций была предложена также метилтиометильная груп-
па [207]. Интерес представляют методы расщепления простых и сложных
эфиров под действием иодтриметилсилана [202].

2.2.4.3.6. Защита тиольной функции 2 .

HjN-CH-COOH
Сильная нуклеофильность, легкая окисляемость и кислый характер тиоль-
ной группы цистеина требуют селективного блокирования-на всех стадиях
синтеза. Еще в 1930 г. дю Виньо [208] впервые применил S-бензильный
остаток для защиты тиольной функции. Получение окситоцина в лаборато-
рии открыло путь для всех дальнейших синтезов с использованием цистеи-
на и цистина. S-Бензильная группа снимается только натрием в жидком
аммиаке; в некоторых случаях, в особенности при синтезах инсулина, при-
менение этого метода сопровождалось повреждением пептидных цепей.
Поэтому были разработаны другие методы эффективного блокирования
тиольной функции (некоторые примеры приведены в табл. 2-6).

S-Ацилзащитные группы в последнее время применяются очень мало
из-за опасности S—N-миграции ацила. Поэтому этот тип защит не обсуж-
дается. Между тем все большее значение приобретают такие группы, кото-
рые могут приводить прямо к дисульфидному связыванию с образованием
цистина без предшествующего деблокирования (разд. 2.2.8.2). Для образо-
вания дисульфидных мостиков служат методы иодолиза [209], роданолиза
(диродановый метод или метод Хиски) [210] или метод Камбера (посредст-
вом метоксикарбонилсульфенилхлорида C1-S-CO-OCH3) [211].

Наиболее употребительные тиолзащитные группы (табл. 2-6) представ-
ляют собой ациламинометилполутиоацетали (S.N-ацетали), тиоацетали,
тиоуретаны и несимметричные дисульфиды. Описанные в литературе тио-
эфиры (S-ацильная защитная группа), как уже указывалось, не рассматри-
ваются.

В случае S-этилтио- и S-лдееот-бутилтиотиолзащитных групп речь идет о
несимметричных дисульфидах цистеина. Они могут быть селективно вос-
становлены тиолизом под действием избытка различных тиолов [224]:

SR
-Су»- • 2R'-SH t » -Су«- • R-SH • Г-S-S-R'

Здесь речь идет о тиолдисульфидном обмене. Сдвиг равновесия в желае-
мую сторону достигается применением избытка тиольного соединения
R'SH. Этот вариант подходит для селективного образования цистиндисуль-
фидных мостиков в пептиде. Таким образом можно селективно деблокиро-
вать S-алкилтиозащитные группы, тогда как другие защитные группы, в
том числе и тиолзащитные группы другого типа, устойчивы к тиолизу.

Следует упомянуть защиту тиольной функции S-сульфогруппой [225].
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Таблица 2-6. Защитные группы тиольной функции

S-Зашитная группа Формула Снятие защиты (превращение
в пептиды цистина по методам А,
Б, В а)

Бензил [208]

4-Метоксибензил
[212]

Дифенилметил [214]

Тритил [215]

сн,-$-

Пиридилдифенил-
метил [216]

Na/жидк. NH,

HF; кипящая CF3COOH;
Na/жидк. NH3; соли Hg(II) [213]

НВг/АсОН; CF3COOH;
Na/жидк. NH3; Nps-Cl и после-
дующее восстановление (Б/В)

HF/CF3COOH; HF;
CF3COOH; НВг/АсОН: водн.
HCl/AcOH; соли Hg(II), Nps-Cl
и последующее восстановление
(А/Б/В)

Соли Hg(ft) (pH 4);
Zn/AcOH; электролитическое
восстановление (А)

Ацетамидометил
[217]

CH,-CO-MH-CH,-S- Соли Hg(II) (pH 4);

Nps-Cl с последующим восста-
новлением (А/Б/В)

Хлорацетамидоме-
тил [218]

1 -Пиперидинтиокарбоксамид

Изобутириламидо-
метил [219] - C H J - C O - M H - C H J - S -

Соли Hg(II) (pH 4) (Б)

Тетрагидропиранил
[220]

НВг или CF3COOH; разб.
кислоты; AgNO3; Na/жидк.
NH3 (Б)

Этилкарбамоил
[221] CH,-CHj-NH-L,-

Щелочная среда (NH3,
NaOCH3, NaOH); соли Ag и
Hg(II) (pH 7)
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S-Зашитная группа Формула Снятие защиты (превращение
в пептиды цистина по методам А,
Б, Ва)

Этилтио [222] CH,-CH2-s-s- Тиолиз (тиофенол, тиоглико-
левая кислота и др.)

трет-Ъутиптио сн, Тиолиз [тиофенолят натрия,
[223] H,c-<f-s-s- тиофенол, 1,4-дитиотрейтол

^ (реагент Клеланда)]

А — иодолиз, Б — роданолиз, В — метод Камбера.

Производное S-сульфоцистеина R-S-SO3 • полученное окислительным суль-
фитолизом из цистеина или 8-алкил(арил)-тиоцистеиновых соединений, об-
ладает достаточной для некоторых пептидносинтетических операций
устойчивостью. Снятие этой защиты возможно при восстановлении тио-
гликолевой кислотой при pH 5.

В заключение^ следует еще раз указать, что защита тиольной функции
вызывает большие затруднения и из описанных (более 50) возможных за-
щит тиольной группы трудно остановиться на удовлетворяющем различ-
ным требованиям варианте.

2.2.4.3.7. Защита тиоэфирной функции
метионина

. 3

t

HaN-CH-COOH

Тиоэфирная группа метионина, собственно говоря, не должна вызывать
чрезвычайных затруднений при синтезе пептидов. Введение амино- и кар-
боксизащитных групп в производные метионина также протекает гладко.
Гораздо больше проблем связано с удалением защитных групп в случае ме-
тионинсодержащих пептидов. Так, при обработке натрием в жидком амми-
аке наблюдалось частичное S-деметилирование с образованием произво-
дных гомоцистеина. Отщепление бензилоксикарбонильных групп каталити-
ческим гидрированием из-за присутствия серы метионина возможно только
при добавлении оснований [226] или эфирата трифторида бора [227]. При
ацидолитическом отщеплении защитных групп на основе бензила и mpem-
бутила тоже идут побочные реакции, так как в результате взаимодействия
сульфидной группы с бензилЦ!) или же mpem-бутил-катионами (II) образу-
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ются сульфониевые соли. В случае сульфониевых солей I происходит S-
деметилирование с образованием производных S-бензилгомоцистеина (1а).

с\~-СН,С1

I*

н,счв/с(сн,),

с

Сульфониевая соль II идентифицирована Зибером и сотр. [228]. Специ-
альными приемами [229] она может быть превращена вновь в производное
метионина. Полностью предотвратить образование сульфониевых солей
добавками «ловушек» катионов (метилэтилсульфид, анизол и др.) ,не всегда
возможно.

Другая причина нежелательных побочных реакций — чувствительность
тиоэфирной группы к окислению. Пероксиды и другие окислители (напри-
мер, при определенных условиях кислород воздуха и даже диметилсульфок-
сид, часто применяемый в пептидных синтезах) ведут к образованию
метионин-Б-оксида. В подавляющем большинстве случаев пептиды лиша-
ются из-за этого своей биологической активности. Добавлением метил-
этилсульфида или метионина можно воспрепятствовать или в значительной
степени снизить образование сульфоксидов, так как эти добавки исключа-
ют окисление при различных операциях.

В то же время сульфоксидные группы были предложены для защиты тио-
эфирной функции [230]. При образовании S-оксидов возникает второй
центр хиральности. Полученную смесь диастереомеров можно разделить,
переводя в соли пикриновой кислоты. Сульфоксидная группа удаляется вос-
становлением тиогликолевой кислотой или тиогликолем.

Простой метод получения производных метионинсульфоксида описан в
работе [231].

2.2.5. Методы образования пептидной связи

Образование пептидной связи можно рассматривать Как нуклеофильную ре-
акцию полярной двойной связи. Из органической химии известно, что кар-
боновые кислоты не вступают в реакцию с аммиаком или аминами на хо-
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лоду. Образование пептидной связи, как уже указывалось (разд. 2.2.2), до-
лжно протекать в мягких реакционных условиях, поэтому необходимо ак-
тивировать карбоксильную группу (Rj — остаток карбоксильного компо-
нента). Повышение электрофильных потенциалов достигается введением
электроаффинных -I или -М (индуктивных или мезомерных) заместителей
(XR'), которые снижают электронную плотность как на карбонильном
углероде, так и на карбонильном кислороде. Благодаря этому повышается
чувствительность к нуклеофильному воздействию аминокомпонента
(R2 — остаток аминокомпонента).

R,-c' • IN-Ra < R^C-N-Rj s===i R,-C-NH-Ra*HXR'
XR' н R'X H

Нуклеофильный аминокомпонент воздействует на углеродный атом
карбоксила свободной парой электронов; при этом происходит перераспре-
деление электронов ^образованием промежуточного продукта, который,
обладая повышенной реакционной способностью, расщепляется с выделе-
нием R'X~.

Изменение активирующей группы неограниченно расширяет возможности синте-
за пептидной связи. (Однако в рамках данной книги подробно останавливаться на
них не представляется возможным.) Различные способы активирования карбоксиль-
ной группы, описанные к началу 70-х ходов, собраны в прекрасной монографии Вюн-
ша [29]. Методы, которые появились позже, можно отнести к уже известным типам
активирования.

Обсуждение всех теоретически возможных вариантов следует ограничить еще и
потому, что лишь немногие методы синтеза пептидов имеют практическое значение
[28].

Из наиболее употребительных методов надо назвать азидный метод,
метод смешанных ангидридов карбоновых и алкилугольных кислот, метод
активированных эфиров и, наконец, карбодиимидный метод, который в
своей модифицированной форме (карбодиимид с добавками) наиболее ши-
роко используется в синтезах. Именно эти методы подробно обсуждаются
ниже. Будут упомянуты еще некоторые методы, имеющие теоретический
интерес, а также методы, которые употребляются только в особых случа-
ях.

2.2.5.1. Азидный метод

Азидный метод [232], введенный в пептидную химию Курциусом в 1902 г.,
до сих пор является одним из наиболее широко применяемых способов об-
разования пептидной связи. С помощью этого метода Курциус синтезиро-
вал ряд N-бензоилированных пептидов, содержащих от двух до шести ами-
нокислот. В качестве аминокомпонентов он использовал как аминокислоты
и пептиды в водно-щелочной среде, так и эфиры аминокислот в органичес-
кой фазе. С введением селективно отщепляемых N-защитных групп азид-
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ный метод, который долгое время являлся единственным методом, сво-
бодным от рацемизации, пережил настоящий расцвет.

Исходными веществами для азидной конденсации служат хорошо кри-
сталлизующиеся гидразиды N-защищенных аминокислот или пептидов, ко-
торые получают из соответствующих эфиров гидразинолизом. Для превра-
щения в азид соответствующий гидразид в солянокислом растворе смеши-
вают при - 10 °С с рассчитанным количеством нитрита натрия. В качестве
растворителя годятся также смеси уксусной кислоты, тетрагидрофурана
или диметилформамида с соляной кислотой. Полученный азид экстрагиру-
ют на холоду этилацетатом, промывают, высушивают и вводят в реакцию
с аминокомпонентом:

R-C-NH-
-гщр

-HN,

Некоторые азиды могут быть выделены путем осаждения при добавле-
нии ледяной воды и затем, после растворения в подходящем растворителе,
введены в реакцию с аминокомпонентом. Эти операции следует проводить
при низких температурах ввиду нестабильности азидов и связанной с этим
опасности взрыва.

По методу Хонцля и Рудингера [233] можно проводить азидную конден-
сацию прямо в органическом растворителе, используя для этого трещ-
бутилнитрит. Гидразинолиз эфирных групп более длинных N-защищенных
пептидов часто бывает трудным. Можно использовать N-замещенные ги-
дразиды (разд. 2.2.4.2.2.). Соответствующий пептидный фрагмент, полу-
ченный по одному из известных методов синтеза, вводят в азидную конде-
нсацию после селективного удаления защитной группы гидразида. Хотя
азидный метод относят к методам, свободным от рацемизации, в некото-
рых случаях все-таки наблюдалась заметная рацемизация [234]. Поскольку
азиды ациламинокислот легко рацемизуются при катализе основаниями
[235], при азидных конденсациях следует избегать контакта с основаниями.
Для нейтрализации солей аминокомпонентов вместо триэтиламина целесо-
образно применять Ы^-диизопропилэтиламин и N-алкилморфолин.

При количественном протекании азидной конденсации единственным
побочным продуктом является азотистоводородная кислота, обработка ре-
акционной смеси не вызывает затруднений. К сожалению, однако, синтез
усложняется нежелательными побочными реакциями, хотя при тщатель-
ном соблюдении условий многие конкурентные реакции в значительной
степени подавляются.
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Так, уже при переводе гидразида в азид может произойти образование
амида:

о tHH- о о
C N H N H Т~* R C N H N N O H CtHH

R-C-NH-NH, Т~* - R-C-NH-N-N-OH - A-C-NHj

Согласно Рудингеру, можно в значительной степени избежать этой побоч-
ной реакции, проводя процесс в безводной среде с алкилнитритами (напри-
мер, яда/я-бутилнитритом) в присутствии хлороводорода [233].

При взаимодействии еще не вступившего в реакцию гидразида с уже об-
разованным азидом может легко получаться 1,2-бисаци л гидразин:

? ? 9 9
R-C-NH-NH, • N3-C-R . - R-C-MH-NH-C-R

Другие побочные реакции можно интерпретировать как перегруппиров-
ку Курциуса, причем промежуточно образующийся изоцианат, реагируя с
аминогруппой, дает производное мочевины, а с гидроксилом — соот-
ветствующие уретаны:

R-N-C-O

R-N-C-O * MjN-R' R-NH-C-NH-R'

9
R-N-C-O • HO-R' •» R-NH-C-O-R'

Защищенный по азоту изоцианат серина с незащищенным гидроксилом да-
ет производное оксазолинона-2:

V-MH
Y-NH-CM-N-C-0 -

СИ,-ОН

Кроме того, при азидной конденсации наблюдались и другие побочные
реакции: нитрование фенольного ядра тирозина, окисление производных S-
бензилцистеина до сульфоксидов, образование N-нитрозосоединений трип-
тофана, а также разложение азидов а-тозиламинокислот. Побочные реак-
ции, возможные при азидном синтезе, обстоятельно рассмотрены в обзоре
Шнабеля [236].

Хотя при точном соблюдении условий реакции можно в значительной
степени избежать образования побочных продуктов, все же, как уже указы-
валось, это значительно затрудняет обработку и очистку полученных пеп-
тидов. В зависимости от синтезируемого объекта проведение азидной кон-
денсации (включая приготовление гидразида) требует 2—б рабочих дней.
Выходы составляют 30—70%.
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Азидный метод и в настоящее время имеет большое практическое зна-
чение благодаря ряду преимуществ: это малая степень рацемизации, воз-
можность введения в реакцию серина и треонина без защиты гидроксиль-
ной функции, а также разнообразные возможности, открываемые примене-
нием N-защищенных гидразидов.

2.2.5.2. Ангидридный метод

Большое значение для развития метода ангидридов и применения его в
пептидном синтезе имела работа Курциуса и результаты, полученные в
1881 г. Получая бензоилглицин (гиппуровую кислоту) из серебряной соли
глицина и бензоилхлорида в кипящем бензоле, Курциус выделил также бен-
зоилдиглицин и бензоилгексаглицин. Уже тогда предполагали, что анги-
дрид N-бензоилированной аминокислоты или пептида образует с бензой-
ной кислотой реакционноспособный промежуточный продукт. Основываясь
на этих данных, Виланд и сотр. спустя 70 лет применили метод смешанных
ангидридов для целенаправленного синтеза пептидов. Для синтеза пепти-
дов наряду с асимметричными ангидридами можно применять симметрич-
ные ангидриды и внутримолекулярные ангидриды карбаминовой кислоты
(N-карбоксиангидриды).

2.2.3.2.1. Метод смешанных ангидридов

Для получения смешанных ангидридов (СА) пригодны как карбоновые, так
и неорганические кислоты. Многочисленные методические разработки и
применяемые кислоты можно найти в обзоре [237]. Большая часть теоре-
тически и методически очень интересных разработок (в силу различных
причин) не нашла практического применения. Наиболее часто используют
алкиловые эфиры хлормуравьиной (хлоругольной) кислоты, особенно пред-
ложенный Виландом и Бернардом [238] и независимо от них Буассона [239]
этиловый эфир хлормуравьиной кислоты, а также изобутиловый эфир
хлормуравьиной кислоты [240]. Взаимодействие несимметричного смешан-
ного ангидрида, полученного из карбоксикомпонента и алкилового эфира
хлормуравьиной кислоты (рис. 2-7), с аминокомпонентом зависит от элек-
тронной плотности на обоих конкурирующих С-атомах карбонильных
групп, а также от стерических эффектов и, как правило, проходит по кар-
бонилу ациламинокислоты с образованием желаемого пептидного произво-
дного и освобождением второй кислоты (алкилугольной) (путь а). Послед-
няя при использовании алкилхлорформиатов (R — этил или изобутил)
очень неустойчива и сразу разлагается на СО2 и соответствующий спирт.
Правда, известны также примеры воздействия аминокомпонента на карбо-
нил угольной кислоты [241, 242], причем освобождается ациламинокислота
и в качестве побочного продукта получается уретан (путь б). Как показал
Виланд, эту побочную реакцию нельзя полностью исключить даже при
температуре реакции - 1 5 °С. Указанная побочная реакция протекает
обычно при использовании N-тозил-, N-тритил- и N-трифтораце-
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V-NH-CH-COOH <• C-O-R,

• в -1вн*Гсг
* 1 * 9

V-NH-CH-COOH
Г-NH-CH-"'

Л

-с:

"i-o-V i /'

О i

R О
Y-NH-CH-C-NH-R,

(a) .он
о 1*,-о-сч

I •
Rf-OH • СО,

Рис. 2-7. Синтез по методу смешанных ангидридов. Y — N-эащитная
группа, R — остаток боковой цепи, В — третичное основание, R[ —
радикал алкилугольной кислоты, R2 — остаток аминокомпонента.

тиламинокислот. В случае N-ациласпарагина для получения смешанного
ангидрида целесообразно использовать хлорангидрид триметилуксусной
(пивалиновой) кислоты.

Для приготовления смешанных ангидридов N-замещенные аминокислоты или
пептиды растворяют в тетрагидрофуране, диоксане, ацетонитриле, этилацетате или
диметилформамиде, смешивают с эквивалентным количеством третичного основа-
ния (N-метилморфолин, трибутиламин, N-этилпиперидин) и при охлаждении до
- 5 + - 15 °С добавляют соответствующий алкилхлорформиат.

Андерсон и сотр. [243] предложили условия, при которых можно по-
лностью избежать рацемизации при использовании изобутилхлорформиа-
та: в качестве основания применяют N-метилморфолин, время образования
ангидрида—30 с и низкая температура (от - 5 до - 1 5 °С). Эти данные бы-
ли подтверждены Кемпом с помощью чувствительного метода изотопного
разбавления. Тест на рацемизацию по Изумия неожиданно показал 2,4%
рацемата. Добавлением N-гидроксисукцинимида можно снизить ее до 0,2%
[244]. При соблюдении предложенных Андерсоном условий и отсутствии
избытка основания метод смешанных ангидридов практически не дает ра-
цемического продукта. В то время как приготовление несимметричных ан-
гидридов требует исключения следов воды, собственно реакцию ацилирова-
ния можно проводить в водно-органической среде. Несмотря на то что
иногда наблюдалось в небольшой степени О-ацилирование, гидрокси-
аминокислоты, как правило, не требуют защиты гидроксила.

Аналогичным путем можно приготовить асимметричный ангидрид из
ациламинокислоты и триметилуксусной (пивалиновой) кислоты и получать
хорошие результаты при конденсации его с аминокомпонентами [245]. Бла-
годаря сильному положительному индуктивному эффекту mpem-бутильной
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группы электрофильный потенциал углеродного атома карбоксила вспомо-
гательной кислоты снижается' и это наряду со стерическими препятствиями
подавляет реакцию «неправильного» аминолиза.

Тилак [246] описал ускоренный вариант синтеза без очистки промежу-
точных продуктов, так называемый метод последовательных избытков
(ПСА-метод)*. Если для приготовления ангидрида используют реакцию с
изобутилхлорформиатом в присутствии N-метилморфолнна в диметилфор-
мамиде при —15 °С, то необходим 6%-ный избыток бензилоксикарбонил-
аминокислоты, а полученный ангидрид вводится в реакцию с амйнокомпо-
нентом в 50%-ном избытке. Непрореагировавший смешанный ангидрид
можно гидролизовать насыщенным раствором КНСО3 при О °С (30 мин,
рН8).

В одном из вариантов метода смешанных ангидридов предложено при-
менять конденсирующий агент 1-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохино-
лин (ЭЭДХ) [247]. Это соединение образует промежуточный смешанный
ангидрид, который быстро вступает в реакцию конденсации, причем по-
лностью исключается нежелательная побочная реакция:

Рекомендован также аналогичный реагент — 1-изобутилоксикарбонил-2-
изобутилокси-1,2-дигидрохинолин (ИИДХ) [248]. С обоими этими реагента-
ми получены хорошие результаты, причем гидроксиаминокислоты можно
вводить в реакцию без специальной зашиты гидроксила. Отметим, что
ациласпарагин при этом реагирует без побочных реакций.

Возвращаясь к механизму реакции, следует допустить, что предполагаемый про-
межуточный продукт — 1-этоксикарбонил-2-ацилокси-1,2-дигидрохинолин, будучи
активированным эфиром, может также реагировать с аминокомпонентами по анало-
гии с эфирами 8-оксихинолина (разд. 2.2.6.1.1) [249].

2.2.S.2.2. Метод симметричных ангидридов

В случае смешанных ангидридов опасность диспропорционирования .можно
почти полностью подавить, подбирая подходящие условия реакции. В слу-
чае же симметричных ангидридов такой опасности, равно как и опасности
неправильного аминолиза, вообще не существует. Правда, выход пептида
не может превышать 50%. Большую часть ациламинокислоты, образую-

* В иностранной литературе известен как REMA-метод (Repetitive Excess Mixed
Anhydride). — Прим. ред.



144 Пептидный синтез

щейся в результате аминолиза симметричного ангидрида, можно вернуть,
экстрагируя ее раствором бикарбоната натрия.

Y-NH-CH-C R О R

v ыы ~ S° * Н / 1 - И , - — У - М Н - С Н - С - Ж Ч Ц * V-NH-CH-COOH
Т-N11-СМ-С

R О

Симметричные ангидриды ациламинокислот можно легко синтезиро-
вать, используя дициклогексилкарбодиимид (ДЦГК), этоксиацетилен, ина-
мины, а также получить в результате диспропорционирования несиммет-
ричных ангидридов. Поскольку при синтезе симметричных ангидридов из
Вое-аминокислот и ДЦГК возможны побочные реакции, то в качестве аль-
тернативы было предложено вводить в реакцию 2 г-экв. натриевой соли
Вос-аминокислоты и 1 г-экв. фосгена; реакцию проводят в тетрагидрофура-
непри - 4 0 °С [250].

2.2.5.2.3. N-Карбоксиангидриды (НКА)

В N-карбоксиангидридах карбоксильная группа находится в активирован-
ном состоянии, в то время как аминогруппа блокирована. Такие произво-
дные аминокислот могут служить прекрасными исходными соединениями
для синтеза пептидов.

Этот класс соединений был открыт в 1906 г. Лейксом [251], одним из
учеников Эмиля Фишера. Первые N-карбоксиангидриды (1,3-окса-
золидиндионы-2,5) были получены термическим отщеплением этилхлорида
от хлорангидридов N-этоксикарбониламинокислот:

,-o-c-NH-cH-c-aH,Ca-O-C-NH-CH-C-a - ^ — / \ • Н.С»-С1

При получении N-карбоксиангидридов в качестве исходных соединений
наиболее подходят хлорангидриды N-бензи л оксикарбони л аминокислот.
Очень удобный способ синтеза N-карбоксиангидридов состоит во взаимо-
действии свободных аминокислот с фосгеном, при этом в качестве проме-
жуточных продуктов образуются соответствующие карбамоилхлориды:

HjN-CH-cooH * С О С | а
-на

/H N — с н
O-C COOH

X I

HN
-HCI

Поскольку даже следы воды вызывают полимеризацию N-карбок-
сиангидридов в полипептиды, то применение N-карбоксиангидридов для
контролируемого синтеза пептидов сопряжено с большими трудности-
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ми. В 1949 г. Бейли удалось осуществить направленный синтез пептидов,
введя одновременно эфир аминокислот и триэтиламин в реакцию с N-
карбоксиангидридом. Реакция идет через образование соли соответствую-
щей карбаминовой кислоты, которая при осторожном нагревании разла-
гается на эфир пептида, СО2 и основание:

ни—(

/А HJN-CH-COORJ

eOOC-NH-CH-CO-NH-CH-COORa

(30-40 °С)

H2N-I-

-CO,; -В

CO-NH-CH-COORa

В качестве основания Лангебек предложил использовать трибензиламин,
так как соответствующая соль карбаминовой кислоты хуже растворима.
Однако, несмотря на кажущиеся преимущества, N-карбоксиангидриды не
получили широкого применения для направленного синтеза пептидов.
Только в 1966 г. Хиршман и сотр. [252] разработали основы контролируе-
мого синтеза пептидов этим методом в водной среде: аминокислоты или
пептиды быстро ацилируются на холоду кристаллическими N-
карбоксиангидридами при рН 10,2. При понижении рН до 3—5 полученные
карбаматы .пептидов декарбоксилируются. После повышения рН до 10 и
добавления следующего N-карбоксиангидрида начинается новый цикл. Вы-
ход после трех циклов >50%.

H,N-CH-COOH ЧХХ-NH-CH-CO-NH-CH-COO'

рН 3-5

(pHW.2|

H,N-CH-CO-NH-CH-COO*
-СО, - ••" — ~ — — (рНЮ.2)

R, R, R
OOC-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-C-ССЧ)" 1

-CO» И ТА
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Чтобы избежать опасности нежелательного обмена карбоксильными
группами между промежуточными карбаматами пептидов и аминокомпо-
нентом, необходима высокая скорость перемешивания. Столь же сущест-
венно для гладкого протекания реакции ацилирования точное контролиро-
вание рН (рН 10,2—10,5 для аминокислот или рН 10,2 для пептидов; при
рН> 10,5 в качестве побочных продуктов в результате частичного гидро-
лиза образуются гидантоиновые кислоты). Для пептидного синтеза были
применены также тиоаналоги N-карбоксиангидридов — ангидриды N-
тиокдрбоновых кислот (НТА; 1,3-тиазолидиндионы-2,5); интересно, что со-
ответствующие тиокарбаматные соли отличаются высокой стабильностью.
Ацилирование этими соединениями может происходить уже.при рН 9—9,5,
а опасность гидролитического превращения в гидантоиновые кислоты сни-
жается [253, 254].

Применение НКА и НТА особенно удобно для осуществления свободно-
го от рацемизации синтеза пептидных фрагментов без выделения промежу-
точных продуктов, причем трифункциональные аминокислоты, за исключе-
нием лизина и цистеина, не требуют специальной защиты. Хиршману и Ден-
кевальтеру [255] удалось синтезировать большое число фрагментов S-
белка рибонуклеазы, которые затем были соединены в S-белок азидным
методом (разд. 3.8.1.1). Согласно исследованиям Ивакура с сотр. [256],
применение N-карбоксиангидридов позволяет проводить синтез без точного
контроля рН в некоторых гетерогенных системах растворителей. В системе
ацетонитрил — водный раствор Na2CO3 (60:50) реакция идет на границе
раздела фаз, причем НКА не дает побочных реакций в органической фазе, а
полученный карбамат стабилизируется в щелочной водной фазе. Эта мето-
дика также свободна от рацемизации.

2.2.5.3. Метод активированных эфиров

Уже при зарождении синтетической пептидной химии для образования пеп-
тидной связи использовалась ацилирующая способность метиловых и эти-
ловых эфиров аминокислот. Первые работы, проведенные Курциусом и
Фишером, хотя и не получили практического применения, однако способст-
вовали пониманию того, что эфиры ацилированных аминокислот и пепти-
дов являются активированными соединениями. Спустя примерно 80 лет Ви-
ланд и сотр. [257], применив для образования пептидной связи тиоэфиры
N-замещенных аминокислот, сделали метод активированных эфиров досто-
янием современной пептидной химии. Немного позже Швицеру и сотр.
[258] удалось путем введения в эфирный остаток -1-заместителей превра-
тить недостаточно реакционноспособные метиловые эфиры ациламинокис-
лот в достаточно активные для образования пептидной связи промежуточ-
ные продукты. В настоящее время очень многие активированные эфиры ус-
пешно применяются в пептидной химии.

Образование пептидной связи при аминолизе эфира классифицируется
по аналогии с омылением эфира как катализируемое основанием бимолеку-
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лярное расщепление эфирной группы между ацильным остатком и кислоро-
дом (ВА с 2):

'9' медленно ®? '?' быстро V 9
R-NH, • C-XR, . R-N-C-XR, . R-N-C-R, • R2XH

' быстро | 1 медленноR Н R,

где X = О, S или Se; R — остаток аминокомпонента; R( — остаток карбоксильного
компонента; R2 — замешенный или незамещенный алкиловый или ариловый эфир.

Нуклеофильная атака аминокомпонента на углеродный атом карбоксила
является стадией, определяющей скорость реакции, она приводит к тетра-
эдрическому комплексу — реально существующему промежуточному про-
дукту, образованию которого способствует присутствие электроноакцепто-
рной группы — XR2. Образование пептидной связи будет проходить быст-
рее, если R2XH — слабое основание, т. е. если R2XH — сопряженное осно-
вание относительно сильной кислоты. Причина высокой активности проме-
жуточного соединения — сдвиг электронной плотности в анионе, облегча-
ющем расщепление связи С — XR2.

По Менгеру и Смиту (1972 г.), при аминолизе фениловых зфиров в органических
растворителях определяющей скорость стадией следует считать не образование тет-
раэдрических аддуктов, а скорее их разложение.

В противоположность замещенным алкиловым, незамещенным или за-
мещенным ариловым эфирам (X = О), а также изологичным тио- (X = S)
и селеновым эфирам (X = Se), аминолиз которых протекает по классиче-
скому механизму ВА с 2, Юнг [259] и Якубке [260] в 1965 г. предложили но-
вый тип активированных эфиров. Речь идет о гидроксипиперидиновых
[259] и 8-оксихинолиновых эфирах [260]. Во время аминолиза этих эфиров
образуется циклическое переходное состояние, стабилизированное водород-
ными связями, которые в свою очередь обусловлены наличием подходящих
протоноакцепторных групп (рис. 2-8). В результате этого аминолиз проте-
кает с высокой скоростью, и в то же время исключается образование окса-
золонов, ведущее к рацемизации (разд. 2.2.6.1.1).

В случае аминолиза эфиров по механизму ВАс-2 к сильным активирован-
ным эфирам относятся только такие соединения, чувствительность которых
к нуклеофильному воздействию является результатом повышения электро-
фильного потенциала на С-атоме карбоксила, благодаря сильному электро-
мерному эффекту (так, для л-нитрофенола рКа = 7,21). Этим объясняется
сильное активирование С-атома карбоксила, так-как и ацильное расщепле-
ние, и стабилизация отщепляемого при аминолизе аниона обусловлены тем
же самым электронным взаимодействием. Высокие рКа гидроксипипериди-
нов (12—13) и 8-оксихинолина (9,89) позволяют ожидать лишь слабого ак-
тивирования С-атома карбоксила соответствующих эфиров. Механизм, сна-
чала постулированный [259], а затем доказанный кинетически на примере
аминолиза 8-оксихинолиловых эфиров [261, 262], привел к новому принципу
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IOI
R-C-ftH-R,

Ж \
N|

Рис. 2-8. Активирование карбоксила по механизму внутримолекулярно-
го основного катализа при образовании циклического переходного со-
стояния. R — остаток карбоксикомпонента, R, — остаток аминоком-
понента.

активирования, который имеет большое практическое значение, особенно
благодаря возможности избежать рацемизации. Возможно, этот механизм
следует распространить на стадию связывания пептидов в белковом синте-
зе in vivo.

Некоторые активированные зфиры представлены в табл. 2-7. Другие
сведения можно получить из литературы [63, 288—290].

Интересный новый реагент для пептидного синтеза — 4,6-
дифенилгтено-[3,4-ё] [1,3]-диоксол-2-он-5,5-диоксид (I) был предложен
Штеглихом [291]. Этот циклический эфир угольной кислоты I реагирует с

, , (пиридин)
Y-NH-CHR-COOH - С О ,

V-NH-CHR-CO-0-yf ^

И.С,' S' С.Н,

ш
Y-NH-CHR-CO-NH-CHR'-COOR"
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Таблица 2-7. Активированные эфиры I
R—С—А

(R — остаток аминокислоты, А — активирующий компонент)

п/п
Эфир Сокра- Формула А Литсрятуря

1

2
3

4

5

6

Тиофениловый

Цианометнловый

Нитрофеннловые:
4-нитро-

2-нитро-

2,4-динитро-
2,4,5-трюштро-

Хлорфениловые:
пента-

три-

Пентафторфеннловый

Фенил азофеннловый

SFM -

ОСт -

ONp
O 2 N p
2,4Np ~

OTcp

OPcp -t

OTcp

OPfp -

OPap -

7 4-МетиЛсульфонилфениловый

8 2-Нипю-4-сульфофениловый ONs

257

258

263
263,265
263, 265
266

267

267

268

269,270

271

272

9

10

11

12

Селенофевиловый

Виниловый

N-Гидроксигатеридиновый

8-Хинолиловый

SePh

OVi

OPip

OQ

-O-CH=CH,

•4)
-о-/ГЪ

273

274

259

260, 262

13 5-Хлор-8-хинолиловый

14 Н-Гндрокснсук11ннимнш1ый

OQC1

ONSu

261

275
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Продолжение табл. 2-7

№ Эфир
п/п

15 N-Гидроксифтальимидный

16 N-Гидроксиглутаримидный

Сокра- Формула А
щение

ONPh

ONG1 -O-N

Литература

276

277

17 N-Гидроксиуретановый

18 Ы-Гидроксипиридин-2,3-дикарбо-
ксиимидный

19 2-Гидрокси-З-этиламинокарбо-
нилфениловый

20 N-Гидроксиморфолиновый

21 2-Метокси-4-нитрофениловый

22 2-Гидроксифениловый

23 3-Гидрокси-4-оксо-3,4-дигидро- OOCh
хиназолиновый

24 1-Гидроксибензотриазоловый

25 2-Тиопиридиловый

26 З-Гидроксипиридазон-6-овый

27 1Ч-Гидрокси-5-норборнен-2,3-ди-
карбоксиимидный

ONUr -O-NH-COOC,H, 278

ft
279

280

CO-NH-CjH,

ONMor -O-t(~)a 281

- О

- 0 -

мо,

он

OBt

SPyr

OPn

ONB

-6

- S -

- o -

282

283

284

285

286

287

316, 317

" Аминолиз зфиров' 1—10 протекает по механизму В А с 2, в то время как для эфиров 11—27
активирование карбоксила осуществляется по механизму внутримолекулярного основного ката-
лиза с образованием циклического промежуточного состояния (аналогично эфирам N-
оксипиперидина и 8-оксихинолина)
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N-защищенными аминокислотами в протонных растворителях с образова-
нием соответствующих активированных эфиров (II). Как видно из приве-
денной схемы, активированный эфир реагирует с аминокомпонентом, да-
вая защищенный дипептид. Реакцию можно вести как с выделением акти-
вированного эфира, так и не делая этого. Высокая активность III по отно-
шению к аминам объясняется внутримолекулярным основным катализом,
вызываемым енольной группировкой в окрашенном анионе III. Ацилирую-
щая способность таких соединений выше, чем у 4- или 2-нитрофениловых
эфиров.

Для синтеза пептидных и белковоподобных веществ до сих пор приме-
няли преимущественно 4-нитрофениловые, N-гидроксисукцинимидные и га-
логензамещенные фениловые эфиры. Для приготовления 4-
нитрофениловых эфиров (впервые описаны Бодански) пригодны метод
смешанных ангидридов, дициклогексилкарбодиимидный (см. ниже) и кар-
бонатный методы [292].

Большой Экономический интерес представляет разработанный Вольма-
ном [293] вариант их приготовления. При реакции бензил-(4-нитрофенил)-
карбоната с солью аминокислоты получают соответствующую соль бензи-
локсикарбониламинокислоты, которая после подкисления и добавления
ДЦГК образует с освободившимся 4-нитрофенолом замещенный активиро-
ванный эфир с выходами 65—80%. Если исходить из трет-бутип-(4-
нитрофенил)-карбоната, то можно получить 4-нитрофениловые эфиры Вос-
аминокислот. Подбирая соответствующие карбонаты, можно по такому
«одностадийному» методу получить и другие активированные эфиры.

Хорошо кристаллизующиеся и устойчивые при комнатной температуре
(в темноте) 4-нитрофениловые эфиры отличаются высокой активностью в
реакциях аминолиза в диметилформамиде, N.N-диметилацетамиде и диме-
тилсульфоксиде. Каталитические добавки уксусной кислоты, пивалиновой
кислоты, азолов и N-гидроксисоединений ускоряют реакцию аминолиза.
Отделение освобождающегося во время аминолиза 4-нитрофенола часто
бывает трудным. Удаление побочных продуктов, особенно нежелательных
при последующем гидрогенолизе, осуществляется обычно переосаждением
в системах диметилформамид — вода или диметилформамид — эфир, ад-
сорбцией на нейтральном оксиде алюминия или образованием комплексов с
пиридином (рН 6,5).

N-Гидроксисукцинимидные эфиры, предложенные впервые Андерсоном
и сотр., отличаются хорошей способностью к кристаллизации и высокой
активностью при аминолизе. При этом следует особенно подчеркнуть низ-
кую чувствительность этих эфиров к гидролизу и алкоголизу, так что пеп-
тидный синтез можно проводить даже в воде. Соли аминокислот или пеп-
тидов, растворимые в системах этанол—вода, диоксан—вода или тет-
рагидрофуран—вода, можно сочетать с гидроксисукцинимидными эфи-
рами N-замещенных аминокислот, получая пептиды с хорошими выхода-
ми. Преимуществом является также то, что освобождающийся при амино-
лизе N-гидроксисукцинимид растворим в воде.
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Большое практическое значение имеют также галогензамещенные фени-
ловые эфиры N-замещенных аминокислот, которые были введены в синте-
тическую пептидную химию Купришевски и сотр. По скорости аминолиза
они сравнимы с 4-нитрофениловыми эфирами, но имеют преимущество,
так как удаление освобождающегося при аминолизе замещенного фенола
осуществляется с меньшими трудностями. Кроме того, трихлорфениловые
эфиры очень устойчивы к щелочному гидролизу. 2,4,5- и 2,4,6-
Трихлорфениловые эфиры нашли широкое применение при синтезе различ-
ных пептидов.

Особого внимания заслуживают хорошо кристаллизующиеся и очень
устойчивые пентахлорфениловые эфиры, которые отличаются высокой .ак-
тивностью при аминолизе. Их можно легко готовить карбодиимидным ме-
тодом. Для синтеза оптически чистых пентахлорфениловых эфиров N-
ацилпептидов можно использовать полученный из пентахлорфенола и
ДЦГК комплекс изомочевины и пентахлорфенола [294] (X = С1).

но Q.HH-C.H-Q • - о н

(х-*или а )

Перечисленные методы получения пригодны и для пентафторфенило-
вых эфиров, которые оказались превосходными ацилирующими агентами
для синтеза различных пептидов. Комплекс пентафторфенола с произво-
дными изомочевины (F-комплекс), который имеет строение, аналогичное
комплексу пентахлорфенола с карбодиимидом (X = F), можно использо-
вать для конденсации фрагментов.

Метод изоксазолиевых солей, предложенный для образования пептид-
ной связи Вудвардом и Олофсоном [295], формально можно рассматривать
в этой главе, поскольку З'-сульфонат Ы-этил-5-фенилизоксазолия (К-
реагент Вудварда) образует с N-защищенными аминокислотами и пептида-
ми в присутствии мягких оснований реакционноспособный эфир енола, ко-
торый далее без выделения можно вводить в реакцию с аминокомпонен-
том:

® SO?

-C a H.

R-CO-NH-R'

-NH-CjH,

COCHaCONH-CaHf
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Образующееся производное ацилацетамида хорошо растворяется в воде,
поэтому его можно легко удалить. Кроме того, были изучены другие сое-
динения изоксазолия на предмет применения их в пептидном синтезе [296].

Предложенные для синтеза пептидов так называемые «пушпул»-
ацетилены также следует упомянуть в этой главе, так как они реагируют с
образованием промежуточных енольных эфиров [297].

2.2.S.4. Карбодиимидный метод

Пригодность карбодиимидов для образования пептидной связи впервые
продемонстрирована Шиханом и Гессом [298]. В результате обширных ис-
следований, проведенных различными лабораториями, предложен меха-
низм реакции (рис. 2-9).

К протонированному карбодиимиду присоединяется анион карбоксильного ком-
понента с образованием ацилуреида I (О-ациллактим, производное изомочевины),

•*- R,-COO • R-NH-C-N-R

О
R-NH-C-NH-R

R,-C-NH-R,

пептид

I

R-NH-c'

основание
•Ц-сГ

( б )
• >
Я-NH-c'

— R,-COOH

«Ц-C-NH-Rj

• R,-COO"

* R-NH-C-NH-R

Рис. 2-9. Механизм образования пептидной связи с помощью ДЦГК.
R — циклогексил, R, — остаток N-защшценной аминокислоты или
пептида, R2 — остаток С-зашшценной аминокислоты или пептида.
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который с аминокомпонентом образует пептид с отщеплением замешенной мочеви-
ны (путь а). Протежированная форма ацилизомочевины 1а может реагировать со
следующей молекулой ациламинокислоты с образованием симметричного ангидрида
III и N.N'-fljmMeiueHHOft мочевины (путь в). Симметричный ангидрид может реаги-
ровать с аминокомпонентом, образуя пептид и одну молекулу ациламинокислоты
(путь г).

Катализируемая основаниями перегруппировка О-ациллактима I в производное
ацилмочевины (путь б) является нежелательной реакцией, так как приводит к неак-
тивному соединению II. Эта реакция (О — N-миграция ацильной группы) катализи-
руется не только избытком третичных оснований, катализ вызывается также амино-
компонентом и самим карбодиимидом, которые обладают достаточной основнос-
тью' для этого.

2.2.5.4.1. Применение дициклогексилкарбодиимида

1Ч,М'-Дициклогексилкарбодиимид (R — циклогексил) особенно пригоден в
качестве конденсирующего реагента в тех случаях, когда продукт относи-
тельно дешев и хорошо растворим в растворителях, обычно применяемых
для пептидных синтезов. Образующаяся при проведении синтезов дицикло-
гексилкарбодиимидным методом Ы,Ы'-дициклогексилмочевина выпадает
из реакционной смеси. Дициклогексилкарбодиимидные сочетания можно
проводить в присутствии воды, так как скорости гидролитического и ами-
нолитического расщепления О-ациллактима заметно различаются.

ДЦГК-метод особенно пригоден при ступенчатом синтезе пептидных
фрагментов. Этим методом можно соединять без рацемизации пептидные
фрагменты, имеющие на С-конце пролин или глицин. Во всех других случа-
ях существует опасность рацемизации. Другим недостатком является уже
упоминавшееся образование ацилмочевины. Этой побочной реакции можно
в какой-то степени избежать, поддерживая низкую температуру и применяя
неполярные растворители. Применение в качестве растворителей диметил-
формамида и Ы,Ы-диметилацетамида приводит к образованию произво-
дных ацилмочевины. Эти растворители даже при высокой степени чистоты
содержат небольшие количества диметиламина, способствующего О — N-
миграции ацильной группы. Далее, ДЦГК-активирование незащищенных
остатков аспарагина и глутамина приводит к соответствующим нитрилам
вследствие дегидратации амидных групп. Поэтому целесообразно при кон-
денсациях с карбодиимидом использовать производные аминокислот, пол-
ностью защищенные по боковым функциям.

2.2.5.4.2. Применение модифицированных карбодиимидов

В то время как при синтезе коротких пептидов отделение N,N'-
дициклогексилмочевины не составляет больших трудностей, при получении
более крупных фрагментов это становится такой же проблемой, как и
очистка от N-ацилмочевины. Чтобы избежать этих трудностей, были раз-
работаны различные замещенные карбодиимиды с третичноаминными или
четвертичноаммонийными группами. Побочные соединения, которые полу-
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чаются с такими карбодиимидами, легче удалить благодаря их раствори-
мости в воде или в кислотах. Такие соединения, как 1-этил-3-(3-
диметиламинопропил)-карбодиимидгидрохлорид [299] или 1-цикло-
гексил-3(3-диметиламинопропил)-карбодиимидметилиодид [300], делают
возможным проведение реакций в водных растворах; их используют также
для циклизации пептидов и в реакциях с белками.

Дальнейшее развитие этого класса соединений связано с полимерными
карбодиимидами. Вольман и сотр. [301] синтезировали полигексаметилен-
карбодиимйд -(СН2)6 -N = C = N-[(CH2)6-N = C = N] n-(CH 2) 6- .
Полимерная мочевина, получающаяся в результате реакции, легко удаляется.
Ито и др. [302] предложили несимметричные карбодиимиды, N-атомы
которых имеют различную электронную плотность, и поэтому при пептид-
ном синтезе снижается нежелательная О — N-миграция ацильной группы,
ведущая к N-ацилмочевине. При применении 1-бензил-З-этилкарбодиимида
заметно снижается образование N-ацилмочевины. Кроме того, следует
указать на гораздо меньшую по сравнению с ДЦГК степень рацемизации,
определенную по тесту Янга (разд. 2.2.6.2).

2.2.5.4.3. Применение карбодиимидов с добавками

Несмотря на указанные ограничения, ДЦГК-метод оказался наиболее про-
дуктивным для образования пептидной связи. Поэтому внимание исследо-
вателей было направлено на исключение или хотя бы снижение образова-
ния N-ацилмочевины и опасности рацемизации при конденсации фрагмен-
тов.

В 1966 г. Вюнш и Дресс [303], а также Вейганд и др. [304] нашли, что при
одновременном введении 1 г-экв. ДЦГК и 2 г-экв. N-гидроксисукцинимида
образование пептидной связи протекает практически'без рацемизации и без
образования ацилмочевины. Метод Вюнша — Вейганда стал теперь конку-
рентно способным азидному методу для случаев конденсации фрагментов.

С помощью этого комбинированного ДЦГК-метода были успешно про-
ведены фрагментные конденсации и циклизация фрагментов. Метод имеет,
однако, недостаток: может протекать конкурентная реакция между ДЦГК
и N-гидроксисукцинимидом, особенно заметная в случае стерически затруд-
ненных пептидов. Согласно исследованиям Гросса и Билка [305], эта по-
бочная реакция ведет к размыканию кольца О-ациллактима, образованного
из эквимолярных количеств ДЦГК и N-гидроксисукцинимида, под действи-
ем второго моля N-гидроксисукцинимида. При этом отщепляется дицикло-
гексилмочевина. Промежуточный продукт — ацилнитрен перегруппировы-
вается в изоцианат, который в свою очередь присоединяет третий моль N-
гидроксисукцинимида с образованием N-гидроксисукцинимидного эфира
сукцинимидоксикарбонил-/3-аланина. Этот активированный эфир может
выступать в качестве конкурирующего ацилирующего реагента, вследствие
чего происходит неконтролируемое встраивание 0-аланина в пептидную
цепь. (Механизм был установлен Ешкайтом [306], который исследовал вза-
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имодействие ДЦГК с N-гидроксиглутаримидом.) Аналогичным путем об-
разуется производное 7-аминомасляной кислоты.

Далее, естественно, начались поиски 1,2-динуклеофилов, которые благо-
даря своим структурным особенностям должны были предотвращать по-
бочные реакции такого рода. В качестве добавок для карбодиимидного ме-
тода были предложены гидроксикарбонаты [278], 1-гидро-
ксибензотриазолы [308], 3-гидрокси-4-оксо-3,4-дигидрохиназолин [309], эти-
ловый эфир 2-гидрооксиимино-2-циануксусной кислоты (изонитрозоцианук-
сусный эфир) [310], 4-нитро- или 4-хлор-бензолсульфгидроксамовая кислота
[311], динитрил изонитрозомалоновой кислоты HO-N = C(CN)2 [312]. Пред-
лагались также другие изонитрозопроизводные [313], 5,7-дихлор-8-
гидроксихинолин [307], а также Ы-гидрокси-5-нонборнен-2,3-
дикарбоксиимид [314, 315].

Долгое время методы Вюнша — Вейганда и Гейгера — Кенига счита-
лись наиболее пригодными для синтеза пептидов. Что касается безопасно-
сти в отношении рацемизации, то, как показано новыми исследованиями
[310, 312, 316, 317], имеются ограничения и при работе с ДЦГК-
гидроксибензотриазолом.

Большое практическое значение приобретает N-гидрокси-
5'нонборнен'2,3-дикарбоксиимид (HONB).

N-OH

NONB

Эта добавка, предложенная Фуджино и сотр. [314, 315], вызывала пшйъ
незначительную рацемизацию. Она была испытана на примерах синтеза не-
которых важных пептидов (АКТГ, люлиберина и др.). Можно вести реак-
цию также с выделением соответствующего эфира.

3-Гидроокси-4-оксо-3,4-дигидро-1,2,3-бензотриазин (I) — прекрасная до-
бавка в ДЦГК-методе [309], однако применение его сильно ограничено из-
за нежелательной побочной реакции между триазином и ДЦГК. При этом
образуется 3-(2-азидобензоилокси)-4-оксо-3,4-дигидро-1,2,3-бензотриазин
(II), который в конце концов ацилирует аминокомпонент (R — остаток
аминокомпонента):
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На различных примерах было показано» что 3-гидрокси-4-оксо-3,4-
дигидрохиназолин можно применять в качестве добавки как для ступенча-
того синтеза, так и для фрагментной конденсации [284].

Кислые добавки (N-гидроксибензотриазол) могут катализировать диме-
ризацию ДЦГК в 1>3-дициклогексил-2>4-бис-(циклогексилимино)-1,3'
диазетидин [318].

Для интерпретации влияния 1,2-динуклеофильных добавок на течение
реакции по модифицированному ДЦГК-методу исходят из допущения
[319], что вначале из карбоксикомпонента и ДЦГК получается очень реак-
ционноспособное Оацилпронзводное изомочевины (III) (рис. 2-10). Оно

А-СООН

о
а-с-о-с;

Рис. 2-Ю. Реакции, протекающие при синтезе по ДЦГК-методу с до-
бавками N-гидроксисоединений. R — остаток карбоксикомпонента,
R| — остаток аминокомпонента.
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очень быстро реагирует с добавленным N-гидроксисоединением, как, на-
пример, N-гидроксисукцинимидом (IV) или N-гидроксибензотриазолом (V),
и превращается в соответствующие активированные эфиры IVa или Va. В
противоположность склонным к рацемизации производным О-
ацилмочевины аминолиз промежуточных активированных эфиров протека-
ет без рацемизации.

Исключение образования N-ацилмочевины объясняется относительно
высокой кислотностью N-гидроксисоединений IV и V.

По Пшибыльски и сотр. [313] димерный азлактонный комплекс, спо-
собствующий рацемизации в полярных растворителях, в присутствии до-
бавки переходит в комплекс азлактон — добавка, благодаря чему снижает-
ся опасность рацемизации. Вероятно, ход реакции в ДЦГК-методе с добав-
ками гораздо сложнее, чем это представлено на схеме.

При использовании в качестве добавок к ДЦГК кис/гот Льюиса [320]
было продемонстрировано, что для снижения рацемизации образование ак-
тивированного промежуточного продукта с участием добавки не является
обязательным. Синтез Tfa-Pro-Val-Pro-OMe с ДЦГК и SbCl3 или А1С13 в
качестве добавок прошел практически без рацемизации. Значение кислот
Льюиса в практике пептидного синтеза сравнительно невелико, так как при
этом получают низкие выходы пептидов. Между тем ZnCl2 хорошо подхо-
дит в качестве добавки: рацемизация снижается так же, как в случае N-
гидроксибензотриазола; эту добавку можно применять в препаративных
синтезах. На примере оптически активного 1,3-оксазолин-5-она, а именно 2-
(1' - бензилоксикарбонилпирролидин - 2 - ил) - L - 4 - изопропил - 5 - оксо - 4,5 - ди -
гидрооксазола, который соответствует карбоксильному компоненту мо-
дельного пептида Вейганда, впервые удалось доказать, что раскрытие
кольца оксазолона метиловым эфиром пролина катализируется кислотами
Льюиса [321]. При этом одновременно снижается рацемизация и увеличива-
ется скорость реакции размыкания кольца. Сообразно с этим размыкание
оксазолонового кольца с сохранением оптической активности достигается
не только с помощью N-гидроксисоединений, но и с электрофильными до-
бавками, которые ускоряют размыкание оксазолонового кольца и снижают
основность среды.

2.2.5.5. Пептидные синтезы с применением соединений
фосфора

Применение соединений фосфора для образования пептидной связи кажется
обоснованным уже потому, что при биосинтезе белка активирование ами-
нокислот происходит при реакции с аденозинтрифосфатом. При этом в ка-
честве промежуточного соединения образуется ангидрид аминокислоты и
адениловой кислоты с элиминированием пирофосфата.

Наряду с классическим фосфоразо-методом [322] было описано боль-
шое число методов конденсации с участием соединений фосфора. В подав-
ляющем большинстве случаев речь идет об ангидридах с кислотами фосфо-
ра. Ниже рассматриваются только некоторые интересные методы.
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2.2.5.5.1. Метод Митина

Митин и сотр. [323, 324] предложили проводить конденсацию N-
ациламинокислоты с эфирами аминокислот в присутствии трифеиилфосфи-
та и 2 г-экв. имидазола при 40 °С. В качестве растворителей используют
ацетонитрил, диоксан или диметилформамид. Соответствующие эфиры N-
ацилпептидов получаются с хорошими выходами в одну стадию, без выде-
ления промежуточных продуктов. Предложен следующий механизм реак-
ции:

<с,н5о)31» в-C-R

l a

(CeH5O)aP-< (N-C-R
R - NHa R-C-NH-R'

П6

Хотя допустимы и другие промежуточные ступени, реакция, вероятно,
идет прямо через Ы-ацилимидазолиум-(дифенил)-фосфит (Пб), который об-
разуется из имидазолил-(дифенил)-фосфита (I) и карбоксильного компонен-
та. В качестве N-защитных групп используют бензилоксикарбонильный
или иде/л-бутилоксикарбонильный остаток, тогда как, например, арил-
сульфенильные группы приводят к побочным реакциям.

2.2.5.5.2. Метод Мукаяма

Мукаяма и сотр. [325] предложили методику синтеза, названного
окислительно-восстановительной конденсацией. Медная соль ациламино-
кислоты и эфир 2-нитрофенилсульфениламинокислоты реагируют с трифе-
нилфосфином, причем Си 2 + выступает как тиольная «ловушка»:

(R-COO)jCu • 2Nps-NH-R- • 2 ( < О / ) » Р

2 R-C-NH-R' • (Nps)aCu • 2 {(Г)))гР-О

Точно так же могут реагировать с трифенилфосфином свободная N-
ациламинокислота и эфир аминокислоты, если в реакцию добавить ди-(2-
нитрофенил)-дисульфид, хлорид ртути(Н) (как тиольную «ловушку») и
триэтиламин для связывания хлороводорода:
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R-COOH •

-2ТЭА-HCI 2ТЭА

о
R-C-NH-R'

Еще лучше в качестве дисульфидного компонента вводить дипиридил-2-
дисульфид [326]. Добавка тиольной «ловушки» не нужна, так как образую-
щийся во время реакции пиридин-2-тиол перегруппировывается в более
устойчивый тион:

S-S

Метод Мукаяма пригоден и для реакций конденсации на полимерных
носителях.

Интерес представляет использование для оксилительно-восстано-
вительной конденсации водорастворимых производных диарилдисульфида
и триарилфосфина [326а]:

Применение этих реагентов значительно облегчает выделение синтезиро-
ванного пептида, так как все побочные продукты реакции легко удаляются
водой.

2.2.5.5.3. Применение других производных фосфора

Кеннер, Шеппард и др. [421] разработали метод конденсации с применением гекса-
метилтриамида фосфорной кислоты (ГМТАФ) и ангидрида 4-толуолсульфокислоты.
Промежуточные продукты, образование которых вначале было постулировано, в
конце концов удалось выделить [328]. При добавлении ангидрида 4-
толуолсульфокислоты к ГМТАФ сначала при 20 "С за 5—20 мин образуется тозилат
монокатиона (I), который при нагревании до 55 °С переходит в дитозилат (II).

2Tbt-O"

•JMCHJ,

NtCH,),

I

TK-O"

(HJOJM

(И,С)аН

0

и

ЖСН,»,
-P® N(CH,)a

N(CH,),



Пептиды 161

Очень гигроскопичный дитозилат II может быть переведен в сухом ацетонитри-
ле с тетрафтороборатом натрия в кристаллический негигроскопичный бис-(тетра-
фтороборат) III, который известен как реактив Бейтса. При его использовании ди-
пептиды получаются с высоким выходом. Правда, этот метод не вполне надежен в
отношении рацемизации, поэтому рекомендуется применять добавки, снижающие
рацемизацию [328]. В качестве промежуточного продукта образуется ацилоксифос-

R-COO"

), J ** 2 BV

-(M«,N),P=O

HaN-R' -(Me2N)3P=O •8-COO"

О
R-C-NH-R'

• HaN-R'

-(MeaN),P«O

-R-COO"

9 • 9
R-C-O-C-R

фониевая соль (IV), с которой реагирует аминокомпонент. Наряду с этим возможен
также путь через симметричный ангидрид.

Структурно аналогичный реагент гексафторфосфат бензотриазолилок-

ситрис-(диметиламино)-фосфония (V) может быть приготовлен сравнительно про-

сто [329]:

(MeaN),P СГ

4

O-PtNMej),

CI

При конденсации с помощью V амидная группа аспарагина не дегидратируется
в нитрил. Но этот вариант синтеза также не свободен от рацемизации [330].

Практический интерес в качестве реагента конденсации представляет фосфорил-
азид (VI) [331]. В этом случае наряду с несимметричным ангидридом VII в качестве
промежуточного продукта может получаться также ацилазид (VIII).

(СвН,О)2Р-М,

•я

•R-COO^

(CgHjOla*

О О

R-C-O-P(OCeH,)a

Г-Нг Ш

о ^ о
R-C-N,

N^ * О
R-C-NH-R'
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При взаимодействии триарил(триалкил)фосфина с тетрагалогенметанами или
же с галогенами (X = С1, Вг) получаются аддукты IX [332] или X [333, 334], кото-
рые при взаимодействии с ациламинокислотами образуют активированные ацилок-
ситриарил(триалкил)-фосфоииевые соли (XI).

[ О 1*

I ® i -

V,P-O-C-R X
К X I t

В работе [335] предложено другое строение для продукта XII реакции между
трис-(диметиламино)-фосфином [Y = N(CH3)2l и тетрахлоридом углерода, который
при пептидных синтезах'реагирует по следующему механизму:

[ е 1* »R-COOH Г V © 1 +

YjP-CI CCI3' R-C-O-PYj CIV l l > *

хп
X(R-CO)2O *"#-* . RXNH-R-

RCOOH-СГ;-ГМТЛ<*>К -R-СООН

Ямала и Такеучи [336] получили с трис-(диэтиламидом) фосфористой кислоты, а
также с трибутилфосфином и трис-(4-метил)-пиперазинофосфином лучшие результа-
ты, чем с триметилфосфитом (Y = ОСН3). Надежность этих методов в отношении
рацемизации спорна.

2.2.5.6. Методы конденсации,
представляющие теоретический интерес

Методы образования пептидной связи, рассматриваемые ниже, отличаются ориги-
нальными подходами. До сих пор они не получили широкого практического приме-
нения, но все же представляют потенциальные возможности для развития пептид-
ной химии.

Уги и сотр. [338] разработали метод, отличающийся от классического пептидно-
го синтеза, который пригоден как для получения пептидных фрагментов, так и для
конденсации фрагментов.

R-СООН + R,-NH2 • Rj-CHO • CN-R,

I D I Ш ТЯ

1 -H,O

R,-

i ?
R-C-N-CHR^-C-NH-R, VI

"1 1-Я,
О

R-C-
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Метод Уги можно рассматривать как комбинацию реакции Пассерини с конден-
сацией Манниха. Для получения пептидных фрагментов проводят в одну стадию,
без выделения промежуточных продуктов, взаимодействие N-ациламинокислоты (I),
замешенного амина (II), альдегида (III) и изонитрила (IV) (производного аминокис-
лоты или пептида). Сначала из четырех компонентов образуется неустойчивый про-
дукт присоединения V, который спонтанно и очень быстро перегруппировывается
внутримолекулярно по реакции 1-го порядка через пятичленный промежуточный
цикл в N-замещенное производное пептида VI. После отщепления R, получают же-
лаемый пептид VII.

Принципиальная пригодность четырехкомпонентной конденсации для синтеза
пептидных фрагментов с 3—5 остатками аминокислот .была показана Уги и сотр.
[340] на примере синтеза производного тетравалина.

Фотохимический метод конденсации для связывания пептидных фрагментов
был разработан Пачорником и сотр. [343] на основе 5-бром-7-нитроиндолинил-
группы (БНИ-группа), которая прежде была описана как карбоксизащитная группа.
БНИ-группа сравнительно устойчива и может отщепляться в присутствии воды при
облучении (X < 400 нм). В неводных растворах 1-ацил-5-бром-7-нитроиндолин фото-
химически ацилирует также и другие нуклеофильные соединения (амины, спирты,
фенолы, тиолы и т. д.). Это и навело на мысль применить БНИ-группу для фотохи-
мической конденсации фрагментов. При построении пептидного фрагмента С-конец
защищают БНИ-остатком:

Tfa-AK>-COOH SOCI,

(бензол; 50°С)

Затем обычным путем синтезируют нужный фрагмент. Фотохимическая реакция
конденсации происходит со вторым фрагментом, имеющим свободную аминофунк-
цию:

-Bni

О = С -
АК;

АК„-1

АК„

Y

- N - H
А'К:

i

AK
i
Y

Таким путем можно получить пентапептид по схемам 2 + 3 или.же 4 + 1 .
Главная трудность при обычном пептидном синтезе в растворе заключается в

соединении больших фрагментов, состоящих из 50 и более остатков аминокислот.
Так как реакция конденсации протекает как реакция 2-го порядка, для быстрого сое-
динения фрагментов нужны высокие концентрации реагирующих партнеров. Защи-
щенные длинноцепочечные пептиды часто плохо растворяются в используемых для
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конденсации растворителях. При низкой концентрации реагентов реакции конденса-
ции идут очень медленно. В этих условиях могут идти необратимые внутримолеку-
лярные побочные реакции или обменные взаимодействия с растворителем. Не спаса-
ет положения и более энергичное активирование карбоксила, так как при этом повы-
шается опасность рацемизации. Здесь могли бы помочь некие «молекулярные щип-
цы», с помощью которых активные группы связывающихся фрагментов приводятся
в тесное соседство, и образование пептидной связи идет независимо от концентра-
ции. Принципиальную возможность этого дает метод Уги, который, однако, еще не
получил широкого практического применения.

В этой связи следует сказать о классических исследованиях групп Т. Виланда и
М. Бреннера, которые теоретически и экспериментально занимались этой сложной
проблемой.

По реакции Бреннера, пептиды получают с помощью внутримолекулярной пере-
группировки, известной как аминоацилъная перегруппировка. Предварительным ус-
ловием такого превращения является наличие гидроксильной группы в /3-положении
к карбоксилу.

О R
^О-С-СН-ЫНд ^ОН

CO-Y CO-NH-CHR-CO-Y

Для таких реакций подходят свободные карбоновые кислоты (Y = ОН), эфиры
(Y = OR), амиды (Y = NH2), а также замещенные амиды (Y = NH-R). Так как
N-ациламинокислоты представляют собой замещенные амиды (Y = NH-
-CHR-COY'), то повторением реакции можно синтезировать пепти-
ды. Бреннер и сотр. [344] предложили следующий механизм реакции:

ни*

Превращение очень легко протекает с салициловой кислотой в качестве гидро-
ксилсодержащего компонента:

• V-NH-OyCOOH

f-NH-CH-C-МН-СН-СООЯ"
О R О Г
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-NH-CH-C-NH-CH-COOR"

-У

чс-мн-<рн-с-мн-сн-соов"
6 R 6 Г

IT OOC-HC-NH
R

После введения О-аминоацильного остатка и последующего отщепления амино-
зашитной группы Y происходит спонтанная перегруппировка с образованием эфира
салицюгаилтрипептида. Широкое применение этого метода ограничено тем, что
очень трудно осуществить отщепление остатка салициловой кислоты после заверше-
ния синтеза. Один из диациламидов, полученный при такого рода перегруппировке,
описан Вйландом и сотр. в 19S6 г.

Интерес представляет внутримолекулярная перегруппировка производных о-
аминофенола, также приводящая к образованию пептидной связи [344а]:

O-C-CH-NHY

-v .
NH-C-CH-NHZ

0 R'

C-CH-NH2

*^AWH-C-CH-NHZ ^S

0 R'

SsjOH

Дмн- C-CH-NHП ^ W l l

В отличие от перегруппировки Бреннера наращивание пептидной цепи здесь идет от
С- к N-концу.

Кемп и сотр. [345] описали метод аминной «ловушки». При этом используют
соединения, в которых аминокомпонент ковалентно привязан к некоему электро-
фильному центру в непосредственной близости от эфирной функции активированно-
го ацильного производного. Образование пептидной связи происходит в результате
внутримолекулярной перегруппировки.

В качестве системы, фиксирующей аминокомпонент, оказался пригодным 4-
метокси-З-ацилокси-2-гидроксибензальдегид. В ацетонитриле этот альдегид с эфира-
ми аминокислот очень быстро образует шиффовы основания, которые легко восста-
навливаются в соответствующие производные бензиламина. Далее внутримолеку-
лярная О — N-перегруппировка дает N-бензиламид, из которого пептидное произво-
дное освобождается при обработке НВг/АсОН:

н,со.
восстановление

CH-N-Rj
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HBr/AcOH

Hj-N-И,

(Ц-С-О

он
Исходя из 4-метокси-3-бензилоксикарбонилглицил-2-гилроксибензальдегида, по-

сле его взаимодействия с тетраметилгуанилиновой солью дипептида H-Leu-Gly-OH,
восстановления и перегруппировки, получили с 92%-ным выходом Z-Gly-Leu-Gly-OH
с 4-метокси-2,3-дигидроксибензильным остатком у азота лейцина.

Все эти методы, так же как и метод Уги, могут иметь определенные перспекти-
вы в трудной проблеме соединений больших пептидных фрагментов.

2.2.5.7. Ферментативный синтез пептидов

Еще до первого химического образования пептидной связи делалась попытка полу-
чить белок с помощью ферментов. В 1886 г.Данилевски показал, что при инкубации
продуктов расщепления белка с неочищенной смесью ферментов желудочного сока
выпадает белковоподобный осадок. Завьялов и сотр. в 1901 г. назвали продукт тако-
го синтеза пластеином. Впоследствии многие исследователи занимались синтезами
высокомолекулярных пластеинов при воздействии протеолитических ферментов на
концентрированные растворы подходящих олигопептидов (ср. разд. 2.2.9.2.) '

Использованию ферментов в качестве катализаторов для реакции соеди-
нения пептидов и в настоящее время уделяется большое внимание. Катализ
образования пептидов при биосинтезе белка осуществляет фермент пепти-
дилтрансфераза. Так как этот фермент взаимодействует с протеиногенны-
ми аминокислотами независимо от природы боковой цепи, теоретически он
представляет собой идеальный катализатор для реакций целенаправленного
синтеза пептидов. Пептидилтрансфераза в сложной рибосомной системе
структурно тесно связана со всеми другими составляющими, кроме того,
на стадии элонгации во время биосинтеза белка одновременно действуют
также другие факторы. Поэтому вероятность того, что выделенный из
естественной среды фермент вообще будет способен к катализу реакции
синтеза пептидов, очень мала. Никакого выхода в практику пептидного
синтеза не получил также изученный Липманном механизм биосинтеза пеп-
тидных антибиотиков, который проходит с участием определенных фер-
ментов.

Первое использование гидролазы для реакции синтеза осуществлено
Хиллом в 1898 г. на примере мальтазы. Только 40 лет спустя Бергман и
Френкель-Конрат [346] осуществили первое ферментативное образование
амидной связи. Действуя папаином на гиппуровую кислоту и анилин, они
получили анилид гиппуровой кислоты:
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Этим было показано, что протеазы принципиально могут катализиро-
вать также и синтетические реакции, если:

используют производные аминокислот или пептидов и
продукт выпадает в осадок, благодаря чему равновесие сдвигается в сторону об-

разования пептида.

На основе классических работ по обратимости реакций, катализируемых
протеазами [384], а также исследований Фрутона, Бендера, Эпанда, Фастре
и Фершта в середине семидесятых годов было однозначно доказано, что
протеазы могут применяться в качестве биокатализаторов для синтеза пеп-
тидов в препаративных масштабах. Таким образом, ферментативный син-
тез приобретает практическое значение для получения биологически актив-
ных пептидных веществ.

После работ исследовательских групп Исбва (Исследовательский центр
по химии в Сагами) и Морихара (Исследовательская лаборатория в Сино-
ги) в Японии и Луизи и сотр. в Швейцарии на ферментативном пептидном
синтезе сосредоточились интересы исследователей, работающих в области
пептидной химии. В результате дальнейшей интенсивной разработки мето-
дик ферментативного синтеза намечается многообещающая фаза развития
этого метода в качестве дополнения к классическим химическим методам
конденсации, а также для решения полусинтетических задач.

В качестве ферментов использовались протеазы животного, раститель-
ного и микробного происхождения. Исбва и сотр. [347] применяли в ка-
честве катализаторов для образования пептидной связи папаин, пепсин,
субтилизин BPN'(Harapo3a), а также бактериальные металлопротеазы про-
лизин (Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens), тациназу N (Streptomyces caes-
ptitosus), термолизин и термоазу (Bacillus thermoproteoliticus).

Особенно хорошими свойствами как катализатор для синтеза пептидов
обладает растительная тиольная протеаза папаин (Carica papaya) благодаря
малой субстратной специфичности при расщеплении. Это показано на при-
мерах двух модельных реакций [347]:

Z—АК—ОН + Н —lie—ODpm

Z—АК—ОН + Н —Phe—ODpm папаин

*. Z—AK—lie—ODpm
I

+. Z—AK—Phe—ODpm
II

Выход, Выход,

АК АК

Gly
Ala

Leu
Phe
Ser
Thr

53
92
59

37

21

73

77
89
92

95
72

78

Gin
Arg(NO2)

Lys(Z)
Glu

Met
His(Bzl)

55
73

100

71
—
—

98
96
80
—

96
97
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С другими названными выше протеазами также получены многообеща-
ющие результаты при реакциях конденсации. Исова и сотр. показали приме-
нимость ферментативного синтеза для получения небольших биологически
активных пептидов, таких, как, например, [1-аспарагин, 5-валин]-ангио-
тензин (II):

NO2 Bil

Boc-Asn- Arg-Va) -Tyr-OH

Bzl

H-Val-Hls-Pro-Phe-OEt

папаин

NO, Bd { Bzl
Boc-Asn- Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OEt

Выход аналога ангиотензина в смеси буфера (рН 5,5) и метанола (1:1 по
объему) составил 78%.

Большого внимания заслуживает описанный Кульманом [348] фермента-
тивный синтез Leu- и Met-энкефалинов (ср. разд. 2.3.3.2) с использованием
только катализируемой протеазами конденсации, причем из семи фермен-
тативных реакций пять было проведено с папаином. Скорость катализиру-
емого папаином пептидного синтеза существенно повышается при примене-
нии в качестве карбоксильного компонента алкиловых эфиров вместо N-
замещенных аминокислот или пептидов (Якубке и др., 1981 г.).

Обширные экспериментальные данные по применению а-химотрипсина
и трипсина как катализаторов образования пептидной связи получены в ра-
ботах Морихара и Ока [350]. Карбоксикомпонент Ac-Phe-OEt (X = OEt) реа-
гирует с химотрипсином и после образования фермент-субстратного ком-
плекса дает ацилфермент, который может реагировать либо с аминокомпо-
нентом ( I N » ) с образованием пептида, либо с водой, давая продукт гидро-
лиза:

Ac-Phe-X

Ас-Ию-ОН

деацилирование
(гидролиз)

Ac-Phe

Ас-

А с -

-X

1
Phe

Phe

<D
Кг

-®

*и

-нС

аципирование

«ХН

деацилирование

(синтез)

Поскольку в случае пептидного синтеза из эфирного субстрата и произ-
водного аминокислоты или пептида к4 > к3, идет преимущественно кине-
тически контролируемый синтез пептида до тех пор, пока в реакционной
смеси есть эфирный субстрат. Луизи и сотр. [353, 354] применяли субстра-
ты со свободной карбоксильной функцией, а в качестве аминокомпонентов
вводили амиды или алкиловые эфиры аминокислот, причем последние всег-
да давали худшие выходы.
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На основании того, что добавки органических растворителей сдвигают
равновесие катализируемых протеазами реакций в сторону синтеза (Ласков-
ски и др., 1978 г.). а также для улучшения растворимости реагентов в реак-
ционную смесь часто добавляются смешивающиеся с водой органические
растворители.

Куль и сотр. [336] и Мартинек и сотр. [356а] исследовали катализируе-
мое ферментами образование пептидной связи в двухфазных водно-
органических системах. Преимущество такой методики состоит в том, что
функционирующая как катализатор протеаза не повреждается органиче-
ским растворителем, что гарантирует более высокие выходы, кроме того,
можно вернуть обратно биокатализатор после разделения фаз. Далее Кё-
нек и сотр. [386] впервые провели успешные пептидные синтезы с иммоби-
лизованным химотрипсином. Наряду с иммобилизованными ферментами
можно также использовать ферменты, адсорбционно фиксированные на си-
ликагеле, что было продемонстрировано на примере синтеза пептидов с
помощью химотрипсина, фиксированного на силикагеле [443].

Ока и Морихара [352], а также Семенов и Мартинек [466] описали син-
тезы с применением растворимых протеаз, при этом продукты синтеза не
выпадали в осадок. В качестве катализатора для синтезов пептидов приме-
нялась также термитаза (Кёнек, Якубке [443]), хотя из-за высокой эстераз-
ной активности фермента выходы бывали не всегда удовлетворительны.

Очень хороша для ферментативного пептидного синтеза карбоксипепти-
даза Y (CPD-Y) из пекарских дрожжей, синтетические возможности которой
тщательно изучены группой Иохансена [349]. Авторы применяли CPD-Y
для получения различных синтетических объектов, в том числе энкефалина.
Большие ожидания возлагаются на CPD-Y в области семисинтеза, в осо-
бенности для превращения инсулина свиньи в человеческий (такое превра-
щение было описано также с применением других протеаз [351]). О значе-
нии протеаз для семисинтеза [540] см. разд. 2.2.10.1.3.

Из аспартатпротеаз наибольший интерес для катализа синтеза пептидов
представляет пепсин [355].

Реакции конденсации, катализируемые протеазами, обладают по срав-
нению с химическими методами следующими преимуществами; полное ис-
ключение рацемизации, простота проведения процесса, минимальные тре-
бования к защите функций боковых цепей и др. Недостатком является, од-
нако, невозможность универсального применения протеаз из-за их высокой
специфичности. Кроме того, иногда бывает трудно предсказать ход реак-
ции. После дальнейших методических усовершествований ферментативная
каталитическая конденсация может стать еще одним полезным методом в
пептидной синтетической химии.

2.2.6. Проблемы рацемизации
при пептидных синтезах

Все операции при синтезе пептидов, которые проводятся по функциональ-
ным группам, связанным с асимметрическим центром, таят в себе опас-
ность рацемизации.
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При синтезе длинноцепочечных оптически активных пептидов отсутст-
вие рацемизации в ходе конденсации имеет решающее значение, так как
стереоизомеры крупных фрагментов почти невозможно разделить с по-
мощью таких операций очистки, как кристаллизация, ионообменная хрома-
тография и др. Оптическая чистота синтетических пептидов зависит от сте-
пени рацемизации на каждой стадии конденсации. Если представить себе,
что на каждой стадии синтеза рацемизация составляет только 1%, то по-
сле 100 конденсаций продукт будет содержать всего 61% желаемого стерео-
изомера. Этот пример показывает, какое огромное значение имеет пробле-
ма рацемизации при пептидных синтезах. Поскольку целью пептидных син-
тезов является получение биологически активных пептидных и белковопо-
добных веществ, биологическая активность которых зависит от оптической
чистоты, то следует уделять особое внимание вопросам снижения рацеми-
зации при пептидных синтезах.

2.2.6.1 Механизмы рацемизации

Свободные аминокислоты имеют сравнительно стабильную стерическую
конфигурацию. У активированных по карбоксилу N-ациламинокислот, при-
меняемых для пептидного синтеза, опасность рацемизации гораздо боль-
ше. Рацемизация может происходить при обратимом отщеплении протона
от «-углеродного атома:

? t"
с»о с=о

Y-NH-C-H t Y-NH-CI0 • Н®

к к
У образующегося при отщеплении протона карбаниона все заместители

расположены в одной плоскости. Присоединяющийся обратно протон с
равной вероятностью может подходить с одной и с другой стороны этой
плоскости, при этом образуется рацемат. Устойчивость связи С—Н.сильно
зависит от природы заместителей. Рацемизация может катализироваться и
основаниями, и кислотами, причем этому благоприятствуют высокие тем-
пературы и полярные растворители. В условиях конденсации решающую
роль играет рацемизация, катализируемая основаниями. Ниже обсуждают-
ся, два основных механизма рацемизации.

2.2.6.1.1. Азлактонный механизм

Рацемизация, происходящая в условиях конденсации, вызывается главным
образом промежуточным образованием «оптически лабильного» азлактона
(1,3-оксазолин-5-она). При активировании N-адиламинокислоты I (рис. 2-
11) может с отщеплением НХ образоваться азлактон, который, как извест-
но, очень легко рацемизуется [3S7]. Скорость образования азлактона II за-
висит от различных факторов. Благодаря электрофильному заместителю X
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Рис. 2-11. Азлактонный механизм рацемизации. R' — остаток С-кон-
цевой аминокислоты, R] — остаток пептида, X — активирующая
группа, R2 — остаток аминокомпонента, В — основание.

углеродный атом карбоксила получает положительный заряд, что спо-
собствует внутримолекулярной нуклеофильной атаке на кислород карбони-
ла ацильной группы RCO; такие N-ацильные группы, как ацетил, бензоил,
трифторацетил, аминоацил и др., облегчают образование азлактона, пото-
му что они усиливают нуклеофильность кислорода карбонила амидной
группы (1а). На образование азлактона влияют, далее, основность среды,
вид растворителя и температура. Так, при действии основания может от-
щепляться амидный протон (быстрая реакция). В полученном амид-анионе
16 благодаря нуклеофильному кислороду идет замыкание кольца и получа-
ется азлактон II. Циклизация является стадией, определяющей скорость
процесса. Полярный растворитель способствует образованию амид-аниона
[358, 359].

Полученный азлактон II может легко рацемизоваться в условиях конде-
нсации (аминокомпонент, основные активирующие средства и др.). При
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этом благодаря псевдоароматическому промежуточному На устанавливает-
ся катализируемое основанием равновесие между обоими энантиомерами
Пб и Ив. Наряду с аминолизом активированного карбоксикомпонента I
(аминолиз на рис. 2-11 не показан) оптически активный аминокомпонент
реагирует с энантиомерами азлактона с образованием LL- И DL-пептидных
производных.

Раскрытие кольца происходит с различной скоростью [360]. Соотноше-
ние полученных диастереомеров определяется принципом Курти-
на — Гаммета. При размыкании азлактонного кольца эфирами L-
аминокислот доминирует образование DL-пептида. При образовании пеп-
тидной связи по азлактонному механизму степень рацемизации зависит как
от тенденции образования азлактона, так и от скорости размыкания азлак-
тонного кольца аминокомпонентом. Важную роль играет при этом нуклео-
фильность аминокомпонента.

Для исключения или снижения рацемизации, протекающей по азлактон-
ному механизму, существуют различные возможности. Лучше всего выби-
рать такие условия для образования пептидной связи, при которых азлак-
тоны не могут образоваться.

1. Постепенное наращивание пептидной цепи с применением N-
защитных групп уретанового типа. Аминокислоты и пептиды с такими
защитами (см. разд. 2.2.4.1.1.1.) не образуют азлактонов в активированном
состоянии. Алкоксикарбониламинокислоты III могут, правда в активиро-
ванной форме (X = С1), давать N-карбоксиангидриды [1,3-оксазолидин-2,5-
дионы] IV, однако алкоксигруппы препятствуют образованию азлактонно-
го кольца.

• 2 н

Ш N

Бенуатон и Чей сообщили [361], что при определенных условиях из Вос-
аминокислот и карбодиимида вопреки существовавшему мнению образуют-
ся 2-алкоксиоксазолоны. Последние, однако, в противоположность оптиче-
ски лабильным 2-алкилоксазолонам гораздо более устойчивы и конденсиру-
ются с аминокомпонентами без рацемизации.

2. Активирование N-защищенных фрагментов пептидов с С-концевым
пролином. При введении карбоксикомпонента с С-концевым пролином об-
разование азлактона невозможно, так что такие пептиды можно активиро-
вать, не опасаясь рацемизации. Нет опасности рацемизации также при ак-
тивировании фрагментов с С-концевым глицином из-за отсутствия хираль-
ности у этой аминокислоты.

3. Использование азидного метода. Азидная конденсация безопасна в
отношении рацемизации при условии отсутствия избытков /тдее/л-основания
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и поддержания низких температур реакции (разд. 2.2.3.1). Отсутствие раце-
мизации объясняется электростатической стабилизацией азидной группи-
ровки N-ациламиноки слоты.

4. Применение метода Уги. Преимущество метода четырехкомпонент-
ной конденсации (разд. 2.2.5.6) состоит в том, что в отличие от обычных
методов конденсации активированные производные пептидов не рацемизу-
ются.

5. Применение активированных эфиров, аминолиз которых протекает
через переходное состояние, стабилизированное водородными мостиками.
Хотя в этом случае при реакциях конденсации нет полной гарантии от-
сутствия азлактонов, рацемизация либо не идет, либо идет в ничтожной
степени.

В 1965 г. были предложены для пептидного синтеза N-гид-
роксипиперидиновые и 8-хинолиловые эфиры (разд. 2.2.5.3). Это активиро-
ванные' эфиры с новым механизмом действия, который показан на примере
8-хинолилового эфира [2621:

н
•цро-мн-г1

IOI

Благодаря слабому активированию С-атома карбоксила образование
азлактона исключено или сильно затруднено. Повышенная скорость амино-
лиза объясняется промежуточным образованием циклического переходного
состояния. Аналогичный реакционный механизм предлагается [362] также в
случае активирования реагентом Кемпа [7-гидрокси-2-этил-(бензо-1,2-
оксазолиний)-тетрафтороборат]. 2-Гидрооксиэтиламинокарбонилфенило-
вый эфир N-ациламинокислоты получается с этим реагентом без рацемиза-
ции.

6. Карбодиимидный метод с добавками (разд. 2.2.5.4.3) принадлежит к
наиболее часто применяемым методам конденсации. Гудман и сотр. [363,
364] провели исследование N-гидроксисоединений на снижение степени ра-
цемизации в случае оптически активных пептидазлактонов, полученных при
действии ДЦГК. Согласно этим исследованиям, азлактонное кольцо может
размыкаться без рацемизации при действии вицинальных бифункциональ-
ных нуклеофилов (так называемых а-нуклеофилов или 1,2-динуклеофилов),
в особенности производных гидроксиламина или гидразина, при условии,
если:

1) их нуклеофильность больше, чем их основность;
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2) при присоединении к азлактону может образоваться дополнительная цикличе-
ская система с водородным мостиком у О-атома карбонила;

3) нуклеофильный центр располагает отщепляемым протоном.

Стабилизация азлактона и последующее размыкание кольца без рацеми-
зации с образованием N-гидроксисукцинимидного эфира ациламинокисло-
ты демонстрируется на примере гидроксисукцинимида:

о к о )
A-C-NH-CH-C-O-N

Относительно кислые гидроксисоединения оказывают влияние на основ-
ность реакционной среды, препятствуя образованию N-ацилмочевины, а
также снижают тенденцию к рацемизации образующегося азлактонного
кольца. Хорошо действуют р качестве добавок кислоты Льюиса, в особен-
ности хлорид цинка [320], хотя они не могут образовывать способный к
аминолизу промежуточный продукт, как в случае производных N-
гидроксиламина. Все эти добавки существенно снижают рацемизацию при
размыкании азлактонного кольца эфиром аминокислоты. Это было пока-
зано на примере синтеза Z-Pro-Val-Pro-OMe из соответствующего оптиче-
ски активного азлактона и Pro—ОМе. Наблюдаемый эффект объясняется
как каталитическим влиянием на скорость размыкания кольца, так и пони-
жением рацемизации азлактона вследствие снижения основности реакцион-
ной среды.

Наряду с приведенными возможностями снижения рацемизации, вы-
званной образованием кольца азлактона, известны также методы конденса-
ции, такие, как метод смешанных ангидридов (разд. 2.2.5.2.1), которые при
соблюдении определенных условий реакции проходят практически без раце-
мизации.

Подробно ознакомиться с проблемой рацемизации можно по прекрас-
ным обзорам Янга [365] и Гудмана [357].

2.2.6.1.2. Рацемизация при прямом а-депротонировании

На устойчивость а-С—Н-связи аминокислот сильно влияет характер заме-
стителей. Особенно легко при катализе основаниями рацемизуются акти-
вированные эфиры №*-бензилоксикарбониламинокислот, имеющие /3-
заместители, оттягивающие электроны. Рацемизация через азлактоны в
этом случае исключена. Предполагается [366], что в таких случаях рацеми-
зация протекает путем прямого а-депротонирования, причем возникающий
карбанион мезомерно стабилизируется. Механизм ^-элиминирования и об-
ратного присоединения, который первоначально постулирован для рацеми-
зации 4-нитрофенилового эфира М-бензилоксикарбонил-8-бензил-ь-
цистеина, был опровергнут исследованиями Ковача и др. [367]. Изучение
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других активированных эфиров этой замещенной аминокислоты привело к
гипотезе [369], что в данном случае следует говорить об изорацемизации
[368].

Рацемизация активированных эфиров N-фталиламинокислот также объ-
ясняется прямым отрывом протона [370]:

-н"

Вызываемая основаниями рацемизация азидов N-ацилпептидов протека-
ет по аналогичному механизму [357].

2.2.6.2. Определение степени рацемизации

Степень рацемизации при конденсации и стерическую однородность
полученного пептида нельзя ставить в непосредственную связь друг1 с дру-
гом. Так, к примеру, считают, что процесс протекает без рацемизации, ес-
ли в результате операций очистки происходит более или менее полное раз-
деление стереоизомеров. Из большого числа описанных тестов рацемиза-
ции ясно, что идеального метода определения рацемизации нет. Все хими-
ческие тесты испытываются на модельных пептидах. Поэтому распростра-
нение полученных результатов на огромное множество пептидных последо-
вательностей, полученных из 20 протеиногенных аминокислот, по меньшей
мере спорно. За неимением лучших методов новые методы сочетания сле-
дует испытывать на нескольких различных модельных системах.

1. Тест Андерсона — Каллагана [371]. В случае модельного пептида
Z-Gly-Phe-Gly-OEt (пептид Андерсона), полученного из Z-Gly-Phe-OH и
Gly-OEt, можно разделить стереоизомеры образовавшегося рацемата фрак-
ционной кристаллизацией. Чувствительность определения степени рацеми-
зации 1—2Щ.

2. Тест Янга [372]. Для этого поляриметрического метода в качестве
модельного пептида вначале использовался Ac-Leu-Gly-OEt. Лучшими
свойствами обладает эфир дипептида Bz-Leu-Gly-OEt, полученный из
Bz-Leu-OH с Gly-OEt. Долю оптически чистого соединения можно рассчи-
тать из значений удельного вращения неочищенного продукта реакции. По-
сле омыления эфира можно дополнительно определить количество DL-
пептида фракционной кристаллизацией. Чувствительность также 1—2%,
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причем, однако, по сравнению с тестовым пептидом Андерсона—Каллага-
на склонность к рацемизации у этого пептида в десять раз выше.

3. Тест Кемпа [373] разработан на основе тестовых систем Андерсона
или Янга Кемпом и сотр. Благодаря применению техники изотопного раз-
бавления чувствительность определения степени рацемизации намного по-
вышена и составляет ~ 0,001—1%.

4. Тест Вейганда [374], основанный на газохроматографическом разде-
лении стереоизомеров метилового эфира N-трифторацетилдипептида, раз-
работан в трех вариантах, которые различаются модельными пептидами:

I. Tfa-Val + Val-OMe - Tfa-L/D-Val-Val-OMe [374]

II.. Z-Leu-Phe + Val-OBu' - Z-Leu-L/D-Phe-Val-OBu' P75]

III. Tfa-Pro-Val + Pro-OMe - Tfa-Pro-L/D-Val-Pro-OMe [376]

Согласно второму варианту, после отщепления защитных групп три-
фторуксусной кислотой в анизоле при частичном гидролизе трипептида по-
лучают Phe-Val. Его этерифицируют (HCl/метанол), затем получают три-
фторацетильное производное с помощью метилового эфира трифторуксус-
ной кислоты. Соотношение диастереоизомеров Tfa-L/D-Phe-Val-OMe, опре-
деленное газохроматографическим анализом, дает степень рацемизации.
Вариант III подкупает простотой исполнения. Чувствительность
~0,\—1%.

5. Тест Изумия [377]. Для этого теста используется модельная система:

Z-Gly-Ala-OH + H-Leu-OBzl - Z-Gly-L/D-Ala-Leu-OBzl

Диастереоизомеры, полученные при отщеплении защитной группы гидро-
генолизом, разделяются ионообменной хроматографией и после окрашива-
ния нингидрином определяются количественно. Чувствительность
- 0,1—1%.

6. Тест Бодански [378]. Модельной реакцией для этого метода служит

Ас-Пе-ОН + H-Gly-OEt - Ac-L/(D-a)-Ile-Gly-OEt

После полного гидролиза полученного дипептида количественно определя-
ют D-алло-изолейцин и изолейцин на автоматическом анализаторе. Чувст-
вительность -0,1—2°/t.

7. Тест Гальперна — Вайнштейна [379]. С помощью сигналов металь-
ной группы аланина в спектре ЯМР можно провести определение степени
рацемизации без разделения стереоизомеров:

Ас-А1а-ОН + H-Phe-OMe - Ac-L/D-Ala-Phe-OMe

Ac-Phe-OH + H-Ala-OMe - Ac-L/D-Phe-Ala-OMe

Различный химический сдвиг метальной группы аланина у LL-пептида по
сравнению с LD-изомером делает возможным определение DL-пептида.
Чувствительность — 3%.

Используя сателлитный сигнал 13С-Н LL-пептида в качестве внутреннего
стандарта, можно при низком содержании DL-изомера повысить чувстви-
тельность в 10 раз [380].
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8. Тест Бергера — Шехтера — Босхарда [381, 382]. После синтеза те-
стового пептида

Z-AIa-D-Ala-OH + H-Ala-Ala-OBzl - Z-Ala-D/UAla-Ala-Ala-OBzl

и отщепления защитных групп гидрогенолизом получается изомерная
смесь LDLL/LLLL. При инкубации с лейцинаминопептидазой энзиматически
расщепляются полностью только L-изомеры. L-Аланин определяется коли-
чественным аминокислотным анализом и соответствует учетверенному
значению степени рацемизации, происшедшей у С-концевого D-аланина кар-
боксикомпонента. Этот тест относится к наиболее чувствительным мето-
дам определения рацемизации.

9. Тест Фуджино [387]. Тестовая система основана на взаимодействии
Boc-Ala-Met-Leu-OH с /дот-бутиловыми эфирами лейцина, изолейцина или
же с /3-/лре/т»-бутиловым эфиром аспарагиновой кислоты с последующим
расщеплением бромцианом и определением соотношения диастереомеров
при помощи аминокислотного анализатора:

Boc-Ab-Mct-Uu-OH

или • HCI • Н-АК-ОВи*

B o c - A t a - N M - U u - N H - N H a

I конденсация

Boc-Ab- M e l - U u - AK-OBu1

| CF.COOH

H-Ab-Mct- Uu-AK-OH

I BrCN ( 5 0 % AeOH)

A l i - Н м * Uu-AK

Таким образом, можно разделить L- И D-изомеры H-Leu-
-АК-ОН (АК = Leu, lie, Asp). С помощью этой тестовой системы можно
изучать влияние аминокомпонента на степень рацемизации. Оказалось, что
Asp(OBu') способствует рацемизации сильнее, чем Leu или Не, даже в от-
сутствие гидрохлорида триэтиламина. Результаты представлены в табл.
2-8.

На примере карбодиимшшого метода с добавкой Ы-гидрокси-5-нонборнен-2,3-
дикарбоксиимида, было изучено влияние различных растворителей при конденсациях
фрагментов. Результаты этого исследования показали, что системы ДМФ — ДМСО
(1:1), N-метилпирролидон (НМП) — пиридин и ДМФ — Н 2 О (7:3) не подходят для
фрагментной конденсации. Предпочтительной по сравнению с другими растворите-
лями оказалась система ДМФ — НМП (1:1).

Наряду с приведенными методами определения рацемизации в литера-
туре описаны другие тестовые системы, на которых, однако, нет возмож-
ности останавливаться. В заключение можно только добавить, что недопу-
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Таблица 2-8. Степень рацемизации, определенная с помощью различных тестов [387]

Метод (в ДМФ)

ДЦГК/HONB
ДЦГК/HONSu
ДЦГК/HOBt

дцгк
ээдх
Мукаяма
Азидный (Рудингер)
Азидный (без выделения)
Азидный (с выделением)
СА
С пепсином (в 30%-ном МеОН)
Ступенчатое наращивание

Темпе-
ратура,
°С

0
0
0
0
0
0

- 3 0
- 1 5
- 1 5
- 2 0

Степень

Leu-Ile

0,7
1,6
0,7
8,7(8,0)
0,7

19,8(9,6)
1,3
4,2
1,6
3,9
1,6
0,8

рацемизации (%) на различных
модельных системах3

Leu-Leu

1,5
2 0
1,9
9,3(4,6)
1,2

26,5(13,5)
2,3
4,5
2,7
—

—

Leu-Asp

3,42(6,0)
9,24
9,1

14,8(20,1)
9,1

11,7
8,03
7,02
5,5
—
—

—

а В присутствии 1 г-экв. гидрохлорида триэтиламина; в скобках приведены данные, когда
аминокомпонент вводился в виде свободного основания.

стимо обобщать результаты, полученные с помощью только одной тесто-
вой системы. Это подтверждают исследования Фуджино и сотр. с различ-
ными аминокомпонентами. Бенойтон и сотр. [388] исследовали зависи-
мость рацемизации от последовательности фрагмента с помощью серии
модельных пептидов. Им удалось показать, что степень рацемизации опре-
деляется не только характером активированной С-концевой аминокислоты.
Аминокислотный остаток, стоящий перед ней, а также, как было установ-
лено еще Фуджино, N-концевая аминокислота аминокомпонента оказыва-
ют решающее влияние на рацемизацию.

2.2.7. Пептидные синтезы
на полимерных носителях

В 1962 г. Меррифилд [389] разработал новую стратегию химического
синтеза пептидов и белков, которая, как и биосинтез белка, протекает на
второй фазе. Правда, еще в 19SS г. Николе [390] сообщил о методе, соглас-
но которому аминокислота, фиксированная на ионообменнике посредством
четвертичных аммониевых групп, соединяется после смены растворителя
со второй аминокислотой, находящейся в растворе, образуя производное
дипептида. Все же следует признать огромную важность открытия Мерри-
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филдом пептидного синтеза на полимерных носителях с ковалентным при-
соединением.

Удивительно простая идея этого нового метода синтеза состоит в том,
что аминокислота закрепляется через свою карбоксильную группу на нерас-
творимом легко фильтруемом полимере, и затем пептидная цепь постепен-
но наращивается с С-конца. Для этой цели N-замещенные аминокислоты
вводят в реакцию с реакционноспособными группами полимерной смолы.
С аминокислоты, ковалентно соединенной с полимерной частицей, удаляет-
ся N-защитная группа, и полученный аминоацильный полимер реагирует со
следующей N-защищенной аминокислотой. Пептидная цепь ступенчато на-
ращивается на полимерной матрице. На последней стадии синтеза
Меррифилда расщепляется ковалентная связь между С-концевой аминокис-
лотой построенной полипептидной цепи и якорной группировкой полимер-
ного носителя. Нерастворимый носитель может быть отделен от находя-
щегося в растворе полипептида простым фильтрованием. Решающее преи-
мущество метода Меррифилда состоит в том, что избегают трудоемких и
требующих много времени операций по очистке промежуточных продук-
тов. Ценный продукт реакции все время остается прикрепленным к поли-
мерному носителю, в то время как избытки реагентов и побочные продук-
ты удаляются фильтрованием. Простота эксперимента и возможность ав-
томатизации привели сначала даже к мнению, что благодаря этой новой
синтетической концепции будет, наконец, решена проблема химического
синтеза ферментов и других белков. Однако после подробного изучения и
интенсивной разработки этой новой техники синтеза были выявлены серь-
езные лимитирующие факторы, которые впоследствии привели к реалисти-
ческой оценке этого метода. Конечно, сведение трудных стадий высажива-
ния и очистки при обычных методах в растворе к простому процессу
фильтрования в твердофазном синтезе уже означает неоспоримое преиму-
щество.

Однородные продукты реакции получаются только в том случае, если
как конденсация, так и деблокирование протекают практически количест-
венно. Так как эти тоебования не всегда выполнимы, то на носителе накап-
ливаются примеси. Поэтому после снятия пептида с носителя требуется
тщательная очистка конечного продукта. Отмена очистки промежуточных
продуктов в случае синтеза Меррифилда, декларированная вначале как
удобства, оказалась впоследствии сомнительным преимуществом.

Дальше наряду с методом Меррифилда будут обсуждаться некоторые
методы на основе этой же концепции.

2.2.7.1. Синтез пептидов на твердой фазе
(синтез Меррифилда)

Хотя все описанные методы пептидного синтеза с применением нераство-
римых или растворимых полимерных носителей основаны на главном при-
нципе, введенном Меррифилдом, понятие «синтез Меррифилда» следует
употреблять специально для пептидного синтеза с твердыми носителями.
По причине громадного количества работ, появившихся с 1963 г., полный
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Полимерный носитель

Введение подходящей

якорной группировки

Присоединение первой
N-защищенной аминоки. -
слоты — этерификация

Селективное отщепле-
ние N-защитной группы

от сс-аминофункции

Привязывание следую-
щей N-защищенной ами-
нокислоты - пептидная

конденсация

п-Кратное повторение
реакционных стадий

III и IV

Отщепление N-защит-
ной гр'уппы и снятие

пептида с носителя

I Растворимый пептид L- NHj COOH

Рис. 2-12, Схема синтеза Меррифилда.

обзор литературы в рамках этой книги невозможен. Поэтому следует ука-
зать на обзоры [391—395] и специальную монографию [396], в которых
подробно описана техника работы. Правда, в этой литературе отсутствует
критическая оценка метода [397, 398]. Принцип метода Меррифилда схема-
тически приведен на рис. 2-12.

В качестве полимерного носителя наиболее подходит сополимер поли-
стирола с 2% дивинилбензола (ДВБ), хотя предлагались и другие. Сшивка
с 1% ДВБ благодаря более высокой набухаемости особенно подходит для
синтеза длинноцепочечных полипептидов.

Шарики смолы, полученные бисерной полимеризацией, имеют диаметр
20—100 мкм. После набухания в органических растворителях, применяемых
для пептидного синтеза, они становятся проницаемы для реагентов.
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Авторадиографические исследования показали, что образующиеся полипептид-
ные цепи равномерно распределяются внутри полимерных зерен (рис. 2-14). Эти дан-
ные противоречат мнению, по которому реакции должны протекать только на по-
верхности носителя. Вычислено, например, что в зернышке полистирол/1% ДВБ
диаметром SO мкм при степени замещения 0,3 ммоль/г могут разместиться ~ 101 2

пептидных цепей небольшого белка.

Полимерный носитель должен быть химически инертен, совершенно не-
растворим в применяемых растворителях и легко фильтруем. Этим требо-
ваниям удовлетворяет классический носитель Меррифилда. Несмотря на
это, были испробованы многие другие типы носителей. Недостатки боль-
шинства носителей — недостаточная механическая прочность, низкая ем-
кость, значительная сольватация самого носителя и растущей цепи пептида
и др. Появились модифицированные полистирол/ДВБ-носители, кроме то-
го, изучались также и другие полимеры.

Для того чтобы в значительной мере исключить влияние диффузии при
гетерогенных реакциях на полимерном носителе, предлагались разные ти-
пы носителей, которые допускают только реакции на поверхности, напри-
мер ненабухающий сополимер стирола и дивинилбензола с высокой сте-
пенью сшивок и макропористый носитель с твердой матрицей, но большой
внутренней поверхностью — так называемые «пленочные» или «щеточ-
ные» смолы.

Пленочный, или пелликулярный, носитель [399] был получен полимеризацией
тонкого слоя смолы на поверхности инертных стеклянных шариков. Такой носитель
имеет низкую механическую прочность и поэтому применим только для колоночных

Рис. 2-13. Фотография зерен полистирола с 1% ДВБ [467].
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Рис. 2-14. Автодиаграмма пептидов, меченных Н 3, в зернах полисти-
рола с 1% ДВБ [467].

методов. Для последних предложены также щеточные смолы, у которых функцио-
нальные группы «торчат» наружу, как щетина у щетки [400].

Пробовали применять также полимеры в форме лент, пленки, волокна (особен-
но для автоматических методов). Недостатком носителей такого типа является их
низкая емкость.

Согласно Шеппарду [401], различные лимитирующие факторы синтеза
Меррифилда можно объяснить различием полярностей углеводородной ос-
новы полимерной матрицы и растущей на носителе пептидной цепи
(рис. 2-15).

На рис. 2-13, а схематически изображается идеальное расположение. Обычно
применяемая полистирольная матрица неполярна и набухает в неполярных раство-
рителях (СН2С12 и др.), в то время как полярная пептидная цепь в этих условиях
сжимается (б). В полярных растворителях (в ледяной уксусной кислоте, ДМФ, спир-
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Рис. 2-15. Поведение привязанной к носителю полипептидной цепи в
растворителях различной полярности [401].

тах и др.) матрица носителя сжимается, причем сольватированные короткие пептид-
ные цепи могут оказаться зажатыми (в).

Для разрешения этой проблемы был предложен сетчатый полиакрила-
мидный носитель [402], и для синтезов применяли полярный растворитель.

Вообще свойства обычного полимера Меррифилда меняются с ростом
пептидной цепи. При нормальной емкости 0,1—0,5 ммоль/г уже после при-
соединения 13 остатков аминокислот масса носителя повышается примерно
в 2 раза. Более 50% пептидилсмолы состоит теперь из пептида, что замет-
но влияет на набухаемость в неполярных растворителях. Добавкой ДМФ
или мочевины можно в некоторых случаях улучшить свойства системы.

Введение подходящих «якорных» группировок (I, рис. 2-12) в полимер-
ный носитель нужно для ковалентного связывания первой аминокислоты.
Классической якорной группой является хлорметильная, которая может
сравнительно легко вводиться хлорметилированием полистирол/ДВБ-'
смолы по Фриделю — Крафтсу в присутствии хлорида олова(1У) [403].
Некоторые якорные группы приведены на рис. 2-16 [404]. (Выбраны груп-
пы, для которых достаточно исследовано отщепление защищенного фраг-
мента пептида от полимерного носителя.)

Наряду с этим развивались другие направления синтеза на полимерных
носителях; приведем несколько примеров. Согласно Гроссу и сотр. [414], в
качестве якорной группировки для синтеза пептидов с С-концевыми амид-
ными группами годится дегидроаланин:

CHj
II

R-NH-CHR'-CO-NH-C-COO-CH2-@

1 Н. HCI / НОАс
1 ЭКВ. Н2О (50°С ; 30 мин)

R-NH-CHR'-C-NH2

О О
сн,-с-с-о-сн,
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CI-CH.

HO-(CHj),-4

14071

140*]

9 сн.
> (410] H j N - N H - C - O - t j - C H , -

сн,

[4121

H O - C H J - C H J - S - C H , - [413]

Рис. 2-16. Якорные группировки для синтеза Меррифилда [404].

Большое практическое значение имеют такие якорные группировки, ко-
торые снижают потери пептида при катализируемом кислотой отщеплении
№-защитных групп. Такими свойствами обладает 4-(гидроксиметил)-
феннлацетамидоалкильная группировка (R = Н или н-С6Н13) [415, 416]:

Однако отщепление пептида от носителя в этом случае возможно толь-
ко с помощью HF. Что касается повышения выхода при твердофазном син-
тезе пептидов, то оказалось, что более длинные группировки между
С-концевой аминокислотой и полимерным носителем оказывают положи-
тельное влияние, например [417]:

Вг-СНа-
О О О

.CH2-C-NH4CH1)10-C-NH-(CH2)10-C-NH-CH2-

Многообразие якорных группировок объясняется постоянными усилия-
ми исследователей разрешить проблемы твердофазного синтеза. Всеобъем-
лющий обзор даже только наиболее важных работ здесь едва ли возможен.
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В заключение рассмотрим фототипическое отщепление пептидов после
синтеза; метод основан на использовании особых якорных группировок, а
также так называемого принципа безопасной «ловушки».

Так, люлиберин был синтезирован аналитически чистым (выход 65%)
на носителе с З-нитро-4-аминометилбензоиламидной группой, которая де-
лает возможным фотолитическое снятие пептида при 330 нм [418]:

Этот мягкий метод отщепления, который дает пептиды с С-концевыми
амидными группами, приводит к высоким выходам также в случае пепти-
дов со стерически затрудненными концевыми аминокислотными остатка-
ми. Фотолиз а-метилфенацшювых эфиров был перенесен и на твердофаз-
ный синтез [419]. Фотолитические методы отщепления позволяют прово-
дить синтез защищенных пептидных фрагментов.

Основываясь на фотолабильных якорных группировках, Меррифилд раз-
работал так называемую «ортогональную» концепцию защит для твердо-
фазного пептидного синтеза [420]. С этой целью вводятся защитные груп-
пы различных типов, которые могут селективно отщепляться при действии
разных реагентов.

В условиях отщепления защитных групп одного класса остальные за-
щитные группы совершенно устойчивы, так как их механизмы отщепления
различны (рис. 2-17). В то время как защитные группы боковых цепей мо-
гут отщепляться ацидолизом, а якорная группа — фотолизом, устойчивая
в этих условиях дитиосукционильная группа (Dts) может отщепляться ти-
ольным реагентом (мягкое восстановление).

Требование полной устойчивости во время пептидного синтеза и мягко-
го отщепления после его окончания практически трудновыполнимы для
связи пептид-носитель. Теоретически кажется, что этим требованиям, ско-
рее всего, может удовлетворить носитель с так называемой группой «безо-
пасного захвата». При этом используют якорную связь, которая совершен-
но устойчива в условиях синтеза, а после него может легко отщепляться в

СН

6

т • 9">
С-0 CFCOOH Н,С-С-СН,

(сн2)4 о 6нг о ?
NH СН С— О — СН2-

Рис. 2-17. Принцип ортогональных зашит по Меррнфилду [420].
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мягких условиях. Так, например, ацилсульфонамидная связь совершенно
устойчива к трифторуксусной кислоте или к НВг в уксусной кислоте, а по-
сле N-метилирования может отщепляться в мягких щелочных условиях
(N 2H 4, NaOH, NH3) [421]. Этот принцип лежит в основе многих работ.

•R-i-NH-NH,

Присоединение первой аминокислоты (II, рис. 2-12) может происходить
с образованием эфирной, гидразидной или амидной связи. В большинстве
случаев используется образование эфирной связи:

[ R 1 OR
Г О О С - C H - N H - Y I "^>-^Ъ~ CHj-O-C-CH-NH-Yвн

-[BH]rCI

Этерификация хлорметилированных смол происходит в этаноле, ТГФ,
бензоле и др. при нагревании до кипения (24—50 ч), причем выходы
невелики — 14—50%. Применение гидроксида тетраметиламмония вместо
триэтиламина приводит к более высокой степени этерификации и, кроме
того, препятствует образованию четвертичных аммониевых групп на носи-
теле [422].

Гидроксиметилированный носитель дает возможность присоединять ис-
ходную N-замещенную аминокислоту с помощью N.N-карбо-
нилдиимидазола [423]. 2-Гидроксиэтилсульфонилметилированный поли-
мер («/3-сульфоновая смола»), предложенный Тессером и Элленброеком
[424], позволяет присоединять первую аминокислоту с помощью мягких
методов образования пептидной связи, как, например, посредством дици-
клогексилкарбодиимида.

* ДЦГК .
^-CHa-SOa-CHa-CHa-OH • HOOC-CH-NH-Y

О R
^ - C H J - S O J - C H J - C H J - O - C - C H - N H - V

По окончании синтеза пептид снимается с носителя /^-элиминированием
в мягких щелочных условиях.

Наряду с приведенными примерами описаны многие другие варианты
присоединения исходных аминокислот [391—396].

После присоединения к носителю первой N-защищенной аминокислоты
все остальные операции проводятся в специальном стеклянном реакторе,
снабженном пористой пластинкой, приспособлением для отсасывания и ту-
бусом (рис. 2-18).

Для перемешивания предлагались различные способы встряхивания ре-
акционного сосуда. Процесс можно вести и вручную, и автоматизировать,
применяя доступный продажный «синтезатор» (см. ниже). Перед началом
синтеза необходимо аналитически определить количество присоединенной
аминокислоты. Практически достаточно содержания 0,1—0,5 ммоль ами-
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Рис. 2-18. Реакционный сосуд для синтеза Меррифилда.

нокислоты на грамм смолы. Данные по содержанию аминокислоты в смо-
ле необходимы для дозирования реагентов, а также используются при
определении выходов.

Селективное отщепление ^-замещенной группы (III, рис.
2-12) — следующая ступень синтеза Меррифилда. Выбор N™-
аминозащитной группы зависит как от прочности связи между исходной
аминокислотой и полимерным носителем, так и от защитных групп на
функциях боковых цепей. Требования к защитным группам, применяемым
в твердофазном синтезе, особенно велики в отношении селективности от-
щепления.

Приемлемой оказалась комбинация №-/и/7е/п-бутилоксикарбонильной
группы с блокированием функций боковых цепей на основе бензильной
группы. Для отщепления Вос-группы применяются 1 н. НС1 в уксусной или
в муравьиной кислоте, 4 н. НС1 в диоксане и трифторуксусной кислоте, а
также раствор трифторуксусной кислоты в дихлорметане, 98%-ная муравь-
иная кислота и т. д.

Ввиду опасности частичного деблокирования г4ш-бензилоксикар-
бонильных групп лизина и орнитина или бензильного остатка тирозина
комбинация их с Ыа-Вос-группой не рекомендуется.

Гораздо более устойчивы различные замещенные бензилоксикарбониль-
ные остатки (разд. 2.2.4.1.1.1). В условиях деблокирования ЬР-Вос-группы
с помощью трифторуксусной кислоты в дихлорметане (1:1) достаточно
устойчивыми оказались ш-бензиловые эфиры аспарагиновой и глутамино-
вой кислот, а также О-бензиловые эфиры треонина и серина. Еще более
кислотолабильную Na-Bpoc-rpynny (табл. 2-1) можно применять для твер-
дофазного синтеза в комбинации с защитными группами боковых функций
на основе wpew-бутиловых эфиров.
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Само собой разумеется, можно использовать №-аминозаиштные груп-
пы, отщепляемые при фотолизе. Хорошей комбинацией защитных групп
является Fmoc-rpynna для а-аминной функции и защиты третичнобутиль-
ного типа для боковых цепей [425, 426]. Fmoc-группа отщепляется в мяг-
ких основных условиях, например, с помощью 50%-ного пиперидина в
СН2С12.

Защита имидазольного азота гистидина — так же как и при синтезе в
растворе — представляет серьезную проблему. Применение N I m

бензильной группы вызывает трудности при отщеплении, так как действие
натрия в жидком аммиаке далеко не щадящий метод и может затрагивать
также имидазольное кольцо. Другая возможность защиты — тозильная
группа, но она требует для отщепления обработки жидким фтороводоро-
дом.

Гуанидиновая группа аргинина может блокироваться нитрованием или
тозилированием. Последний метод, очевидно, предпочтительнее, так как
тозильный остаток может быть удален как посредством HF, так и с по-
мощью расщепления бортрис-(трифторацетата) [427]. В случае нитроарги-
нина существует опасность расщепления с образованием орнитина. Все еще
недостаточно решена проблема защиты цистеина при твердофазном синте-
зе, хотя перепробовано множество вариантов. Амидные группы глутамина
и аспарагина целесообразно защищать. Общеизвестные побочные реакции
при применении многофункциональных аминокислот, такие, как, .например,
транспептидация в случае аспарагиновой кислоты или образование
пирролидон-5-карбоновой-2 кислоты с глутамином, представляют опас-
ность также и в случае синтезов Меррифилда.

Окислительная лабильность триптофана в условиях ацидолитического
отщепления Ы^аминозащитных групп требует добавки 2-меркаптоэтанола,
дитиотрейтола или другого подходящего восстановителя. Требуются так-
же новые защиты для тиозфирной функции метионина, так как применение
в качестве защитного производного сульфоксида не представляет собой оп-
тимального варианта.

Описанная проблематика защитных групп при твердофазном пептидном
синтезе показывает, что различные лимитирующие факторы метода Мер-
рифилда тесно связаны с указанными неразрешенными (или же недостаточ-
но разрешенными) вопросами. Совокупность этих проблем не может здесь
подробно обсуждаться, поэтому желающие отсылаются к литературным
источникам [391—396, 420].

После удаления ацидолизом наиболее часто используемой №-Вос-
группы получается протежированная аминная функция.

СН, О R О

H,C-C-O-C-NH-CH-C-O-CH2-

сн,

Н,С-С-СНа • СО, • Н,1

R О

8-сн-с-о-<
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Аминогруппа освобождается с помощью триэтиламина в хлороформе,
ДМФ или СН2С12, и ее содержание определяется количественно титровани-
ем элюированного с триэтиламином иона хлора.

Для присоединения следующей N-защищенной аминокислоты (IV, рис.
2-12) были испробованы почти все известные методы образования пептид-
ной связи, исключая азидный. Наиболее применимым до сих пор оказался
ДЦГК-метод (разд. 2.2.5.4).

сн, o r «О
М,С-С-О-С-МН-СН-СООН • HjN-CH-C-O-CHa-

-ДЦГМ +дцгк

сн, о г о
MjC-C-O-C-NH-CH-C-l

см,

Согласно Ребеку [428], ДЦГК-конденсация в условиях твердофазного
синтеза протекает через стадию симметричного ангидрида, в то время как
в гомогенной фазе в качестве промежуточного соединения доминирует О-
ациллактим. Образующаяся дициклогексилмочевина препятствует диффу-
зии внутрь набухшей смолы. Из этих соображений предложен метод Хаге-
мейера [429], по которому сначала из Вос-аминокислоты и ДЦГК (в соот-
ношении 2:1) получают активированное производное в растворе и после от-
деления дициклогексилмочевины вводят его в реактор.

Главная проблема синтеза Меррифилда состоит в том, чтобы все реак-
ции ацилирования и деблокирования проводить количественно. Так как это
требование при гетерогенных реакциях не всегда выполнимо, происходит
образование ошибочных последовательностей или неполных последова-
тельностей [430, 431] (рис. 2-19).

При синтезе пентапептида А—В—С—D—Е в случае неполной конденса-
ции можно получить четыре неполные и три ошибочные последовательно-
сти. Последние получаются, если неполные последовательности ацилиру-
ются с пропуском одного или нескольких остатков аминокислот. Наряду с
этим об ошибочных пептидах говорят и в случае, когда при правильной
последовательности аминокислот происходит ацилирование по функциям
боковых цепей (при частичном деблокировании третьей функции) или при
других изменениях у третьих функций. Отделение этих загрязняющих пеп-
тидов после окончания твердофазного синтеза крайне затруднительно. По-
этому нужно использовать все возможности, чтобы реакции в гетероген-
ной, фазе проходили количественно. Для этого вводят большие избытки
ацилирующего средства, которые в случае стерически затрудненных амино-
кислот часто составляют 6 г-экв. В других случаях работают с 3—4 г-экв. и
повторяют реакцию конденсации один-два раза. В таких условиях амино-
ацилирование проходит с высоким выходом [432].
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неполные последовательности

A _ t _ C - O - E I — главный
' продукт

ошибочные последовательности

Рис. 2-/Р. Неполные и ошибочные последовательности.

При синтезе аналога цитохрома с (104 аминокислотных остатка) для
присоединения последних 45 аминокислот избытки ацилирующих реагентов
доходили до 30- и 70-кратных, а время конденсации увеличивали до 24 ч. В
то же время Анфинсен и сотр. [433] описали синтез брадикинина с 10-
кратным избытком ацилирующего агента, причем время реакции ограничи-
валось 3 мин, и для синтеза нонапептида понадобилось меньше 5 ч. Эконо-
мически такой избыток защищенной аминокислоты едва ли может быть
оправдан, тем более что обратное получение ее в случае применения
ДЦГК-метода затруднительно из-за образования N-ацилмочевины.

Чтобы обойти эти трудности, метод был модифицирован [434, 435]: N-
защищенные аминокислоты ионогенно фиксируются на свободных амино-
группах носителя перед добавкой ДЦГК; избыток нефиксированных N-
защищенных аминокислот можно вернуть промыванием дихлорметаном.
Легко вымываются активированные эфиры. Для синтезов Меррифилда
применялись различные типы эфиров. Правда, они требуют значительно
большего времени реакции, чем конденсация по ДЦГК-методу [436]. Дру-
гие методы активирования, включая их различные варианты, тоже не
столь эффективны, как ДЦГК-метод.

Определение степени превращения в случае твердофазного пептидного синтеза
имеет большое значение для ведения процесса. Сравнительно просты различные
титриметрические методы, как, например, метод Дормана [437], согласно которому
после предварительного протонирования непрореагировавших аминогрупп пиридин-
гидрохлоридом или пиридингидробромидом [438] галогенид элюируется триэтил-
амином и определяется в элюате. Другой метод — прямое титрование непрореаги-
ровавших аминогрупп 0,1 н. НС1О4 [439]. Наряду с этим разрабатывались различные
цветные реакции (с нинпшрином, флуорескамином и др.) для контроля полноты
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резервуары
с запасом
аминокислот

мотор

Рис. 2-20. Схема первого «синтезатора» Меррифилда [440].

протекания реакции конденсации. Было предложено относительно много аналитиче-
ских методов [391—396], однако трудно указать среди них идеальный.

Если посредством названных аналитических методов установлено, что,
несмотря на многократные повторения реакции конденсации, ацилирование
протекает не полностью, то на следующих стадиях будут неизбежно полу-
чаться неполные и ошибочные последовательности. Чтобы сделать воз-
можным более легкое отделение этих нежелательных пептидов, после реак-
ции конденсации проводится ацилирование такими реагентами, как N-
ацетилимидазол, ангидрид 3-нитрофталевой кислоты и др. При этом, од-
нако, количественное блокирование представляется едва ли возможным
вследствие низкой диффузии реагентов.

После п-кратного повторения реакционных стадий III и IV (рис. 2-12)
желаемая пептидная последовательность строится на полимерном носителе
на стадии V. Несмотря на указанные недостатки, твердофазный пептидный
синтез открыл новые возможности для автоматизации. Первый аппарат
был сконструирован Меррифилдом и сотр. [440] (рис. 2-20).

Этот «синтезатор» состоит из двух главных частей: системы контроля и
системы реактора. Система реактора включает реакционный сосуд, набор вентилей
для подачи растворителей и реагентов, а также резервуары для этих жидкостей.
Встряхивающее устройство для реакционного сосуда, а также различные вентили и
насосы управляются программирующим устройством.
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Этот классический аппарат положен в основу улучшенных моделей с дальней-
шей автоматизацией. Брунфельдт и сотр. [441] разработали прототип первой ком-
мерческой модели компании Schwarz/Mann (Оранджберг, шт. Нью-Йорк). Теперь в
продаже имеется много приборов различных компаний (Beckmann-Spinco Instru-
ments, Inc., Palo Alto, Калифорния; Vega Engineering Сотр., Аризона; Chemtrox
Corporation, Рочестер, шт. Нью-Йорк и т.д.). Первая коммерческая модель «синтезато-
ра» изображена на рис. 2-21. Следует отметить дальнейшее усовершенствование ре-
акционного сосуда. Наряду с испытанной моделью с встряхиваемым сосудом описа-
ны системы, в которых смола перемешивалась путем перекачивания реакционного
раствора в неподвижном сосуде, путем пропускания инертного газа или с помощью
механической мешалки. Интересен сконструированный Виландом и сотр. [442] цент-
рифужный реактор.

Отщепление синтезированного пептида от полимерного носителя (VI,
рис. 2-12) составляет последнюю стадию синтеза Меррифилда, а последую-
щая очистка полученной смеси продуктов — самая трудная операция. Сня-
тие полимера осуществляется с помощью реагентов, которые либо селек-
тивно расщепляют якорную связь между С-концевой аминокислотой и но-
сителем, либо одновременно с этим позволяют частично или полностью
деблокировать полипептид. Связь типа алкилзамещенного бензинового
эфира лучше всего расщепляется ацидолизом. Для этого часто применяют-
ся растворы бромоводорода в трифторуксусной кислоте, уксусная кислота
меньше подходит в качестве растворителя из-за опасности ацетилирования
гидроксиаминокислот. Описаны также многие отщепления при помощи безво-

Рис. 2-21. Первая коммерческая модель «пептидного синтезатора» по
Брунфельдту.
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дного жидкого фтороводорода [63] при О °С в присутствии анизола в ка-
честве «ловушки» катионов. При этом отщепляются также все N- и О-
защитные группы на основе mpem-бутильного и бензильного остатков,
нитрогруппа аргинина и S-метоксибензильная группа. К таким же резуль-
татам приводит метод Плесса и Бауэра [427] (отщепление с помощью бор-
тристрифторацетата). С помощью HF не отщепляются Ы1т-бензильный, S-
алкилтио- и Ы1га-2,4-динитрофенильный остатки, а также 4-нитробензило-
вые эфиры.

При отщеплении с помощью щелочного гидролиза или катализируемых
основаниями превращений в присутствии сильных ионообменников сущест-
вует опасность рацемизации и возможность переэтерификации бензиловых
эфиров боковых цепей. В принципе возможно также и аминолитическое и
гидразинолитическое отщепление пептида. Для получения амидов и гидра-
зидов следует использовать уже обсуждавшиеся модифицированные якор-
ные группировки.

В заключение следует еще раз указать на то, что ацидолитическое рас-
щепление, в особенности с помощью жидкого фтороводорода, может во
многих случаях приводить к повреждению конечного продукта.

Метод Меррифилда позволил начиная с 1963 г. получить многие пепти-
ды, важнейшие из которых приведены в табл. 2-9. Некоторые из них были,
правда, получены не в очень чистом состоянии из-за уже упомянутых недо-
статков методики.

Если проанализировать все проведенные синтезы Меррифилда (табл. 2-9),
то станет ясно, что это в основном работы в период между 1968 и 1972 гг.
В это время во многих новых лабораториях — а их количество в США
со времени опубликования концепции Меррифилда увеличилось в десять
раз — начали проводить синтезы пептидов на носителях, чему в значитель-
ной степени способствовала коммерческая доступность синтезаторов. Оче-
видно, разочаровывающие результаты при попытках синтеза белков приве-
ли к реалистической оценке возможностей метода. Попытка синтеза лизо-
цима привела, например, к смеси полипептидов, которая обладала 0,5—1%
специфической активности [4SS]. Гораздо успешнее был синтез рибонуклеа-
зы А [449], хотя и в этом случае выход составлял всего 16%. На этом фер-
менте с помощью твердофазной техники проведено интересное изу-
чение взаимосвязи строения и активности [467]. Несомненно, что биологи-
ческая активность не является критерием гладкого течения твердофазного
синтеза. Синтез белка, состоящего из 188 аминокислот, который сначала
считали гормоном роста человека, дал смесь белков с заметной биологи-
ческой активностью. Несколько позднее было, однако, показано, что поло-
женная в основу синтеза первичная структура не подтвердилась [453, 468].
Синтез длинноцепочечных пептидов и белков по методу Меррифилда в на-
стоящее время и в обозримом будущем уже не может отвечать тем высо-
ким требованиям, которые предъявляются к синтезу биологически актив-
ных соединений.

Несмотря на это, работы Меррифилда положили начало новому на-
правлению пептидного синтеза, которое следует рассматривать не просто
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Таблица 2-9. Некоторые пептиды, синтезированные по методу Меррифилда

Пептид Число ами- Год Лите-
нокислот ратура

Брадикянин
Ангиотензин II
Цепи инсулина
Ферредоксин
Окситоцин
Рибонуклеаза А
Цитохром с
Стафилококковая нуклеаза (6—47)
Антаманид
Гормон роста человека
Паратгормон (1—34)
Лизоцим
Ацилпереносящий белок
Трипсиновый ингибитор (быка)
Вещество Р
Грамицидин S
Люлиберин/фоллиберин
Кобротокснн
Рибонуклеаза Т,
Соматостатин
АКТГ человека
Глукагон

9
8

21/30
55
9

124
104
42
10
188
34
129
74
58

И
10
10
62
104
14
39
29

1964
1965
1966
1-968
1968
1969
1969
1969
1969
1970
1971
1971
1971
1971
1971
1971
1971
1972
1972
1973
1975
1978

444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457, 458
459
460
461
462
463
464
465
420

как альтернативу обычным методам синтеза, а как попытку использовать
преимущества обеих концепций для синтеза белков в лаборатории, что бы-
ло предсказано Э. Фишером еще в первом десятилетии нашего века.

Используя несомненные преимущества метода Меррифилда, уже сегод-
ня можно сравнительно быстро синтезировать пептидные фрагменты, ко-
торые могут быть получены с высокой степенью чистоты при помощи
имеющейся теперь техники фракционирования. Конденсация таких фрагмен-
тов с помощью обычных методов, позволяющих проводить тщательную
очистку и анализ после каждой стадии, указывает путь на ближайшее буду-
щее. Наряду с этим с помощью твердофазного синтеза следует получать
короткие биологически активные пептиды и прежде всего многочисленные
аналоги. Хотя трудно установить предел длины цепи, позволяющий ис-
пользовать этот метод для успешного получения пептидов, но пептиды,
включающие 10—15 аминокислот, — вот, по-видимому, предпочтительные
объекты синтеза. Главные проблемы, решение которых позволит преодо-
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леть существующие сегодня ограничения, — это разработка приемлемых
полимерных носителей, эффективных методов конденсации (со средней сте-
пенью превращения выше 99%!), защитных групп высокой селективности,
тщательные кинетические исследования всех реакций. Необходимо также
повысить возможности аналитического контроля реакций в гетерогенной
фазе и, кроме того, увеличить эффективность методов разделения и очист-
ки пептидов.

В отличие от описанного стратегического варианта Меррифилда Летзингер и
сотр. [469] предложили ступенчато наращивать пептидную цепь на полимерном но-
сителе с N-конца. Для этой цели N-концевая исходная аминокислота привязывается
к полимерному бензиновому эфиру хлоругольной кислоты:

О Я

* HjN-CH-COOR'

-CHa-O-C-NH-CH-COOR'

После омыления можно присоединять следующий остаток аминокислоты ангидрид-
ным методом. Недостаток этого подхода состоит в том, что, начиная со стадии ди-
пептида, для всех последующих конденсаций можно применять только такие мето-
ды конденсации, которые обеспечивают отсутствие рацемизации. Кроме того, ощу-
щается недостаток подходящих карбоксизащитных групп. Используя трет-
бутилоксикарбонилгидраэиды аминокислот, можно проводить наращивание цепи
азидным методом [470].

Несмотря на разработку других модификаций, ступенчатое наращивание цепи с
N-конца на полимерных носителях до сих пор не получило практического примене-
ния.

2.2.7.2. Жидкофазные методы

Уже в 1965 г. Шемякин и сотр. [471] предложили применять для пептидно-
го синтеза жидкие полимерные носители, чтобы таким путем преодолеть
некоторые недостатки твердофазного метода. В случае применения жидко-
го полимерного носителя реакция конденсации может проводиться в рас-
творе. Правда, при этом отделение избыточных реагентов после каждой
стадии конденсации возможно только с помощью сложной операции выса-
живания. Введением полиэтиленгликоля (ПЭГ) как С-концевой защитной
группы растущей пептидной цепи и применением улетрафильтрации для
отдельных низкомолекулярных реагентов Муттер и сотр. [472] решающим
образом улучшили «жидкофазный» метод.
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R

Y -NH-CH-COOH + ПЭГ
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Рис. 2-22. Схема жидкофазного пептидного синтеза по Муттеру и Бай-
еру [473].

Был предложен также «метод кристаллизации» [473]. Путем добавки
подходящего органического растворителя (диэтиловый эфир) пептидил-
ПЭГ быстро и количественно переводится в кристаллическую форму с об-
разованием спиральной структуры, чем достигается простое отделение от
низкомолекулярных компонентов и реагентов (рис. 2-22). Продолжитель-
ность реакции в этом методе такая же, как при обычном синтезе в раство-
ре, но для получения оптимального превращения необходим избыток аци-
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пирующего средства, а также повторная конденсация. С ростом пептидной
цепи меняется растворимость, так что даже при применении ДМФ могут
получиться вязкие растворы [474, 475].

Жидкофазный пептидный синтез, так же как и твердофазный, может
быть автоматизирован.

Пфендер и др. [476] описали вариант пептидного синтеза в водной сре-
де, применяя НКА-метод (разд. 2.2.5.2.3) и полиэтилениминный носитель.
Для этой цели был разработан автоматический пептидный синтезатор.

2.2.7.3. Чередующийся твердофазно-жидкофазный
пептидный синтез

Чтобы избежать образования неполных и ошибочных последовательностей
при пептидном синтезе на-полимерных носителях, требуется по возможно-
сти полное превращение на каждой стадии. Несмотря на большие усилия,
эта цель недостижима.

Франк и Хагенмейер [477] предложили вариант стратегии смешанного
твердофазно-жидкофазного синтеза с применением полимерных носителей.
При этом на каждой стадии возможно простое отделение как избытка ами-
нокислоты, присоединяемой к растущей цепи, так и непрореагировавшей

фильтрование

Рис. 2-23. Схема синтетического цикла чередующегося твердофазно-
жидкофазного пептидного синтеза.
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пептидной цепи от конечного пептида. Основная идея этого метода состо-
ит в том, что наращиваемая пептидная цепь после одной конденсации так
изменяется по физическим свойствам, что исходный продукт легко отделя-
ется от конечного. Для этой цели наращиваемая аминокислота прикрепля-
ется аминной функцией к селективно отщепляемой якорной группе нерас-
творимого полимерного носителя. Находящийся в растворе защищенный
по карбоксилу аминокомпонент в результате реакции конденсации перехо-
дит на твердую фазу. Не вступивший в реакцию аминокомпонент отделяет-
ся с помощью простых операций фильтрования и промывания. Затем пу-
тем отщепления полимерной аминозащитной группы пептид вместе с из-
бытком аминокислоты (карбоксильный компонент) снова переводится в
растворимую фазу. В зависимости от защитной группы карбоксила и от
длины цепи пептида отделение аминокислоты от пептида производят с по-
мощью ультрафильтрации, гель-хроматографии или высаживания. Дальше
проводят новый цикл синтеза, присоединяя следующую N-полимер-
блокированную аминокислоту.

Благодаря такой последовательности реакций, когда растущая полипеп-
тидная цепь находится попеременно то в твердой, то в жидкой фазе, мож-
но на определенных этапах полностью удалить как непрореагировавший
аминокомпонент, так и недеблокированный пептид. Метод можно комби-
нировать с другими стратегиями синтеза (кроме метода Меррифилда). В
качестве карбоксизащитных групп предлагались такие монофункциональ-
ные полимеры, улучшающие растворимость, как моноалкиловый эфир по-
лиэтиленгликоля. Ход реакции конденсации и деблокирования можно кон-
тролировать аналитически с помощью нингидрида или флуорескамина.
Первой полимерной аминозащитной группой был связанный носителем
бензгидроксикарбонильный остаток, который позволяет освобождать
пептид с помощью lOVo-ной трифторуксусной кислоты в дихлорметане.

9 *
CH-O-C-NH-CH-COOH

Что касается полимерного носителя и якорной группы, то здесь имеется
много возможных вариантов. После широкого опробования на практике
можно будет указать место этой синтетической концепции в ряду уже об-
суждавшихся синтетических методов, основанных на применение полимер-
ных носителей.
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2.2.7.4. Пептидный синтез с применением полимерных
реагентов

Речь идет, собственно, не о синтезе на полимерном носителе, так как рас-
тущая пептидная цепь постоянно находится в растворе. В реакцию с ами-
нокомпонентом вводится нерастворимое активированное полимером кар-
боксильное производное, причем образуется растворимый защищенный
пептид и освобождается полимер. Преимущество этого метода состоит в
том, что полимерные реагенты могут вводиться в избытке, а отделение
синтезированного пептида от нерастворимого полимера не представляет
трудностей. Для этой цели подходят разные типы полимерных активиро-
ванных эфиров. Метод был разработан одновременно группами Пачорника
[478] и Виланда [479]. Такие полимерные реагенты должны быть механиче-
ски устойчивы, обладать хорошей набухаемостью и иметь высокую хими-
ческую активность и малую стерическую затрудненность. Виланд и сотр.
предложили вести процесс непрерывно (рис. 2-24).

Для практической реализации этого процесса удачными оказались ами-
нозащитные группы, отщепляемые фотолизом, так как при ацидолитиче-
ском деблокировании с последующей нейтрализацией в реакционном рас-
творе постоянно растет концентрация солей.

Из большого числа уже описанных полимерных реагентов некоторые
следует рассмотреть подробно.

С помощью активированного полимерного эфира, изготовленного на
основе поли-[(4-гидроокси-3-нитробензил]-стирола) (I), синтезировали за-

-(AK,)-OR

-V -Y -V и т.д.

Y - -ЛКЛ-ОИ

Рис. 2-24. Принцип непрерывного синтеза с полимерными реаген-

тами [479].
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щищенный фоллиберин с общим выходом 68,8% [480]. Превосходными
свойствами обладает также поли-([1-оксибензотриазол]-стирол) (II). Соот-
ветствующий полимерный активированный эфир получают ДЦГК-
методом при 4 °С за 15—20 мин. Средняя емкость смолы 0,6—1,3 ммоль/г
[481]. Полимерный 1-оксибензотриазоловый эфир оказался пригодным для
различных пептидных синтезов.

Для реакций конденсации могут с успехом применяться также полимер-
но связанный карбодиимид [482, 483], полимерно связанный трифенилфос-
фин/2,2'-дипиридилсульфид [484] и поли-(1-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-
дигидрохинолин) (III). Последний может быть получен из 6-изопро-
пенилхинолина, стирола и дивинилбензола с последующим взаимодействи-
ем с этиловым эфиром хлормуравьиной кислоты и этанолом в присутствии
триэтиламина [483]. С III можно проводить конденсацию фрагментов без
рацемизации.

Комбинированное применение полимерных активированных эфиров и
растворимых полимерных носителей в качестве защитных лзупп для кар-
боксила аминокомпонентов описано Юнгом и сотр. [486]:

• H-AU-OPEG

Boc-Val-0

Boc-Val-Ala-OPEG

-Вос-

• следующий цикл

пга '

L.
Эффективность метода могла бы быть еще выше при наличии удовлет-

ворительных методов получения полимерных активированных эфиров и
якорных групп, позволяющих легко отщеплять полиэтиленгликолевую за-
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щиту после окончания пептидного синтеза. При использовании для соеди-
нения с полиэтиленгликолем якорных групп на основе бензила получают
связи, которые можно расщеплять гидрогенолизом. Таким образом, мож-
но добиться значительного улучшения жидкофазного метода, а также ком-
бинированного метода, основанного на использовании полимерных реаген-
тов [487].

2.2.8. Синтез циклических пептидов

Некоторые биологические активные пептиды, встречающиеся в природе,
имеют циклическое строение, для их химического синтеза должны быть
разработаны соответствующие методы. Сравнительно легко можно полу-
чить гомодетный циклический пептид. В этом случае одна пептидная связь
образуется между карбоксильной и аминогруппами одной и той же пептид-
ной единицы. В случае синтеза циклических гетеродетных гомомерных пе-
птидов ситуация гораздо сложнее. У таких пептидов замыкание кольца
происходит посредством образования связи дисульфидного или эфирного
типа.

Циклическим пептидам с дисульфидными мостиками посвящены обшир-
ные систематические исследования. В настоящее время растущий интерес
вызывают работы по образованию пептидлактонов (например, актиноми-
цина). Эфирная связь имеет большое значение в случае гетеромерных пеп-
тидов, содержащих наряду с аминокислотами также гидроксикислоты.
Большинство таких пептидов встречается в природе в виде циклических
структур (циклические пептолиды).

2.2.8.1. Синтез гомодетных циклических пептидов

Реакция замыкания кольца происходит в подавляющем большинстве случа-
ев посредством образования а-пептидной связи. Бывают случаи построения
циклических структур с включением ш-пептидных связей. Последний вари-
ант обычно используется для синтеза разветвленных циклических пепти-
дов.

Для реакций циклизации в принципе подходят те же методы конденса-
ции, которые используются и для синтеза линейных пептидов. Из линейно-
го пептида с незащищенной аминофункцией при активировании карбоксила
наряду с циклическим пептидом I могут получаться также линейные по-
лимеры II (рис. 2-2S).

Для того чтобы подавить легко идущую линейную конденсацию, реак-
цию проводят при большом разбавлении, в соответствии с принципом
Руггли — Циглера. В этих условиях вероятность мономолекулярной реак-
ции замыкания кольца не снижается, в то время как бимолекулярная поли-
конденсация заметно уменьшается. На практике циклизующиеся компоне-
нты очень медленно вводят в реакционную среду. Активирование карбо-
ксильной функции линейных пептидов можно проводить различными мето-
дами.
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Рис. 2-25. Схематическое представление конкуренции между реакцией
замыкания кольца и поликонденсацией.

1. Активирование при блокированной аминофункциц. Этот метод осно-
ван на применении активированных зфиров N-защищенных пептидов. По-
сле отщепления г^-защитной группы происходит промежуточное блокиро-
вание солеобразованием, которое в нужное время снимается добавлением
основания.

2. Активирование незащищенных пептидов. Применяется для циклиза-
ции пептидных фрагментов путем введения в реакционную среду дицикло-
гексилкарбодиимида (также с добавками), водорастворимых карбодиими-
дов или других активирующих средств.

3. Активирование при протонированной аминофункции. Аминофункция
промежуточно блокируется солеобразованием. Активирование может про-
изводиться при образовании азида, смешанного ангидрида и т. д. Затем
аминофункцию освобождают добавлением основания.

4. Активирование в виде полимерных активированных эфиров. Прин-
цип активирования карбоксильной группы полимерным носителем для син-
теза циклических пептидов был использован Фридкиным и сотр. [488]. N-
Защищенная пептидная последовательность, подлежащая циклизации, при-
соединяется к подходящему полимерному активирующему реагенту. После
деблокирования циклический пептид получается путем внутримолекулярно-
го аминолиза:

В случае применения принципа «безопасного захвата» вначале синтезируют ли-
нейные фрагменты на соответствующем носителе, затем якорная группировка акти-
вируется, и после отщепления №-эащитной группы активированная полимерная кар-
боксильная функция взаимодействует со свободной аминогруппой с образованием
циклического пептида [489].
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По стерическим и энергетическим соображениям не каждую произволь-
но взятую пептидную последовательность можно перевести в соответству-
ющий циклопептид. Циклодипептид 2,5-диоксопиперазин образуется легко.
Он содержит две </мс-пептидные связи, причем затрата энергии на их об-
разование компенсируется при получении энергетически выгодного 6-
членного кольца. Диоксопиперазины легко образуются из алкиловых эфи-
ров дипептидов, а также из эфиров аминокислот циклодимеризацией. По
исследованиям Швицера и сотр. [490, 491], линейные пептиды с нечетным
числом аминокислотных остатков (л = 1, 3 и 5) циклизуются с димериза-
цией в циклические ди-, гекса- и декапептиды. Однако при циклизации ли-
нейных пентапептидов образуются не только декапептиды (циклодимериза-
цией), но и циклопентапептид.

Изумия и сотр. при синтезе грамицидина S (рис. 2-S0), исходя из линей-
ного активированного производного пентапептида, получили наряду с же-
лаемым циклическим декапептидом еще и циклопентапептид с выходом
34%.

Для циклотрипептида требуется, чтобы все три пептидные связи были в
энергетически богатой //wc-форме. Исходя из энергетических соображений,
можно понять низкую тенденцию к образованию 9-членных циклотрипеп-
тидов, ибо в их модели имеется сильное напряжение кольца, которое мо-
жет быть объяснено стерическим взаимодействием направленных внутрь
трех а-Н-атомов (напряжение Прелога). Циклодимеризации, без сомнения,
способствует антипараллельное взаимное расположение двух молекул три-
пептида с образованием водородных мостиков. Димеризация с образовани-
ем водородных связей невозможна, если в трипептид встроен пролин; кро-
ме того, в этом случае цис- и транс-конфигурации пептидных связей прак-
тически равноценны энергетически. Роте и сотр. [492] описали в 1965 г.
синтез циклотрипролила, единственного возможного циклотрипептида
(рис. 2-26).

Небольшие циклические пептиды особенно годятся для изучения кон-
формаций, поскольку ограниченная молекулярная подвижность позволяет
существовать только некоторым конформациям. Циклотрипептиды в кри-
сталлах обладают только конформацией короны. В растворе же
дополнительно появляется асимметричная конформация ванны в том слу-
чае, если в трипептиде присутствует хотя бы одна нехиральная аминокис-
лота (саркозин, N-бензилглицин) [492а].

б1-'
Рис. 2-26. Структура циклотрипролила.
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Для циклических тетрапептидов с 4-/ярвнс-пептидными связями нельзя
построить модели, полностью свободные от напряжения. Однако это мож-
но сделать при чередовании цис- и mpawc-конфигурация. Циклопентапепти-
ды содержат только транс-пептидные связи, как и наиболее изученные ци-
клогексапептиды.

2.2.8.2. Синтез гетеродетных циклических пептидов

Из имеющихся в циклических пептидах гетеросвязей дисульфидная связь ча-
ще встречается в пептидах и белках, чем эфирная связь депсипептидов.

В одноцепочечных молекулах существуют внутрицепочечные дисульфид-
ные связи. Если имеется только один внутрицепочечный дисульфидный
мостик, как, например, в окситоцине, вазопрессине, соматостатине, то го-
ворят о моноциклических одноцепочечных молекулах. Одноцепочечную мо-
лекулу, содержащую много внутрицепочечных дисульфидных мостиков
(гормон роста, рибонуклеаза и др.), называют полициклической.

Синтез простых моноциклических цистеиновых пептидов не представля-
ет трудностей. При получении исходной линейной пептидной последова-
тельности блокируют обе тиольные функции одинаковыми защитными
группами. После отщепления защитных групп внутримолекулярное дисуль-
фидное кольцо может селективно замыкаться по принципу разбавления
Руггли — Циглера посредством окисления кислородом воздуха. При этом
в качестве нежелательных побочных продуктов образуются циклические ди-
меры с параллельной (I) или же антипараллельной (II) структурой, а также
полимерные продукты.

SH SH

S-S-R

S-S —

l-s-s-

i-S-S-R

Эта концепция синтеза была разработана дю Виньо и др. [493] для пер-
вого химического синтеза пептидного гормона окситоцина.

Значительно сложнее синтез пептидов, содержащих многие дисульфид-
ные мостики, в особенности многоцепочечных молекул с добавочными
междуцепочечными дисульфидными связями. Цистиновые пептиды можно
получать двумя путями:

1) когда исходной базой для получения пептида является производное
цистина;

1
s
1
s
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1
s
1
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2) через S-защищенный цистеиновый пептид с последующим переводом
в цистиновый.

Синтез симметричного цистинового пептида по первому пути не пред-
ставляет трудностей, так как для этого не нужны отдельные тиольные за-
щитные группы. Значительно сложнее получить таким путем несимметрич-
ный цистиновый пептид, так как здесь предъявляются высокие требования
к селективности применяемых защит для амино- и карбоксильной групп.

На основе полученного в 1973 г. Камбером [494] несимметричного ци-
стинового пептида А(20-21)-В( 17-20) Зибер [495] осуществил при последова-
тельном образовании дисульфидных мостиков полный синтез инсулина че-
ловека.

H-Cyt-Atn-OBu1

Trt-Leu-VW-Cyi-Gly-OH

Второй стратегический путь служит для селективного образования ди-
сульфидных связей, причем соответствующие реагенты взаимодействуют с
S-защищенным пептидом без предварительного деблокирования. При этом
цистеин или блокированное производное цистеина с электрофильно-
отщепляемой S-защитной группой сначала переводится иодом, дироданом
[496] или метоксикарбонилсульфенилхлоридом [494, 495] в активированное
промежуточное соединение. Последнее реагирует со второй молекулой ци-
стеина или S-блокированного цистеина (R = Н или электрофильно-
отщепляемая защитная группа, такая как Trt, Dpm, Acm, Thp и др.) и дает
производное цистина:

SR SX S,"
J . *X-Y _l -Cy«- -Су$-

-Cyt- •• -Cyt- *• г
-RV -RX -Cyt-

X-Y - I a J s q N ) , . CH,O-CO-S-CI; X - I , SCN, S-CO-OCH,

Применение селективно-отщепляемых S-защитных групп было впервые
предложено Зервасом и сотр. [497]. Этим путем был получен гептапептид-
ный фрагмент инсулина овцы с внутрицепочечным дисульфидным мости-
ком, а также с блокированной Trt- или Dmp-остатком третьей тиольной
функцией:

I I
V-Cp-Cm-Ala-Gly-Val-Cys-Ser-OMe

Trt ( Dpm)
В качестве аминозащитной группы Y в случае Dpm-тиольной защиты

применялись Z- или Вос-остатки, а также S-Trt-групп» и Nps-остаток.
Хиски и сотр. [498] подробно исследовали целенаправленный синтез не-

симметричной дисульфидной связи. Как уже упоминалось, им удалось от-
щепить подходящие S-защитные группы путем ступенчатого изменения
кислотности, причем промежуточный сульфенилтиоцианат, получающийся
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с помощью диродана, выступает в качестве активированной тиольной
группировки:

Trt

При применении такого сульфенилтиоцианатного метода был получен
инсулиноподобный модельный пептид:

Z-Cy*-Cy*-Qy-Phe-Gty-Cy*-Phe-Gly-Cy«-Gly-Val-OH

N /
НО-Оу-Су»—Оу — О у — G l y Cy«-Z

На основе различной реакционной способности тритил- и дифенилме-
тилтиолзащитных групп описано селективное образование также других
цистеиновых пептидов [494].

Нежелательной побочной реакцией при, синтезе несимметричного ди-
сульфида является дисульфидный обмен:

2R'-S-S-R2 ** R'-S-S-R1 + R2-S-S-R2

Постепенное образование дисульфидных мостиков с подавлением ди-
сульфидного обмена — это критическая проблема этой стратегии, так как
в большинстве случаев симметричный и несимметричный дисульфиды раз-
делить трудно.

Нельзя не упомянуть, что при статистическом окислении двух различ-
ных цистеиновых пептидов также может получиться несимметричный ци-
стиновый пептид. Этот путь был описан, например, при первом полном
синтезе инсулина (разд. 2.3.1.8).

Во многих биологически активных пептидах циклического строения на-
ряду с дисульфидными мостиками обнаруживают также эфирные связи.
Этот тип связей преобладает в различных пептидных антибиотиках (разд.
2.3.5).

На специальной проблематике синтеза гомомерных пептидных лактонов не сто-
ит останавливаться. Пептолиды являются гетеромерными пептидами, в которых
аминокислоты заменены на а-или /5-гидроксикислоты (ГК); в большинстве случаев
пептолиды обладают циклической структурой. Для реакции замыкания кольца пеп-
толидов описаны два пути:

1) циклизация линейных пептолидов аналогична замыканию кольца у пептидов;
2) гидроксиацильная перегруппировка.
Стратегические и тактические вопросы синтеза пептолидов мало отличаются от

тех же проблем пептидного синтеза. Пептолиды с периодической структурой, т. е. с
повторяющимися единицами дипептолида, названы, по Лоссе и Бахману [500], регу-
лярными пептолидами. Их синтез можно вести как ступенчато попеременным об-
разованием эфирных и амидных связей, так и фрагментной конденсацией, причем в
последнем случае в зависимости от выбора места соединения можно получать толь-
ко амидные или только эфирные связи:
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Y-NH-&U-COOH * HO-fi$-COOR

-эфирная связь
' _-

Y-I

-R

Y-NH-(\^-CO-O-(f^-COOH • H a N-f^-COOH

пептидная связь

Третий путь исходит из соединений, которые приводят к получению гидрокси-
кислотных или аминокислотных остатков в процессе реакции конденсации. Основы-
ваясь на исследованиях Курциуса, таким путем были получены пептолиды при взаи-
модействии бензилового [501] и 4-нитробензилового [502] эфиров диазоуксусной кис-
лоты с N-замещенными аминокислотами:

M«N-§H-COOR

Y-NH-^-CO-O-CHa-COOR

В этом случае защитные эфирные группировки можно удалить гидрогенолизом.
При омылении эфиров появляется опасность расщепления эфирной связи. Примене-
ние реакции Пассерини ведет, по Уги и Фетцеру [503], к одновременному образова-
нию пептидной и эфирной связей

Ri Ri Rj

Y-NH-CH-COOH * H - C - 0 • CN-CH-COOR,

Y-NH-CH-CO-O-CH-CO-NH-CH-COOR4

Фрагментную конденсацию, так же как и реакцию замыкания кольца, в предва-
рительно полученном линейном пептолиде лучше проводить путем образования пеп-
тидной связи.

При циклизациях методом активированных эфиров имеется опасность аминоли-
тического расщепления пептолид-эфирной связи. Как правило, применяют хлоранги-
дридный метод, причем сначала незащищенный пептолид переводится обработкой
пентахлоридом фосфора [504] или тионилхлоридом [505] в хлорангидрид солянокис-
лого пептолида, а затем, при освобождении аминофункции с помощью третичного
основания, проводится реакция замыкания кольца. Выходы циклических пептолидов
невелики. Это объясняется конкурирующей реакцией поликонденсации, что, как и
при нормальной пептидной циклизации, требует работы в разбавленных растворах.
Причиной низких выходов являются также стерические препятствия в виде участву-
ющих в реакции циклизации гидрокси- или аминокислот, а также циклоолигомериза-
ция. Несмотря на трудности, связанные с циклоолигомеризацией [490, 506, 507],
этот синтетический принцип используют для получения циклических пептолидов с
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периодической структурой, так как при этом не нужны сложные синтезы исходных
линейных соединений [508, 509].

Роте и Крейс [510] исследовали зависимость от растворителя в случае
образования циклических гомологов валиномицина фосфитным методом.
Исходя из линейной последовательности, они сумели получить додекадеп-
сипептид в толуоле (с = 0,001 моль/л) с выходом 56%.

Вводя в пептидную связь циклических гомомерных пептидов 0-
гидроксикислоты, можно получать циклические пептолиды с периодичной
структурой, т. е. с чередующимися /3-гидроксикислотными и аминокислот-
ными остатками. При реакции диоксопиперазина о-ацетилсерина с хлоран-
гидридом D-0-бензнлоксидекановой кислоты Шемякин и сотр. [511] получили
1,4-(бис-/3-бензилоксидеканоил)-2,5-диоксопиперазин (I). По отщеплении О-
бензильных групп гидрогенолизом полученное соединение перегруппировы-
валось в' О-защищенное производное, которое после отщепления ацетиль-
ных остатков (R = -СО-СН3) дало серратамолид (II):

Bri .OR

VVr ^ ^ ^ —

lR'-H,C-(CHa)e-J
I П

2.2.9. Синтез полиаминокислот
и регулярных полипептидов

Полиаминокислоты и регулярные полипептиды — это синтетические поли-
пептиды, которые получаются при поликонденсации аминокислот или ко-
ротких пептидных последовательностей. В противоположность системати-
чески построенным пептидам они представляют собой не отдельные соеди-
нения, а смесь гомологов макромолекул. Использование различных номен-
клатур вызывает затруднения при названии этих веществ. Комиссия
IUPAC—ШВ по биохимической номенклатуре предложила правила [512],
которые и применяются при последующем изложении. Приравнивание та-
ких синтетических полипептидов к полимеризованным аминокислотам или
фрагментам находится в противоречии с обозначением, используемым в
макромолекулярной химии. Для процесса многократного присоединения
аминокислот или пептидных фрагментов вместо термина «полимеризация»
следует применять термин «поликонденсация».

Полиаминокислоты и регулярные полипептиды имеют большое значе-
ние в качестве моделей белков для физических, химических и биологических
исследований. Хотя такие соединения не встречаются в природе, они тем
не менее очень интересны для исследования влияния различных воздейст-
вий на строение и свойства пептидных цепей. Столь же высок биохимиче-



Пептиды 209

ский интерес к соединениям такого рода, так как с их помощью получают
новые важные результаты в энзимологии и иммунологии. В различных мо-
нографиях и обзорах [513—518] детально рассматриваются значение, полу-
чение и характеристики этих синтетических полипептидов.

2.2.9.1. Синтезы гомо- и гетерополиаминокислот

Гомополиаминокислоты (I), по определению Вюнша, построены из .иден-
тичных остатков аминокислот, в то время как гетерополиаминокислоты
(II) содержат аминокислотные остатки нескольких видов, которые распре-
делены в пептидной цепи статистически:

или (АК). (I)

(Н)

поли-АК или (АК)„

поли-АК,, АК 2 или (АК],АК2 )„

При всех методах поликонденсации предпочитают максимально защи-
щать все третьи функции, причем применяемые защитные группы должны
быть устойчивыми в условиях синтеза, а после поликонденсации полнос-
тью отщепляться от высокомолекулярных полипептидов.

Термическая поликонденсация свободных аминокислот успешно прохо-
дит с некоторыми аминокислотами (Asp, Asn, Gly, Lys и др.). Более успеш-
но использование активированных производных аминокислот. Метод N-
карбоксиангидридов (разд. 2.2.5^2.3) дает возможность получать оптималь-
ную степень поликонденсации (л = 104), а также регулировать ее в интер-
вале л = 102 + 103.

Для поликонденсации N-карбоксиангидридов в растворе нужны инициа-
торы. Тип инициатора определяет механизм поликонденсации и молекуляр-
ную массу продукта. При помощи сильных оснований (третичные амины,
алкоголяты щелочных металлов, алкилметаллические соединения) получа-
ют гомополиаминокислоты с узким молекулярномассовым распределением
и высокой степенью поликонденсации (л > 102).

Сильное основание депротонирует N-карбоксиангидрид у азота, причем
полученный анион способствует присоединению второй молекулы N-
карбоксиангидрида с раскрытием ангидридного кольца:

R

инициирование ® N

• НКА

eOOC-NH-

°оос
я о ?

„ . L ! и \ о *п анионов НКА
поликонденсация

НаМ-сн-с-|мн-сн-с|нн-сн•I-C-Y
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Обрыв цепи вызывается гидроксилом (Y = ОН) или вторичным ами-
ном (Y = NRj). В случае применения спиртов, первичных или вторич-
ных аминов и т. д. сначала образуется производное аминокислоты,
свободная аминогруппа которого начинает следующую стадию конденса-
ции. В результате получают гомополиаминокислоты с С-концевыми эфир-
ными или амидными группировками (л = 20 + 100).

Сополикондеисацией можно готовить гетерополиаминокислоты, при-
чем, как правило, получается полипептид со статистическим распределени-
ем" аминокислотных остатков по всей цепи. Для этой цели подходит и ме-
тод термической полимеризации. Само собой разумеется, можно приме-
нять и активированные аминокислоты. Наилучшие результаты получаются
при применении метода N-карбоксиангидридов. Сокращенно можно запи-
сать состав поликонденсата с помощью формул:

nonH-Glu^Tyr^Ala6 или (Glu56Tyr'«Ala6)B

что соответствует 56% Glu, 38% Туг и 6% Ala.
Первоначальное соотношение мономеров в смеси не сохраняется в поли-

конденсате, потому что скорость реакции зависит от строения боковых це-
пей аминокислот и в процессе роста цепи активность концевых остатков
аминокислот меняется.

Разветвленные гетерополиаминокислоты можно получать двумя прин-
ципиально различными путями, причем разветвления происходят за счет
третьих функций, главным образом Lys, Glu и Asp. Чаще всего исходят из
заранее построенных цепей, например полилизина или лизинсодержащего
сополиконденсата, и разветвления получают при.поликонденсации подходя-
щих мономеров. В случае второго варианта сначала синтезируют полипеп-
тидную часть боковой цепи и потом привязывают ее к третьей функции ос-
новной цепи.

2.2.9.2. Синтез регулярных полипептидов

Первый регулярный полипептид был синтезирован уже в начале нашего ве-
ка Фишером:

л Ala—Gly—Gly—OMe - (Ala—Gly—Qly)n

Лучшими свойствами для поликонденсации пептидных фрагментов об-
ладают, без сомнения, активированные эфиры, из которых чаще всего при-
меняются 4-нитрофениловые и пентахлорфениловые эфиры. Для конден-
сации — это касается и уже обсужденных синтезов полиами-
нокислот — должны применяться только очень чистые мономеры, лишь
тогда могут достигаться высокие степени полимеризации. Высокие требо-
вания предъявляются также к стерической однородности исходных продук-
тов. Поликонденсация активированных эфиров обычно проводится в рас-
творе; хорошие результаты были получены и в суспензии [519, 520], при-
чем продукты поликонденсации были более высокомолекулярными. Эфиры
дипептидов не очень удобны для поликонденсации из-за конкурирующей
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реакции образования диоксопиперазинов. Поэтому применяют предпочти-
тельно три-, тетра- и пентапептидные мономеры. По сравнению с поли-
аминокислотами при поликонденсации пептидов получают продукты с бо-
лее короткими цепями (2S-SS пептидных единиц).

Образование регулярных полипептидов имеет место также при пластеиновой
реакции [521, 522], при которой под каталитическим воздействием различных проте-
аз (трипсин, химотрипсин, пепсин, катепсин и т. д.) из так называемых пластеинак-
тивных пептидных мономеров получаются продукты конденсации — пластеины. В
качестве субстратов годятся продукты частичного ферментативного гидролиза бел-
ков (пептоны, альбумозы и др.). Первый пластеиноактивный синтетический пептид
имел последовательность Tyr-Ile-Gly-Glu-Phe.

В случае синтетических субстратов получались пластеины с более низкими моле-
кулярными массами, чем при работе с продуктами, полученными при ферментатив-
ном распаде белков. Хотя механизм пластеиновой реакции выяснен еще не полно-
стью, формально речь здесь идет об обращении катализируемого протеазами рас-
щепления пептидной связи (разд. 2.2.5.8).

2.2.10. Стратегия и тактика пептидного синтеза

В то время как синтез ди- и трипептидов по большей части не вызывает за-
труднений в отношении выбора защитных групп и методов активирования,
при получении более длинных пептидных цепей необходимо точное плани-
рование синтеза. Естественно, имеет значение и последовательность связы-
вания аминокислотных составляющих в желаемый пептид. При этом ста-
тистические возможности здесь гораздо больше, чем число радикальных
методов синтеза, которые можно принимать в расчет. Перед началом каж-
дого синтеза нужно выбрать наиболее оптимальный путь синтеза. Успех
пептидного синтеза зависит от избранных стратегии и тактики и требует
наряду со значениями теоретических возможностей большого опыта экспе-
риментатора.

2.2.10.1. Стратегия пептидного синтеза

Под стратегией понимают последовательность соединения аминокислот-
ных составляющих в пептид. С введением твердофазного синтеза в 1962 г.
появился дополнительный выбор методов, т. е. кроме традиционного син-
теза в растворе можно получать пептиды на второй фазе. При этом синтез
на второй фазе может протекать либо как гетерогенная реакция (твердо-
фазный синтез), либо как гомогенная реакция при применении раствори-
мых полимерных носителей (жидкофазный синтез), либо как одновременно
гетерогенная, так и гомогенная реакция (чередующийся твердо-
фазно-жидкофазный синтез). В связи с этим понятие стратегии несколько
изменилось. Теперь под стратегией понимается только тип соединения
аминокислот, причем различают ступенчатое наращивание цепей и фраг-
ментную конденсацию. Особенности этих путей синтеза обсуждаются ни-
же.
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2.2.10.1.1. Ступенчатое наращивание пептидной цепи

Применяя ступенчатый метод, принципиально цепь можно наращивать и с
N-конца, и с С-конца (рис. 2-27). Хотя ступенчатое удлинение цепи с N-
конца соответствует биосинтетическому пути, этот стратегический вариант
в практике пептидного синтеза имеет подчиненное значение. Главная при-
чина такого положения дел состоит в том, что при активировании, начиная
со стадии дипептида, существует постоянная опасность рацемизации. Лет-
зингер и сотр. [469] осуществили такой синтез на полимерном носителе (с.
195). Несмотря на новые методы конденсации, практически свободные от
рацемизации, интерес к этому пути синтеза невелик.

Ступенчатое наращивание цепи с С-конца с применением ЬГ-защитных
групп уретанового типа (разд. 2.2.4.1.1.1) независимо от выбранного мето-

А К , АК,

б) наращивание с С-конца

АК, АК4 АК»

и т.д.
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Рис. 2-27. Стратегия ступенчатого удлинения цепи.
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да конденсации не сопровождается рацемизацией. Для получения по возмож-
ности количественного превращения активированный карбоксикомпонент
вводится в избытке. Этот вариант стратегии был впервые применен Бо-
дански в 19S9 г. и теперь с успехом используется как при традиционных
синтезах в растворе, так и в синтезах на носителях. Традиционный метод
ступенчатого наращивания цепи с С-конца с тщательной очисткой и харак-
теристикой промежуточных продуктов по-прежнему преобладает. Для кон-
денсации используются преимущественно активированные эфиры. Очистка
и характеристика промежуточных продуктов происходят обычно на стадии
полностью защищенных соединений. После отщепления а-аминозащитной
группы полученное производное применяется прямо для следующей реак-
ции конденсации. Получение биологически активных пептидов или крупных
фрагментов этим путем является довольно трудной задачей, требующей
больших экспериментальных затрат. Лимитирующий фактор этой стра-
тегии — быстро уменьшающаяся растворимость растущей пептидной цепи
в обычно применяемых органических растворителях. Бодански на примере
полного синтеза амида гептакозапептида секретина (разд. 2.3.1.12.2) пока-
зал, что затруднения, обусловленные растворимостью пептидов или фраг-
ментов, начинаются при 10—15 аминокислотных остатках. Средний выход
на одну стадию ~94%.

Такая стратегия синтеза — в данном случае в сочетании с фрагментной
конденсацией в растворе — единственный метод, который гарантирует
надежный полный синтез изолированного природного продукта.

Группы Кнорре [523], Шихана [524] и Подушки [525] уже с середины ше-
стидесятых годов изучали на различных объектах ступенчатый синтез
пептидов в гомогенном растворе без выделения промежуточных продук-
тов, синтез in situ. Отменой утомительных операций очистки на отдель-
ных стадиях синтеза достигается значительная экономия времени. Разрабо-
танный Тилаком ПСА-метод (разд. 2.2.5.2.1) и особенно НКА/НТА-метод
(метод Хиршмана) (разд. 2.2.5.2.3), который позволяет получать фрагмен-
ты пептидов в водном растворе, открыли новые возможности для широко-
го применения синтезов in situ. Методы синтеза пептидов без выделения
разрабатывались и позже.

Отделение побочного продукта может происходить

1) промыванием не смешивающейся с водой органической фазы или
2) высаживанием промежуточного продукта реакции с удалением побочных про-

дуктов и загрязнений соответствующими операциями промывания.

Первый вариант очистки нашел применение, например, в случае так называемо-
го двухфазного метода [526] и так называемого метода удерживания в растворе
[527], а также отчасти при «быстром» методе пентафторфениловых зфиров Кишфа-
луди [328]. Второй метод очистки используется в методе Кишфалуди, а также ПСА-
мётоде и методе с 2-нитрофениловыми эфирами in situ [529]. Предпосылкой для ус-
пешного использования техники in situ является знание свойств промежуточных про-
дуктов реакции, чтобы суметь сделать правильный выбор растворителей или выса-
живающих средств. По исследованиям Бейермана и вал Зона [530] затрата временя
на одну конденсацию в случае ПСА-метода составляет приблизительно один
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день. Между тем октапептид по методу in situ с применением пентафторфениловых
эфиров синтезирован за 10 ч [531]. Исследования Пенке и др. [532] привели к заклю-
чению, что метод быстрого синтеза с пентафторфениловыми эфирами наиболее удо-
бен для синтеза коротких и средних пептидов.

Ступенчатое наращивание пептида с применением второй фазы впервые
проведено Меррифилдом на примере твердофазного пептидного синтеза
(разд. 2.2.7.1). При реакциях в гетерогенной фазе-вероятность встречи реа-
гирующих партнеров гораздо ниже, чем в гомогенном растворе. Для полу-
чения высокой степени превращения требуется значительный избыток аци-
лирующего средства. Преимуществом этой стратегии является простота
технических операций и связанная с этим возможность автоматизации.
Трудные операции очистки промежуточных веществ традиционного синте-
за заменяются простыми процессами фильтрования и промывания. Однако
на этом пути однородный продукт синтеза получается только в том слу-
чае, если каждая реакция в гетерогенной фазе протекает практически коли-
чественно. Несмотря на большие избытки карбоксикомпонента, использо-
вание которых чревато опасностью N-ацилирования пептидной связи, по-
лное превращение на каждой стадии в настоящее время недостижимо. На
практике средний выход на одну стадию 95—99%, что недостаточно для
синтеза длинных пептидов или белков. Средние выходы на одну стадию и
полные выходы (в зависимости от длины цепи) приведены в табл. 2-10.
Как показывает практика, короткоцепочечные пептиды или их аналоги
длиной до —15 аминокислотных остатков могут быть получены твердо-
фазным методом. Трудности при синтезе небольших белков наглядно де-
монстрируются данными табл. 2-10. Еще хуже сказывается накопление не-

Таблица 2-10. Выходы на одну конденсацию и общие выходы
в зависимости от длины цепи при синтезах Меррифилда [533]

Объект синтеза

Гормон роста
Рибонуклеаза А
Цитохром с
Трипсиновый ингибитор (быка)
Ферредоксин
В-Цепь (инсулин)
А-Цепь (инсулин)

а Расчет производили относительно

Число
остат-

ков

191
124
104
58
55
30
21

Общий

95%

0,006
0,2
0,5
5,4
6,3

22,6
35,8

выход (%) при выходе на
одну конденсацию

98%

2,2
8,3

12,4
31,6
33,6
55,7
66,8

С-концевых исходных аминокислот.

99%

15,0
29,1
35,5
56,4
58,1
74,7
81,8

99,9%

82,8
88,4
90,2
94,5
94,7
97,1
98,0
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полных и ошибочных последовательностей в ходе твердофазного синтеза,
так как очистка возможна только на стадии конечного продукта. Так, на-
пример, при синтезе АКТГ (39 аминокислотных остатков) при 98%-ном
выходе на каждой стадии, что составляет общий выход 45%, получается
55% различных последовательностей. Последние состоят большей частью
из л — 1 (38) и л - 2 (37) аминокислотных остатков и по причине большо-
го сходства с АКТГ очень трудно отделяются. Более короткие последова-
тельности, конечно, удалить легче. В случае рибонуклеазы при выходе на
каждой стадии 98% получили всего 8,3% нужного фермента (табл. 2-10).
91,7% других последовательностей содержали 123 разные молеку-
лы. Ситуация еще больше усложняется, если не вступившие в реакцию на
какой-то стадии пептидные цепи (2% на стадию) реагируют в последующих
реакционных циклах. В различных продуктах, составляющих 91,7%, полу-
чается тогда свыше 4 миллиардов неполных и ошибочных последователь-
ностей.

Эти примерные расчеты ясно показывают, что для приемлемого синте-
за белка выход на одну стадию должен быть по меньшей мере 99,9%.

Несмотря на большие усилия, до сих пор не удалось решающим обра-
зом улучшить твердофазный пептидный синтез. Наоборот, в последние го-
ды выявлен целый ряд дополнительных побочных реакций [534].

Пытались обойти некоторые недостатки твердофазной техники введени-
ем растворимых полимерных носителей.

Жидкофазный пептидный синтез, хотя и не дает возможности разделе-
ния промежуточных продуктов, имеет, однако, преимущество: условия ре-
акции гораздо ближе к условиям традиционных методов. Полного превра-
щения здесь можно добиться тоже только с помощью больших избытков
ацилируюшего средства и многократного повторения стадий конденсации.
Кроме того, растущие цепи пептидов — в большинстве случаев уже начи-
ная с гептапептидов — влияют на растворимость полимерных носителей.
Получающиеся при этом (даже при применении диметилформамида) вязкие
растворы затрудняют дальнейшее течение синтеза. Хотя жидкофазный ме-
тод также может быть автоматизирован, он не получил такого широкого
применения, как метод Меррифилда.

Комбинацию обоих принципов синтеза представляет чередующийся твер-
дофазно-жидкофазный пептидный синтез (разд. 2.2.7.3); большой интерес представ-
ляет принцип этого метода, однако еще многое предстоит сделать, чтобы его мож-
но было использовать на практике.

Синтез на твердом материале (разд. 2.2.7.4) делает возможным ступенчатое
наращивание на полимерном носителе с помощью полимерных активированных эфи-
ров или других полимерных агентов. Растущие цепи пептида остаются постоянно в
гомогенном растворе, так что возможна очистка промежуточных продуктов.

Исследованный Юнгом метод обратимого фиксирования использует карбокси-
защитные группы с основным центром. После каждой стадии конденсации в
гомогенном растворе растущая пептидная цепь может обратимо фиксироваться на
ионообменной смоле с целью отделения избытка карбоксикомпонента, а также по-
бочных продуктов и загрязнений. Этим путем можно синтезировать различные не-
большие пептиды.
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Применение в качестве твердого носителя силикагеля было предложено
Запеваловой, Максимовым и Митиным [S3S]. С этой целью силикагель про-
питывается полярным растворителем (ДМФ, ацетонитрил, гексаметилтри-
амид фосфорной кислоты (ГМТАФ) и др.) и адсорбционно нагружается
аминокомпонентом. Фиксированный на силикагеле аминокомпонент взаи-
модействует далее с пентафторфениловыми зфирами Вос-аминокислот, сус-
пендированными в гексане или петролейном эфире. Пептидный синтез про-
исходит в тонком слое полярного растворителя на поверхности силикагеля,
в котором реакционные партнеры находятся в высокой концентрации. Из-
быток активированного эфира удаляют промыванием диэтиловым эфиром.
После отщепления Вос-группы с помощью НС1 в дибутиловом эфире про-
водят следующую стадию конденсации. Избытком полярного растворителя
можно снять с силикагеля промежуточный продукт синтеза для очистки и
идентификации. Этим методом синтезировали защищенный окситоцин,
тетрапептид гастрина в другие короткие пептиды.

Названные ступенчатые методы построения пептидных цепей подчерки-
вают многообразие вариантов этой стратегии.

2.2.10.1.2. Стратегия фрагментной конденсации

Упомянутые выше лимитирующие факторы ступенчатого метода в гомо-
генном растворе, а также недостатки ступенчатого удлинения цепей на вто-
рой фазе не позволяют получать длинноцепочечные полипептиды или бел-
ки. В качестве альтернативы служит фрагментная конденсация.

Обычное до сих пор в пептидной химии понятие фрагментная конденсация
предложено [26] заменить на более точное выражение сегментная конденсация. При
этом более понятно, что подразумевается не обломок последовательности, а отре-
зок ее, сегмент. Между тем при семисинтезе (разд. 2.2.10.1.3) употребляются преи-
мущественно именно фрагменты белков в качестве промежуточных ступеней синте-
за, так что в этой связи понятие фрагментной конденсации должно бы сохраниться.
Следует упомянуть, однако, что фрагменты перед конденсацией часто модифициру-
ются и, таким образом, теряют характер истинных фрагментов (обломков).

Решающее значение для успеха синтеза длинноцепочечных объектов име-
ет правильное разделение всей последовательности на фрагменты. Всеобъ-
емлющих правил для расчленения на фрагменты не существует. Можно
разделить последовательность на два приблизительно равных по размеру
фрагмента, чем облегчается последующая очистка благодаря различию
свойств исходных и конечных продуктов. Можно, напротив, соединять
крупный фрагмент с короткими карбокси- или аминокомпонентами.

Длинные карбоксильные компоненты трудно активируются, и, кроме
того, необходимые для реакции избытки едва ли оправданы с экономичес-
кой точки зрения. В то же время при неполном превращении длиноцелочеч-
ные аминокомпоненты труднее отделять из-за плохой растворимости.

При разделении последовательности на отрезки следует учитывать
опасность рацемизации при последующем их соединении. Кроме того, пеп-
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тидная конденсация должна протекать по возможности без подобных реак-
ций.

Разделение по связям у пролина или глицина допускает, например, лю-
бое активирование без риска рацемизации. Конечно, в пептидах и белках
пролиновые и глициновые остатки не всегда удобно распределены по цепи.
Кроме того, чтобы гарантировать возможно более высокий выход при ре-
акции конденсации, нужно учитывать еще ряд факторов: С-концевой остаток
аминокислоты в карбоксильном компоненте должен легко активироваться,
N-концевая аминокислота аминокомпонента должна быть стерически менее
затрудненной и т. д. По-прежнему трудности связаны с проблемой рацеми-
зации при конденсации фрагментов. Так, Риникер и сотр. [536] при конден-
сации фрагмента инсулина В(1—16), содержащего С-концевой тирозин, с
фрагментом А(14—21)/В(17—30) по методу Гайгер — Кёнига наблюдали
сильную рацемизацию остатка тирозина. Выход диастереомера D-Tyr-B16

30%. При перенесении места соединения на связь Leu15-Tyr16 и применение
ДЦГК-метода с добавкой гидроксибензотриазола с 10%-ным выходом
был получен нежелательный диастереомер D-Leu-B15. Оптическая чистота
аминокислотных составляющих определялась газохроматографически (по-
сле проведения полного гидролиза и перевода в изопропиловые эфиры
трифторацетиламинокислот) по методам Гил-Ав и Фейбуша [537] или же
Кёнига и Николсона [538].

Из приведенных данных видно, что методы конденсации, практическая
безопасность которых была установлена разными тестами на рацемизацию
(разд. 2.2.6.2), дают неожиданные результаты при изменении условий.
Может быть, при дальнейшем развитии ферментативного пептидного син-
теза (разд. 2.2.5.8) удастся соединять особенно опасные в отношении раце-
мизации фрагменты с помощью фермента.

Следует, наконец, упомянуть и об обоюдной связи между стратегией и
тактикой защитных групп, так как при определенных комбинациях защит-
ных групп сужаются возможности стратегического варьирования.

Фрагментная конденсация проводится главным образом в гомогенных
растворах, так что проблемы растворимости и способности к активирова-
нию могут быть лимитирующими факторами. Соединение двух фрагмен-
тов протекает по кинетики 2-го порядка, причем быстрая реакция возмож-
на только при наличии достаточно высоких концентраций обоих реагирую-
щих партнеров. Из-за снижающейся с ростом пептидной цепи растворимо-
сти достаточная концентрация партнеров реакции труднодостижима в слу-
чае фрагментов, имеющих более 50 аминокислотных остатков. Решением
проблемы могло бы быть такое соединение фрагментов, которое основано
на не зависящей от концентрации внутримолекулярной перегруппировке.
Можно предположить, что эту проблему можно решить с помощью мето-
да Уги и метода аминной «ловушки» (разд. 2.2.5.7).

Фрагментная конденсация на второй фазе тоже возможна. Этот прин-
цип описан Вейгандом и Рагнарсоном [539] уже в 1966 г. На примере раз-
личных синтезов, однако, этот вариант не представляется решением проб-
лемы, так как ему присущи все уже известные недостатки твердофазного
метода.
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2.2.10.1.3. Семисинтез [540, 541]

Из изложенного материала по стратегическим возможностям синтеза пептидов и
белков можно сделать вывод, что в настоящее время химический синтез модифици-
рованных пептидов ограничен примерно 100 аминокислотными остатками. В то же
время значительно вырос интерес к модифицированным белкам для молекулярно-
биологических и медицинских исследований. Хотя с помощью методов химического
синтеза можно получать некоторые небольшие белки, необходимые для этого затра-
ты не идут ни в какое сравнение с достигнутыми результатами. Кроме того, в на-
стоящее время только очень немногие высокоспециализированные лаборатории в со-
стоянии проводить такие синтезы.

В 60-е годы некоторые группы начали заниматься семисинтезом пептидов и бел-
ков. При семисинтезе фрагменты природных белков используются в качестве проме-
жуточных продуктов для получения новых белков с измененной последовательнос-
тью. О теоретических и практических аспектах семисинтеза исчерпывающе сообщил
пионер этой стратегии Оффорд [540].

Различают нековалентный и ковалентный семисинтез.
Нековалентные семисинтезы основаны на том факте, что различные белки по-

сле расщепления на фрагменты и их разделения при рекомбинации образуют биоло-
гически активные нековалентные комплексы. Классический пример — рибонуклеаза
А из поджелудочной железы быка (рис. 3-24), которая расщепляется бактериальной
протеазой субтилизином на так называемые S-пептид (1—20) и S-белок (21—124), а
после рекомбинации разделенных продуктов расщепления показывает полную фер-
ментативную активность. Для рекомбинации с нативным S-белком использовались
аналоги S-пептида, синтезированные химически, при этом были получены ценные
данные по связи между структурой и функцией.

Другими подходящими для нековалентных семисинтетических операций белка-
ми являются стафилококковые нуклеазы, цитохром с, тиоредоксин и миоглобин.
Цитохром с расщепляется бромцианом На фрагменты 1—65 и 66—104. Коррадин и
Харбури в 1971 г. предположили образование при рекомбинации продуктов расщеп-
ления цитохрома с нековалентных комплексов. Однако позже они показали, что по-
лученное при расщеплении бромцианом лактонное кольцо гомосерина-65 реагирует с
а-аминогруппой фрагмента 66—104 с образованием пептидной связи и получается
[Hse65]-uHTOxpoM с. Семисинтетическое изучение цитохрома с описано Харбури, Вал-
ласом, Харрисом и Тессером [540].

Ковалентные семисинтезы осуществляются посредством образования дисуль-
фидных мостиков или пептидных связей. Примеры соединения через дисульфидные
мостики — многочисленные комбинации природных и синтезированных химически
цепей инсулина в гибридные инсулины. Большая часть используемых на практике се-
мисинтезов основана на образовании пептидной связи.

Семисинтез с образованием пептидной связи можно в свою очередь разделить
на ступенчатый семисинтез и семисинтез посредством фрагментной конденсации.

Для семисинтеза вообще необходимы следующие операции:
обратимая защита перед расщеплением;
расщепление и разделение фрагментов;
обратимая защита после расщепления;
модификация или замена одного фрагмента;
конденсация фрагментов;
деблокирование, очистка и идентификация аналога.

Ступенчатый семисинтез заключается в селективном отщеплении од-
ного или нескольких аминокислотных остатков от одного конца цепи с по-
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мощью метода Эдмана (разд. 3.6.1.2.2.1) с последующим замещением но-
выми остатками аминокислот. Инсулин особенно часто служил объектом
таких семисинтезов. Ступенчатым семисинтезом от него произведено от 30
до 40 аналогов. Классический пример семисинтетической модификации N-
конца В-цепи инсулина показан на рис. 2-28. Основные работы по инсулину
проведены группами Бранденбурга, Крейля, Гейгер и Оффорда. Другие
объекты семисинтеза — трипсин, ферредоксин, фосфолипаза А2', миогло-
бин, цитохром с.

Фрагментные семисинтезы. Семисинтезы с применением фрагментной
конденсации гораздо сложнее ступенчатых семисинтезов. Трудную пробле-
му представляет селективная защита концевых и находящихся в боковых
цепях амино- и карбоксильных групп. Гольдбергер и Анфинсен в 1962 г.
предложили следующий путь дифференцирования е-аминогрупп и а-
аминогрупп:

H,N-Arg—Lyt Ly* Arg Lys-COOH

I
защита аглшогрупп

Lys-COOH
R - N H - A r g — Ly» Lyt Arg

триптическое расщепление

R-HN-Arg-COOH • H^N-lyi Ly» Arg-COOH+HaN-Lys-COOH
NH NH NH
ft R R

Для практического применения важно, чтобы при введении защитных
групп растворимость не уменьшалась. К сожалению, большинство обрати-
мых карбоксизащитных групп оказывает отрицательное влияние на раство-
римость. Для этерификации часто применяют 4-метоксифенилдиазометан.

Для фрагментирования наряду с трипсином часто применяется бромци-
ановый метод (разд. 3.6.1.1). О бромциановом расщеплении цитохрома с
уже сообщалось. Кроме того, фрагментно-синтетические работы проводи-
лись с лизоцимом (Рис и Оффорд, 1976 г.), карбоангидразой В (Фбльш и
сотр., 1974 г.), стафилококковой нуклеазой (Белло, 1975 г.), а также мела-
нотропином (Буртон и Панде, 1970 г.) и другими объектами.

Следует заметить, что стадия конденсации в случае фрагментных семи-
синтезов сопряжена с гораздо более значительными трудностями. Большое
значение приобретает использование ферментов для соединения пептидов
[540] (разд. 2.2.5.8).

Необходимы еще поиски лучших растворителей, активирующих реаген-
тов и защитных групп. При этом учитывается интерес к таким защитным
группам, которые не влияют на распределение заряда в защищенных фраг-
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Модифицированный инсулин

Рис. 2-28. Модификация N-конца В-цепи инсулина в семисинтезе [540].

ментах. В этой связи следует обратить внимание на изучение водных или
водно-органических систем растворителей.

Итак, следует констатировать, что семисинтез не всегда легко осущест-
вить. Здесь так же как и в случае химического синтеза, возможны методи-
ческие улучшения, касающиеся универсальности метода. Оба этих метода
должны способствовать разрешению насущных задач стратегии.

2.2.10.2. Тактика пептидного синтеза

В то время как последовательность соединения аминокислотных остатков в
пептид определена стратегией пептидного синтеза, оптимальная комбина-
ция защитных групп и метод конденсации для каждого случая образования
пепетидной связи выбираются тактикой.

2.2.10.2.1. Выбор комбинации защитных групп

Для обратимого блокирования концевых и боковых основных, кислых и
спиртовых групп аминокислот существует большое число защитных групп
(разд. 2.2.4), выбор которых определяется стратегией синтеза и селектив-
ностью их отщепления. Небольшие пептиды, а также участки последова-
тельностей для фрагментной конденсации лучше всего могут быть синтези-
рованы ступенчато с С-конца. При обсуждении отдельных защитных групп
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уже было показано, что одни функциональные группы должны быть защи-
щены обязательно, в то время как другие могут быть защищены, но их за-
щита не всегда необходима. Обязательна защита аминогрупп, не принима-
ющих участия в образовании пептидной связи, а также тиольных групп ци-
стеинов. Защита дополнительных карбоксильных групп не всегда необходи-
ма. Аргинин можно вводить в синтез с протежированной гуанидйновой
группой. Степень защиты боковых групп трифункциональных аминокислот
зависит от цели синтеза и от выбранного метода конденсации. Например,
при классическом синтезе боковые функциональные группы серина, треони-
на, тирозина или гистидина могут оставаться незащищенными, если для
конденсации используют азидный метод или некоторые активированные
эфиры. В то же время при синтезе пептидов в двухфазной системе обычно
берут большой избыток ацилирующего компонента, что приводит к ацили-
рованию окси- и имидазольных групп. В этом случае защита этих групп
имеет существенное значение.

Если для синтеза выбрана классическая методика, то в зависимости от
стратегии возможна тактика максимальной или минимальной защиты.

Тактика максимальной защиты использована на практике Вюншем при
полном синтезе глюкагона. Преимущества тактики полной защиты заклю-
чаются в максимальном предотвращении нежелательных побочных реакций
и в гибкости выбора метода конденсации. Неизбежно возникающая проб-
лема растворимости ограничивает длину синтезируемого пептида до 30—50
аминокислотных остатков, что определяется конкретной последовательнос-
тью. Однако проведенный Ивановым и сотр. полный синтез а-
бунгаротоксина, содержащего 74 аминокислотных остатков, убеждает, что
предполагаемую предельную длину пептида можно превзойти. Но в целом
тактика максимальной защиты страдает одним недостатком: в процессе
деблокирования выход продукта может снизиться.

Тактика минимальной защиты эффектно продемонстрирована Хирш-
маном при полном синтезе S-белка рибонуклеазы А. Пептидная цепь из 103
аминокислот содержит все трифункциональные аминокислоты, исключая
триптофан, в которых были защищены только е-амино- и тиольные груп-
пы. Вследствие частичной защиты синтез фрагментов и последующая их
конденсация (сборка) могли быть проведены лишь немногими методами (с
применением НКА и НТА, N-гидроксисукцинимидных эфиров и азидным
методом). Само собой разумеется, что опасность побочных реакций при
минимальной защите велика, поэтому фрагменты после их синтеза должны
быть очень тщательно очищены. Деблокирование защитных функций
обычно протекает без осложнений.

Различие тактики максимальной и минимальной защиты продемонстри-
ровано на трех нонапептидах (рис. 2-29).

На практике, однако, не всегда используют тактику защиты в экстре-
мальных вариантах. Чаще синтез планируется в приближении к тому или
иному варианту, что зависит от синтезируемой последовательности.

Классификация защитных групп на временные и постоянные и их роль
подробно обсуждались в разд. 2.2.2 и 2.2.4. Важнейшая проблема тактики
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Рис. 2-29. Применение техники максимальной и минимальной зашиты.

защитных групп состоит в селективности отщепления временных и посто-
янных групп. Деблокирование постоянных защитных групп должно проте-
кать без побочных реакций и разрушений продукта. Реализация этих требо-
ваний вызывает весьма большие затруднения. В настоящее время разрабо-
тано еще очень мало универсальных методов деблокирования, поэтому для
дифференцированного отщепления защитных групп должны быть исполь-
зованы различные подходы. Селективность деблокирования должна быть
обеспечена как при удалении временных защитных групп, так и постоян-
ных.

В данной книге не представляется возможным изложить даже в общих
чертах проблемы, связанные с деблокированием защитных групп. Остано-
вимся лишь на некоторых из многих описанных в литературе методах се-
лективного отщепления защитных групп.

Например, ставшие классическими синтезы окситоцина, вазопрессина и
инсулина спланированы так, что временные защитные группы удалялись
ацидолизом, постоянные — восстановлением после завершения синтеза.
Защита а-аминогрупп осуществлялась бензилоксикарбонильной группой,
которая деблокировалась при обработке бромоводородом в уксусной кис-
лоте, в то время как е-аминогруппы остатков лизина и гуанидиновые груп-
пы остатков аргинина были защищены тозильными группами, удаляемы-
ми лишь восстановлением натрием в жидком аммиаке. Но, поскольку об-
работка натрием в жидком аммиаке ведет к различным повреждениям про-
дукта, эту методику восстановительного отщепления применяют теперь
редко.

При отсутствии в пептиде серусодержащих аминокислот бензилоксикар-
бонильные группы, используемые для промежуточного блокирования, мо-
гут быть отщеплены гидрогенолизом, тогда в качестве постоянных защит-
ных групп можно применять группы mpem-бутильного типа, устойчивые к
восстановлению. В этом случае окончательное деблокирование осуществля-
ют ацидолизом.

Большие усилия были предприняты с целью поиска лучших условий се-
лективного отщепления кислотолабильных защитных групп. Основное вни-
мание уделялось селективному отщеплению аминозащитных групп, особен-
но Вос-группы, в присутствии бензилоксикарбонильных остатков, так как
при применении трифторуксусной кислоты и НС1 в органических раствори-
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телях селективность не всегда была удовлетворительной. Согласно Шнабе-
лю [542], 70%-ная водная трифторуксусная кислота, а также смесь трифтор-
уксусной кислоты (70%) и ледяной уксусной кислоты (30%) [543] облада-
ют высокой селективностью действия при деблокировании. При наличии
триптофана в объекте синтеза для ацидолитического отщепления более
предпочтителен 0,1 н. НС1 в муравьиной кислоте [544]. (Этот деблокирую-
щий реагент предложен для твердофазного синтеза Оно с сотр.) В неполяр-
ных растворителях Вос-группу можно селективно удалить (в присутствии
Z-группы) действием эквимолярного количества триметилсилилперхлората
[545]. Следует отметить успехи, достигнутые Риникером и сотр. [546]. При
проведении селективного ацидолиза тритильную группу в присутствии
других групп можно селективно отщеплять обработкой НС1 в трифторэта-
ноле. Кинетическими исследованиями показано, что в системе НС1/трифтор-
этанол при рН 1 Вос-группа в -2500 раз стабильнее, чем Врос-группа, а
при рН 0 ее устойчивость в 1500 раз больше, чем 2-фенилизо-
пропилоксикарбонильной группы.

В последние годы отмечается повышенный интерес к кислотоустойчи-
вым временным защитным группам, отщепляемым в слабощелочных усло-
виях (разд. 2.2.4.1 и табл. 2-1). Такие группы можно использовать в комби-
нации с постоянными защитными группами /ирет-бутильного типа. Ком-
бинация этих защитных групп была с успехом применена при синтезе пеп-
тидов по Меррифилду (разд. 2.2.7). Эта так называемая ортогональная
концепция защиты для твердофазного синтеза очень интересна с тактичес-
кой точки зрения (с. 185). И наконец, следует обратить внимание на уже
обсуждавшуюся возможность фотолитического отщепления защитных
групп, а также упомянуть зашитые группы, которые можно удалить лишь
в особых условиях (например, с помощью протеаз). Значение ферментатив-
ного деблокирования [476, 552—555] в будущем может возрасти.

Интересным также кажется путь полного деблокирования на конечной
стадии синтеза с помощью таких сильнокислых реагентов, как HF [63],
ВВг3 в метиленхлориде [547], трифторацетат бора [427], трифторметан-
сульфокислота CF3SO3H [548], метансульфокислота CH3SO3H [549], ком-
плекс HF — пиридин [550] и др. И наконец, такие защитные группы, как
тозильная, тритильная, дифенилметильная, бензильная и карбобензокси-
группа, удаляются электрохимически [551].

Для синтеза а- и е-пептидов из аминодикарбоновых кислот необходимо
блокирование карбоксильной группы. Эта сложная проблема подробно рас-
смотрена в превосходной монографии Вюнша [29].

На рис. 2-30 приведены данные, характеризующие устойчивость неко-
торых защитных групп в стандартных условиях. Как показывает опыт, к
подобным сведениям следует относиться с известной осторожностью, и
общие рекомендации не всегда применимы. Способность к деблокированию
или устойчивость в данных условиях зависит прежде всего от определенной
системы, что трудно отразить в таблице. Первое систематическое исследо-
вание различных N-защитных групп в этом направлении предпринято уже
сравнительно давно (в 1953 г.) Буассона и Прайтнером [556]. Скорость от-
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Puc. 2-30. Возможные комбинации некоторых защитных групп [30].

Обозначения: s — селективное удаление временной защитной группы; g — удаление одновременно обеих групп.
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щепления различных замещенных бензилоксикарбонильных остатков при
действии НВг в уксусной кислоте изучали Блага и Рудингер [557], кроме то-
го, Лоссе и др. [558] проводили кинетические исследования кислотности
деблокирования N- и С-защитных групп. В последние годы появилось мно-
го новых возможностей для блокирования, поэтому подробное изучение се-
лективности отщепления защитных групп в различных условиях — весьма
трудоемкая задача.

К рис. 2-30 следует обращаться лишь для предварительного приблизи-
тельного выбора тактики защиты. Для того чтобы правильно остано-
виться на комбинации защитных групп, надо хорошо представлять процесс
блокирования и обязательно учитывать экспериментаторский опыт.

2.2.10.2.2. Метод конденсации

Располагая очень многими методами конденсации, на первый взгляд ка-
жется очень трудным выбрать необходимую методику для конкретного
синтеза. Однако установившиеся стратегия и тактика использования за-
щитных групп существенно ограничивают число возможных вариантов.
Кроме того, из более чем 130 известных методов конденсации, упоминав-
шихся в разд. 2.2.5, лишь немногие применяются на практике.

Образование пептидной связи может протекать как одно- или двухста-
дийный процесс (разд. 2.2.2).

При одностадийном процессе активация свободной карбоксильной груп-
пы идет в присутствии аминокомпонента. Прототип этого варианта
синтеза — конденсация с участием дициклогексилкарбодиимида (все не
участвующие в конденсации карбоксильные группы должны быть предва-
рительно защищены). Только при эквимолярном количестве амино- и кар-
боксикомпонентов можно отказаться от защиты гидроксигрупп.

При двухстадийном процессе собственно реакции конденсации пред-
шествует активация карбоксильного компонента. В качестве примера мож-
но привести метод смешанных ангидридов. Чаще всего в многочисленных
вариантах метода активированных эфиров для активации карбоксильной
группы, т. е. для образования активированного эфира, используют какой-
либо метод конденсации, обычно это ДЦГК- или ангидридный метод. Для
самой реакции образования пептидной связи справедливы такие же требо-
вания к защите, как и при одноступенчатом процессе, за исключением то-
го, что дополнительные карбоксигруппы аминокомпонента могут оста-
ваться незащищенными.

Особым случаем двухстадийного процесса, имеющим большое практи-
ческое значение, является азидная конденсация. В отличие от метода акти-
вированных эфиров, здесь активация протекает через промежуточную сту-
пень образования гидразида. Другие чувствительные к гидразину группы в
карбоксикомпояенте должны отсутствовать. Азидный метод позволяет
осуществить тактику минимальной защиты. Синтезы с незащищенной гид-
роксигрушюй наиболее важны с практической точки зрения; это же отно-
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сится и к синтезам, в которых остаются незащищенными дополнительные
карбоксильные группы, как в амино-, так и в карбоксикомпоненте.

Существенный момент при выборе метода конденсации — свобода от
рацемизации. Возможности исключения или значительного снижения раце-
мизации подробно рассмотрены в разд. 2.2.6.1, а также совместно со стра-
тегией фрагментной конденсации (разд. 2.2.10.1).

2.2.10.3. Возможности и ограничения пептидного синтеза

Кратко изложив стратегию и тактику пептидного синтеза, попробуем про-
анализировать его современное состояние. Методические возможности, ко-
торыми располагает исследователь, достаточны, чтобы осуществить син-
тез небольшого белка. Приведенные в табл. 2-9 данные по твердофазному
пептидному синтезу убедительно показывают, что относительно быстро
можно построить длинные пептидные цепи. Но так как в результате полу-
чаются, как правило, только трудно или вообще неочищаемые продукты,
этим методом целесообразно синтезировать только короткие пептиды, а
также аналоги и фрагменты с максимальным числом аминокислотных
остатков от 10 до 15.

Применение современной техники разделения, особенно высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии, позволяет относительно хорошо очи-
стить пептиды, содержащие 3—10 аминокислотных остатков. Для построе-
ния длинных полипептидов и небольших белковых молекул подходит толь-
ко классический метод конденсации фрагментов. Синтез фрагментов произ-
водят либо в растворе путем ступенчатого удлинения пептидной цепи, либо

Таблица 2-11. Биологически активные пептиды и белки,
синтезированные классическим методом в гомогенном растворе

Объект синтеза Число аминокислот- Год Литература
ных остатков синтеза

Лизоцим (аналог) 129
Рибонуклеаза А 124
S-Белок рибонуклеазы 104
Проинсулин (человека) 86
Инсулин 51
АКТГ (свиньи) 39
АКТГ (человека) 39
Бунгаротоксин 74
Глюкагон 29
Секретин 27
Окситоцин 9

1979*
1981
1969
1977
1974
1963
1967

1979
1967

1966
1953

559
560
255
561, 561
495
563
564

565
566
567
493

а Синтез еще не завершен.
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в определенных случаях методом Меррифилда. В табл. 2-11 приведены от-

дельные примеры пептидов и белков, полученных с помощью классическо-

го метода.

Данные, приведенные в табл. 2-11, хотя и не полностью демонстрируют все
достижения, однако они отражают тенденцию применения классического метода
синтеза для получения белков. В общем объекты такой величины демонстрируют
границы современного химического синтеза, правда в отдельных случаях этот
предел может быть преодолен. На причины этого здесь уже многократно указыва-
ли. Наибольшие трудности встречаются при конденсации фрагментов
из 50 или более аминокислотных остатков.

Можно думать, что химики-синтетики найдут в будущем пути и средства для
решения сегодняшних проблем. Химический синтез белков с аминокислотными заме-
нами в последующие десятилетия будет важным средством для выяснения вопросов,

Лабораторный синтез

Boc-Ser-iyr-S*r-Mat-NH-NH2 1 - 4

ОВ»« N0,
Z-Gki-Hfe-nw-Arg-Trp-Gly-OH S - »

Pz-ly*-Pro-VW-Gly-NH-NH2 11-14

Boc Вое NO, NO,
Trt-lys-lyi-Aig-Aig-Pro-OMe 1 5 - «

Z-V«-ly»-V»l-Tyr-Pro-Oeu« 20-24

Промышленный синтез

Boc-S#r-Tyi-Ser-Met-NH-NHa 1 - 4

OBut

Вое
Z-Lyt-Pra-VM-Gly-OH

1 - »

Т1-»

11-24

1-24

Z-Gki-Hi»-Ph«-Arg--ftp-GlY-OH 5 - 1 0

11-14

Boc Boc
Z-llyt-Lys-OMe 15-16

Z-Arg-Arg-Pro-OH 17-19

Boc
Z-W-lys-Vil-Tyr-Pro-OBut 20-24

1 -10

fl-16

17-24

11 - 2 4

1 - 2 4

Рис. 2-31. Различные тактико-стратегические концепции синтеза АКТГ
[1-24) [568].
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возникающих в молекулярной биологии и энзимологии. Целесообраз-
ным может быть комбинированное применение химического синтеза и методов ген-
ной инженерии. Остается только ожидать, когда уже осуществленное в нескольких
случаях введение синтетических генов в бактериальные хромосомы может быть ис-
пользовано в синтезе биологически активных пептидов и белков в более крупных
масштабах.

В заключение следует остановиться на потенциальных возможностях использо-
вания пептидного синтеза для промышленного производства пептидов и возникаю-
щих в связи с этим проблемах. По сравнению с большим числом доступных для хи-
мического синтеза пептидных препаратов доля их промышленного производства для
нужд фармакологии очень мала. Причины такого несоответствия весьма многообраз-
ны. Во-первых, учреждения здравоохранения обладают правом предъявлять высокие
требования к чистоте производимых пептидных препаратов Биологические, фарма-

Рис. 2-32. Реактор для промышленного пептидного синтеза [568].
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кологические и медицинские тесты, необходимые для допуска препарата в качестве
лекарственного средства, составляют обширную, очень дорогостоящую программу
исследований. До настоящего времени такие испытания проводились с относительно
небольшим числом биологических активных пептидов. Во-вторых, высокая себесто-
имость промышленной пептидной продукции обусловлена помимо стоимости исход-
ных веществ и вспомогательных материалов очень сложной и дорогостоящей мето-
дикой проведения процесса, где каждый промежуточный продукт многоступенчато-
го пептидного синтеза должен быть однозначно аналитически охарактеризован.
Очень много внимания должно быть также посвящено очистке конечных продуктов
промышленного производства.

Стратегия и тактика химического синтеза пептидных препаратов на ста-
дии исследования, при препаративной наработке в лабораторных условиях
и при промышленном производстве совершенно различны.

Лабораторный синтез служит для приготовления пептидов в небольших
количествах, достаточных для получения их характеристики и первых фар-
макологических исследований. Для исключения фактора риска такой синтез
в основном строится по принципу максимальной защиты. На следующих
стадиях разработки технологии крупномасштабного синтеза уже необходи-

Таблица 2-12. Некоторые производимые в промышленности пептидные гормоны

Пептид

Окситоцин
Метилокситоцин
[Asn1, Уа15]ангиотензин II
[Lys8] вазопрессин

АКТГ (1—24)
АКТГ (1-^28) и (1—32)
Пентагастрин
Дезаминоокситоцин
Дезамино-о-А^-ваэопрессин
Тиреолиберин

Кальцитонин (лососевых)

Гонадолиберин
Кальцитонин (человека)
Триглицил [Lys8) вазопресин
АКТГ (человека)

Число
амино-
кислот-
ных ос-
татков

9
9
8
9

24
28(32)

5
9
9
3

32

10
32
12
39

Торговое
название

Syntocinon
Remestyp
Hypertensin
Vasopressin
Diapid (США)
Synacthen
Humacthid
Peptavlon
Sandopart
Minirin
TRF
Tiregan
Thypionone
Calcitonin
Calcimar
Relisorm L
Cibacalcin
Glypressin

Фирма и год
предложения

Sandoz (1956)
SPOFA (1967)
США (1959)
Sandoz [1961)
Sandoz (1970.)
США (1967)
Gedeon-Richter (1970)
ICI (1969)
Sandoz (1971)
Ferring (1973)
Roche (1974)
Hoechst
Abbott
Sandoz <1974)
Armour (1975)
Abbott (1975)
Ciba-Geigy (1977)
Ferring (1977)
Armour (1977)
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мо учитывать требования промышленного производства. Соединение раз-
бивают на наиболее удачные фрагменты, используя принцип минимальных
защит, и подбирают несложные методы конденсации и очистки.

Рис. 2-31 на примере АКТГ (1—24) [568] хорошо иллюстрирует различные под-
ходы при осуществлении лабораторного и промышленного синтеза. Вообще говоря,
крупнолабораторная пилотная и производственная установки по производительно-
сти различаются незначительно. Процесс протекает чаще всего в реакторах из не-
ржавеющей стали или в эмалированных реакторах; реакторы снабжены обычными
мешалками, паропроводами, холодильниками и сборниками. Типичный реактор на
200 галлонов (~ 0,76 м3) для производства пептидов изображен на рис. 2-32 [568].
Нагревающая и охлаждающая системы делают возможным терморегулирование в
реакторе в интервале —20 + + 70 °С.

При проведении гидрогенолиза для сокращения времени реакции применяют
специальные высокоскоростные мешалки. Очистка конечного продукта составляет
отдельную стадию производства. Противоточное распределение, по-видимому, хо-
рошо подходит для очистки синтетических пептидов в промышленных масштабах
[568]. В табл. 2-12 приведены некоторые гормоны, производимые в промышленно-
сти.

2.3. Биологически активные пептиды

За последние годы число пептидов, найденных в живых системах, сильно
возросло. В период 1944—1954 гг. были разработаны основные аналитиче-
ские методы выделения, очистки и установления структуры пептидов. Од-
нако исследования некоторых пептидов, особенно пептидов головного моз-
га, совершенно не развивались, так как были неизвестны соответствующие
аналитические методы определения нанограммовых (10~ 9 г) или меньших
количеств вещества. Лишь с развитием радиоиммунного анализа (RIA)
(Р. С. Ялоу, лауреат Нобелевской премии 1977 г. по физиологии и медици-
не, и С. Берсон) стали возможны определения исключительно малых кон-
центраций пептидов в соответствующих препаратах. Например, некоторые
гормоны можно обнаружить при содержании 10~ 1 2 г в 1 мл крови. Разви-
тие радиоиммунного метода позволило начать исследование нейрогормонов
гипоталамуса. Гийемен и Шал ли (получившие вместе с Ялоу Нобелевскую
премию по физиологии и медицине) смогли привести экспериментальные
доказательства того, что центральная нервная система модулирует актив-
ность гипоталамуса путем выделения ничтожных количеств либеринов
(факторы высвобождения гормонов, рилизинг-факторы); тем самым кон-
тролируется эндокринная регуляция. Оба исследователя (совершенно неза-
висимо друг от друга) установили последовательность первых гормонов
гипоталамуса и синтезировали их в лаборатории.

С обнаружением в нервной системе стереоспецифических опиатных ре-
цепторов начались интенсивные поиски эндогенного субстрата для этих ре-
цепторов. Сначала из экстракта головного мозга были выделены
энкефалины — два пентапептида, последовательность которых отличается
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только на одну аминокислоту. Затем были найдены другие активные пеп-
тиды, такие, как /3-эндорфин из гипофиза и а- и 7-эндорфины из системы
гипоталамус-нейтрогипофиз. Этот класс соединений, названный в совокуп-
ности эндорфинами, имеет огромное значение для физиологии и фармако-
логии в связи с новыми данными, полученными при исследовании болевых
ощущений и подавлении боли, а также играет определенную роль в патоге-
незе психических расстройств. Исследования пептидов, влияющих на цент-
ральную нервую систему, находятся в начальной стадии.

Многие биологически активные пептиды природного происхождения от-
личаются структурно от пептидов, образующихся в результате процессинга
белков. Зачастую в их составе находятся небелковые аминокислоты, такие,
как /3-аланин, 7-аминомасляная кислота, D-аминокислоты, Na-anioi-
лированные аминокислоты и др. Для многих низкомолекулярных пептидов
также характерны ш-пептидные связи и кольцевые структуры. Такие струк-
турные особенности, а также остатки пироглутаминовой кислоты образу-
ют действенную защиту против атаки протеаз, обладающих обычно суб-
стратной специфичностью к пептидам из о-аминокислот с нормальными
пептидными связями.

Глутатион, присутствующий во всех клетках высших животных, пред-
ставляет собой трипептид с N-коцевым остатком глутамииовой кислоты,
присоединенным ^-пептидной связью:

HjM-CH-CHj-CHj-CO-NH-CH-CO-NH-CHa-COOH

iooH сна- SH

Биосинтез таких пептидов осуществляется не обычным путем при участии
рибосом, а протекает в двухступенчатых катализируемых ферментами ре-
акциях с использованием АТР:

El
глутамат + цистеин + АТР— т-глутамилцистеин + ADP + Р,-

Е2
7-глутамилцистеин + глицин + АТР— глутатион + ADP + Р,-

где Е, — 7-глутамилцистеинсинтетаза, Б 2 — глутатионсинтетаза.
Глутатион — биохимически важный активатор некоторых ферментов;

он защищает липиды от аутоокисления и является составной частью систе-
мы транспорта аминокислот в отдельных тканях животных (цикл у-
глутаминовой кислоты). Другие у-глутамилпептиды находят в раститель-
ных тканях, например в луке, чесноке и в семенах бобовых. Некоторые
производные птероилглутаминовой кислоты (фолиевая кислота) также со-
держат дополнительные остатки глутаминовой кислоты, соединенные
один с другим 7-пептидной связью.

Действенной защитой против ферментативного расщепления аминопеп-
тидазами служит пироглутаминовая кислота (пирролидонкарбоновая кис-
лота) — N-концевой остаток в пироглутамилпептидах:

п
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Представители таких пептидов, например эйзенин (Pyr-Gln-Ala) и пельве-
тин ^Pyr-Gln-Gln), были найдены в водорослях. Пироглутаминовая кисло-
та присутствует также в различных либеринах. Кроме этой внутри-
молекулярной 7-связи между а-аминогруппой и карбоксигруппой в боковой
цепи в природных пептидах существует также другие w-пептидные связи
аминодикарбоновых кислот. Различные простые Q-аспартилпептиды найде-
ны в человеческой моче, в то время как в различных грибах рода
Penicillium обнаружен 6-аминоадипилцистеинилвалин — пример очень ре-
дко встречающейся 6-пептидной связи:

«-пептидная
связь SH н,С. .СН,

сн а \н
CO-NHJ-CH-CO-NH-CH-COOH r-Cyt-V«l

<сн2), JI
HaN-CH-COOH

Связь через е-аминогруппу лизина наблюдается реже, хотя различные
ацилированные Ые-лизиновые производные, такие, как биотинильное (I) и
М£-липоильное(11), встречаются в ферментах и имеют биохимическое значе-

О
сна

С - 0

(СНа)4

-HN-CH-CO-

ние. В бацитрацине (разд. 2.3.5.1) имеется разветвленно-циклическая струк-
тура, присоединенная через е-аминогруппу лизина.

2.3.1. Пептидные и белковые гормоны

Гормоны — химические органические соединения, которые образуются в
железах или специализированных клетках и переносятся по транспортной
(кровеносной) системе к одному или нескольким местам воздействия, где
проявляют специфическую к данным клеткам активность, связываясь с со-
ответствующими рецепторами. Гормональное действие характеризуется
передачей информации, причем в отличие от нервной системы в этом слу-
чае накопление информации невозможно.
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Следует отметить, что физиологически обе системы развивались одновременно,
причем с возникновением нейросекреции, появившейся уже у червей и членистоногих,
была достигнута качественно более высокая ступень развития. У позвоночных наб-
людается иерархическая организация эндокринной системы. Нервные раздражения с
помощью преобразователей в нервносекреторных клетках трансформируются в гор-
мональные сигналы (нейрогормоны), благодаря чему различные окружающие воз-
действия через нервную систему передаются на внутренние секреторные органы, ко-
торые затем соответствующим образом адаптируются. Гормональная и нервная си-
стемы, взаимодействуя, управляют и регулируют все жизненные процессы высоко-
развитых организмов.

Гормоны объединяют химически неоднородные регуляторы; к ним от-
носятся стероиды, производные жирных кислот, аминокислоты, произво-
дные аминокислот, а также пептиды и белки (обстоятельно обсуждаются
далее; рассмотрение белковых гормонов в главе «Белки» вряд ли уместно,
так как разделение пептидов и белков имеет исторические корни и сегодня
едва ли можно их четко разграничить).

По месту образования гормоны разделяют на нейрогормоны, гормоны,
секретируемые специальными железами, и тканевые гормоны. Классифика-
ция часто затруднена, так как не во всех случаях точно определены места
образования и воздействия. Согласно общепринятому определению гормо-
нов, вещества, которые, диффундируя, действуют вблизи места их образо-
вания, не должны называться гормонами, однако все же часто к гормонам
относят нейротрансмиттеры (ацетилхолин, допамин, норадреналин, серо-
тонин, гистамин, глутамат, глицин, 7-аминобутират, таурин, вещество Р и
многие другие пептиды), а также модуляторы нейронной активности ней-
рогормонов (569]. Возможно, не будет ошибкой рассматривать классиче-
скую эндокринологию как одну из областей нейроэндокринологии. Мозг
уже характеризуется как высокоспециализированная «эндокринная железа»,
ибо в общем нейротрансмиссия связана с секреторными процессами, в то
время как электрическая передача нервных импульсов представляет собой
исключительный случай. Несмотря на трудность четкого определения, все
активные в отношении центральной нервной системы пептиды следует на-
зывать нейропептидами (разд. 2.3.3), при этом понятие «нейрогормоны»
должно соответствовать действующей классификации гормонов.

Решающей предпосылкой для выполнения функции «первого курьера»
является то, что гормон узнается в органе, на который он действует,
дифференцированно от остальных соединений. Этот процесс узнавания ха-
рактеризуется связыванием данного гормона со специфическим рецептором
целевой клетки. Рецепторы гормонов — это белки, которые должны узна-
вать гормон, связывать его и отвечать следующим требованиям:

иметь высокую рецепторную специфичность для того, чтобы обеспечить пра-
вильное соотношение между структурой гормона и его биологической активностью;

проявлять сродство к гормону вследствие его очень низкой физиологической
концентрации;

иметь ограниченное число мест связывания гормона;
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гарантировать обратимость связывания гормона (на рецепторе), так как оконча-
ние физиологического акта — предпосылка для новой стимуляции.

Принцип гормон-рецепторного комплекса был постулирован уже в нача-
ле столетия П. Эрлихом. Рецепторы гормона локализуются или на клеточ-
ной поверхности (клеточные мембраны), или в цитоплазме клетки. Интере-
сующие нас пептидные или белковые гормоны вступают во взаимодейст-
вие с рецепторами, связанными с клеточными мембранами. Первое экспе-
риментальное доказательство наличия связанного с мембраной рецепто-
ра удалось получить лишь в 1969—1970 гг. при использовании меченых пеп-
тидных гормонов (АКТГ, инсулин, ангиотензин) [571—573]. Затем были
установлены специфические рецепторы всех гормонов, и гормон-ре-
цепторная концепция стала быстро развиваться. Здесь нужно сослаться
на прекрасный обзор Любке и сотр. [574], посвященный этому вопросу.

Если пептидный или белковый гормон вступает во взаимодействие с
мембранными рецепторами, то циклический AMP, образующийся при ак-
тивации адеиилатциклазной системы, становится во многих случаях «вто-
рым курьером», формирующим следующие стадии внутриклеточных реак-
ций (рис. 2-33). сАМР был открыт Шутерландом в начале 50-х годов.

Инициированный таким образом внутриклеточный гормональный эф-
фект определяется свойствами клетки. Адренокортикотропный гормон
(АКТГ) и гормон, стимулирующий интерстициальные клетки, стимулиру-
ют, например, одинаковые реакции превращения холестерина в прегнено-
лен. Это объясняется тем, что при различном наборе ферментов в клетке,
в коре надпочечников из прегненолена образуются кортикоиды (альдосте-
рон, кортизол), а в половых железах — предпочтительно андрогены, ге-
стагены и эстрогены. Инсулин связывается с рецепторами на мембране жи-
ровой клетки. Взаимодействие со специфическим рецептором повышает
концентрацию cGMP, концентрация же сАМР понижается. Образование

клеточная
мембрана

например, активирование
различных ферментов

Рис. 2-33. Схематическое изображение действия гормона через рецеп-
тор, связанный с мембраной [574].
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cGMP посредством активации гуанилатциклазы и стимулированные этим
изменения мембраны в жировых клетках при связывании инсулина с рецеп-
тором ясно показывают, что cGMP также может служить в качестве «вто-
рого курьера». Андреналин и глюкагон, напротив, активируют аденилат-
циклазную систему. Отсюда следует, что сАМР и cGMP обладают взаим-
но противоположным действием (гипотеза "yin-yang"), т. е. антагонистиче-
ское действие гормонов инсулина и глюкагона проявляется в противопо-
ложных изменениях концентрации регуляторных циклических нуклеотидов.
Для доказательства этой гипотезы необходимы дальнейшие исследования.

Предполагается, что пептидные гормоны (инсулин, пролактин, гормон
роста, паратиреоидный гормон, гонадотропин, гормоноподобные факторы
роста и др.) также могут проникать через клеточную мембрану внутрь
клетки [575]. Это Предположение уже выдвигалось в 50-х годах двумя груп-
пами исследователей, но эндокринологи настаивали на концепции взаимо-
действия пептидных гормонов исключительно лишь со связанными с мем-
браной рецепторами. Согласно современным воззрениям, такие трудноин-
терпретируемые долговременные эффекты, как, например, влияние на рост
клетки и белковый синтез в случае инсулина, можно объяснить, лишь при-
нимая возможность проникновения гормона в клетку. Кратковременные
эффекты могут быть вызваны, -по существующему представлению, обыч-
ным путем, т. е. взаимодействием с рецептором, связанным с мембраной.
Относительно процесса входа в клетку существуют различные точки зрения,
как, например, совместное действие высокомолекулярного белка-носителя
(а2-макроглобулин для инсулина или эпидермального фактора роста) или
совместное с рецептором клеточной стенки проникновение гормона в клет-
ку. Но в общем случае ясность в вопросе о функциях полипептидного гор-
мона в клетке пока отсутствует. Дискуссируются следующие предположе-
ния:

после входа пептидного гормона в клетку он вступает во взаимодействие с внут-
риклеточными рецепторами и вызывает долговременные эффекты;

биологический эффект в клетке предполагает совместный транспорт гормона и
рецептора клеточной стенки;

совместный перенос приводит к исчезновению рецептора;
пептидный гормон затем расщепляется в клетке.

Секреция и снижение содержания гормона регулируются сложной систе-
мой контроля. Первые импульсы (электрические), вызванные внешним воз-
будителем, передаются нервной системой к ганглиозным клеткам гипота-
ламуса, где трансформируются в гормональные (химические) сигналы, (ли-
берины), которые в свою очередь по нервым волокнам идут в аденогипо-
физ и там индуцируют или, наоборот, останавливают выделение опреде-
ленного гормона. Гормоны аденопшофиза затем по кровеносной системе
транспортируются к другим эндокринным железам. Например, АКТГ идет
к коре надпочечников, где вызывает выделение адренокортикоидов. Наряду
с этим в гипоталамусе образуются как минимум еще два других
нейрогормона — окситоцин и вазопрессин, связывающиеся затем с транс-



236 Биологически активные пептиды

портными белками (нейрофизинами) и передаваемые в виде нейросекрета
по паравентрикуло-гипофизарному или супраоптико-гипофизному тракту в
нейрогипофиз. Из этого «аккумулятора» при необходимости они могут
освобождаться в кровяное русло.

С помощью отрицательной обратной связи определенные продукты об-
мена веществ могут управлять секрецией или связыванием определенных
гормонов (механизм обратной связи). После воздействия, вызванного опре-
деленным гормоном, идет очень быстрая инактивация или разрушение ре-
гулирующего вещества. Период полураспада для пептидных и белковых
гормонов, как правило, составляет менее 30 мин. Быструю инактивацию
обеспечивают различные эндо- и экзопептидазы. Многие известные к на-
стоящему времени пептидные гормоны образуются в результате фермента-
тивного расщепления неактивных белковых предшественников. Интересна
также концепция, по которой определенные гормоны могут быть пред-
шественниками совершенно других видов гормонов.

Обстоятельное изучение связей между структурой и активностью позво-
лило выделить участок аминокислотной последовательности гормона, не-
сущий информацию о биологическом эффекте, и назвать его активным
центром или информационным участком, в то время как участок, ключе-
вой для узнавания соответствующим рецептором, локализован в части
аминокислотной последовательности, называемой адресной или связываю-
щей.

Табл. 2-13 не исчерпывает все вещества пептидной природы из живот-
ного материала, имеющие гормоноподобное действие. Пептиды, воздейст-
вующие на центральную нервную систему (нейропептиды), активные ве-
щества из амфибий и головоногих (эледоизин, физалаемин, филломеду-
зин, уперолеин, кассинин, церулеин, филлоцерулеин), а также интересная
группа бомбезина (бомбезин, ранатензин, алитензин, литорин) рассмотре-
ны особо.

В таблице приведены далеко не все секреторные и несекреторные пеп-
тидные и белковые гормоны. При их последующем рассмотрении также
нельзя охватить всех их представителей и остановиться на всех аспектах их
химии и эндокринологии. Почти невозможно включение в обсуждение мно-
гочисленных синтетических аналогов различных пептидных гормонов, а
также проблематики, связанной с обширными исследованиями конформа-
ций пептидных молекул. Многие монографии и обзоры могут дать обшир-
ную информацию об интересной области науки, относящейся к пептидным
и белковым гормонам {581—590]. Уверенно идет установление структуры и
изучение механизма действия новых природных соединений пептидной при-
роды из головного мозга, внутренних органов, лимфоцитов, кожи амфибий
и т. д., обладающих гормональным действием.

Существенную помощь при определении наличия пептидных гормонов оказыва-
ет радиоиммунный метод, отличающийся высокой чувствительностью и специфич-
ностью. Для проведения радиоиммунного определения гормона необходимы следую-
щие предпосылки:



Таблица 2-13. Пептидные и белковые гормоны

Название и синоним Место обра-
зования

Действие Химическая класси-
фикация

Тиреотропин
(тиреоидостимули-
рующий гормон)

Фолликулости-
мулирующий гор-
мон (ФСГ, фолли-
тропин) [577]

Лютеинизиру-
ющий гормон (ЛГ,
лютропин, гормон,
стимулирующий ин-
терстициальные
клетки)

Пролактин (лю-
теотропный гор-
мон, ЛТГ, люо-
тропин)

Соматотропный
гормон (СТГ, со-
матотропин, гор-
мон роста)

Липотропный
гормон (ЛТГ, ли-
потропин)

Адренокортико-
тропный гормон
(АКТГ, кортико-
тропин)

Меланоцитсти-
мулирующий гор-
мон (МСГ, мела-
нотропин)

Окситоцин

Гипофиз

Гипота-
ламус (обра-
зование), ги-
пофиз (на-
копление)

Образование и
выделение гормо-
нов щитовидной
железы

Способствует
росту и созрева-
нию фолликул;
стимулирует спер-
матогенез

Стимулирует
образование эстро-
гена и тем самым
окончательное соз-
ревание фолликул;
вместе с ФСГ вы-
зывает овуляцию

Стимулирует
рост молочных же-
лез и секрецию мо-
лока (известен так-
же ЛТГ человека
[579])

Необходим для
нормального роста,
стимулирует рост
костей в длину

Стимулирует
образование сво-
бодных жирных
кислот из тригли-
церидов

Стимулирует
выделение корой
надпочечников
глюкокортикоидов

У теплокровных
способствует об-
разованию мелано-
форов, у человека
действие неизвест-
но

Вызывает выде-
ление молока и
стимулирует сок-
ращение матки

Гликопротеин,
2 субъединицы
(а: 96 аминокислот,
/3: 113 амино-
кислот)

Гликопротеин,
2 субъединицы [576]
Гонадотропин

Гликопротеин,
2 субъединицы
(ос % аминокислот,
0: 120 аминокислот
[578])
Гонадотропин

Одноцепочечный
белок (овца: 198
аминокислот,
3 S—S-связи)

Одноцепочечный
белок (СТГ чело-
века: 191 амино-
кислота)

/3-ЛТГ: 91 ами-
нокислота

Линейный пеп-
тид: 39 аминокислот

а-МСГ: 13 ами-
нокислот, 0-МСГ:
i8—22 аминокисло-
ты 09-МСГ челове-
ка: 22 аминокисло-
ты)

Гетеродетный
циклический нона-
пептид



Продолжение таблицы 2-13

Название и синоним

Вазопрессин

Тиреолиберин
(рилизинг-фактор
тиреотропина)

Гонадолиберин
(рилизинг-фактор
гонадотропииа,
люлиберин, фолли-
берии)

Кортиколиберин
(рилизинг-фактор
кортикотропина)

Пролактолибе-
рин (рилизинг-фак-
тор пролактина)

Сомато либерин
(рилизинг-фактор
соматотропина)

Меланолиберин
(рилизинг-фактор
меланотропина)

Пролактостатин
(гормон, ингибиру-
ющий выделение
пролактина)

Соматостатин
(гормон, ингибиру-
ющий выделение
соматотропина)

Меланостатин
(гормон, ингибиру-
ющий выделение
меланотропина)

Вещество Р

Нейротенэин

Место обра-
зования

Гипота-
ламус (обра-
зование), ги-
пофиз (накопле-
ние)

Гипота-
ламус

п

п

•1

п

п

п

и

**

Гипота-
ламус, мы-
шечные тка-
ни тонкой
кишки

Гипота-
ламус

Действие

Повышает ар-
териальное давле-
ние и действует
антияиуретически

Выделение ти-
реолиберина

Выделение ЛГ и
ФСГ

Выделение
АКТГ

Выделение про-
лактина

Выделение со-
матотропного гор-
мона

Выделение МСГ

Подавление вы-
деления пролактина

Подавление вы-
деления сомато-
тропина

Подавление вы-
деления МСГ

Нейрональное
действие, снижение
артериального дав-
ления, стимуляция
гладкой мускулату-
ры

Кининовая ак-
тивность, регуля-
ция обмена глико-
гена в печени

Химическая класси-
фикация

Гетеродетный
циклический нона-
пептид

Трипептид

Декапептид

Пептид

»

Гетеродетный
циклический тетра-
декапептид

Пептид

Линейный унде-
капептид

Линейный три-
декапептид



Продолжение таблицы 2-13

Название и синоним

Инсулин

Глюкагон

Кальцитонин

Паратиреодный
гормон

Релаксин [580]

Хориогонадо-
тропин человека

Хориосомато-
маммотропин чело-
века

Гастрин

Секретин

Холецистокинин-
панкреоцимин

Место обра-
зования

Поджелу-
дочная же-
леза

То же

Щитовид-
ная железа

Паращи-
товидная
железа

Желтые
тела

Плацента

п

Слизистая
желудка

Слизистая
двенадцати-
перстной
кишки

Слизистая
двенадцати-
перстной
кишки

Действие

Снижение уров-
ня сахара в крови,
регуляция углевод-
ного обмена, вли-
яние на белковый
и липидный обмен

Повышение
уровня сахара в
крови стимуляцией
гликогенеза в пе-
чени

Снижение уров-
ня кальция

Поддержание

нормального уровня
кальция в крови

Расширение
шейки матки и
расслабление связок
между костями с
целью облегчения
родов

Действие, по-
добное ЛГ

Действие, по-
добное сомато-
тропному гормону
и пролактину

Стимуляция сек-
реции кислоты в
желудке и образо-
вание ферментов в
поджелудочной же-
лезе

Стимуляция об-
разования и выде-
ления панкреатичес-
кого сока, повыше-
ние отделения
желчи

Сокращение
желчного пузыря и
секреция ферментов
поджелудочной же-
лезы

Химическая класси-
фикация

Гетеродетный
циклический пептид
(А-цепь: 21 амино-
кислота; В-цепь:
30 аминокислот)

Линейный пеп-
тид: 29 амино-
кислот

Гетеродетный
циклический пеп-
тид: 32 аминокис-
лоты

Линейный
полипептид: 84'
аминокислоты,

Гетеродетный
циклический пеп-
тид (А-цепь : 22

аминокислоты;
В-цепь: 26 амино-
кислот)

Гликопротеин,
2 субъединицы (а:
92 аминокислоты.
/3: 174 аминокисло-
ты)

Одноцепочечный

белок (190 амино-
кислот, 2 дисуль-
фидные связи)

Линейный геп-
тадекапептид

Линейный пеп-

тид: 27 аминокис-

лот

Линейный пеп-

тид: 33 аминокис-
лоты
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Продолжение таблицы 2-13

Название и синоним

Ангиотензин II

Брадикиния
(кинин-9)

Каллидин
(кинин-10)

Метиониллизил-
брадикинин (ки-
нин-11)

Место обра-
зования

«2-Глобу-
линовая
фракция
плазмы

Плазма

Действие

Повышение ар-
териального давле-
ния, стимуляция
коры надпочечни-
ков к образованию
альдостерона

Повышение ар-
териального давле-
ния, сокращение
гладкой мускулату-
ры

Действие, по-
добное брадикинину

То же

Химическая класси-
фикация

Линейный
октапептид

Линейный
нонапептид

Линейный дека-
пептид

Линейный унде-
капептид

определяемый гормон доступен в возможно более чистом виде, и существует
возможность введения радиоактивной метки (иод-125, тритий);

имеются в распоряжении специфические антитела к гормону. Такие антитела мо-
гут быть получены относительно несложно, так как пептидные и белковые гормоны
из-за их видовой специфичности сами являются иммуногенами. Для этой цели под-
ходящему подопытному животному (морская свинка, кролик) вводится определяе-
мый гормон, действующий в крови данного животного как антиген и вызывающий
образование антител.

Для определения концентрации гормона смешивают меченный, например
иодом-125, гормон с антителами к данному гормону. Образуется комплекс | 2 3 1 —
гормон—антитело. При добавлении исследуемого экстракта немеченный гормон, на-
ходящийся в исследуемом растворе, конкурирует с меченым в реакции связывания с
антителом, вытесняя последний из комплекса. Далее освобожденный гормон отде-
ляют от связанного электрофорезом, хроматографией или осаждением я количест-
венно определяют его, измеряя радиоактивность. Из полученных данных можно
рассчитать количество исследуемого немеченого гормона, так как радиоактивность
свободного гормона зависит от того, насколько много меченого гормона было вы-
теснено из комплекса антиген — антитело. Более подробно с этим вопросом можно
ознакомиться по литературе [S82, 591].

2.3.1.1. Кортикотропин

Кортикотропин (адренокортикотропин, адренокортикотропный гормон,

АКТГ) представляет собой линейный полипептид, состоящий из 39 амино-

кислотных остатков [592, 593]. Проверка аминокислотных последователь-
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ностей АКТГ человека, теленка и овцы [594, 595] показала лишь незначи-
тельное их отличие, касающееся аминокислотных остатков в положениях
31 и 33:

человек S«r-Tyr-S«r-Met-Glu-His-Ph«-Arg-Trp-Gly-lys-Pro-Val-
1 5 Ю

Gly - Lyi -Lys - Arg - Arg - Pro -Val~ lys - Vtl -Tyr - Pro - A«n - Gly-
15 20 25

Ala-Glu-Asp-Glu-Ser-Alt-Glu-Ala-Phe-Pro-Leu-Glu-Phe
30 35

свинья - Leu - Ala - Glu -

теленок, овца - S e r - A l a - G l n -

ПерЬый полный синтез АКТГ свиньи с первоначально установленной и,
как оказалось впоследствии, ошибочной аминокислотной последователь-
ностью описан в 1963 г. Швицером и Зибером [596], первый синтез АКТГ
человека — в 1967 г. Баюшем с сотр. После пересмотра аминокислотных
последовательностей АКТГ обе исследовательские группы осуществили
синтез АКТГ человека классическим методом, в то же время Ямащиро и
Ли синтезировали тот же пептид с исшип>зованием твердофазной техники.
С 1956 г. в основном вышеназванные группы, а также группы Гейгера,
Гофмана, Буассана и др. осуществили синтез отдельных участков последо-
вательности АКТГ и получили ряд аналогов. Подводя итог обширным
структурно-функциональным исследованиям этого гормона с некоторой до-
лей упрощения (формально — в соответствии с ранее сказанным), можно
выделить в последовательности АКТГ участки с различным биологическим
значением. Но сначала необходимо сказать несколько слов о его биологиче-
ском действии.

Различные функциональные состояния организма, например стресс или
пониженный уровень гормонов коры надпочечников в крови, побуждают
переднюю долю гинофиза посредством гормона гипоталамуса кортиколи-
берина к секреции АКТГ. Образовавшийся гормон по кровяному руслу сле-
дует затем к клеткам-мишеням, а именно к клеткам коры надпочечников,
вызывая синтез и секрецию стероидных гормонов кортизола, кортизона и
кортикостерона. Как только содержание гормонов коры надпочечников в
крови достигает необходимого уровня, механизм обратной связи ведет к
снижению выделения АКТГ гипофизом. Посредством основного цикла ре-
гулирования гипофиз — кора надпочечников АКТГ оказывает также влия-
ние на распад жировых клеток.

Связь хранимой биологической информации с аминокислотной последо-
вательностью АКТГ интенсивно исследовалась в различных лабораториях,
особенно группой Швицера. В N-концевом (1-18) участке молекулы содер-
жится практически вся информация для коры надпочечников, для жировых
и меланофорных клеток, причем процесс пигментации последних, вероят-
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но, не представляет физиологическую функцию АКТГ, а является следстви-
ем содержащейся в АКТГ последовательности а-МСГ. Участок последова-
тельности 19—24 несколько усиливает стероидогенную активность гормона
к клеткам коры надпочечников, но не оказывает никакого влияния на жиро-
вые и меланофорные клетки. Изучение гормон-рецепторных взаимодейст-
вий позволяет сделать вывод, что N-концевая (1-10) область, точнее, уча-
сток 5—10 представляет собой активный центр, рецепторсвязывающая же
область представлена участком 11—18 (Гофман и сотр., 1972 г.). По Шви-
церу, информация о биологическом действии заключена в участке амино-
кислотной последовательности 5—10, а адрес ее реализации находится в
участке 11—24. В С-концевой области содержится информация о видоспе-
цифичности, антигенности и транспорте гормона. Препараты АКТГ, осо-
беннр синтетический АКТГ 1—24 (синактен), используют для лечения ал-
лергии, при особых формах гипофизарной недостаточности, при артритах,
а также для торможения воспалительных процессов и при других болезнях.
Большое значение имеют также отдельные участки последовательности
АКТГ, активные для центральной нервной системы (разд. 2.2.3).

В клетках АКТГ синтезируется в составе общего для нескольких пепти-
дов предшественника — проопиомеланокортина [597, 598]. Так как из это-
го гликопротеина действием протеаз кроме АКТГ и /3-липотропина образу-
ются также эндорфины и меланоцитстимулирующий гормон, возникает
проблема разграничения понятий «прогормон», «препрогормон» и т. д. На
стр. 243 схематически представлен процесс последовательного расщепления
предшественника АКТГ и липотропина.

Используя технику клонирования ДНК [599] и анализа нуклеотидных
последовательностей [600], Наканиши и сотр. Г601] установили нуклеотид-
ную последовательность мРНК-предшественника. Нумерация амино-
кислотной последовательности положительная справа от N-концевой ами-
нокислоты АКТГ, в левую сторону отсчет идет со знаком минус. Белок-
предшественник содержит 8 пар основных аминокислот и одну двойную па-
ру -Lys-Lys-Arg-Arg. В этих местах происходит ферментативное расщепле-
ние белка с образованием различных пептидов. /З-Липотропин образует С-
концевую область и, вероятно, отщепляется непосредственно от предшест-
венника. Общая схема ферментативного расщепления и вид фрагментации к
настоящему времени еще не установлены. В отличие от известных последо-
вательностей /3-липотропинов свиньи и овцы 0-липотропин теленка соде-
ржит между 35 и 36 аминокислотными остатками два дополнительных
(-Ala-GIu-); этим объясняются различные длины цепей липотропинов (см.
схему). Анализ на ЭВМ аминокислотной последовательности «отрицатель-
ной» части предшественника дал интересный результат: между позициями
—55 и —44 найдена аминокислотная последовательность -Tyr-Val-Met-Gly-
His-Phe-Arg-Trp-Asn-Arg-Phe-Gly-, имеющая большое сходство с а- и /?-
МСГ. Так как в области аминокислотной последовательности предшествен-
ника от —111 до —105 присутствует еще один участок, имеющий структур-
ное сходство с МСГ-пептидами, предполагается существование серии дуп-
ликаций гена, аналогично имеющей место в случае иммуноглобулинов. О
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Предшественник кортикотропина и р-липотропина
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-1 AKTrV39 3-липотропин 42-134

j

АКТГ V39 Э-липотро- V83 теленок
пин V91 овца

свинья

у-МСГ а-МСГ CLIP
VI3 18-39

у-липо>1*0
тропин

Р-эндор-63-93
фин

(3-МСГ энкефапин
43-60 63-67
41-58 61-65

роли 0-липотропина и 0-эндорфина, а также о метионинэнкефалине, сказа-
но далее. (CLIP — сокращение для кортикотропиноподобного пептида из
промежуточной доли гипофиза, последовательность которого наряду с а-
МСГ содержится в АКТГ.)

2.3.1.2. Соматотропный гормон

Соматотропный гормон [602—604] (СТГ, соматотропин, гормон роста) об-
разуется в передней доле гипофиза под контролем соматолиберина. Назва-
ние «соматотропин», т. е. «действующий на все тело», отражает его широ-
кий спектр активностей, обусловленный анаболическим действием, хотя ос-
новная функция гормона — регуляция процесса роста. В частности, СТГ
стимулирует рост эпифизарных хрящей и вследствие этого удлинение ко-
стей. В период половой зрелости андрогены вызывают сращивание эпифи-
за с диафизом, что приводит к прекращению роста.

СТГ человека представляет собой полипептидную цепь, содержащую
191 аминокислотный остаток. Молекулы гормона из других организмов
отличаются от СТГ человека как длиной цепи, так и степенью гомология-
ности, поэтому на человека действует лишь СТГ приматов. Весьма незна-
чительно различие аминокислотных последовательностей СТГ человека с
хориосоматомаммотропина, действие которого подобно действию СТГ и
пролактина.

СТГ человека был впервые выделен Ли с сотр. в 1956 г. Данные об
аминокислотной последовательности в последующие годы много раз пере-
сматривались. В 1970 г. Ли [605] сообщил о твердофазном синтезе этого



244 Биологически активные пептиды

белка, показавшего в тесте на большой берцовой кости 10% ростовой ак-
тивности и в тесте на зобе голубя 5% активности пролактина. Этот резуль-
тат поразителен тем. что первичная структура, положенная в основу хими-
ческого синтеза, немного позже подверглась пересмотру. Отсюда можно
сделать однозначный вывод, что биологическая активность никогда не
может быть использована в качестве критерия успешности химического
синтеза. На поиск активного центра соматотропного гормона роста на-
правлены усилия многих исследователей, так как длина полипептидной це-
пи слишком велика, чтобы использовать полный химический синтез в ка-
честве источника этого терапевтически важного гормона. Предпринимают-
ся попытки получения достаточно активных фрагментов путем фермента-
тивного расщепления целой молекулы белка. Такие фрагменты уже могут
быть доступны для химического синтеза в значительных количествах, до-
статочных для терапевтических целей.

В 1979 г. Гудман и Бакстер, а также Годдель с сотр. осуществили син-
тез СТГ человека методами генной инженерии. В то время как первая груп-
па использовала соответствующий природный ген, вторая встраивала ген,
синтезированный комбинацией химических и ферментативных методов.
Учитывая существующие трудности химического пептидного синтеза, мож-
но говорить о большом значении ДНК-рекомбинантной техники (разд.
2.3.1.7) для получения этого гормона.

Почти единственный случай применения СТГ человека — гипофизарная
карликовость. Отсутствие или недостаточное количество СТГ ведет с кар-
ликовости, причем часто при достижении половой зрелости появляется ин-
фантилизм. Слишком высокий уровень секреции гормона в период роста
приводит к гигантизму, при передозировке в период роста появляются
симптомы акромегалии (чрезмерное удлинение конечностей, носа, ушей,
подбородка и др.). Кроме лечения карликовости СТГ используется при мы-
шечной дистрофии, остеопорозе (недостаточное содержание кальция в ко-
стях), при желудочных кровотечениях и др.

Вообще аспекты участия СТГ вследствие его анаболического действия
весьма многообразны: он способствует транспорту аминокислот в клетки,
стимулирует усвоение жирных кислот, биосинтез белков. СТГ обладает
также диабетогенным действием, повышенная его секреция может приве-
сти к сахарной болезни. Это объясняется торможением периферийного об-
мена глюкозы.

В определенных тканях, например в скелетных, действие СТГ передается
посредством факторов плазмы, названных соматомединами.

Биологическая функция соматомедина В, аминокислотная последова-
тельность которого установлена Фриклундом и Сивертсоном, еще не ясна.
Его полипептидная цепь состоит из 44 аминокислотных остатков, включа-
ет N-концевую аспарагиновую кислоту, С-концевой треонин и 8 остатков
цистеина [606]. Первичная структура пептида подобна структуре малого
трипсинового ингибитора. Соматомедин В ингибирует трипсин, однако не
действует на плазмин, тромбин или калликреин.
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2.3.1.3. Пролактин

Образование пролактина (лютеотропный гормон, лактогенный гормон,
лактотропин) в передней доле гипофиза регулируется соотношением
содержания пролактолиберина и пролактостатина. Пролак-
тин регулирует секрецию молока грудными железами, а также их рост. Во
время беременности и в период кормления его количество увеличивается.
Кроме того, он способствует процессу роста, влияет на обмен пигментов и
регуляцию осмоса, подавляет инстинкт насиживания у птиц. Непосредст-
венно в тканях биологический эффект вызывается воздействием на адени-
латциклазную систему.

Первичная структура пролактина овцы установлена Ли с сотр. Этот бе-
лок состоит из одной полипептидной цепи, включающей 198 аминокислот
и сшитой тремя внутренними дисульфидными мостиками. Из гипофиза те-
ленка и овцы пролактин может быть выделен относительно легко и диффе-
ренцированно от соматотропного гормона. Аналогичные эксперименты с
гипофизом человека долгое время оставались безуспешными, что вызвало
сомнения в существовании человеческого пролактина. Лишь в 1973 г. чело-
веческий пролактин был охарактеризован как гормон, отличающийся от
СТГ [607]. Препролактин описан Маурером в 1977 г. [608].

2.3.1.4, Липотропин [598]

Липотропин (липотропный гормон) был открыт в 1964 г. Ли [609] при по-
пытке улучшить процесс выделения АКТГ. Он назвал оба выделенных ве-
щества а- и /3-липотропинами, так как они влияли на накопление жира в
жировых тканях КРОЛИКОВ. Однако этот эффект наблюдался только на кро-
ликах и не проявлялся на других видах животных, поэтому название «ли-
потропин», по-видимому, неудачно.

По Графу [611], 0-липотропин свиньи имеет следующую первичную
структуру:

Glu-Uu-Ala-Gly-Ala-Pro-Pro-Glu-Pro-Ala-Arg-A*p-Pro-Glu-Ala-
1 5 Ю 15

Pro-Ala-Glu-Gly-Ala-Ala-Ala-Are-Ala-Glu-leu-GUi-Tyr-Gly-Ltti-
20 25 30

Val-Ala-GUi-Ala-Gkj-AU^Ab-Glu-Ly»-Lys-A«p-Gkj-Gly-Pro-Tyr-
35 40 45

Lys-M«t-Gki-Hfc-Ph«-Arg-Trp-Gly-S«r-Pro-Pro-lys-Asp-ly$-Arg-
50 55 60

Tyr-G<y-Gly-Ph«-M^-Thr-S«f-Glu-Ly$-S«f-Gln-Thr-Pro-Leti-V«l-
65 70 75

Thr-Uy-Pht-Lyt^Atn-Ala~lle-Val-Lyt-A»n-Alt-Hi$-Lyf-Lys-Gly-Glr
80 85 90
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N-Концевая аминокислотная последовательность 1—58 соответствует первичной
структуре 7-липотропина. /З-Липотропин теленка отличается от /3-липотропина
свиньи больше всего в N-концевой области и состоит из 93 аминокислотных остат-
ков [612], так как между позициями 35 и 36 приведенная здесь последовательность
содержит дополнительный дипептид -Ala-Ulu.

Как уже подробно отмечалось в разд. 2.3.1.1, (3-липотропин, а следова-
тельно, и эндорфины происходят от общего предшественника проопиоме-
ланокортина [598]. Кроме того, /3-липотропин содержит последовательно-
сти 7-липотропина и /3-МСГ. Участки аминокислотной последовательности
/3-липотропина соответствуют определенному пептидному гормону:

Участок 0-липотропина Пептидный гормон

1—58 7-Липотропин
41—58 0-МСГ
61—91 /З-Эндорфин
61—76 а-Эндорфин
61—77 7-Эндорфин
61—79 5-Эндорфин
61—65 Met-энкефалин

Собственно |8-липотропин не обладает каким-либо гормональным дей-
ствием на организм человека и может быть охарактеризован как прогор-
мон /3-эндорфина и р-МСГ. С помощью радиоиммунного анализа /3-
эндорфииа Иосими с сотр. [613] смогли показать, что так называемый
«биг»-|3-липотропин (названный также «биг-биг»-/3-эндорфином) с М 37 000
присутствует в экстракте человеческих желез. В экстракте желез крысы
присутствует тот же белок, но с А/ 31 000, предположительно соответству-
ющий описанному Майнсом и сотр. [597] предшественнику проопиомелано-
кортину.

2.3.1.5. Меланоцитстимулирующий гормон

Образование меланоцитстимулирующего гормона [617] (меланотропин, ме-
ланостимулирующий гормон, МСГ) протекает под контролем гормонов ги-
поталамуса меланолиберина и меланостатина в промежуточной доле гипофи-
за, а при их повреждении — в передней доле. Меланотропин стимулирует у теп-
локровных позвоночных увеличение образования пигментов в особых клет-
ках, называемых меланофорами, чем достигается темная окраска и тем са-
мым приспособление к окружающей среде. Биологическое значение мела-
нотропина у птиц и млекопитающих еще недостаточно ясно, так, напри-
мер, а-меланотропин оказывает сильное действие на многие ткани живот-
ных и, в известной степени, человека [614].

При описании биосинтеза кортикотропина и /3-липотропина уже упоми-
налось, что МСГ образуется в составе общего предшественника проопио-
меланокортина. Кроме известных ранее а- и /3-МСГ Наканиси и сотр. [601]
нашли в составе этого пробелка третью последовательность меланотропи-
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на, названную 7-МСГ. Для все трех меланотропинов теленка установлены
следующие аминокислотные последовательности [610]:

а-МСГ Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Val-Gly
1 5 10 14

0-МСГ Туг - Lys - Met - Glu - His - Phe - Arg -Trp - Gly - Ser - Pro - Pro - Lys -Asp
1 5 10 14

7-МСГ Туг - Val - Met - Gly - His - Phe - Arg -Trp - Asp - Arg - Phe - Gly
1 5 10 12

Существование в молекуле проопиомеланокортина четвертого участка
с аминокислотной последовательности, имеющей структурную гомологию
с тремя известными меланотропинами, позволяет предположить существо-
вание серии дупликаций гена.

Говоря о а-МСГ, следует сказать об амиде №-ацетилтридекапептида,
аминокислотная последовательность которого совпадает с АКТГ 1—13
(Харрис и Лернер, 1957 г.):

Ac-S*r-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Trp- Gly- Lys-Pro-Val-NH,
1 5 10 13

Широкий спектр действия а-МСГ, по-видимому, может быть объяснен
тем, что в различных целевых клетках биологический эффект оказывают
неидентичные активные центры гормонов [61S]. Так, Эберли и сотр. [616]
нашли, что рецептор а-МСГ в мепанофорах амфибий имеет две узнающих
активный центр области: одна для -Glu-His-Phe-Arg-Trp-, другая — для
-Gly-Lys-Pro-Val-NH2.

0-Меланотропин (Д-МСГ) из различных организмов имеет неодинако-
вую длину пептидной цепи. Для /3-МСГ свиньи приводится следующая пер-
вичная структура, соответствующая участку 41—58 /3-липотропина:

Asp-Gki-Gly-Pro-Tyr- Lys-Met- Glu-His

Phe-Arg-Trp-Gly-Ser- Pro- Pro- Lys-Asp
10 15 18

Из различных исследований следует, что меланотоопины образуются в
различных областях центральной нервной системы. Им приписывается
функция нейромодуляторов или нейротрансмиттеров. Учитывая существо-
вание в составе проопиомеланокортина нескольких последовательностей
МСГ, не будет ошибкой сказать, что освобождающиеся при расщеплении
предшественника пептиды включаются в работу нервной системы.

2.3.1.6. Окситоцин и вазопрессин [584, 618, 619]

Образование нейрогипофизарных гормонов окситоцина и вазопрессина про-
текает не в нейрогипофизе "(задняя доля гипофиза), так как он не является
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внутрисекреторным органом, а лишь выполняет функцию «депо» гормонов
нейросекреторных клеток. Транспортными белками для нейрогипофизар-
ных гормонов долгое время считались нейрофизины, образующиеся в гипо-
таламусе наряду с окситоцином и вазопрессином. Нейрофизинами называ-
ют линейные, с высоким содержанием цистеина, белки, состоящие из
93—95 аминокислотных остатков. Как правило, каждый биологический вид
имеет 2—3 нейрофизина, незначительно отличающихся длиной цепи и (или)
аминокислотной последовательностью. Различные данные подтверждают
гипотезу о том, что как окситоцин и один нейрофизин, так и вазопрессин
и другой нейрофизин имеют общих предшественников в биосинтезе, поли-
пептидные цепи которых образуются при расщеплении нейрофизины и гор-
моны [620].

Биосинтез вазопрессина идет через стадию образования белка-
предшественника, состоящего из 166 аминокислотных остатков [620а]. В
предшественнике после N-концевой сигнальной последовательности, состо-
ящей из 19 аминокислотных остатков, следует последовательность [8-
аргинин]вазопрессина. Затем следует остаток глицина, который при фер-
ментативном отщеплении дает С-концевую амидную группу вазопрессина.
Далее после пары основных аминокислот следует последовательность ней-
рофизина II, состоящего из 95 аминокислотных остатков, и затем после
следующего остатка аргинина — 39-членный гликополипептид.

Структура окситоцина была установлена в 1953 г. дю Виньо с сотр. и
независимо от него Таппи с сотр.

Cyt-Tyr-Ptte-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NM,,
1 2 3 4 5 6 7 8 9

В то время как в гипофизе свиньи присутствует [Ьу58]вазопрессин, у те-
ленка и других млекопитающих найден [Arg8]Ba3onpeccmi:

I I
Cyi-Tyr-ll6-Gln-Ain-Cy»-Pro-Uu-Gly-NHa

1 2 3 4 5 6 7 8 9

В противоположность этому окситоцин у всех млекопитающих идентичен.

Окситоцин действует на гладкую мускулатуру матки и стимулирует ее сокраще-
ние (действие, стимулирующее родовые схватки). Кроме того, окситоцин вызывает
сокращение мноэпителиальных клеток молочных желез и тем самым выделение мо-
лока. В незначительной степени окситоцин проявляет биологическое действие вазо-
прессина.

Вазопрессин (антидиуретин, адиуретия) обладает антидиуретическим действием,
т. е. вызывает обратное всасывание воды почками; под влиянием вазопрессина су-
точная первичная моча концентрируется (объем первичной мочи составляет 15 л, в
то время как объем выделяемой организмом мочи только 1—1,5 л). В относительно
больших дозах вазопрессин также повышает давление. Так как уже 2 нг этого гор-
мона могут вызывать у человека заметный антидиуретический эффект, то по своему
физиологическому действию и фармакологическим свойствам он принадлежит к
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сильнодействующим веществам. При недостатке вазопрессина появляется картина
болезни Diabetes insipidus, при которой ежесуточно выделяется из-за недостаточного
обратного всасывания до 20 л мочи. Вследствие близкого структурного родства с
окситоцином вазопрессин проявляет слабую аффинность к окситошшовым рецепто-
рам и тем самым некоторое окситоциноподобное действие. Обратный эффект, как
уже отмечалось, наблюдается у окситоцина. Кроме того, вазопрессин физиологиче-
ски участвует в процессах памяти [738].

С филогенетической стороны интересен вазотоцин, объединяющий в себе физио-
логическое действие как окситоцина, так и вазопрессина и могущий быть названным
по этой причине гормоном-предшественником нейрогшюфизарных гормонов:

1 I
Cys--Tyr-ll«-Gln-Asn-Cys-Pn>-Arg-Gly-NH2

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Вазотоиин может быть рассмотрен как [Не3 ,Аг^]вазопрессин или как [ ^ J
ситоцин. Он найден у низших позвоночных, у которых он ответствен за регуляцию
водно-солевого обмена. Дифференциация на ряд окситоцина и ряд ваэопрессина, на-
чиная от вазотоцина, может быть объяснена постепенной мутацией генов после
предшествовавшей дупликации.

В нейрогипофизах различных классов позвоночных было показано су-
ществование 9 биологически активных пептидов (рис. 2-34).

Различные гормоны отличаются лишь замещением в положениях 3, 4 и

8. Применив ЭВМ, Плитка [621] построил филогенетическое дерево нейро-
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Риа. 2-34. Первичные структуры встречающихся в природе нейрогипо-
физарных гормонов.
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гипофизарных гормонов, согласно которому гормоном-предшественником
позвоночных должен быть [Gin8]окситоцин вместо ранее принятого
[Аг§8]вазотоцина (еще не обнаруженные в природных источниках гормоны
отмечены звездочкой):

[Gin8] окситоцин*

|Агов1 вазотоцин ипимезотоцин окситоцин 1Я Г9 J

^ Uy»el вазотоцин*
валитоцин|Рго*| окситоцин*

\ [ H ' S M окситоцин*
|Ser*] окситоцин* и п и

[Lys4J окситоцин*

глюмитоцин изотоцин аспартоцин

JArg8] вазотоцин

I a, I
|Агд | вазопрессин

вазопрессин[lys8]

Уже через год после установления структуры окситоцина дю Виньо с
сотр. [622] осуществил полный синтез этого гормона; таким образом,
впервые был осуществлен химический синтез пептидного гормона. В
1955 I. по другой схеме синтез окситоцина был осуществлен группами Ру-
дингера и Буассона. В последующее время были проведены различные усо-
вершенствованные синтезы, имевшие целью получение как самого гормона,
так и его аналогов.

Многие сотни аналогов нейрагипофизарного гормона были синтезиро-
ваны для изучения связи между структурой и функцией. Цели таких иссле-
дований определяются различными мотивами: исследователей интересова-
ли отдельные звенья эволюционного процесса, а также аналоги с улучшен-
ными фармакологическими свойствами, как, например, аналоги с пролон-
гированным, раздельным действием и особенно аналоги со свойствами ин-
гибиторов. Существенной для биологической активности является 20-
членная кольцевая структура. Замещая один или оба атома дисульфидного
мостика на СН2-группы, получают биологически активные карбоаналоги.
Очень часто также удаляют а-аминогруппу, чем повышают уровень актив-
ности. Рудингер и Йошт синтезировали различные дезаминокарбооксито-
циновые аналоги:

сн2 сн2 s —

CH2-CO-Tyr-lle-Gln-Asn-NH-CH-CO-Pro-leu-Gly-NH2

СНа

дезаминокарбо '-окситоцин

СИ, -СМ, сн, -сн,
I

CHj-CO-Tyr-lle-Gln-Asn-NH-CH-CO-Pro-L«u-Gly-NHj

дезаминодикарбоокситоцин
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Проверенная концепция была перенесена также на синтез вазопрессина и
хорошо зарекомендовала себя при получении аналогов с различными фар-
макологическими свойствами. Особый интерес представляют аналоги с
продолжительным раздельным действием на молочные железы или матку.
Так, например, [2-О-метилтирозин]окситоцин проявляет специфическое
действие на матку in situ (Рудингер, 1967 г.), в то время как дезамино-[4-
глутамил-7-метиловый эфир, карбо1 ]окситоцин (Йошт и др.) действует
преимущественно на молочные железы. Большой интерес вызывал синте-
зированный Маннингом [623] [Тпг4]окситоцин, оказывающий более специ-
фическое и более сильное действие, чем природный гормон. Повышенный
биологический эффект в результате обычной замены аминокислоты без
дальнейших структурных модификаций, как было сделано у многих актив-
ных аналогов, объясняется отличным от имеющего место в случае природ-
ного окситоцина и еще не полностью интерпретируемым механизмом
гормон-рецепторного взаимодействия. Этот феномен был назван «химичес-
кой» мутацией.

Большие усилия были предприняты для того, чтобы найти корреляцию между
химическими и биологическими свойствами нейрогипофизарных гормонов, а также
их аналогов и их конформацией в растворах. Вальтер и сотр. {625] на основании ис-
следований ЯМР-спектров [624] предложили «биологически активную конформа-
цию» для окситоцина (рис. 2-35). Это пространственное расположение отличается от
модели Урри — Вальтера [626] тем, что боковая цепь тирозина расположена над 20-
членным кольцом. Правда, существуют некоторые признаки, позволяющие гово-
рить не о единственной «биологически активной' конформации». Скорее всего, один
из конформеров, находящихся в равновесии, предпочтительно вступает во взаимо-

Рис. 2-35. Предположительная биологически активная-конформация ок-
ситоцина [625].
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действие с рецептором. На основе конформационных моделей Вальтер и сотр. [627]
вывели определенные принципы для синтеза эффективных аналогов.

Практическое значение имеют также аналоги вазопрессинового ряда с
пролонгированной и раздельной вазопрессорной и антидиуретической ак-
тивностью. Из большого числа синтетических аналогов следует выделить
лишь некоторые. Высокоактивные аналоги особенно удобны для введения
через нос, так как слизистая оболочка носа способна ограниченно впиты-
вать препарат.

Действие на почки производимого промышленностью 1-дезамино-[о
Arg8] вазопрессина увеличено в 400 раз по сравнению с природным вазо-
прессином, причем изменения давления крови практически не наблюдается.
1-Дезамино-[Уа14,о-А^8]вазопрессин [628] — синтетическое производное,
показавшее отношение между уровнями антидиуретической и прессорной
активностей > 125 000 (отношение соответствующих активностей для
[Arg8]Ba3onpeccHHa равно единице) и вследствие э'грго имеющее применение
при лечении формы диабета Diabetes insipidus. В то же время аналоги вазо-
прессина со специфической прессорной активностью имеют значение в гине-
кологии для замены адреналина при местной анестезии. N"-Gly-
Gly-Gly[Lys8]Ba3onpeccHH (глипрессин) in vitro обладает пролонгированным
действием [631] и, как и [дез^Ну-МН^вазопрессин, представляет практиче-
ский интерес вследствие действия на центральную нервную систему. Значе-
ние нейропшофизарных гормонов и некоторых их аналогов в связи с дея-
тельностью центральной нервной системы обсуждается в разд. 2.3.3.

Большое внимание уделяется также синтезу специфических антагони-
стов. Так, в окситоциновом ряду заменой N-концевого цистеина на пени-
циллинамин или /?-меркапто-0,0-диметилпропионовую кислоту [629], а так-
же определенными модификациями тирозина в положении 2 получают про-
изводные с ингибиторными к окситоциновым рецепторам свойствами. В
качестве примера можно привести [оиод-Туг2]окситоцин [630] или синте-
зированный Йоштом и др. М2-ацетил-[2-О-метил-Туг]окситоцин.

2.3.1.7. Гормоны гипоталамуса [632—638]

После рассмотрения нейрогормонов окситоцина и вазопрессина, образую-
щихся в нейросекреторных клетках гипоталамуса, выглядит парадоксаль-
ным использование названия «гормоны гипоталамуса» для пептидных гор-
монов, образующихся в различных областях ядра гипоталамуса и действу-
ющих на переднюю долю гипофиза. Но за неимением удовлетворительного
названия для этой группы гормонов гипоталамуса следует это разграниче-
ние сохранить, тем более что в специальной литературе окситоцин и вазо-
прессин классифицируются как нейрогипофизарные гормоны.

Гипоталамус является частью промежуточного мозга и влияет на мно-
гие физиологические жизненно важные процессы в организмах млекопита-
ющих. Он представляет собой важный преобразователь, в котором нер-
вные импульсы трансформируются в гормональные сигналы и таким об-
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разом осуществляется относительно быстрое приспособление внутрисекре-
торной системы к внешним изменениям. Существование гормонов гипота-
ламуса было постулировано Хинсеем, а также Грином и Харрисом
(1937—1949 гг.). Многочисленные исследования за следующие двадцать лет
привели к выводу, что существует семь освобождающих и три ингибируго-
щих гормона, которые в передней доле гипофиза либо вызывают выраба-
тывание гормонов, либо его ингибйруют. Согласно так называемой единой
концепции, каждый гормон гипоталамуса всегда контролирует гормон аде-
ногипофиза. Новые данные, полученные в 1969—1971 гг. привели к мне-
нию, что как минимум в одном случае эта концепция нарушается. Выделе-
ние ЛГ и ФСГ индуцируется одним и тем же гормоном гипоталамуса. В
табл. 2-14 приведены все известные к настоящему времени гормоны гипо-
таламуса.

В соответствии с рекомендациями комиссии TUPAC—IUB по биохимической но-
менклатуре [639] следует называть рилизинг-факторы либеринами, а гормоны, инги
бирующие выделение, — статинами. Рассматривая функциональное многообразие
некоторых гормонов гипоталамуса, как, например, соматостатина (гормон гипота-
ламуса, тканевый гормон в желудочно-кишечном тракте и нейротрансмиттер в цент-
ральной нервной системе), сталкиваются с проблемой названия. Кроме того, не ре-
шена проблема названия всей группы гормонов. Нужно выждать, окажется ли более
жизнеспособным название цибернины, предложенное Гийеменом, или предпочтение
будет отдано обобщенному названию гипофизотропные гормоны.

Гормоны гипоталамуса образуются в определенных центральных обла-

стях гипоталамуса, следуют в Eminentia mediana и оттуда в систему ворот-

ной вены гипофиза. Обсуждается вопрос о нерибосомной системе синтеза

Таблица 2-14. Гормоны, обладающие подавляющим действием,
и либерины из гипоталамуса

Гормон Принятое в Название согласно
англосак- номенклатуре
сонской ли- IUPAC—ШВ
тературе
сокращение

Гормон, ингибирующий выделение пролактина PIH Пролактостатин
Гормон, ингибирующий выделение соматотропина SIH Соматостатин
Гормон, ингибирующий выделение меланотропина МШ Меланостатин
Рилизинг-фактор тиреотропина TRH Тиреолиберин
Рилизинг-фактор гонадотропина GRH Гонадолиберин
Рилизинг-фактор ЛГ LRH Люлибернн
Рилизинг-фактор ФСГ FSH-RH Фоллиберин
Рилизинг-фактор кортикотропина CRH Кортиколиберин
Рилизинг-фактор пролактина PRH Пролактолиберин
Рилизинг-фактор соматотропина SRH Соматолиберин
Рилизинг-фактор меланотропина MRH Меланолиберин
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этих веществ, но, вероятно, эта точка зрения не будет принята в дальней-
шем, так как до сих пор известные гормоны гипоталамуса не имеют каких-
либо необычных структурных особенностей (со-пептидная связь, D-
аминокислоты, N-метиламинокислоты и др.). Предположение об образова-
нии из прогормона, напротив, не выглядит ошибочным. В передней доли
гипофиза путем гормон-рецепторного взаимодействия на рецепторах кле-
точных мембран, и затем через аденилатциклазную систему они стимулиру-

ОКРУЖАЩАЯ СРЕДА

ЦЕНТРАЛЬНАЯ НЕРВНАЯ СИСТЕМА

f t ? !
тирео-

тропин
А К Т Г

передняя доля гипофиза

ФСГ мсг пролактин соматотропин У

щито-

видная

железа

тироксин

кора

надпочеч-

ников

корти-
коиды

гонады

половые

гормоны

мышечная
ткань, печень

и другие ткани
половые

органы
молочные железы

клетки-мишени

Рис. 2-36. Регуляция передней доли гипофиза гормонами гипоталамуса
и действие гонадотропных гормонов [638].
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ют выделение гормонов, действующих на секреторные железы. Затем сле-
дует быстрая их инактивация и разрушение находящимися вблизи протео-
литическими ферментами. За регуляцию обмена гормональных веществ в
гипоталамусе ответственна исключительно тонко настроенная гормональ-
ная и нервная система, состоящая из сети прямых и обратных связей меж-
ду высшими мозговыми центрами, гипоталамусом, гипофизом и эндокрин-
ными железами. На рис. 2-36 представлены в упрощенной форме регуляция
передней доли гипофиза и действие гормонов гипоталамуса, включая цепи
обратной связи.

Гормоны гипоталамуса — в высшей степени активные химические сое-
динения. Лишь с развитием радиоиммунного метода определения их содер-
жания стало возможным продвинуться в этой новой области биологиче-
ски активных пептидов. Небезынтересно упомянуть, что уже 1 нг тиреоли-
берина оказывает биологическое действие на мышь, а на изолированном
гипофизе исследование этого либерина проводится в пикограммовой обла-
сти. Практическое значение гормонов гипоталамуса следует прежде всего
искать в области диагностики для исследования функций гипофиза. Можно
быть уверенным, что дальнейшие фундаментальные исследования в этой
области откроют новые возможности терапевтического применения-в ме-
дицине и ветеринарии.

После этих вводных замечаний о гормонах гипоталамуса, принимаю-
щих участие в регуляции аденогипофиза, следует еще раз настоятельно ука-
зать на то, что выбранное название «гормоны гипоталамуса» также не
может быть удовлетворительным. Гипоталамус содержит и другие пепти-
ды с высокой биологической активностью. Вещество Р и нейро-
тензин — наиболее известные примеры, причем в будущем число обнару-
женных в гипоталамусе пептидов несомненно будет больше.

Литература о биохимии и физиологии гормонов гипоталамуса весьма
обширна, поэтому для более детальной информации следует прежде всего
ознакомиться с обзорными работами по этому вопросу [632—638].

2.3.1.7.1. Тиреолиберин

Выделение и установление структуры тиреолиоерина (рилиэинг-фактор тиреотропи-
на) демонстрирует те трудности, с которыми приходится сталкиваться при работе с
гормонами гипоталамуса. Во-первых, эти гормоны образуются в гипоталамусе в на-
нограммовых количествах, и, во-вторых, масса гипоталамуса свиньи всего 500 мг,
поэтому уже правильное взятие крошечных кусочков ткани (около 300 000 гипотала-
мусов), необходимых для структурных исследований, представляет проблему.

Высокие требования должны предъявляться к разработке и повышению чувстви-
тельности как тестовых систем in vitro или in vivo для биологического контроля про-
цесса выделения, так и методов установления строения полученного в результате
весьма незначительного количества чистого вещества. В результате многолетней ра-
боты группам Шалли [640] и Гийемена (641] удалось наконец выделить чистый тире-
олиберин из тканей гипоталамуса свиньи и овцы соответственно. Последовательные
стадии процесса выделения приведены в табл. 2-15.
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Таблица 2-15. Стадии очистки при выделении тиреолиберина [642]

Исходный материал (лиофилизированная ткань, — 300 000 гипоталамусов овцы, 25 кг)

Стадии очистки Масса биоло-
гически актив-
ного матери-

ала

294 г
71 г
16 г

246 мг
4,2 MF

2,0 мг
1,0 мг

Активность
тиреолиберина
ед./мг

1
3

16
800

30 500
58 500
57 000

Экстракция (спирт/хлороформ)
Ультрафильтрация
Разделение на сефадексе G-25 (2 раза)
Распределительная хроматография (2 раза)
Адсорбционная хроматография (2 раза)
Распределительная хроматография
Распределительная хроматография

Установление структуры гормона оказалось чрезвычайно сложным делом. Сле-
дующая аминокислотная последовательность тиреолиберина подтверждена химиче-
ским синтезом:

С 1969 г. описано большое число синтезов тиреолиберинов; число его аналогов,
синтезированных для изучения взаимосвязи структуры н функции, превышает 100.
Почта все полученные аналоги имеют незначительную по сравнению с нативным
гормоном биологическую активность. Более высокую активность (800% активности
природного гормона) имеет Ме-Нв2-тиреолиберин [643].

Рис. 2-37. Схема взаимодействия тиреолиберина с рецептором [644].
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Тиреолиберин регулирует в аденогипофизе синтез и секрецию тиреотро-
пина — гормона, стимулирующего щитовидную железу (рис. 2-36). Вероятно, ему
также свойствен эффект стимуляции выделения пролистана (окончательно в этом
вопросе еще нет ясности). Исследование конформации и данные о биологической ак-
тивности синтетических аналогов тиреолиберина позволили Петерсону и Гийемену
[644] предложить трехмерную модель взаимодействия гормона с рецептором
(рис. 2-37).

Тиреолиберин нетоксичен, он может быть введен внутривенно, внутримышечно,
а также путем приема внутрь. Его применяют при диагностике и терапии заболева-
ний щитовидной железы. Наблюдаемое антидепрессивное действие на человеческий
организм еще окончательно не объяснено. Кроме того, выявляются и другие обла-
сти применения тиреолиберина в медицине. Вероятно, созданием подходящих анало-
гов удастся достичь избирательного действия гормона.

2.3.1.7.2. Гонадолиберин (рилизинг-фактор гонадотропина) [647]

Рилизинг-фактор гонадотропина удалось впервые (1971 г.) выделить из гипоталаму-
са свиньи и овцы группе Шалли [645], а тремя годами позднее также группе Гийеме-
на [646]. Гонадолиберин рассматривается как исключение из так называемой единой
концепции, поскольку он вызывает выделение как лютеинизирующего гормона (ЛГ),
так и фолликулостимулирующего гормона (ФСГ). Антитела к синтетическому гор-
мону одновременно тормозят выделение ЛГ и ФСГ. Но поиски второго гормона,
стимулирующего выделение ЛГ и ФСГ, все-таки продолжаются.

По данным группы Шалли [648], занимавшейся установлением первичной струк-
туры, гонадолиберин имеет следующую последовательность:

^Ghi-His-Trp-Ser-iyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

К настоящему времени описаны различные варианты синтеза этого либерина,
причем приведенный амид декапептида может быть относительно легко синтезиро-
ван на твердой фазе. Уже синтезировано очень большое число его аналогов. Иссле-
дованием взаимосвязи структуры и функции надеются получить представление о
гормон-рецепторном взаимодействии и затем понять механизм связывания гормона
с рецептором и проявления биологического эффекта. Кроме того, для разработки
препаратов с пролонгированным действием интересны антагонисты гонадолибери-
на. Все еще не решенный вопрос о существовании, в соответствии с единой концеп-
цией, двух различных гонадолиберинов мог бы получить более детальное объясне-
ние в результате таких исследований. Повышение биологической активности пока-
зывают [D-Ala*MeLeu7,Des-Gly-NH^°, Рго-этиламид9]гонадолиберин, [Phe5,D-
А1а6,1)е8-О1у-МН^0,Рго-этиламид9]гонадолиберии, [n-Ser4,D-Leu4,fle3-Gly-NHj°,

Рго-этиламид9]гонадолиберин и др., причем последний аналог обнаруживает про-
лонгированное действие и, кроме того, может быть введен парэнтерально, путем
приема внутрь или через нос. Полезными ингибиторными свойствами обладает [дез-
His2 ,D-Ala6 ]гонадолиберин [649].

Гонадолиберин и его аналоги применяют при диагностике и терапии бесплодия
у мужчин и женщин.

2.3.1.7.3. Кортиколиберин

В качестве кортиколиберина принимается 41-членный пептид амунин, который, так
же как 41-членный пептид уротензин или 40-членный пептид саувагин, как in vivo,
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так и in vitro дает кортикотропин и /3-эндорфин. Между этими тремя пептидами су-
ществует отчетливое сходство в первичной структуре.

2.3.1.7.4. Пролактолиберин и пролактостатин
(рилизинг-фактор пролактина и гормон,
ингибирующий выделение пролактина) [650]

Эти гормоны регулируют образование и выделение пролактина в передней доле ги-
пофиза. Несмотря на множество частично противоречащих друг другу данных, яс-
ных .представлений о структуре обоих постулированных гормонов пока нет, но пред-
полагается, что аналогично известным либеринам они также могут быть пептидны-
ми гормонами или неиротрансмиттерами.

Исходя из различных данных о том, что тиреолиберин стимулирует путем по-
вышения выделения пролактина секрецию молока у животных и человека, была по-
стулирована идентичность тиреолиберина и пролактолиберина [632], но доказа-
тельства для этого еще должны быть получены. Вероятно, обнаружится структур-
ное подобие между тиреолиберином и до сих пор еще не известным пролактолибе-
рином.

2.3.1.7.5. Меланолиберин и меланостатин
(рилизинг-фактор меланотропина и гормон,
ингибирующий выделение меланотропина) [650]

Хотя физиологическая роль МСГ у человека еше неясна, интересен механизм регуля-
ции его выделения в аденогипофизе. В качестве меланостатина были предложены
пептиды, в значительной степени происходящие из окситицина:

Меланостатин I H-Pro-Leu-Gly-NH2

Меланостатин II H-Pro-His-Phe-Arg-Gly-NH2

Меланостатин I [6S3, 654] образуется из окситоцина при ферментативном от-
щеплении С-концевого амида тетрапептида. Вальтером [655] было доказано сущест-
вование соответствующей пептидазы, связанной с мембранами в Erainentia mediana
гипоталамуса. Этим впервые было показано, что определенный гормон (окситоцин)
может функционировать как предшественник нового гормона (меланостатина).
Из «прогормона второго порядка» окситоцина образуется гормон с совершенно дру-
гим биологическим действием. Эта концепция была перенесена и на другие примеры
[656]. Меланостатину II приведенной структуры, по-видимому, будет придаваться
малое значение.

О меланолиберине известно намного меньше. Предположительно это открытое
кольцо тоциновой кислоты или соответствующий пептапептид:

H-Cys-Tyr-ll«-Gln-Asn-Cyt-OH тоциновая кислота

H-Cys-Tyr-lle-Gln-Asn-Cys-OH
мепанолиберин

H-Cys-Tyr-ll«-Gln-Asn-OH
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Фермент, образующий меланолиберин из окситоцина, был обнаружен в мито-
хондриях Eminentia mediana и тканях гипоталамуса группой Вальтера. Но, несмотря
на этот факт, общая проблематика регуляции выделения МСГ остается сложной, и
факты трудно интерпретируемы. Меланостатин I рекомендован к применению при
болезни Паркинсона.

2.3.1.7.6. Соматолиберин (рилизинг-фактор соматотропина)

В 1969 г. Шалли и сотр. [6S7] из гипоталамуса свиньи выделили декапептид
следующей структуры:

V»l - His - Uu -S«r-Ata -Gki -Glu -I*» - G l u - Ala
1 2 3 4 5 6 7 1 9 1 0

Он обнаруживает поразительное сходство с N-концевым участком /3-цепи гемо-
глобина свиньи. Хотя выделенный природный пептид и пептид, синтезированный
Вебером, как in vitro, так и in vivo стимулируют выделение соматотропного гормо-
на, радиоиммунный тест дал отрицательный результат. Структура подлинного со-
матолиберина, вероятно, еще не установлена.

2.3.1.7.7. Соматостатин (гормон, ингибирующий выделение
соматотропина) [658, 659]

В экспериментах по хроматографической очистке соматолиберина Гийемен обнару-
жил фракцию, показавшую ингибирующий эффект на секрецию СТГ. Этот порази-
тельный факт привел к выделению чистого соматостатина. Для работы потребова-
лось использовать 490 000 лиофилизированных гипоталамусов овцы суммарной мас-
сой 36,8 кг. После 8 стадий очистки удалось выделить 8,5 мг чистого соматостати-
на, который, как было показано установлением первичной структуры, подтвержден-
ной затем синтезом, является гетеродетным циклическим тетрадекапептидом [660]:

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Atn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Pttt-Thr-Ser-Cy*
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 П 12 13 14

Тремя годами позднее Шалли и сотр. [661] описали выделение аналогичного
гормона из гипоталамуса свиньи.

В 1978 г. из желудочно-кишечного тракта Прадайролом и в 1980 г. из гипотала-
муса Гийеменом и Шалли был выделен так называемый соматостатин-
28 — прогормон соматостатина. В 1981 г. Вюнш подтвердил полным синтезом его
структуру:

Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-CCT

Биосинтез проходит через стадию образования препросоматостатина, состояще-
го из 121 аминокислотного остатка, в котором последовательность соматостатина
является С-концевой [661а].

Соматостатин присутствует не только в гипоталамусе, но также и вне его, в
центральной нервной системе и, кроме того, в желудочно-кишечном тракте и подже-
лудочной железе. Он не только тормозит выделение соматотропного гормона, но и
влияет на выделение инсулина и его партнера — глюкагона и тем самым играет
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важную роль в обмене углеводов. В аденогипофизе выделение соматотропина тор-
мозится соматостатином как in vitro, так и in vivo и независимо от того, как была
вызвана секреция. Он вмешивается также в регуляцию тиреотропной системы и дей-
ствует при этом как антагонист тиреолиберина. В экспериментах in vitro соматоста-
тин ингибирует секрецию пролактина, хотя известны и противоположные результа-
ты. Нет никаких указаний на то, что гормон влияет на вьшеление МСГ. Секреция
АКТГ и гонадотропина соматостатином не подавляется. Соматостатин наряду с ти-
реолиберином обнаружен также в нейрогипофизе, где, вероятно, стимулирует выде-
ление [Ащ8]вазопрессина. Аналогично тиреолиберину, гонадолиберину и меланоста-
тину I соматостатин действует вне гипоталамуса в качестве нейротрансмиттера и,
вероятно, в качестве партнера тиреолиберина. Кроме того, соматостатин модулиру-
ет нейронную активность в центральной нервной системе. В желудке соматоста-гин
вызывает снижение секреции гастрина, пепсина, соляной кислоты и, кроме того, за-
медляет моторику и кровоснабжение желудка, в то же время в тонкой кишке инги-
бируется выделение секретина и холецистокининпашсреозимина. Обнаружение сома-
тостатина в D-клетках островков Лангерганса поджелудочной железы вызывает осо-
бый интерес в связи с влиянием на секрецию инсулина и глюкагона в В- или А-
клетках. Большое значение имеет применение соматостатина для диагностики и те-
рапии, причем кроме лечения диабета возможно также его применение при других
заболеваниях, например при акромегалии (стр. 244), панкреатите, синдроме
Цоллингера — Эллисона, при желудочных кровотечениях и др.

Таблица 2-16. Биологическая активность некоторых аналогов соматостатина
(подавление секреции инсулина, глюкагона и соматотропина;
активность соматостатина принята за 100%) [658]

Соматостатин и его производные

Соматостатин
[ о-Тгр8]соматостатин
[дез-Asn5] соматостатин
[дез-Ser13] соматостатин
[дез-Asn5, D-Тгр8] соматостатин
[дез-Asn5, D-Ser13]coMaTOCTaTHH
[D-Trp8, D-Ser13]соматостатин
[дез-Asn5, D-Trp8, г>8ег|3]соматостатин
lae3-AKl>2l4>13, D-Trp8]соматостатин
[дез-АК1 > 2 Л 1 2 > 1 3, о-Тф8]соматостатин
[дез-АК | > 2 Л 5 > 1 3, г>Тгр8]соматостатин
[дез-АК | > 2 Л 5 > 1 2, о-Тгр8]соматостатин
[дез-АК1>2А5>12-13, о-Тгр^соматостатин

инсу-
лина

100
821

10
4

60
481
261

1753
75
72
36
70
45

Активность (%)
в отношении

глюка-
гона

100
639

1
1
1
1
1

100
8
1
7

21
7

сомато-
тропи-
на

100
800

4
10
13

1
70
13
8
1

25

9

АК — аминокислотный остаток.
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Широта биологического эффекта ограничивает применение соматостатнна в ме-
дицине. Практическое значение имеют синтетические производные природного гор-
мона с целенаправленным действием и аналоги соматрстатина, действующие при
приеме внутрь. По имеющимся в настоящее время данным, соматостатнн оказывает
заметное побочное действие.

Структурно-функциональные исследования соматостатина показали, что N-
концевой дипептид, вероятно, не имеет существенного значения для биологического
действия. Соматостатин с заменой на D-Trp в восьмом положении обладает в во-
семь раз более высокой биологической активностью по сравнению с нативным гор-
моном. Чрезвычайно сильный интерес к аналогам с пролонгированным действием
(время полураспада природного гормона в организме составляет лишь несколько

генетический код

Lac-олерон ДНК Е. coli

Uc Г О генр-<М

химический
синтез ДНК

ген соматостатина

ДНК плаэмиды р М Э22
-tCTAGIGAT AGTITGT ССТ ТСА СТТ ТС»

Hi «ho

HJH-
f-Gtl последовательность соматостатина

-MM-Ata-Gty-Cn-Lyt-Asn-Ptw-Ph*

Т J
расщепление
бромцианом

в-Gal- фрагменты H-Ala-Gly-Cn-lvs-Asn-Hw-

>-C«t-Ser-11ir-rh* ThrHO-Cp-Ser-

актиеный соматостатин

Рис. 2-38. Схема синтеза соматостатина соединением полностью син-
тетического гена с /3-галактозидазным геном в плазмиде pBR 322
Е. coli [666].
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минут) и узконаправленной специфичностью объясняет то, что к настоящему време-
ни синтезировано огромное количество производных соматостатина [662—664]. От-
носительно аналогов избирательного действия уже получены первые обнадеживаю-
щие результаты (табл. 2-16).

Особенно следует отметить результаты группы Вебера [663], проводящей систе-
матические исследования с целью повышения метаболической стабильности сомато-
статина. Особенно действенными оказались циклические аналоги с укороченной
цепью. В связи с избирательностью действия следует упомянуть синтетические ана-
логи, селективно ингибирующие секрецию гормона роста, гормона роста и глюкаго-
на или гормона роста и инсулина, как, например, синтезированный Гарски
[Е>-Тгр5>8]соматостатин [665].

На примере соматостатина впервые был проведен синтез биологически активно-
го пептида с помощью химически синтезированного гена [666]. Синтетический ген
соматостатина удалось соединить с /3-галактозидазным геном E.coli в плазмиде pBR
322. Затем этот ген включился в бактерию. С участием химерной ДНК плазмиды
осуществлялся биосинтез полипептида, содержащего последовательность соматоста-
тина. Затем in vitro с помощью бромциана от большого химерного полипептида се-
лективно отщеплялся биологически активный соматостатин (рис. 2-38).

Эксперименты по переносу синтетического гена в бактериальную хромосому от-
крывают новую возможность для синтеза биологически активных пептидов.

2.3.1.8. Инсулин [667—670]

Полипептидный гормон инсулин образуется в В-клетках островков Лангер-
ганса. Физиологически недостаточность гормона проявляется в повышен-
ном содержании глюкозы в крови (гипергликемия). Нормальное содержа-
ние глюкозы в крови человека —100 мг-% (100 мг/100 мл), у жвачных жи-
вотных — 50 мг-%, у птиц ~200 мг-%. Инсулин снижает содержание са-
хара в крови. В общем инсулин повышает проницаемость клеток для глю-
козы, а также для аминокислот, липидов и ионов калия. Инсулин влияет
как на активацию гликогенсинтетазы, так и на индукцию глюкокиназы и
фосфофруктокиназы. Он стимулирует синтез гликогена и белков. Кроме
снижения липолиза ингибируется образование пируваткарбоксилазы и
фруктозодифосфатазы. Удовлетворительная интерпретация такого много-
стороннего действия на молекулярном уровне в настоящее время еще не-
возможна. Типичным симптомом инсулиновой недостаточности является
развитие диабета Diabetes meflitus, о происхождении которого известно от-
носительно мало. Эта болезнь объясняется понижением функции В-клеток,
причина которого лежит на генетическом уровне. В основе другой формы
диабета juvenilen Diabetes лежит вирусное заболевание. Известная также
редкая форма диабета, при которой в организме присутствует достаточное
количество или даже избыток инсулина. В этом случае, очевидно, блокиру-
ется необходимое для действия инсулина гормон-рецепторное взаимодейст-
вие. Невыясненная проблема диабета требует напряженных усилий иссле-
дователей, как медиков, так и фармакологов, тем более что в связи с повы-
шающимся уровнем жизни и связанным с этим перееданием и малой под-
вижностью отмечается повышение частотности заболеваемости. Благодаря
современной терапии продолжительность жизни больных диабетом увели-
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чивается, однако приобретает все большее значение вопрос более поздних
нарушений (ангио- и ретинопатии).

Инсулин открыт в 1921- г. Бантингом (лауреат Нобелевской премии
1923 г.) и др. как гормон поджелудочной железы, уменьшающий гипергли-
кемию при диабете. Очистка и кристаллизация проведены в 1926 г. Абе-
лем, а в 1955 г. Сенгер опубликовал полную структуру инсулина. (Это вы-
дающееся достижение в 1958 г. также было отмечено Нобелевской преми
ей.) И наконец, в 1969 г. лауреат Нобелевской премии Кроуфут-Ходжкин с
помощью рентгеноструктурного анализа установила пространственную
структуру молекулы инсулина (рис. 2-42).

Инсулин состоит из двух полипептидных цепей (А-цепи и В-цепи) по 21
и 30 аминокислотных остатков соответственно, соединенных двумя ди-
сульфидными мостиками в бициклическую систему. Кроме того, А-цепь
имеет собственный дисульфидный мостик (рис. 2-40). Интересно, что инсу-
лины из разных организмов, несмотря на различные аминокислотные по-
следовательности, в стандартных тестах (спазмолитический тест на мы-
шах, окисление глюкозы в жировых тканях или в отдельных жировых
клетках) показывают примерно равную биологическую активность. Так,
инсулин морских свинок отличается от инсулина крысы не менее чем в 17
положениях. Обычно отличия в первичной структуре велики настолько, на-
сколько далеко отстоят организмы друг от друга в филогенетическом раз-
витии.

По молекулярной массе (-6000) и числу аминокислотных остатков в
цепи инсулин формально можно отнести к полипептидам. Но зависящая от
условий агрегация в димеры и гексамеры (с двумя координационно связан-
ными атомами цинка), наблюдаемая в кристаллах, оправдывает отнесение
инсулина к белкам. Далее следует* упомянуть тенденцию к комплексообра-
зованию с никзомолекулярными и высокомолекулярными лигандами. Так,
например, терапевтическое значение имеет комплекс инсулина с цинком и
протамином.

Инсулин промышленно производится преимущественно из экстрактов
поджелудочной железы свиньи и теленка. В 1 кг поджелудочных желез те-
ленка содержится -2000 и.е. (27 и.е. = 1 мг) инсулина. Инсулин экстраги-
руют 70%-ным этанолом, подкисленным НС1 до рН 1—2; образовавшийся
раствор инсулина быстро отделяют от нерастворимых протеаз (их содер-
жание >40 г/кг). После дальнейшей очистки может быть получен кри-
сталлический инсулин. Полученный кристаллический продукт не является
чистым и не может быть далее очищен перекристаллизацией. Для тонкой
очистки (отделение проинсулина, дезамидоинсулина и частично этерифици-
рованного инсулина) используют хроматографию, противоточное распреде-
ление и в особых случаях (отделение высокомолекулярных, иммуногенных
веществ) гель-хроматографию.

К началу 60-х годов пептидная химия получила такое развитие, что
можно было приступать к синтезу цепей инсулина. Не менее 10 исследова-
тельских групп взялись за выполнение этой задачи, но лишь группы Цана
(в Ахене), Кацояниса (в Питтсбурге) и Ванга (в Шанхае) после многолетней
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Рис. 2-39. Схема образования изомеров инсулина и мономерных А- и
В-цепей с замкнутыми дисульфидными связями (по Цану).

работы достигли пели. Все три группы выбрали стратегическую концеп-
цию раздельного построения цепей и затем статистического окисления в
биологически активный инсулин. Сомнения в возможности получения инсу-
лина этим путем были рассеяны работой Диксона и Вардлоу. Ими было
проведено совместное окисление восстановленных А- и В- цепей природно-
го инсулина и в результате получен продукт с 1—2%-ной инсулиновой ак-
тивностью. Имея в виду, что в этих условиях может образоваться кроме 12
изомеров инсулина еще 4 мономера А- и В-цепей с внутренними дисульфид-
ными мостиками и значительное число полимеров (рис. 2-39), результат
можно считать обнадеживающим.

Используя улучшенную комбинированную методику (50%-ный избыток
А-цепи, рН 10,6), был получен [671] продукт, имеющий 10—20% инсулино-
вой активности, и выделен инсулин в кристаллическом виде. Выбранные
Цаном стратегическая и тактическая концепции для первого синтеза инсу-
лина показаны на рис. 2-40. Схемы синтеза, использованные американскими
и китайскими учеными, отличаются лишь в методических деталях.

Уже в середине 1963 г. Кацоянису с сотр. удалось закончить полный
синтез А-цепи инсулина овцы, давшей при окислении с природной В-цепью
по Диксону продукт с содержанием инсулина 0,26%. В том же году группа
Цана [672] описала полный синтез обеих цепей инсулина с результирующей
активностью ~ 1 % . Полный выход защищенной А-цепи составил 2,9%, а
В-цепи — 7%, причем синтез А-цепи включал 89, а В-цепи 132 стадии. К
этому необходимо добавить 3 стадии конденсации.

В 1964 г. полный синтез обеих цепей опубликован также Кацоянисом с
сотр. [673], и в 1965 г. группа Ванга закончила синтез инсулина теленка
[674], причем в последнем случае был впервые получен, исходя из синтети-
ческих цепей, кристаллический инсулин, совпадающий с природным про-
дуктом по всем свойствам. В последующее время были проведены более
эффективные синтезы цепей и удалось повысить выходы при их сочетании
[669].

Новый стратегический вариант синтеза инсулина появился как следствие
открытия Штайнером [675] в 1967 г. проинсулина. При этом обнаружено,
что биосинтез инсулина идет через одноцепочечный предшественник. В од-
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Рис. 2-40. Стратегия синтеза инсулина овцы по Цану [672]. Инсулины
человека (Н) и теленка (R) отличаются от инсулина овцы участком
8 — 10 А-цепи. Кроме того, инсулин человека имеет отличие в положе-
нии В-30.

ноцепочечном пептиде благодаря подходящему пространственному распо-
ложению возможно оптимальное замыкание дисульфидных мостиков. Вос-
становлением днсульфидных связей и их последующим реокислением был
получен проинсулин с - 70%-ным выходом. На рис. 2-41 приведена пер-
вичная структура проинсулина свиньи, состоящего из 84 аминокислот. Од-
нако первичный продукт биосинтеза инсулина не проинсулин, а препроин-
сулин [676]. В процессе биосинтеза на первом этапе образуется фрагмент,
содержащий в соответствии с так называемой сигнальной гипотезой (разд.
3.7.3) N-концевую сигнальную последовательность с информацией о том,
что последующая последовательность проинсулина строится прямо на
мембране эндоплазматического ретикулума и что этот инсулиновый пред-
шественник уже в процессе синтеза должен уходить через мембрану по
внутренним каналам ЭР. Еще во время биосинтеза сигнальный пептид от-
щепляется особой «сигнальной» пептидазой. Проинсулин затем идет в ап-
парат Гольджи, где расщепляется на инсулин и С-пептид и в кристалличес-
кой форме в присутствии цинка накапливается в визикулах. При соответст-
вующем физиологическом раздражении происходит экзоцитоз и содержи-
мое визикул попадает в кровь.

Длина С-цепи неодинакова в различных организмах (у человека 35,
свиньи 33 и теленка 30 аминокислотных остатков), кроме того, существуют
значительные различия в аминокислотной последовательности, являющие-
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Рис. 2-41. Первичная структура проинсулина свиньи [675].

ся причиной иммуногенных свойств препаратов инсулина, содержащих
обычно в незначительном количестве проинсулин.

Полный синтез человеческого проинсулина (86 аминокислотных остат-
ков) описан в 1977 г. Янаихара с сотр. [677], а также начат Цаном [678]:

24-33 34-45 46-St 60-70 Л-77 78-86

24-45 46-70 Л-86

1-45 46-86

1-86

Не говоря о том, что этот подход сам по себе является заслуживающей
внимания научной задачей, такой путь синтеза применим для производства
гормона поджелудочной железы инсулина в больших масштабах.

Интересный новый подход с синтезу инсулина вытекает из его про-
странственной структуры (рис. 2-42). Модель молекулы инсулина можно
расположить в пространстве таким образом, что N-конец А-цепи и С-конец
В-цепи, т. е. места соединения с С-фрагментом, находятся друг от друга на
расстоянии - 1 нм. Можно подобрать сшивающий реагент, который фор-
мально может взять на себя функцию С-цепи и фиксировать конформацию
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Рис. 2-42. Трехмерная модель мономера инсулина [679J.

А- и В-цепей, необходимую для правильного образования дисульфидных
мостиков. Систематическими исследованиями по рекомбинации сшитых А-
и В-цепей занимались преимущественно Линдсей, Бранденбург и Цан, а
также группа Гейгера. Причем использованием сшивающего реагента была
продемонстрирована принципиальная возможность синтеза инсулина по та-
кому пути (рис. 2-43).

Однозначное доказательство первичной структуры инсулина, предло-
женной Сенгером, может быть получено лишь в том случае, когда дисуль-
фидные мостики замыкаются однозначным образом в процессе химическо-
го синтеза и дисульфидный обмен исключен. После предварительной рабо-
ты, проведенной Зервасом и Фотаки, а также Хиски с сотр., это удалось в
1974 г. группе Риттеля [495], осуществившей по этому пути синтез инсули-
на человека. Исходя из описанного в 1973 г. этой группой цистинового пеп-
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Рис. 2-43. Рекомбинация цепей инсулина с применением сшивающих
реагентов [680].

тида А(20—21)-В(17—20) после присоединения к участку А-цепи
Врос-А(14—19)-ОН и соответственно к участку В-цепи Н-В(21— 30)-
-OBuf был получен большой асимметричный цистиновый сегмент I с ди-
сульфидной связью между А2 0 и В 1 9 :

Вое

Вое

6Acm
Acm

И 13

Ш

ОН Врос-

:ОН Trt 1
OBu1

17
OBu1

30



Пептиды 269

Данная концепция синтеза предъявляет, экстремально высокие требова-
ния к селективности защитных групп, причем должны были быть вырабо-
таны условия отщепления тритильной группы в присутствии в высшей сте-
пени кислотолабильной Врос-группы. Подходящим оказался ацидолиз три-
тильного остатка в трифторэтаноле как растворителе при контроле рН. За-
тем сегмент II был сконденсирован с помощью ДЦГК/HOBt с частично за-
щищенным сегментом I. Затем после селективного удаления Врос-группы
последовала конденсация с сегментом III,-синтез которого также был со-
пряжен со значительными трудностями. Замыкание внутреннего дисуль-
фидного мостика А 6 — А1 1 окислением иодом, исходя из соответствующих
S-fpjrnunuiCTeiiHOBbix остатков, требовало условий, в которых чувстви-
тельная к иодолизу S-Acm-группа не затрагивается.

После отщепления N- и С-концевых, а также боковых защитных групп
/npe/и-бутильного типа была замкнута дисульфидная связь А7 — В7 окисле-
нием иодом и инсулин был очищен методом противоточного распределе-
ния:

Вое—S 1 rOBu1 h-Ц 1 г-ОН
Асш Асш I ,

I *• J -*-*• инсупин
Асш | , Асш

Вое ' 1 ОВи' Н ' 1 ОН

В этом синтезе не было обнаружено нежелательного процесса дисуль-
фидного обмена. Выход в расчете на чистый человеческий инсулин соста-
вил - 5 0 % . Наряду с этим было выделено - 2 5 % [о-Туг-В16]инсулина, что
объясняется сильной рацемизацией при конденсации сегментов I и II по ме-
тоду Гейгера — Кбнига. При исключении или снижении рацемизации в бу-
дущем может быть достигнуто дальнейшее повышение выхода при цикли-
зации.

. В заключение следует упомянуть, что для исследования взаимосвязи
между структурой и биологическим действием было проведено значитель-
ное число синтезов цепей инсулина с различными последовательностями.
После комбинирования таких аналогов с природными или синтетическими
цепями определялся спектр их биологического действия. Так как природ-
ный инсулин относительно легко доступен, структурные изменения в моле-
куле могут быть проведены с помощью семисинтетических операций, при-
чем такой частичный синтез возможен как исключительно химическим пу-
тем, так и с применением ферментативных методов. Подробности приведе-
ны в рекомендуемых, обзорах. Поскольку инсулин, будучи макромолекулой,
действует иммуногенно, для терапевтических целей очень важно, чтобы
иммунный ответ в организме больных диабетом оставался на возможно
низком уровне. Как правило, у большинства больных это так. В особых
случаях применяют инсулин с измененными антигенными свойствами (имеет-
ся в виду инсулин из других видов и модифицированный инсулин с умень-
шенными антигенными свойствами).
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Для понимания всего комплекса структурно-функциональных взаимо-
действий на молекулярном уровне большое значение имеет изучение инсу-
линовых рецепторов [681]. В связи с этим следует напомнить об уже об-
суждавшейся (разд. 2.3.1) возможности прямого входа инсулина в клетку,
этим может быть лучше объяснено долговременное действие гормона.

Недавно удалось также синтезировать как цепи инсулина, так и челове-
ческий проинсулин с помощью генной технологии [586, 682, 683].

2.3.1.9. Глютгон

Как и инсулин, глюкагон образуется в поджелудочной железе, но уже в А-
клетках островков Лангерганса. Глюкагон, как и адреналин, является анта-
гонистом инсулина и стимулирует гликогенолиз, повышая содержание са-
хара в крови. Кроме того, он обладает липолитическими свойствами. Дей-
ствие протекает через аденилатциклазную систему. Глюкагон также увели-
чивает сокращение сердечной мышцы и повышает частоту ударов сердца.

Глюкагон — одноцепочечный пептид со следующей аминокислотной по-
следовательностью (Броммер и др., 1956 г >

Hi»-S«c-Gln-Gly-Thf-Ph«-Thr-S«r-A«p-Tyr-S«f-lyi-Tyr-Uu-Aip-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1$

Sw-Arg-Arg-Ala-Gln-Asp-PtM-Vkl-Gln-Trp-Uu-Mft-Ain-Thr
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Поразительным является совпадение с аминокислотными последова-
тельностями секретина, вазоактивного кишечного пептида и пептидного
ингибитора гастроинтерстиальных клеток в N-концевых участках 1-12:

глюкагон:

секретин:

вазоактивный
кишечный

пептип:
пептидный ингибитор,

выделяемый
гастроинтерстиальными

клетками:

His-S«r Gin Gly-Thr-Pht-Thr-S#r Asp 4-Туг

His-S«r -Asp Gly-Thr-Phe-Thr-Sw Ghi- Uu Sar Arg- Glu-

Hls-S*r Asp Al»-V»l- Ph«-ThrTA«p-Awi-

Tyr-Ala-Glu-Gly-Thr Pha--Il«-S«r-Asp

lyt-Tyr-

Tyr-Thrj-Ary-Uu-

Tyr- Sw-lto-i
10 И 12

Интересно, что у всех четырех гормонов в положении 6 находится оста-
ток фенилаланина, у первых трех совпадает N-концевой дипептид и только
единственный гормон, стимулирующий секрецию поджелудочной железы,
имеет в положении 10 остаток лейцина, в то время как остальные несут в
этом положении остаток тирозина. Эти факты дали повод Вюншу отнести
все 4 гормона к семейству глюкагона.

Полный синтез глюкагона был связан с большими трудностями из-за
сложной аминокислотной последовательности. Это высокое содержание
гидроксиаминокислот, наличие метионина и триптофана, концевые амино-
кислоты треонин и гистидин, трудные для синтеза последовательности
-Arg-Arg- и -Asp-Thr-, а также недостаток мест разделения на фрагменты,
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безопасных с точки зрения рацемизации, и т. д. Лишь при применении так-
тики максимальной зашиты Вюнш и сотр. [685] после многолетней интен-
сивной работы смогли закончить полный его синтез. После гель-
фильтрации на сефадексе G-50 синтетический гормон был получен в кри-
сталлическом виде и по биологической активности оказался полностью
идентичным с природным гормоном [685]. Связывая структуру и биологиче-
скую активность (повышение содержания сахара в крови), нужно отметить,
что лишь две С-концевых аминокислоты могут быть отщеплены без ухуд-
шения действия гормона, в то же время фрагменты 9-23 и 7-29, не обладая
биологической активностью, дают полный иммунный ответ.

Глюкагон имеет терапевтическое применение при заболеваниях, связан-
ных с понижением содержания сахара в крови (при передозировке инсулина
или гиперинсулинизме) или с избытком глюкагона.

Тагер и Штейнер [686] из кристаллического глюкагона (теленка и
свиньи) выделили 37-членный полипептид, дающий иммунохимическую ре-
акцию, соответствующую глюкагону. Предполагается,- что это фрагмент
проглюкагона, так как его 29 N-концевых аминокислот идентичны соот-
ветствующему глюкагону. С-Концевой пептид имеет последовательность:

- Lyt- Arg- A * n - A»n- Lys — A M I - He - Ala
30 31 32 33 34 35 36 37

В 1979 г. Патцель [687] постулировал предположительную структуру
проглюкагона.

Аминокислотная последовательность препроглюкагона (124 аминокис-
лотных остатка) установлена Хабенером и др. [687а]:

• препроглюкагон 1

проглюкагон 1

- глицентин 1

24 I-Ala-Arg-I Иуз-Агс-|глюкагонИу5-Аг^ЧпёнтапептидИу8-Аге-| hCOOH

2.3.1.10. Паратиреоидный гормон

Паратиреоидный гормон паращитовидной железы наряду с кальцитонином
и 1,25-дигидроксихолекальциферолом участвует в регуляции фосфатного и
кальциевого обмена у млекопитающих. Снижение содержания кальция в
крови вызывает секрецию паратиреоидного гормона паращитовидной же-
лезой. Это повышает содержание кальция в крови и стимулирует секрецию
фосфатов в мочу, чем снижается их содержание в крови. Важнейшие участ-
ки воздействия: тонкая кишка (увеличение всасывания ионов кальция), ко-
сти (рост связывания ионов кальция) и почки (повышение секреции фосфа-
тов и стимуляция образования 1,25-дигидроксихолекалышферола из его
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предшественника 25-гидроксихолекалыщферола). Действие в качестве
гормона-стимулятора для 1,25-дигидроксихолекальциферола, увеличиваю-
щего перенос ионов кальция из тонкой кишки в кровь, приводит к дополни-
тельному увеличению концентрации кальция в крови.

Ниже приведены аминокислотные последовательности для паратирео-
идного гормона из разных организмов [688—690]:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2
теленок Ala -Val-Ser- G k i - l l a - Gin -Pha -Met-Ht» -Ain-leu-Gly -

свинья S«r-

чепоаек s«r-

13 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 2 1 2 2 2 3 2 4
теленок lys-His-Lau-Ser-Sar-Mat-Ghi-Arg-Val-Glii-Trp-Lau-

свинья

человек Ain-

2 5 2 6 2 7 2 8 2 9 3 0 3 1 3 2 3 3 3 4 3 5 3 6
теленок Arg-Lyt-tyt-Uu-Gln-Aip->M-Hi*-Atn-Pha-VM-Ala-

свинья

человек

3 7 3 8 39 4 0 4 1 42 43 4 4 4 5 4 6 4 7 4 8
теленок tau-Gly-Ala-Sar-l le- Ata-iyr-Aig-AtP-Gly-Ser-Sar

свинья VU-H(t Gly

человек Pro—leu fto Ala—Gly

49 50 51 5 2 5 3 5 4 5 5 56 57 58 59 60
теленок Gin- Arg-Pro-Arg-lyt-Lys-Glu-Asp-Asn-Val-Leu-Val-

свинья

человек

8 1 6 2 6 3 6 4 6 5 в 6 6 7 8 8 6 9 7 0 Л 7 2
теленок. Glu-Sac-Hit-Gln-ly*-Sec-teu-Gly-Glu-Ala-Aip-lys-

СВИНЬН _ - ^ _ _ _ _ — — _ _ _ - — _ _ _ _ _ ^ _ _

человек Ghi -

7 3 М 7 5 7 6 7 7 7 в 7 9 М 6 1 8 2 8 3 8 4
теленок Ata-Aap-Val-Asp-Val-Uu-lte-lvt-Ala-Lrs-Pro-GIn

свинья

человек Thr -, Sar -

По первичной структуре паратиреоидный гормон свиньи отличается от
гормона теленка в 7 положениях, человеческий имеет отличие в 11 положе-
ниях.

По-видимому, не все 84 аминокислоты необходимы для биологической
активности. Синтезированные Поттсом и сотр. по методу Меррифилда N-
концевые последовательности паратиреоидных гормонов теленка и свиньи
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показали качественно соответствующую природному гормону специфиче-
скую активность при тестировании на почках и костях. Соответствующий
фрагмент человеческого гормона был синтезирован ранее (1973 г.) Андре-
аттой по классической методике конденсации фрагментов в растворе.

В начале 70-х годов Кон и др. [690] показали, что паратиреоидный гор-
мон образуется в организме из прогормона. В более поздней работе
(1977 г.) был описан соответствующий препрогормон [691], который мо-
жет быть рассмотрен как биосинтетический предшественник.

2.3.1.11. Кальцитонин

Кальцитонин образуется в С-клетках щитовидной железы млекопитающих
при повышении содержания кальция в крови. У низших животных вплоть
до птиц место образования калыштонина — ультимобранхиальное тельце
(по этой причине не следует больше употреблять старое название «тирео-
кальцитонин»). Кальцитонин ингибирует перенос ионов кальция из костей
в кровь, действуя при этом как регулятор, обратный паратиреоидному гор-
мону.

В 1968 г. четыре различные лаборатории описали установление структу-
ры и синтез калыштонина свиньи. У выделенных несколько позднее каль-
цитонинов из других организмов [692] обнаружилось чрезвычайно большое
различие в аминокислотных последовательностях. Общие структурные
признаки всех кальцитонинов — полипептидная цепь из 32 аминокислотных
остатков, С-концевой амид пролина и дисульфидный* мостик между 1 и 7
остатками цистеина. Интересно, что кальцитонин, выделенный из ульти-
мобранхиального тельца, в 30—40 раз более активен по сравнению с каль-
цитонинами млекопитающих. Из многочисленных исследований, проведен-
ных на примере калыштонина человека (кальцитонин М) [693], показано,
что в противоположность другим пептидным гормонам (АКТГ, гастрин,
паратиреоидный гормон) у калыштонина так называемым активным цент-
ром, необходимым для проявления биологического действия, является нео-
граниченная часть первичной структуры. По развитому Швицером предпо-
ложению в данном случае мы, очевидно, имеем дело с так называемым
«регнилогическим» типом пептида, в котором область аминокислотной по-
следовательности, необходимая для стимуляции рецептора, разделена на
части, т. е. для проявления биологической активности калыдитонина необ-
ходим практически весь пептид.

Далее приведены первичные структуры кальцитонинов из разных источ-
ников:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 Т 1
человек Cys-Gly-Asn-Uu-S*r-Thr-Cys-M*t-Uu-Gty-Thr-

свинья - , — Ser •— Vil Sar-Ala-

тепенок —.— Ser •— Val Ser- Ala -

лосось —i 1 — V»l Lyt
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12 13 К 15 16 17 18 19 20 21 22
человек Туг - Thr- Gin - Asp - Phe - Asn - Lys - Phe- Hit - Thr- Phe -

свинья Trp-Arg-Asn-Leu

теленок Trp—Lys Lau

лосось Leu-Ser-

— Asn Arg

- Asn-Tyr Arg

Glu-Leu-His Leu-Gin Tyr-

23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

человек Pro -Gin -Thr- Ala - I le-Gly-Val- Gly- Ala - Pro- N H 2

свинья Ser-Gly-Met-Gly-Pha Pro-Gly-Thr

теленок Ser-Gly-Met-Gly-Phe Pro-Gly-Thr

лосось Arg Asn-Thr Ser Thr

Биосинтез кальцитонина проходит через стадию препрокалыш-
тонина — предшественника, состоящего из 136 аминокислотных остатков,
из которого после отщепления сигнальной последовательности из 24 ами-
нокислотных остатков образуется прокальцитонин F693a].

Большое терапевтическое значение кальцитонина и его аналогов с повы-
шенным и пролонгированным действием послужило причиной разработки
многочисленных вариантов синтеза. Кальцитонины различных видов (чело-
века, лосося, угря и др.) и особенно стабильные карбоаналоги существуют
в виде фармакопейных препаратов.

Значительные успехи были получены при лечении остеодистрофш
(osteodystrophia deformans), болезни, проявляющейся выраженным дека ль
цинированием костей. Возможно также терапевтическое применение при
старческом остеопорозе (уменьшение массы костей) и в случаях переломов
костей.

2.3.1.12. Гормоны желудочно-кишечного тракта

Пептидные гормоны желудочно-кишечного тракта являются так называе-
мыми англандулярными гормонами, так как их образование происходит не
в специально предназначенных для этого железах, а в определенных тка-
нях, обычно характеризующихся другой первичной функцией. Эти гормоны
были также названы тканевыми. Кроме хорошо охарактеризованных пеп-
тидных гормонов гастрина, секретина, холецистокининпанкреозимина и
мотилина в желудочно-кишечном тракте найдены и структурно охарактери-
зованы и другие биологически активные вещества.

Так, общая желудочная секреция блокируется полипептидным ингиби-
тором (GIP) [694], выделяемым гастроинтерстициальными клетками и
имеющим структуру
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GIP- Туг-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-lle-Ser-Asp-Туг-Ser-lie-Ala-Met-Asp-
1 5 10 15

Lys-lle-Arg-Gln-Gln-Asp-Phe-Val-Asn-Trp-Leu-Uu-Ala-Gln-Gln-
20 25 30

Lys-Gly-Lys-lys-Ser-Asp-Trp-Lys-His-Asn-lle-Thr-GIn
35 40 43

Ранее уже отмечалось, что N-концевой участок 1—13 этого полипептида
обнаруживает известную гомологию с первичными структурами глюкагона
и секретина. Гомология наблюдается и в отношении вазоактивного кишеч-
ного пептида (VIP), воздействующего на сердечную деятельность. Вазоак-
тивный кишечный полипептид показывает лишь около трети глюкагоновой
активности и обладает кроме прочего стимулирующим действием на ткани
гладких мышц [695, 696]. Его первичная структура:

VIP His-Ser-Asp-Ala-Val-Phe-Thr-Aip-Asn-Tyr-Thr-Агв-Leu-Агд-
1 5 10

Ly*-Gin-Met-Ala VU-lys-Lys-Tyr-Uu-Ain-Sar-IU-LMi-Asn-NHa
15 20 25 2S

Как показал Бодански, биологическую активность проявляют также его С-
концевые фрагменты 14—28 (1%) и 7—28 (5%). Из-за широкого спектра
биологических активностей физиологическая роль VIP еще окончательно
неясна.

Грегори [697] выделил из человеческой мочи вместе с урогастроном по-
липептид, являющийся антагонистом гастрина. Оба выделенных ингибито-
ра состоят из S3 или 52 аминокислотных остатков, имеют три внутренних
дисульфидных мостика и отличаются лишь С-концевым аргинином.

2.3.1.12.1. Гастрин [698]

Гастрин образуется в слизистой привратника желудка и кровью переносится к фун-
дальным железам желудка. Он стимулирует секрецию соляной кислоты, секрецию
ферментов поджелудочной железы и повышает моторику кишечника.

Название «гастрин» введено Эдвинсом, выдвинувшим уже в 1905 г. так называе-
мую гастриновую гипотезу на основании того, что экстракт слизистой привратника
стимулирует выделение соляной кислоты и тем самым включает в процесс пищева-
рения пепсин. В 1964 г. Грегори и Трейс описали выделение двух гастринов из слизи-
стой желудка свиньи. Установление первичной структуры показало, что гастрин I яв-
ляется амидом гептадекапептида с остатком пироглутаминовой кислоты на N-
конце. Гастрин II обладает такой же аминокислотной последовательностью, но ти-
розин в положении 12 содержит О-сульфогруппу:

человек l-Glu-Gly-Pro-Trp-Leu-Glu-Gki-Glu-Glu-Glu-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

свинья Met

собака Met Ala

теленок (овца) Val A l a -

юшка leu Ala —
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(SOjH)

человек Ala-Tyr-Gly-Trp-Mat-Asp-Pha-NHx
И 12 13 14 15 16 17

собака —

теленок (овца)-

кошка —

В различных организмах гастрины I и II выделяются в разных пропорциях. В
процессе синтеза гастрина Кеннером с сотр. был тестирован на биологическую ак-
тивность амид С-концевого N-защшценного тетрапептида Z-Trp-Met-Asp-Phe-NH2.
В результате был получен неожиданный результат, его биологическое действие ока-
залось равным 1/10 (в расчете на моль) биологической активности полного гормона.
Более 500 аналогов гастрина синтезировано Морлеем [699] для структурно-
функциональных исследований. В результате этих обширных исследований введен в
медицинскую практику и используется для диагностики секреции желудка пентагаст-
рин Boc-|8-Ala-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 («пептавлон»).

В пептидной лаборатории в Чикаго в процессе синтеза тетрапептида гастрина
Шлеттер сделал случайное, но в высшей степени интересное наблюдение, что дипеп-
тид H-Asp-Phe-OMe сладкий на вкус (в 100—200 раз слаще сахарозы). Открытие,
сделанное при перекристаллизации, привело к появлению промышленно произво-
димого сладкого вещества «аспартам».

Превращение полученного химическим синтезом гастрина I в гастрин II можно
осуществить обработкой его комплексом пиридин — SO3 при рН 10. Но при такой
обработке могут протекать различные процессы в аминокислотных остатках в обла-
сти 14—17 (важной для проявления биологической, активности), ведущие к инактива-
ции пептида, например замещение в триптофановом кольце, окисление метионина в
его S-оксид, дезамидирование и т. д. Для уменьшения этих изменений Met13 может
быть заменен без уменьшения биологической активности на Leu15. Это наблюдение
имеет большое практическое значение, потому что [Ьеи15]гастрин I человека, не
имея остатка метионина, более устойчив к окислению и обладает повышенной ста-
бильностью при хранении. Замены в участке 1—13 не оказывают какого-либо влия-
ния на биологическую активность. Гастрины из других организмов, отличающиеся
от человеческого этим участком, также проявляют биологическую активность.

Очень вероятно, что первоначально гастрины не имеют N-концевого остатка пи-
роглутаминовой кислоты, после отщепления от предшественника на данном месте
находится остаток глутамина. циклизующийся в процессе выделения гастрина. По
данным Нойеса с сотр. [700], предшественником гастрина являегся прогастрин с М
— 10000. В качестве предшественника Грегори и Трейси в 1975 г. описали «биг»-гаст-
рин1 человека («биг»-большой), имеющий (после уточнения в 1980 г.) следующую
аминокислотную последовательность:

- Uu-Gly- Pro-Gin- Gly- Pro- Pro- H b - U u - V a l - Ato-
1 5 W

Asp-Pro-Sar-Lys-Lys-Gln-Gly-Pro-Trp-Uu-Glu-Glu-
« 20

Gki-Gki-Gki-Ala-Tyr-Gly-Trp-Mat-Asp-PtM-NH,
25 30 34



Пептиды 277

В соответствии с данными по пересмотру первичной структуры Вюнш с сотр.
[701] осуществил новый полный синтез «биг>ьгастрина I человека.

Еще один член семейства гастринов был выделен Грегори и Трейси [702] из
гастринпродуцирующей опухоли Золлингера — Эллисона. По аминокислотной по-
следовательности он соответствовал участку 22—34 «биг»-гастрина и соответствен-
но участку 5—17 гастрина I человека, вследствие чего получил название «мини-
гастрин I». По предложению Вальша приняты сокращения: для гастоина I
человека — HG-17 I, для мини-гастрина — HG-13 I. После дополнительных исследо-
ваний аминокислотная последовательность минигастрина была скорректирована и
подтверждена синтезом. Оказалось, что он состоит из 14 аминокислотных остатков,
имеет триптофан на N-конце и соответствует участку 4—17 гастрина I человека
[703].

2.3.1.12.2. Секретин

Секретин, образующийся слизистой тонкой кишки, стимулирует секрецию поджелу-
дочной железой пищеварительного сока, содержащего бикавоонат натрия, стимули-
рует образование печенью желчной жидкости и должен, по различным данным, вы-
зывать секрецию инсулина поджелудочной железой. Кроме того, постулировано,
что секретин противодействует образованию кислоты в желудке.

Этот гормон открыт в 1902 г. Бейлиссом и в 1961 г. выделен Стерлингом в чис-
том виде, а четырьмя годами позднее установлена его первичная структура [704]:

Hit - Sar - A*p-«v-Thr - И » -Thr- Sw-Glu-Uu-Sw-Arg-Uo - А ц -
1 5 10

A*p-S»-Ala-Ai9-Uu-Gln-Ar9-Uu-Uu-Gln-»f-Uo-Wri-NH a

15 20 25 27

Структура была подтверждена двумя полными синтезами, проведенными Бо-
дански с сотр. в 1967—1968 гг., отличающимися стратегическими концепциями (сту-
пенчатый синтез с помощью нитрофениловых эфиров и фрагментная конденсация).
Синтез с использованием фрагментной конденсации в «100-граммовом масштабе»,
проведенный Вюншем [70S], привел к «сырому» секретину с 50%-ной биологической
активностью. После однократной очистки с помощью ионообменной хроматогра-
фии был получен синтетический продукт, идентичный с природным гормоном.

Удлинение цепи с N-конца, не влияя на биологическую активность, увеличивает
продолжительность действия пептида. Укороченные или частичные последователь-
ности не обладают биологической активностью.

2.3.1.12.3. Холецистокининпанкреозимин

Кажущееся несколько сложным название гормона обусловлено историческими при-
чинами. В 1928 г. Иви и Олдберг сообщили о существовании в сыром экстракте сли-
зистой кишечника вещества, обладающего сократительным действием на желчный
пузырь и названного холецистокинином. В таком же экстракте в 1943 г. Харпером и
Рапером было найдено вещество, увеличивающее секрецию ферментов поджелудоч-
ной железы и названное панкреозимином. И наконец, в 1964 г. было доказано [706],
что оба гормональных действия принадлежат одном веществу пептидной природы,
получившему название «холецистокининпанкреозимин». Гормон обладает следую-
щей аминокислотной последовательностью [707]:
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S-Ma-Pro-S«r-Gly-Aig-Vtf-Sw-MM-lte-Lys-Am-l«u-Gln-S«'-Uu-Asp-

S a p B p y y p
20 25 I 30

(SO,H)

В С-концевой области наблюдается значительная гомология с гастрином и це-
рулином. Полученный триптическим расщеплением амид С-концевого октапептида
и соответствующий додекапептид показывают более высокую биологическую актив-
ность, чем нативный гормон. Для амида октапептида действие (при расчете на 1 мг)
в 10 раз более высокое. Для амида додекапептида установлена в 2,5 раза более вы-
сокая активность в тесте на сокращение желчного пузыря по сравнению с природ-
ным гормоном, причем было отмечено сильное увеличение обычно слабо выражен-
ной гастриновой активности.

2.3.1.12.4. Мотилин

Структура мотилина установлена Муттом и Брауном; гормон стимулирует деятель-
ность желудка и выделение пепсина, но не оказывает влияния на содержание кисло-
ты. Состоит из 22 аминокислотных остатков со следующей первичной структурой
[708]:

Arg-MM -Gin -Chi -Lyt-Gki-Arg-Awi-Ut-Gly-GIn
15 20 22

При рассмотрении аминокислотной последовательности не удается найти родст-
венных связей с каким-либо из известных к настоящему времени гормонов
желудочно-кишечного тракта. Необычным является распределение гидрофильных и
гидрофобных аминокислот в молекуле. В 1975—1976 гг. полные синтезы мотилина
описаны лабораториями Яджимы, Ямады и Михары; Вюнш и сотр. [709] описали
синтезы [Nle13, О1и14]мотилина и [Leu13, Glu14]мотилина. Эти работы показали, что
метионин в положении 13 несуществен для биологической активности и, заменяя
его на другие аминокислоты, удается обойти некоторые трудности синтеза, связан-
ные с наличием последовательности -Arg-Met-. Наличие D-фенилаланина в положе-
нии S не влияет на биологическую активность гормона; в то же время присутствие
D-фенилаланина в положении 1 снижает активность на 80% [710]. Окисление метио-
нина в положении 13 до S-оксида снижает биологическую активность на 20% (отно-
сительно природного гормона).

2.3.1.13. Ангиотензин [711—713]

Ангиотензин II сильно повышает артериальное давление, стимулирует об-
разование альдостерона в коре надпочечников и сильно влияет на гладкие
мышцы матки и желудочно-кишечного тракта, причем это влияние не име-
ет физиологического значения. Инактивация гормона происходит в крови
под действием фермента ангиотензиназы.

Ангиотензин И (ангиотонин, гипертензин) образуется в результате
двухстадийного ферментативного процесса из белка а2-глобу-
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линовой фракции плазмы. Сначала под действием образующейся в почках про-
теазы ренина в крови от ангиотензиногена («рениновый субстрат») отщепляет-
ся биологически неактивный декапептид ангиотензин I. На второй стадии под
действием конвертирующего фермента дипептидазы, зависимой от хлорид-
иона и чувствительной к ЭДТА, происходит отщепление дипептида His-Leu
и образование активного ангиотензина II:

ангиотензиноген

Afp-Are-Val-Tyr-H.-Hh-Pre-Phe-HI«-U«-Uu-VW-TVf-S«-
1 5 | 10

ренин

A*p-Arg-Vil-Tyr-ll.-HI.-Pio-eh«-Hi»-Uu ангиотвнэин I
1 5 . 10

I преобразующий фермент

top-Aig-Uri-iyr-lte-Hit-Pra-PtM ангиотенэин II

Действием трипсина на а2-глобулиновую фракцию может быть полу-
чен тетрадекапептид, так называемый «полипептидный субстрат ренина»,
структура которого установлена и к настоящему времени осуществлен его
синтез. Приведенный на схеме [Не5]ангиотензин II (человека, лошади,
свиньи) не отличается по биологической активности от [Val5] ангиотензина
II (теленка). Оба ангиотензина, а также [Уа15]ангиотензин I синтезированы
в 1957-^-1958 гг. в лаборатории Швицера. Структурно-функциональные ис-
следования, проведенные многими исследовательскими группами, показа-
ли, что важное значение для биологической активности имеют Туг, Не или
Val в положении 5, а также участок His-Pro-Phe. в то время как замена N-
концевого аспарагина на Glu, Gin или пироглутаминовую кислоту не ведет
к потере активности. Аналоги с D-Asp или D-Asn в положении 1 более активны
из-за большей устойчивости к деградации аминопептидазами. С-Концевая
карбоксильная группа должна оставаться свободной. Хотя ангиотензин
считается одним из наиболее изученных пептидных гормонов (синтезирова-
но более 200 аналогов), интерес к изучению его физиологической роли и ее
связи с конформацией и рецепторным взаимодействием не ослабевает. Син-
тезированы различные антагонисты, такие, как [Phe4, Туг8]ангиотензин II,
[Sar1, Ьеи8]ангиотензин II, {Не8]ангиотензин II и др.

2.3.1.14. Вещество Р [714„ 715]

В 1931 г. Эулер и Гаддум обнаружили в мозге и кишечнике лошади веще-
ство, которое снижало артериальное давление и вызывало сокращение ки-
шечных мышц кролика. Высушенный экстракт закодирован буквой Р (от
английского powder). Отсюда произошло принятое сейчас название — «ве-
щество Р». В 1967 г. Лиман и сотр. выделили из гипоталамуса крысы ве-
щество пептидного характера, стимулирующее секрецию слюнных желез и
названное поэтому «сиалоген». Той же группе удалось в 1970—1971 гг.
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установить аминокислотную последовательность гормона и подтвердить ее
синтезом:

Arg-Pro-tys-PfO-Gln-Gln-Phe-Ptw-Gly-Uu-Mrt-NH,
1 5 10

Идентичность вещества Р и сиалогена была доказана в 1973 г. Штуде-
ром и сотр. [716]. Вещество Р найдено в желудочно-кишечном тракте раз-
личных млекопитающих и в мозге человека, млекопитающих, птиц, репти-
лий, рыб и др. С помощью радиоиммунных методов показано присутствие
вещества Р в клетках центральной и периферической нервной системы. Вы-
деление гормона, вероятно, происходит при возбуждении первичных, сен-
сорных нервов, и в этой части нервной системы вещество Р может слу-
жить нейротрансмиттером. Вещество Р подавляет действие морфина и эн-
дорфина. Кроме того, допускают, что оно может играть роль при пре-
дотвращении необратимого геморрагического шока. Не следует исключать
общую функцию вещества Р при защите от нарушений, вызванных стрессо-
выми ситуациями. Кроме усиления моторики кишечника, понижения арте-
риального давления крови и повышения слюноотделения вещество Р вызы-
вает множество других физиологических и фармакологических эффектов.

По названным причинам крайне сложно отнести вещество Р к какому-
либо определенному классу биологически активных пептидов. Часто его
считают гормоном гипоталамуса, однако можно встретить вещество Р
включенным в группу тахикининов, и, наконец, не будет ошибочным счи-
тать этот пептид нейротрансмиттером.

2.3.1.15. Нейротензин [717, 718]

Установление структуры и синтез нейротензина осуществлены Каравеем и
Лиманном, которые выделили его в 1973 г. из гипоталамуса теленка. Со-
гласно полученным данным, пептид имеет следующую структуру:

EGIu-ll*-eir-Ab-Vbl-n»-*o-Uu-lys-iyr- G»y-$#r -Lyi
I S « 1 3

Кроме биологического действия, характерного для хининов плаз-
мы, — понижения артериального давления, повышения проницаемости ка-
пилляров, сокращения кишок и матки, нейротензин повышает секрецию ЛГ
и ФСГ без влияния на выделение тиреотропина и соматотропина. Он вы-
зывает также гипергликемию и проявляет ряд других активностей. Из
структурно-функциональных исследований вытекает, что пентапептид Arg-
Pro-Tyr-Ile-Leu является самым коротким из проявляющих полную нейоо-
тензиновую активность. Интересен факт, что пептид хенопсин Pvr-Gly-Lvs-
Arg-Pro-Trp-Ile-Leu, выделенный из кожи лягушки Xenopus laevis [719], яв-
но гомологичен с С-концевой областью нейротензина. В тестах на пониже-
ние артериального давления и гипергликемическое действие, а также при
цианозе хенопсин проявляет - 2 0 % активности нейротензина. Эта актив-
ность совпадает с активностью нейротензинового фрагмента 6—13.



Пептиды 281

2.3.1.16. Кинины плазмы крови [720, 721]

Кннины плазмы вызывают расширение сосудов, снижая тем самым арте-
риальное давление, повышают проницаемость сосудов и оказывают стиму-
лирующее действие на мышцы кишечника, бронхов и матки. Речь идет о
тканевых гормонах, образующихся в плазме крови под действием протеазы
калликреина из а-глобулинов.

Калликреины крови и поджелудочной железы, образующиеся из различ-
ных неактивных предшественников, проявляют разную субстратную специ-
фичность. В то время как калликреия- плазмы крови, расщепляя связь Lys-
Arg, образует из белков плазмы брадикинин, калликреин поджелудочной
железы при гидролизе связи Met-Lys соответствующего субстрата дает
каллидин. Кроме названных кининов: брадикинина (кинин-9) и каллидина
(кинин-10) — при разбавлении плазмы крови спонтанно образуется метио-
ниллизилбрадикинин (кинин-11).

брадикинин Aie-Pro-Pre-Gly-Ph«-S«f-Pro-Ph»-Aifl

каппидин ly*-Ar<g-Pn>-Pto-Gly-PtM-Sar-Pro-Ph«-Aig

Met-lv»-брадикинин Met-lys-Arg-Pro-Pro-Gly-PtM-Ser-PfO-PtM-Afg

В биологическом действии между хининами существует только коли-
чественное различие. Решающая роль в открытии и установлении структу-
ры кининов плазмы крови принадлежит лабораториям Верли и Эллиота;
синтез более двухсот аналогов кининов связан с именами Бодански, Шреде-
ра, Штудера и др.

2.3.2. Пептиды животного происхождения
с гормоноподобными активностями

Из животного материала во все возрастающем количестве выделяются
пептидные вещества, проявляющие гормоноподобные эффекты. По-
видимому, особенно богата такими короткими пептидами с вазоактивным
действием кожа амфибий. Из слюнной железы каракатиц был выделен эле-
доизин, обнаруживающий аналогично другим пептидам гипотензивное дей-
ствие и вызывающий усиление активности органов, имеющих гладкую му-
скулатуру. Как правило, физиологическая роль этих пептидов еще неясна;
активности, наблюдаемые на определенных моделях, позволяют думать,
что они могут иметь фармакологическое значение.

Некоторые представители, такие, как вещество Р, бомбезин, причисля-
ются к нейропептидам. Из хожи амфибий были изолированы новые инте-
ресные опиатоподобные пептиды, важнейший из них — дерморфин Туг-D-
Ala-Phe-Dly-Tyr-Pro-Ser-NH2, который наряду с [6-оксипролин]дерморфи-
ном был изолирован из метанольного экстракта кожи южноамериканских
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лягушек Phyllomedusa sauvagai и Phyllomedusa rhodei. Присутствие D-
аланина в обоих пептидах поразительно и совершенно необычно для пепти-
дов немикробного происхождения. Они проявляют интенсивную и продо-
лжительную опиатоподобную активность. При интрацеребровентрикуляр-
ной инъекции дерморфин действует в тысячу раз сильнее морфина. Назва-
ние этого пептида отражает его происхождение и действие (дерма —
кожа).

2.3.2.1. Тахикинины

Тахикинины объединяют группу биологически активных пептидов, которые
в отличие от медленно действующих кининов быстро оказывают стимули-
рующий эффект на гладкую мускулатуру [722]. К этой группе принадлежат
следующие пептиды:

1 2 3 4 5 6
физапемин C<jhi-Ale-Aip-Pro-A«n-Lyt-

уп врал вин ^ G l u - P r o - A i p - P r o - A i n - A U -

эледоизин CGIu-Pro-Sef-Ly»-Aip-AI«

филломвауэин EGiu-Ain-Pro-Asn-Aiy

вещество Р Arg-Pro-Lys-Pro-Gbi-GIn

кассинин Asp-Val-Pro-lys-Ser-Asp-GIn

7
Phe

Phe

Phe

Phe

Phe

Phe

8
Tyr-

Tyr-

lle-

• lle-

•Phe

- \ * l -

9 10
Gly - l e u - M

Gly - Leu- M

•n
e t - N H 2

et - NH 2

G l y - l e u - M e t - N H 2

G l y - l e u - M

G l y - L e u - M e t - N H 2

G l y - L e u - M e t - N H 2

Вещество Р (разд. 2.3.1.14) образуется в гипоталамусе и помимо био-
логического действия тахикининов проявляет другие разнообразные биоло-
гические активности.

-Эледоизин (устаревшее название мошатин) открыт в 1949 г. Эрспаме-
ром в слюнных железах головоногих из Средиземного моря (Eledone
moschata и ЕЫопе aldrovandi). В 1962 г. этот понижающий артериальное
давление и действующий возбуждающе на гладкую мускулатуру пептид
удалось выделить и установить его структуру [723]. Окончательное доказа-
тельство структуры путем химического синтеза сделано Сандрином и Буас-
сона [724]. Эледоизин понижает артериальное давление у человека, но его
передозировка ведет к учащению дыхания. Эледоизин можно фармакологи-
чески отличить от кининов плазмы благодаря качественным и количествен-
ным особенностям его действия как in vivo, так и in vitro. Гипотензивный
эффект держится дольше, чем в случае брадикинина. При подкожном вве-
дении повышается секреторная активность слюнных желез и желез слизи-
стой желудочно-кишечного тракта. Из структурно-функциональных иссле-
дований следует, что нона- и декапептид в два раза более активны, чем на-
тивный гормон, а С-концевой гептапептид обладает полной активностью
гормона. Активные аналоги могут быть получены N-ацилированием неко-
торых пента- и гексапептидных фрагментов.
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Гипотезивное действие физалемина в 3—4 раза сильнее, чем эледоизина;
в то же время он оказывает совершенно незначительное влияние на секре-
торную активность слюнных желез и гладкую мускулатуру. Выделение
гормона из экстракта кожи южноамериканской болотной лягушки Physal-
aemus fuscumaculatus осуществлено Эрспамером в 1964 г. В том же году
Бернарди с сотр. [72S] опубликовал его полный синтез.

Филпомедузин выделен в 1970 г. Анастаси и Эрспамером [726] из кожи
южноамериканской лягушки Phyllomedusa bicolor. Установление последова-
тельности показало его значительное структурное подобие с уже рассмот-
ренными тахикининами, что также подтверждается спектром активностей.
Полный синтез этого декапептида описан де Гастиглионе с сотр. [722].

Уперолеин удалось получить Анастаси с сотр. [727] из кожи австралий-
ской лягушки Uperoleia rugosa. Установленная первичная структура была
подтверждена полным синтезом [722]. Активность сравнима с филломеду-
зином.

Кассинин выделен из метанольного экстракта кожи африканской лягу-
шки Kassina senegalesis также Анастаси с сотр. [728]; определена первичная
структура. Как все тахикинины, соединение содержит С-концевую последо-
вательность из трех аминокислотных остатков -Gly-Leu-Met-NH2 и фенил-
аланин в положении 5. В отличие от других пептидов этой группы он соде-
ржит в своей цепи 12 аминокислотных остатков и, как и вещество Р, не
имеет N-концевой пироглутаминовой кислоты. Интересно, что для выделе-
ния пептида потребовалась свежая кожа 12 000 лягушек. Используя фраг-
ментную конденсацию, группа Яджима в 1977 г. синтезировала этот пеп-
тид [729]. Стимулирующее действие на сокращение подвздошной кишки
морской свинки в случае кассинина составляет 0,41 действия вещества Р.

2.3.2.2. Группа бомбезина

Структурно сходы также следующие пептиды, выделенные из кожи амфи-
бий и объединенные в группу бомбезина:

-Gln Arg-Uu-Gly. Asn Gln-Trp-AI»-Val-Gly-Hli-leu-Met-NH2

-Gly Arg-Uu-Gly Thr Gln-Trp-Ala-Val-Gly-HI*-Leu-Met-NHa

[Gki-VM-Pro- Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His

J Gin -Trp-Al» -Val -Gly- Hit

Met-NH2

Met-NHa

I

HI

Бомбезин (I), тетрадекапептид с N-концевым остатком пироглутамино-
вой кислоты, выделен Анастаси с сотр. [730] из метанольного экстракта
кожи европейских лягушек Bombina bombina и Bombina variegata. Пептид
вызывает сокращение гладких мышц, понижает артериальное давление и
стимулирует функцию желудка и почек. Особое значение имеет исключи-
тельно сильное действие бомбезина на терморегуляцию. Инъекция < 1 нг



284 Биологически активные пептиды

пептида в cisterna cerebri, находящейся при 4 "С, взрослой крысы в течение
15 мин вызывает понижение ректальной температуры на 5 °С, сохраняю-
щееся в течение 2 ч [731]. Пептиды центрального действия нейротензин
(разд. 2.3.1.15) и хенопсии обладают на несколько порядков меньшей тер-
морегулирующей активностью. По той причине, что кожные железы ля-
гушки связаны с нервными клетками, нельзя считать невероятным
присутствие таких терморегулирующих пептидов в центральной не-
рвной системе высших животных.

Алитензин (II) кожи жабы Alytes obstetricans отличается от бомбезина
лишь двумя аминокислотными остатками.

Ранатензин (III) выделен из кожи американской лягушки Rana pipiens.
Оказывает вазоактивное и миотропное действие.

Алитензин (II) кожи жабы Alytes obstetricans отличается от бомбезина
нокислотных остатка член группы бомбезина. Найден в метанольном экс-
тракте австралийской лягушки Litoria (Hyla) aurea. Синтез описан в работе
[732].

С некоторой осторожностью можно предположить, что в будущем к
группе бомбезина [732, 733] прибавятся новые представители.

2.3.2.3. Группа церулеина

В 1967 г. Эрспамер выделил из кожи австралийской лягушки Hyla caerula
пептид, названный церулеином. Приблизительно в то же время в коже юж-
ноамериканской лягушки Phyllomedusa sauvagi был найден очень похожий
по первичной структуре пептид, получивший, в свою очередь, название
филлоиерулеин:

церупвин

филпоцерупеин

SO.H
TVf -Thr - Gly -Trp-Mrt - Asp -Ph*-NH a

SO,H
TTyr-Thr-Gly-IVp-MM - Atp-Plw-NH,

Церулеин по сравнению с брааикинином снижает артериальное давление
на более долгое время, однако вызывает более слабые сокращения гладких
мышц. Имея похожую структуру с гормоном желудочно-кишечного тракта
холецистокинияпанкреозимином (раз«. 2.3.1.12), церулеин обладает и похо-
жей биологической активностью. Сверх того, оба пептида церулеин и фил-
лоцерулеин совпадают в С-концевом участке с гастрином. Филлоцерулеин в
более слабой форме повторяет спектр активностей церулеина.

2.3.2.4. Брадикинины амфибий

Из метанольного экстракта кожи амфибий выделены различные брадики-
нины и их аналоги, например брадикинин из Rana temporaria [734], Rana
nigromaculata [735], Rana pipiens [736] и Bombma orientalis, а также два раз-
личных аналога из Rana nigromaculatus [735] и Bombina orientalis.
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брадикинин Arg-Pro-Pro-Gly-ntt-Sar-Pro-Ptm-Arg
1 2 3 4 S 6 7 8 9

Помимо брадикинина, были найдены [Тпгб]брадикинин и [Val1,
Тпгб]брадикинин. Язухара и Накаима [737] выделили из кожи Rana rugosa
кроме [ТЪтб]брадикинина три удлиненных с С-конца аналога:

[тЬг*]брадикинилтеграпелтид -Ito-Ali-Pro-Glu

|Т»1г*]брадикинилпентапептид - Не—Ala - Pro - GhJ —II*

[тЬг']брадикинилгексалептид - lie—Ala—Pro—Glu—II* —Val
10 fl 12 13 14 15

Из кожи Rana rugosa был также выделен другой интересный пептид, со-
держащий 12 аминокислотных остатков и, вследствие своего дегранулиру-
ющего действия на тучные клетки, получивший название гранулиберин-R
[737]:

nM-Gty-Pte-l*u-Pro-ll*-iyr~Arg-Arg-Pn>-Ala-S«r-NH,
1 5 10 в

Интересно то, что в N-концевой области собраны гидрофобные остатки, в
то время как С-коицевая область'построена из гидрофильных и основных
аминокислот. Пептид обладает свойствами поверхностно-активного ве-
щества.

Известны и другие удлиненные с С-конца аналоги брадикинина амфи-
бий. Это брадикинилпентапептид из Rana nigromaculata (-Val-Ala-Pro-Ala-
Ser), брадикинилтетрапептид из ВотЫпа orientalis (-Gly-Lys-Phe-His) и фил-
локинин из кожи лягушки Phyllomedusa rohdei.

«о,н
филлокинин Arg-Pro-fto-Gly->ha-S«r-Pn>-l>h*-Arg-H«-V

1 5 10

Входящий в состав яда осы полистескинин (с. 314) имеет последова-
тельность брадикинина, удлиненную с N-конца.

Структурное совпадение брадикинина плазмы и брадикшшнов амфибий
обнаруживает интересные, но пока неясные генетические связи.

2.3.3. Нейропептиды [738—750]

В последние годы интерес исследователей в значительной степени обращен
к нейропептидам. Это прежде всего пептиды, образующиеся в нейронах и
обладающие сигнальной функцией для других клеток. Важные представите-
ли нейропептидов — сегрегируемые нервными клетками нейрогормоны,
попадающие в кровь, а также в спинномозговую жидкость и таким



286 Биологически активные пептиды

путем достигающие тех клеток, на рецепторы которых они действуют. Если
нейропептиды выделяются в синаптическую щель, то их можно рассматри-
вать как нейротрансмиттеры, или нейромедиаторы (к ним относятся тире-
олиберин, вещество Р, прокталин). Фармакологи к нейроактивным пепти-
дам относят те нативные пептиды или их части и синтетические аналоги,
которые вызывают реакцию нервной системы. К нейропептидам принадле-
жат такие уже рассмотренные пептиды, как АКТГ, а-МСГ, 0-МСГ, гормо-
ны гипоталамуса, окситоцин, вазопрессин, вещество Р, нейротензин, ССК,
VIP, гастрин, ангиотензин II, бомбезин, дерморфин, а также пептид, инду-
цирующий дельта-фазу сна, /3-липотропин, нейрофизины, инсулин, карно-
зин, таурин, триптофилпептид, энкефалины, эндорфины, экзорфины, кио-
торфин. Кроме того, известно —50 факторов, присутствующих у беспоз-
воночных.

Эффекты, наблюдаемые при действии нейропептидов на центральную
нервную систему, весьма разнообразны. Они могут действовать как нейро-
трансмиттеры (разд. 2.3.1.14), контролировать физиологический сон, ока-
зывать влияние на процессы обучения, обладать обезболивающим действи-
ем и др. Эти факты заставили по-новому взглянуть на традиционные пред-
ставления о действии и функциях гормонов. Действительно, становится все
труднее однозначно разграничить гормональное действие от других иници-
ированных биологических или физиологических эффектов. Различные пеп-
тидные гормоны воздействуют непосредственно на мозг и влияют на пове-
дение и обучаемость. С целью изучения возможности применения для тера-
певтического лечения болезни Паркинсона, шизофрении, нарушений памяти
и др. было осуществлено клиническое испытание многих пептидных препа-
ратов. Наибольший интерес вызывают АКТГ, МСГ и вазопрессин, оказы-
вающие действие на центральную нервную систему в некоторых поведенче-
ских экспериментах на животных. Из различных поведенческих тестов пре-
жде всего, должен быть назван так называемый тест «избегания», в кото-
ром животное пассивно или активно учится избегать неприятной ситуации
(например, электрошока). Приобретенные рефлексы устойчивы лишь неко-
торое время, а затем постепенно угасают. Де Виду [751] удалось выделить
из мозга подопытных животных (крыс) пептид, охарактеризованный как
[дез-СЛу-МРфвазопрессин. Этот пептид, вероятно, образуется из [Аг^]вазо-
прессина и проявляет отчетливое действие в тесте избегания. Так, при вве-
дении данного пептида, а также самого вазопрессина в мозг заметно повы-
шается устойчивость выработанного поведенческого рефлекса. Фаза исчез-
новения рефлекса удлиняется. При половой мотивации эффект проявляется
особенно отчетливо.

АКТГ также влияет на выработанное поведение. Сотрудниками де Вида
была установлена прямая взаимосвязь между поддержанием пассивной ре-
акции избегания у крыс и соответствующим уровнем АКТГ в плазме кро-
ви. Вскоре после этого обнаружилось, что некоторые фрагменты АКТГ
при отсутствии гормонального эффекта влияют на способность крыс к обу-
чению. В частности участки последовательности АКТГ 4—10 (I) и 4—9 (II),
а также полученный Органоном аналог Org 2766 (III) обусловливают за-
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Met-Glu-Hls-Pbe-Aiy-Trp-Gly I

Met-Glu-HI»-Phe-Arg-Trp П

Met <O)-Glu-Hit-Ph«-D-Ly»-Phe Ш

медление процесса угасания фазы различных условных рефлексов. Сверх то-
го, эти пептиды, а также вазопрессин устраняют искусственно вызванную
амнезию (у крыс можно вызвать потерю памяти действием пуромицина
или СО2) к реакции избегания. Интересно, что антиамнестический эффект
может быть достигнут даже через 14 сут после экспериментальной амне-
зии.

Влияние АКТГ на способность крыс к обучению, по-видимому, объясня-
ется возрастанием побуждения животных к запоминанию и повышением
их внимания. Пептид Org 2766, вводимый через рот, и другие пептиды из по-
следовательности АКТГ, учитывая их возможное значение как средства
для улучшения способностей к обучению, были исследованы на человеке
1752].

Непрямые, но убедительные данные дают основание предполагать, что
вазопрессин принимает участие в процессах обработки информации. Эф-
фект, вызванный вазопрессином или (дез-С}1у-Мн£]вазопрессином, в отно-
шении упомянутой ранее реакции избегания ограничивается лишь централь-
ной нервной системой и проявляется практически лишь при введении препа-
рата в мозг. Антитела против этого производного вазопрессина и самого
вазопрессина специфически снимают их дальнейшее действие на централь-
ную нервную систему. И наконец, Штерба и сотр. смогли показать гисто-
логически, что отростки пептидэргических нейронов гипоталамуса идут не
только в нейрогипофиз, но также и в другие области мозга, причем связь с
так называемой амигдалой особо подчеркивается. Возможно, на эту об-
ласть, являющуюся, как установлено, центром ощущений страха, действу-
ют гормоны нейрогипофиза. Нарушения в этом участке мозга ведут к об-
щему снижению реакций на угрожающие внешние ситуации, к гиперсексу-
альности, к неконтролируемому приему пиши и др.

Значение нейропептидов как модуляторов нейронной активности и как
нейротрансмиттеров постоянно растет. Уже было упомянуто, что функции
нейротрансмиттера приписываются веществу Р. Место контакта двух ней-
ронов (нервных клеток) называется синапсом. Перенос информации от од-
ной (пресинаптической) нервной клетки к другой (постсинаптической) осу-
ществляется посредством нейротрансмиттеров, таких, как ацетилходин,
норадреналин, дофамин, гистамин, серотонин, глицин, глутаминовая и у-
аминомасляная кислоты, таурин и др. Помимо этих небольших молекул и
вещества Р в переносе информации, по-видимому, нринимают участие и
другие пептиды. При возбуждении пресинаптической клетки трансмиттер
выделяется в синаптическую щель, диффундирует от пресинаптической
мембраны к мембране постсинаптической целевой клетки и вызывает после
взаимодействия с высокоспецифическим рецептором электрический сигнал
или же подавляет сигнал, вызванный другими нейротрансмиттерами в дру-
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гих синапсах той же клетки. Нейроны, синтезирующие пептид-транс-
миттер, названы пептидэргическими (например, холинэргические, до-
фаминэргические и др. нейроны).

Тиреолиберин (разд. 2.3.1.7.1) должен образовываться по большей ча-
сти вне гипоталамуса мозга крысы, в определенных септальных и преопти-
ческих областях. Гормон, очевидно, участвует в регуляции активности
нервной системы.

Исходя из -125 кг (~ 125 000 особей) тараканов вида Periplaneta
americana, Браун и сотр. [753, 754] выделили 0,18 мкг пентапептида Arg-
Tyr-Leu-Pro-Thr, получившего название «проктолин». Та же лаборатория в
1977 г. подтвердила установленную структуру пептида полным химическим
синтезом. Существуют данные, позволяющие предполагать, что это миот-
ропное вещество универсально для насекомых. Проктолин действует как
возбуждающий нейротрансмиттер мышц кишечника. Уже при концентра-
ции 1 0 " 9 моль/л он усиливает моторику кишечника.

Конечно, нельзя не упомянуть, что помимо названных нейропептидов интенсив-
но исследуются и другие гормоны гипоталамуса, например меланостатин, сомато-
статин, гонадолиберин и др., оказывающие определенное действие на нервную си-
стему. Более того, в недалеком будущем новые интересные принципы действия пеп-
тидов пробудят интерес к ним не только невробиологов. В 1979 г. Кнолл с сотр. до-
бавил к известным пептид сатиетин, снижающий потребление пищи крысами.

Во многих случаях при разнообразнейшем действии нейропептидов
речь, по-видимому, идет не столько о физиологическом, сколько о фарма-
кологическом эффекте. О функциях и механизме действия нейропептидов в
настоящее время существуют противоречивые мнения. Комплексная проб-
лематика пептидной фармакологии (755] представляет собой весьма слож-
ную задачу.

2.3.3.1. Пептиды, осуществляющие «перенос памяти»
[756—758]

В последние годы большое внимание уделяется биохимическим исследова-
ниям процессов запоминания, протекающих, в мозге. Существует мнение,
что в накоплении информации принимают участие РНК, белки и, вероят-
но, пептиды. Г. Унгар высказал гипотезу, что получаемая организмом ин-
формация кодируется в аминокислотных последовательностях белков.
Мозг крыс, у которых выработана боязнь темноты, был химически перера-
ботан, и выделенный действующий фактор ввели нетренированным кры-
сам или мышам. В результате нетренированные животные продемонстри-
ровали несвойственное им поведение — боязнь темноты. Этот первый пеп-
тид, осуществляюпшй'перенос памяти, был назван скотофобином (от греч.
scotos — темнота, phobos — боязнь). По данным Парра и Хольцера
(1971 г.), он имеет следующую первичную структуру:

Sw-Atp-Atn-Asn-Gln-Gln-Gly-Ly»-Sw-M«-Gln-Gln-Glv-Gly-iyr-NH,
1 5 10 И
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Таким образом было найдено первое кодовое слово нейральной кодиру-
ющей системы, которая может быть ответственной за накопление инфор-
мации в центральной нервной системе. Хотя эксперименты Унгара были
подтверждены во многих лабораториях, все-таки существует большое со-
мнение в том, что пентадекапептид действительно хранит информацию о
боязни темноты.

Унгар [759] выделил из мозга крыс также пептид амелетин Pyr-Ala-Gly-
Tyr-Ser-Lys, содержащий, по-видимому, информацию о реакции животного
на звуковой сигнал.

И наконец, нужно сказать о хромодиопсине, образующемся в мозгу зо-
лотых рыбок при вырабатывании рефлекса, связанного с распознаванием
цветов.

^ - l e u - T y r - G l u - Asn-Lys-Pro-Arg- Ащ-Рго-Туг- Ha-Uu
1 5 10 13

2.3.3.2. Эндорфины [742, 760—764]

Название эндорфины объединяет пептиды с морфиноподобным действием,
образуемые самим организмом и являющиеся эндогенными лигандами опи-
атных рецепторов (эндогенные морфины — эндорфины). Кроме того, ча-
сто используются названия опиатные, или опиоцдные, пептиды.

Наиболее важным для медицины действием морфина и его полусинте-
тических и синтетических производных (опиатов) является анальгезия (сня-
тие болевых ощущений). Помимо смягчения болевых ощущений в медици-
не используется способность опиатов снимать чувство страха. Однако по-
стоянно существует непосредственно связанная с анальгетическим эффек-
том опасность привыкания к препарату. Модельные исследования позволи-
ли установить, что ощущение боли связано с повышением уровня сАМР в
соответствующих нервных клетках. Снижение уровня сАМР и одновремен-
ное повышение уровня cGMP, возможно, находится в связи с уменьшением
боли и одновременным улучшением самочувствия.

В 1975 г. Снайдер [766] и Иверсен [767], основываясь на концепции
Гольдштейна [765], провели идентификацию и описали свойства опиатных
рецепторов нервной системы, при этом были проведены интенсивные поис-
ки эндогенных лигандов этих рецепторов. После того как в 1975—1976 гг.
Терениус и Вальштрем, а также ряд других групп доказали с помощью свя-
зывания in vitro веществ из головного мозга млекопитающих с опиатными
рецепторами фактическое существование эндогенных опиатов, осущест-
влено [768, 769] выделение первого эндогенного опиата, получившего на-
звание энкефапин (enkephalos — мозг) [770, 771]. Этот опиат, присутствую-
щий в головном мозге свиньи, оказался смесью двух пентапептидов, разли-
чающихся лишь С-концевой аминокислотой:

Met-энкефалин H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH

Leu-энкефалин H-Tyr-Oly-Gly-Phe-Leu-OH
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Немного позже Симантов и Снайдер [772] выделили оба пентапептида
из мозга теленка. Соотношение содержания Met-и Leu-энкефалинов в при-
родных источниках различно. Вскоре после установления структуры энке-
фалинов были опубликованы различные варианты их полных синтезов
[773]. Пространственная структура Leu-энкефалина [774], установленная с
помощью рентгеноструктуриого анализа, приведена на рис. 2-44.

Одновременно с проведением полных синтезов энкефалинов началось
интенсивное изучение структурно-функциональных взаимосвязей. Это пре-
жде всего объясняется большим интересом к терапевтически применимым
аналогам, т. е. аналогам, обладающим обезболивающим действием, но ли-
шенным недостатков, присущих опиатам (симптом абстиненции, привыка-
ние и др.). Фармакологическое исследование нейропептидов сопряжено со
многими трудностями, тесно связанными с их быстрой деградацией под
действием ферментов, а также с проблемой проникновения сквозь гемо-
энцефалический барьер, разделяющий мозг и кровь. Прямым введением эн-
кефалина в мозг было показано, что, вероятно, из-за его быстрого расщеп-
ления протеазами можно наблюдать лишь небольшой эффект.

Рис. 2-44. Предлагаемая конформация Leu-энкефалина [774]. а и
б — проекции на разные плоскости одной и той же модели
(6 — проекция на плоскость, перпендикулярную а). Тонкими линиями
показано второе возможное пространственное расположение боковой
цепи тирозина.
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Заменой глицина в положении 2 на D-аланин или другие D-
аминокислоты, а также другими изменениями в структуре природного ве-
щества можно получить повышенную устойчивость к ферментативному
расщеплению. Считается [775], что ферментативная устойчи-
вость — единственное требование для анальгетического действия. Более
того, изменения в структуре позволили улучшить транспорт пептида и его
взаимодействие с соответствующими рецепторами. Приведем несколько
примеров особенно активных синтетических аналогов:

H-Tyr-D-Met-Gty-Phe-Pro-NHj

H-Tyr-D-Thr-Gly-Phe-Tlu-NHj 17771 S N амид

_ N _ / _ C O - N H a тиазолин-4-

H-Tyr-D-Met-Gly-Pha-Thz-NH 2 [7771 карбоновой
' •* /v г н КИСЛОТЫ

H-Tyr-D-AU-Gly-MePhe-Met(O)-oJi [778) -HN-V_CH2-OH супьфоксид
/ч метионинола

Н-Туг-0-Ala-Gly-Phe-Hsa-naKTOH [7791 -HN-^-C=O пактон
гомосерина

В 1979 г. из гипоталамуса крысы был выделен интересный пептид
H-Tyr-Agr-OH, названный киоторфином и обладающий, как и его синте-
тический аналог H-Tyr-D-Arg-OH, в 4—20 раз более сильным действием,
чем энкефалин.

Киоторфин как нейроактивный дипептид не может взаимодействовать с
опиатным рецептором, ему приписывают освобождающее и одновременно
стабилизирующее энкефалин действие. Этим самым объясняется его силь-
ный анальгетический эффект. При выборе названия были учтены экзоген-
ное происхождение пептида и его морфиноподобное действие. Фрагмент /3-
цепи казеина теленка, имеющий последовательность Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-
Pro-Ile, получил название @-казоморфин-7.

Отщеплением двух С-концевых аминокислот с помощью карбоксипепти-
дазы Y получают /З-казоморфин-5 Tyr-Pro-Phe-Pho-Gly, который обладает
большей опиатной активностью, чем гептапептид. Пептид Tyr-D-Ala-Phe-
Pro-Tyr-NH2 — представитель наиболее активных синтетических аналогов.
Сильный эффект на освобождение инсулина оказывает /З-казоморфин-4,
опиатное действие которого крайне низкое.

В связи с тем что последовательность Met-энкефалина совпадает с
участком 61—65 /3-липотропина (разд. 2.3.1.4), следует обратить внимание
на другие фрагменты этого пептида. Из гипофиза верблюда Ли и сотр. вы-
делили 31-членный фрагмент /3-липотропина, показавший незначительное
липотропное (мобилизующее жиры) действие и содержащий последова-
тельность Met-энкефалина. Гольдштейном была установлена опиатоподоб-
ная активность этого пептида. Эти данные дали Ли основание назвать вы-
деленный пептид /3-эндорфином. Позже, когда были открыты другие эн-
дорфины, это название стало общим для эндогенных опиатов.
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Исходя из частично очищенного экстракта смеси тканей гипофиза и ги-
поталамуса свиньи, Гийемен и сотр. провели выделение как /3-эндорфина,
так и двух других эндорфинов, названных а- и -у-эндорфинами. Из гипофиза
многих животных выделен так называемый С-фрагмент /3-липотропина
[781], оказавшийся идентичным с /3-эндорфином. Более короткий С-
фрагмент также проявляет себя как опиат [781]. Ниже приведены первич-
ные структуры и названия метионинсодержащих эндорфинов, являющиеся
С-концевыми частями /3-липотропина свиньи.

Met-энкефалин •*- Г Г Г.

у-эндорфин

5-эмдорфин

С'-фрагмент

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-

Thr- Ser-Glu-lys-Ser-

Gln-Thr-Pro -Leu -Val -Thr-
76

Lau-
77

Wie-Lys-
79

Asn- Ala -Ha -Val - lys -

Asn-Ala-Hb-
87

Lys-Lyt-Gly-GIn

а-эндорфин

. (1-эндорфин

(С-фрагмент)

Химическое родство этих пептидов несомненно. Все эндорфины имеют
своим N-концевым участком Met-энкефалин. Интересно, что 0-липотропин,
формально являющийся предшественником эндорфинов, сам по себе не об-
ладает опиатным действием. Последовательности /3-эндорфина человека и
/3-эндорфины из других источников имеют относительно небольшие разли-
чия, что не оказывает какого-либо влияния на биологическую активность
[782]:

Thr-Gly-Gly-Hie-Met-Thr-S«r-Glu-Lv$-Sef-Gln-Thr-Pro-Uu-Val-Thr-

1 5 W 15

leu- Ph«-Lys - A w - Ala-lie -lie -Ly*- Am - Ala-Туг- Lys -Lys -Gly -Glu
20 23 25 27 31

свинья V*'

верблюд, теленок, овца lie His

Gin

Gin
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Поскольку в /3-липотропине отсутствует последовательность Leu-эн-
кефалина, что для этого эндогенного опиатного пептида должен сущест-
вовать другой предшественник, b 1979 г. Кангава и др. [783] описали
выделение «биг»-Ьеи-энкефалина из экстракта свиного гипоталамуса.
Этот пептид, названный а-неоэнОорфином, построен из 10 аминокислот-
ных остатков: Tyr-Dly-Dly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys. Соответствующий
нонапептид без С-концевого лизина носит название Р-неоэндорфин {784]. В
1982 г. Нума с сотр. установил первичную структуру препродинорфина, ко-
торый содержит также последовательность неоэндорфина. Последователь-
ность 209—240 предшественника, состоящего из 256 аминокислотных
остатков, идентична с динорфином-32 (выделена последовательность Leu-
энкефалина):

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-

~1 Т Ю 15

Gln-Lys-Arg-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-Val-Thr
20 2S 30

Последовательность 1—17 идентична динорфину (частично охарактеризо-
ванному еще в 1979 г.), который получил свое название благодаря высокой
активности в биологических тестах на морских свинках. Открытый вначале
динорфин обозначается как динорфин А, а тринадцатичленный пептид по-
следовательности 20—32 динорфина-32 — как динорфин В. Другой фраг-
мент, динорфин-(1—8), был обнаружен в гипоталамусе в таких же или да-
же больших количествах, чем динорфин А, причем механизм его выделе-
ния, т. е. расщепления связи Ile-Arg, еще недостаточно ясен. Из-за сходства
с предшественником энкефалина (см. далее) этот предшественник обозна-
чен как препроэнкефалин В. Однако в настоящее время неизвестно, являет-
ся ли Leu-энкефалин физиологическим продуктом этого предшественника,
поэтому название «препродинорфин» предпочтительнее.

В 1982 г. была выяснена первичная структура предшественника челове-
ческого энкефалина, состоящего из 267 аминокислотных остатков {785а].
Препроэнкефалин содержит шесть последовательностей Met-энкефалина и
одну последовательность Leu-энкефалина и не содержит последовательно-
стей других опиатНых пептидов, таких, как динорфин, а-неоэндорфин или
эндорфин.

К настоящему времени эндорфины найдены в центральной нервной си-
стеме, в спинномозговой жидкости, в почках, в нервных волокнах
желудочно-кишечного тракта, в крови, плаценте и гипофизе. Для изучения
распределения эндорфинов используется иммуно-цитохимическая техника и
радиоиммуноанализ. Поскольку различные опиатные пептиды имеют зна-
чительное структурное сходство, стало возможным получить антитела для
всей группы пептидов. Показано, что высокомолекулярные эндорфины,
прежде всего, вероятно, стабильный к протеазам /3-эндорфин, концентриру*
ются в гипофизе и гипоталамусе. Энкефалины найдены преимущественно в
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других областях мозга, в substantia gelationosa спинного мозга, в нервных
сплетениях, а также в экзокринных клетках желудочно-кишечного трак-
та. Так как концентрация энкефалина в экстракте головного мозга после
гипофизэктомии остается неизменной, можно утверждать, что существует
вторая нейронная система, содержащая свои /3-эндорфин и энкефалин.

Наилучшими тестовыми системами для эндорфинов оказались под-
вздошная кишка морской свинки и семявыносящий проток мыши. В не-
рвных клетках этих периферийных тканей имеются рецепторы опиатов.
Эндорфины, действуя как агонисты опиатов, вызывают дозозависимое
уменьшение волн сокращения семявыносящего протока мыши и подвздош-
ной кишки морской свинки. С помощью антагониста опиатов налоксона
можно снять сокращение, вызванное эндорфинами, на основании чего мо-
жет быть сделан вывод о специфическом взаимодействии с рецепторами опи-
атов. Эндорфины проявляют свое опиатное действие не только на назван-
ные изолированные органы, но и действуют как анальгезирующие препара-
ты. Внутривенное введение эндорфинов как болеутоляющих средств мало-
эффективно, вероятно, из-за их незначительной устойчивости к протеазам.
При введении в головной мозг или его желудочки больших доз можно по-
лучить кратковременный анестезирующий эффект. По этой причине необ-
ходимы синтетические аналоги, более стабильные к ферментативному рас-
щеплению. /З-Эндорфин — хорошее болеутоляющее средство, оказывающее
по некоторым данным более сильное действие, чем морфин. К сожалению,
надежда, что эндорфины могут служить эффективными обезболивающими
средствами, не приводящими к привыканию, не оправдалась. В общем
трудно представить, чтобы организм был зависим от своих собственных
«опиатов». Прямое введение эндорфинов, а также их синтетических анало-
гов в мозг вызывает обезболивание и, после повторного введения, сильную
толерантность и чувство зависимости (наркоманию). Отсюда следует, что
эндорфины, как и морфин, тормозят действие аденилатциклазы клеток ней-
робластомы. Такая взаимосвязь, следствием которой являются толерант-
ность и привыкание, делает крайне маловероятным то, что эндорфины мо-
гут служить в качестве «ненаркотических« болеутоляющих препаратов.

Нейромодулирующая функция эндорфинов при регулировании болевой чувстви-
тельности привела также к гипотезе, что эндорфины могут играть некоторую роль
при акупунктурном обезболивании (иглоукалывание). Иглоукалывание действитель-
но ведет к повышению содержания эндорфинов в спинномозговой жидкости. Подав-
ление боли с помощью акупунктуры может быть блокировано налоксоном. На воз-
можную взаимосвязь между стрессом и эндорфинной системой мы уже ссылались.
Эндорфинам приписывается также роль в патогенезе психических болезней (шизо-
френия, галлюцинации и др.). Энкефалин тормозит выделение различных нейро-
трансмиттеров. Нужно упомянуть и о влиянии эндорфинов на проницаемость нейро-
мембран ионами натрия. Принято считать, что эндорфины, являясь составной час-
тью пептидэргических нейронов, могут выполнять нейрорегуляторную функцию при
взаимодействии с другими нейронами. Хотя к настоящему времени физиологические
функции эндорфинов выяснены неполно, можно с уверенностью сказать, что конт-
роль болевой чувствительности является лишь одним из аспектов их спектра дейст-
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вия. Возможна также взаимосвязь с работой автономных нервных систем (напри-
мер, кровообращение, терморегуляция, сон, аппетит). В качестве практических ас-
пектов выделяются снижение отдельными аналогами артериального давления и ре-
гуляция выделения пролактина.

2.3.4. Пептиды с иммунологическим действием

В последние годы сильно возрос интерес к пептидам, оказывающим дейст-
вие на иммунную систему. Приведем некоторые примеры.

Тетрапептид тафцин (I) получен путем ферментативного расщепления
7-глобулиновой фракции, он оказывает стимулирующее действие на фаго-
цитоз:

Thr-Lys-Pro-Arg

Термин фагоцитоз происходит от греч. phagein — поглощать, поедать и
kytos — клетка. Клетки с фагоцитарной способностью в состоянии поглощать ино-
родные частицы. В зависимости от размеров фагоцитируемых частиц выделяют
макрофаги, способные к эндоцитозу больших частиц, и полиморфонуклеарные лей-
коциты, способные поглощать только мелкие частицы. Последние названы Мечни-
ковым микрофагами.

Тафцин впервые выделен в 1970 г. из лейкокинина [786]. Он получен из
белка ферментативно посредством действия лейкокиназы или ограничен-
ным расщеплением трипсином. Обнаружено, что эффект стимуляции поли-
морфонуклеарных лейкоцитов лейкокинином связан с тафцином, который
содержится в Fc-фрагменте у-глобулина [787]. Синтетический тафцин [787]
по биологическому действию и физико-химическим свойствам полностью
соответствует природному пептиду. Потенциальная возможность примене-
ния тафцина в качестве лекарства против различных инфекционных заболе-
ваний привела к обширным исследованиям взаимосвязи структуры и актив-
ности [787—790].

Из экстракта тимуса в последнее время также выделен ряд интересных
пептидов [791]. Синтез тимозина а, описан в 1979 г. независимо Вангом с
сотр., а также Бирром и Штолленверном.

Тимопоэтин II (II), стимулирующий образование Т-клеток, выделен в
1975 г. Шлесингером и Гольдштейном из тимуса теленка:

Sw-Gtn-nie-Uu-Glu-Atp-Pro-Sw-Wri-Uu-Thr-lyt-Gly-Lyt-Uu-
1 5 10 в

Lyt-S«-Glu-Uu-Val-AI*-AM-AMi-Val-Thr-LMi-Pro-Ato-Glv-Ghi-
» 25 30

Gln-Arg-LYt-Aip-VU-iyf-Val-Gln-Uu-IVr-Uu-Gfci-Thr-Uu-Thr-
35 40 45

Al»-Val-Ly»-Arg И
49
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Активным центром гормона, узнающим Т-клетки, считают отрезок по-
следовательности 32—36. Этот пептид Arg-Lys-Asp-Val-Tyr, называемый
тимопоэтином-5, синтезирован; он усиливает неспецифическую иммунную
защиту.

Двумя годами позднее из того же материала Гольдштейн и сотр. [793]
выделили второй гормон, названный тимозином а, (III):

Ac-S*r-A«p-Ata-Ab-Vd-Atp-Thr-S*r-S*r-Glu-ll«-TI«r-Thr-l»s-A*-
1 5 » «

LMi-Lyt-Glu-Lyt-Lys-Gki-Val-VW-Glu-Glii-Ab-Glu-Aw Ш
20 25 2»

Тимозин а, — один из компонентов тимозиновой фракции № 5, являю-
щейся смесью пептидов тимуса теленка. Тимозин а, и тимозиновая фракция
№ 5 имеют значение как перспективное средство для лечения иммунной не-
достаточности, лейкемии и других типов рака. In vivo тимозин а, несет
важную регуляторную функцию на поздних стадиях дифференцировки Т-
клеток. В настоящее время проводятся обширные исследования влияния
полипептидов тимуса на регуляцию иммунного защитного аппарата орга-
низма.

По сравнению с относительно большими пептидами тимуса пептид, вы-
деленный из крови свиньи [794], содержит всего 9 аминокислотных остат-
ков:

-Ab-Lys-Sac-Gin-Gly-Gly-Sar-Дот В
Gin

Этот пептид, названный STF (Serum-Thymus-Factor), не имеет какой-
либо гомологии с тимопоэтином II и тимозином <*], что говорит о том,
что он не может быть их метаболитом. Еще окончательно не ясно, имеет
ли остаток пироглутамина природное происхождение или он образовался
из N-концевого глутамина в процессе выделения. Химический синтез обоих
альтернативных нонапептидов [795] привел к продуктам с идентичной ак-
тивностью как in vivo, так и in vitro. С-Концевой гексапептид биологически
неактивен.

2.3.5. Пептидные антибиотики

Антибиотики — продукты жизнедеятельности бактерий и грибов, подавля-
ющие рост или деление других микроорганизмов. Химически это весьма ге-
терогенный класс.

Равным образом очень сложно классифицировать пептидные антибио-
тики (известно более 300). Довольно часто их подразделяют на линейные
пептиды и циклические структуры, причем последние подразделяют на го-
модетные пептиды и гетеродетные пептиды (депсипептиды). К линейным
пептидам-антибиотикам относятся грамицидины А—С, продуцируемый
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НИЗИН

Al*-Abu

S«-ll«-His-V«l-Dha- Lys
30 34

Streptococcus lactis низин и структурно ему подобный субтилин. В молеку-
ле низина помимо дегидроаланина (Dha) и а-аминодегидромасляной кисло-
ты (Dho) имеется несколько гетеродетных пентациклических структур,
включающих лантионин (Ala-S-Ala) или 0-метиллантионин (Abu-S-Ala).

На примере низина и субтилина было показано наличие природных а,/3-
ненасыщенных аминокислот. Каждый из этих двух антибиотиков содержит
два остатка дегидроаланина и один а-аминодегидромасляной кислоты.
Субтилин состоит из 32 аминокислотных остатков и продуцируется Bacillus
subtilis.

Смесь антибиотиков, выделенная из Streptomyces carzinostaticus, помимо
трех веществ А, В, С, обладающих антибактериальной активностью, со-
держит 109-членный линейный полипептид, получивший название неокар-
циностатин. В противоположность веществу А, имеющему один дисуль-
фидный мостик, в неокарциностатине два мостика. В дозах 0,1—1,6 мг/кг
неокарциностатин показывает противоопухолевую активность.

В качестве короткопепочечного антибиотика можно назвать трипептид
ь-аргинил-о-аллотреонил-ь-фенилаланин, выделенный из культуральнбй
среды гриба Keratinophyton terreum, подавляющий, однако, только рост
грибов, но не бактерий. Его антибиотическое действие снимается ь-
гистидином.

Большинство пептидных антибиотиков имеет циклическую структуру,
которая может содержать помимо пептидной сложноэфирную и другие ви-
ды химических связей. Циклическое строение, а также наличие в молекуле
D-аминокислот и других небелковых элементов придает таким антибиоти-
кам высокую устойчивость к протеолитическим ферментам. Часто сложная
структура препятствует широкому использованию химического синтеза.
Из-за высокой токсичности систематическое применение находят лишь от-
дельные пептидные антибиотики.

Биосинтез пептидных антибиотиков осуществляется по принципу, от-
личному от принципа биосинтеза белков на рибосоме. Исследования, впер-
вые предпринятые Липманном [796] на примере бактериального пептидно-
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го синтеза грамицидина, тироцидина и бацитрацина, показали, что для
биосинтеза используется принцип S-аминоацильного активирования с опре-
деленным ориентированием молекулы на ферментной матрице.

Далее будут рассмотрены подробнее некоторые представители пептид-
ных антибиотиков, причем для их классификации использовали рекоменда-
ции Хассаля [797], основывающиеся на механизме действия антибиотика.

2.3.5.1. Пептидные антибиотики, подавляющие биосинтез
клеточных стенок бактерий

Помимо цефалоспорина, D-циклосерина, фосфономицина ингибиторным
эффектом на рост клеточных стенок бактерий обладают природные и полу-
синтетические пенициллины, а также пептидные антибиотики бацитрацин,
ванкомицин, яниемицин и др. Пенициллин, продуцируемый Penicillium
notation, включает тиазолиновое кольцо, конденсированное с лактамным
кольцом, и меняющийся радикал R:

H i C - • NH-CO-R

Пенициллин G, называемый также бензил пенициллином (R = -СН2-
С6Н5), очень часто применяют в медицине. Образование его из аминокис-
лот (цистеин, валин и др.) дает формальное основание отнести пенициллин
к пептидным антибиотикам. Антибиотическая активность пенициллина
тесно связана с лабильностью лактамного кольца, в частности с реакцион-
носпособностью амидной группы. Пенициллин тормозит последнюю ста-
дию биосинтеза клеточной стенки — поперечную сшивку между цепями
пептидоглюкана.

Фосфонопептиды образуют новый класс синтетических антибактериаль-
ных соединений [798]. Типичный представитель — алафосфин (дипептид,
состоящий из аланина и 1-аминоэтилфосфоновой кислоты):

о
H,N -CH-C-NH-CH-j* -ОН

сн, о сн, он

Бацитрацины, продуцируемые Bacillus licheniformis, открыты еще в
1945 г. Выделение их было осуществлено с помощью противоточного рас-
пределения. Основной компонент, бацитрацин А, имеет следующую струк-
туру:

н
сн,сна-с—сн-

СН, N H 2 w — чей—ч^-ши-—и» i

О plle^D-Om— lw-J
бацитрацин A Lo-Ph#—Hi$-«-Asp—D-A»n
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Бацитрацины действуют на грамположительные бактерии. Имеющийся
в продаже препарат содержит 70% А-компонента и применяется при кож-
ных инфекциях. Образуя комплексное соединение с ундекапренилпирофос-
фатом, промежуточным веществом в биосинтезе клеточной стенки, бацит-
рацин препятствует ферментативному гидролизу и образованию соответст-
вующего ортофосфата. Для активности антибиотика существенны тиазоль-
ное кольцо и остаток гистидина.

2.3.S.2. Пептидные антибиотики, подавляющие синтез
и функционирование нуклеиновых кислот

Только один пептид, а-аманитин, ингибирует как синтез и метаболизм ну-
клеотидов, так и ДНК-зависимую РНК-полимеразу II, катализирующую
синтез мРНК в плазме клеточного ядра. а-Аманитин — представитель
аматоксинов, образующихся в бледной поганке (Amanita phalloides); этот
пептид и есть причина отравления грибами. Поэтому его вряд ли можно
рассматривать как антибиотик. Важным фактом является высокая специ-
фичность подавления РНК-полимеразы, этот фермент ингибируется амани-
тином только в животных, но не в бактериальных клетках.

"оо м-сн, ^ ^
^CH-CHJCHJ, 6Н-СН(СН,),

>со-сн-сн-#*
NHCH, Tjw

Рис. 2-45. Первичная структура актиномицина С, (о) и пентапептидно-
го лактонового кольца (б) [800].
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К антибиотикам, блокирующим матричную функцию ДНК, принадле-
жат актиномицины и хиноксалины.

Актиномицины, продуцируемые штаммами стрептомицетов [799, 800],
окрашены в оранжево-красный цвет; они проявляют высокую антибиотиче-
скую и цитостатическую активность и относятся к очень токсичным хромо-
пептидам. Актиномицин А, выделенный Ваксманом и др. в 1940 г.,—
первый антибиотик, полученный в кристаллическом виде. В настоящее вре-

Рис. 2-46. Схема биологического действия актиномицина С ,[800]. Хро-
мофорный остаток актиномицина (АС) входит между парами G — С
двойной спирали ДНК. а и в — пептидные лактонные кольца.
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мя известно свыше 30 природных и значительное число синтетических и по-
лусинтетических актиномицинов. Для них характерна структура, состоящая
из двух пентапептидных лактонных колец, соединенных аминофеноксази-
ном (хромофор). Наиболее известный и широко используемый представи-
тель актиномицинов — актиномицин С (называемый в англосаксонской ли-
тературе актиномицином D). По предложению Майенхофера и Атертона
[801], его следует называть [ди-(2' -о-валин)]актиномицином (Val2-AM)
(рис. 2-45).

Актиномицины ингиЬируют рост грамположительных микроорганизмов уже в
концентрации <0,1 мкг/мл и, следовательно, обладают пенициллиноподобным дей-
ствием. Однако их широкое применение лимитирует высокая токсичность. Для
мышей летальная доза актиномицина С составляет 0,5—1 мг/кг, доза, переносимая
в течение многих дней, — 0,1 мг/кг. Цитостатическое действие актиномицина С по-
зволяет применять его для лечения некоторых редких- видов рака (лимфогранулома-
тоз, хорионкарцинома, опухоль Вильмса; особенно в последнем случае можно ожи-
дать успеха).

Биологическое действие актиномицинов основано на образовании комплексного
соединения с ДНК (рис. 2-46), при этом подавляется ДНК-зависимый синтез РНК
(транскрипция). Уже одна молекула актиномицина, приходящаяся на -1000 пар ос-
нований, приводит к 50"/о-ному ингибированию синтеза мРНК. Более высокая кон-
центрация актиномицина подавляет также репликацию ДНК. Из того что актиноми-
цины в противоположность пенициллинам не имеют принципиального различия в
действии на бактериальные клетки и клетки инфицированного организма-хозяина,
неизбежно следует высокая токсичность этих пептидных антибиотиков. Цитостати-
ческую активность актиномицинов используют при исследованиях в области клеточ-
ной биологии.

Хиноксалины 1802] обладают интересным спектром активностей, дей-
ствуя как цитостатические, антивирусные и антибактериальные препара-
ты. Антибиотики очень токсичны для млекопитающих. Они продуцируют-
ся различными штаммами стрептомицетов. Важнейшие представите-
ли — хиномицины и триостины

сн,
сн, сн, н,с сн-сн,

!)-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-N-CH-CO-N-CH-CO
CHj .xS-CHj О

о сн сн«
триостин A CO-CH-N-CO-CH-N-CO-CH-NH-CO-CH-NH-CO-

н,с-сн сн, сн, сн,
сн,

Стрептограмин В и эдеин А — антибиотики, которые, ингибируя функ-
цию большой или малой субъединицы рибосомы, подавляют биосинтез
белка. Это позволило широко использовать их при изучении функциониро-
вания рибосомы.
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-он
С-0

NH R,

H,C-CH-CH-CO-NH-CH-CO-N-/

стрептограмин В О ? = О

I 9 ? N~CH»
O-C-CH-NH-C-CH N-C-CH

I i

сна сн2-
-сн,

Стрептограмины пристинамицин I и стафиломицин S имеют ограниченное те-
рапевтическое применение; структурно похожий пептидный антибиотик микамицин
используется в Японии как стимулятор роста животных.

Благодаря туберкулостатической активности особый интерес представ-
ляют выделяемые из различных видов стрептомицетов туберактиноми-
цин, капреомицин и виомицин (туберактиномицин В):

C H l R i CHaRa

R4

 N H a OC-NH-CH —CO—NH —CH

HC-CH-CHj-CO-NH-CH H CO NH,

OH, CH \ ^ H n NH CO

HaC-NMx HW-CO-CH — NH — CO-C-CH-NH

R4

туберактиномицин А

ВИОМИЦИН

туберакгиномицин N

туберактиномицин О

капреомицин 1А

капреомицин I B

ОН
ОН
он
он
он
н

он
он
он
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N H 2

N H 2
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н
н
н
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н
он
н
н
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Структура туберактиномицинов была установлена Сибой с сотр. и под-
тверждена на примере синтеза туберактиномицина О. Та же группа осу-
ществила полный синтез капреомицина.

2.3.S.3. Мембраноактивные антибиотики

К настоящему времени выделено и охарактеризовано множество антибио-
тиков, обладающих определенной активностью к мембранам. По механиз-
му действия их часто разделяют на две группы: ионофоры [803] и антибио-
тики, вызывающие нарушения в мембранах.
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Ионофоры индуцируют транспорт ионов через биологические мембраны
и искусственные фосфолипидные бислои. Важнейшие представители: гра-
мицидины А — С, валиномицин, энниатин, аламетицин и др.

Продуцируемые Bacillus brevis грамицидины А — С — линейные пента-
декапептиды с N-концевой формильной и С-концевой /3-этаноламидной
группами. В зависимости от N-концевой аминокислоты (валин или изолей-
цин) грамицидины дифференцируются на валинграмицидины А — С и изо-
лейцинграмицидины А — С. От приведенного ниже валинграмицидина А
формы В и С отличаются заменой триптофана в положении 11 на фенила-
ланин и тирозин соответственно:

HCO-VU-Gly-Ala-D-L«i-Ala-0-V*l-Val-D-Val-Trp-D-Uu-
1 5 * 10

Тф-D-Uu-TVp-D-Uu-Trp-NH-CHa-CHa-OH
15

Примечательно чередующееся расположение L- и D-аминокислот. Грамицидин А
обусловливает транспорт ионов К+, Na+ и других одновалентных ионов через мем-
браны митохондрий и эритроцитов, а также через синтетические бислои. Грамици-
дины А—С иногда применяют в медицине, в основном локально, против грамполо-
жительных возбудителей болезни.

Валиномицин — циклический додекапептид, состоящий из трех одинако-
вых участков последовательности:

сн, сн,
н,с-сн сн, н,с-сн (

-NH-CH-CO-O-CH-CO-NH-CH-CO-O-CH-CO-

сн,
нас-сн

вапин молочная

кислота
валин а-гидрокси-

изо валериановая
кислота

Как и многие другие ионофоры, валиномицин имеет кольцевую структу-
ру и специфически индуцирует транспорт ионов К + через биологические и
искусственные мембраны. Валиномицин — классический представитель ио-
нофоров и первый пептидный антибиотик с полностью выясненной про-
странственной структурой (Иванов и сотр., 1969 г.). Ион калия образует
комплекс с валиномицином (рис. 2-47) [804].

Гидрофобные боковые остатки придают комплексу К+-валиномицин
хорошую растворимость в неполярных углеводородных слоях мембран, и,
таким образом, становится возможным транспорт ионов К + через мем-
брану. В случае грамицидина А обсуждается возможность образования
ионных каналов. Полагают, что линейный пептид образует канальную
структуру, проходящую через мембрану, через которую идет поток ионов,
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о с ®N водородная связь

Рис. 2-47. Конформация комплекса валиномицин-К+ [804]. а — вид
сбоку, б — вид вдоль оси симметрии.

причем молекула, образующая канал, не совершает каких-либо движений.
Энниатин — циклический гексадепсипептид с повторяющейся последо-

вательностью очх-гидроксивалероил-ь-метилизолейцина (энниатин А) или
о-а-гадроксивалероил-ь-метилвалина (энниатин В):

сн, сн,
Н,С-СН Н,С R НС-СН,

0-СН-СО—N—СН-СО-0-СН-С-О

• 1 0 1
O - C - C H - N - O C — СН — O-OC-CH-N

R СН, НС-СН, R СН,

СН,

энниатин А : R «-CH-CHj-CH,

СН,

энниатин В : R. -СН-СН,
СН,

Беауверицин обладает похожей структурой (R = -СН2-С6Н5).
Энниатины были выделены в 1947—1948 гг. из разных видов фузариу-

ма Платтнером с сотр., в 1963 г. Фоглер и сотр. осуществили их химиче-
ский синтез.

Серратомолид — тетрапептид с повторяющимися остатками D-/8-
гидроксидекановой кислоты (D-Hyd) и ь-серина (ioooio-(D-Hyd-L-Ser)2).
Представители несимметричных пептолидов — споридезмолиды. Для спо-

ридезмолида I установлена следующая структура (Нуу=ь-«-гидрок-
сиизовалериановая кислота):

imioio-(-Hyv-D-vai-D-Leu-Hyv-Val-Leu-)
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Рис. 2-48. Предполагаемая «сандвичевая» структура одного из анало-
гов валиномицина [80S].

Множество синтезов пептолидов проведено Шемякиным и сотр. Его ученики,
Овчинников, Иванов и др., в рамках программы изучения взаимосвязи структуры
пептолидов и их активности синтезировали более 60 аналогов энниатина, - 1 0 0 ана-
логов валиномицина и. пррвели большую работу по изучению конформаций. Оказа-
лось, что антибактериальные свойства циклодепсипептидов находятся в тесной взаи-
мосвязи со способностью образовывать комплексы с катионами. Аналоги, не обла-
дающие комплексообразующими свойствами, не оказывают антибактериального дей-
ствия. Валиномицин, энниатин, антидот антаманид (разд. 2.3.6), а также их много-
численные аналоги связываются с катионами в отношении 1:1. Кроме того, Иванов
и сотр. смогли установить, что в определенных условиях могут существовать проч-
ные комплексы с другой стехиометрией. Рис. 2-48 показывает предлагаемую [805]
для ряда валиномицина структуру комплекса в виде сандвича.

Промежуточное положение между ионофорами и второй группой мем-
браноактивных пептидных антибиотиков занимает аламетицин. Аламетн-
цин вместе с природными аналогами сузукациллином и трихотоксином
причисляют к амфифильным пептидным антибиотикам, которые в липид-
ных мембранах создают флуктуирующий,, независимый от напряжения по-
ток вонов и поэтому представляют большой интерес как модельные систе-
мы нервной проводимости.

Вследствие агрегации этих пептидов образуются поры, которые могут
иметь различную проницаемость, поэтому дни особенно хороши для изуче-
ния механизма проводимости ионных каналов.
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Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-
1 10

Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-Gln-Phol
15 20

Рис. 2-49. Первичная структура аламетицина. Aib — a-
аминоизомасляная кислота, Phol — фенилаланиол.

Первоначально предполагалось, что аламетицин имеет структуру цикло-
октадекапептида [807]. В пересмотренной и подтвержденной синтезом пер-
вичной структуре (рис. 2-49) остаток N-концевой а-аминоизомасляной кис-
лоты (Aib) ацетилирован, в то время как на С-конце присутствует остаток
фенидаланиола [808].

Наряду с уже упоминавшейся мембранной и антибиотической активнос-
тью аламетицина следует также отметить его мембранорастворяюшее дей-
ствие к асцитным клеткам карциномы Эрлиха, а также эритроцитам. По-
добно аламетицину на мембраны действуют также его природные аналоги
сузукациллин А и трихотоксин А40, которые имеют также значительную
гомологию в первичной структуре [809, 810].

Приведенные далее циклические пептиды воздействуют на структуру
мембраны, сначала попадая путем адсорбции и проникновения в пористые кле-
точные стенки и затем взаимодействуя с белковолипидными комплексами,
что в свою очередь приводит к разрушению мембраны. Антибактериаль-
ная активность грамицидина S и структурно похожего на него тироцидина
обусловлена, вероятно, именно свойствами поверхностно-активного ве-
щества.

Грамицидин S впервые выделен в СССР в 1944 г. группой Гаузе и Браж-
никовой из штамма Bacillus breyis. В 1946 г. Синге с сотр. установили его
первичную структуру. Молекула состоит из двух идентичных пентапепти-
дов, соединенных между собой и образующих десятичленный цикл. Приве-
денное ниже строение антибиотика подтверждено Швицером и Зибером
[811] полным химическим синтезом:

Lvw-Om-Uu-O-Ph» -Pro -V«l-Orn-Uu- D-Phe-Pro-1
1 5 10

В 1967 г. Ваки и Идзумия, проводя циклодимеризацию активированного
производного пентапептида, помимо грамицидина S получили с 32%-ным
выходом циклический пентапептид. Этот полуграмицидин S показал себя
биологически неактивным.

Грамицидин S действует только на грамположительные и не влияет на
грамотрицательные возбудители. Изучение взаимосвязи структуры и ак-
тивности показало, что без потери активности можно заменить пролин на
глицин или саркаэин и орнитин на лизин. Заменяя D-фенилаланин на D-
аланин или глицин, получают аналоги со слабым биологическим действи-
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vai _ uu
I н Р

D-Ph» Om

Рис. 2-50. Конформационная модель грамицидина S.

ем, встраивание в эти положения ь-аланина ведет к полной потере активно-
сти. На рис. 2-50 приведена модель грамицидина S, построенная на основе
конформационных исследований [812, 813]. Можно увидеть антипараллель-
ную /3-структуру с четырьмя внутримолекулярными водородными связями
между остатками валина и лейцина и особое пространственное расположе-
ние обеих последовательностей.

Тироцидины, открытые в 1952 г., также продуцируются Bacillus brevis.
Тироцидины А—Е различаются, по существу, ароматическими аминокис-
лотами и обладают пентапептидным участком, сходным с грамицидином
S:

Тироцидин Последовательность

А цикло -(-Val-Orn-Leu-D-Phe-Pro-Phe-D-Phe-Asn-Oln-Tyr-)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

В циюю-(— — — — — Тгр — — — — )

С цикло-(— — — — — Trp-D-Trp — — — )

D цикпо-(— — — — — — — — — Phe)

Е цикло-(— — — — — — — Asp — Phe)

Тироцидины действуют преимущественно на грамположительные возбуди-
тели. Смесь тироцидинов используют часто в комбинации с 20% грамици-
дина для лечения кожных инфекций, а также инфекций полости рта и гор-
ла. Тироцидиновый аналог с открытой цепью биологически неактивен, в то
время как соответствующий" аналог грамицидина сохраняет около 1/12 ак-
тивности природного вещества.

Полимиксины представляют собой циклические пептиды, содержащие
остатки жирных кислот, продуцируемые Bacillus polymyxa и действующие
против грамотрицательных возбудителей, в том числе против Pseudomo-
nas.

Установление структуры полимиксинов оказалось весьма сложной зада-
чей и первоначально не приводило к правильным результатам. Лишь в свя-
зи с многочисленными работами по полному синтезу, проведенными Шту-
дером, Фоглером, Сузуки и др. (1959—1965 гг.), удалось получить одно-
значные данные о структуре полимиксинов, а также отнести к этой группе
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циркулинены А и В (Муррей и Тетраулт, 1948 г.). выделенные из культу-
ральной жидкости Bacillus circulans, и колистины (Каяма, 1950 г.), найден-
ные в культуральной жидкости Bacillus colistinus. Во всех случаях в основе
структуры лежит разветвленный циклический гекпапептид с остатком а/у-
диаминомасляной кислоты в разветвлении, образующим кольцевую струк-
туру посредством у-амидной связи с остатком треонина и соединенным а-
аминогруппой с тетрапептидом. Концевая аминогруппа несет остаток раз-
ветвленной жирной кислоты — (+)-6-метилоктановой ((+ )-изопелар-
гоновой) или 6-метилгептановой (изооктановой).

Заслуживает значительного внимания наличие ь-а.у-диаминомасляной
кислоты (Dbu). Первоначально N-концевому остатку этой кислоты припи-
сывалась D-конфигурация.

®-Dbu-Thr-<X>-Dbu- D b u - ®

Попимиксин

в,
в2
D,
D2

Колистии А = Е^
Копистин Ц = E V

Циркулии А

Метилоктаноил-
Изооктаноил-
Метилоктаноил-
Изооктаноил-
Метипоктаноип-
Изооктаноил-
Метипоктаноип-

Dbu
Dbu
D-Ser
D-Ser
Dbu
Dbu
Dbu

D-Phe
D-Phe
D-Leu
D-Leu
D-Leu
D-Leu
D-Leu

Leu
Leu
Thr
Thr
Leu
Leu
He

Все представители группы полимиксинов — довольно токсичные соединения.
Полимиксины и колистины применяют локально при желудочно-кишечных инфекци-
ях; они обладают некоторым побочным нефротоксическим действием.

В заключении следует упомянуть о монамицинах — семействе из 15 гек-
сапептидов, также относящихся к ионофорам. Они образуют, прочные ком-
плексы с ионами К + , Rb + , Cs + и нестойкие (в равных условиях) с ионами
Li+, N a + . Монамицины имеют следующую структуру:

Н,С-СН HN
о-сн-со—^-о<-

L D

нх-снон

O-C-CH-NH-

>
R2H2C CH,

•N—СН—С-0
L

L О
ОС —СН—N OC-CH-N-CH*

сн,
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Монамицин

А

в,
в2
Bj

С
D,
D2

Е

F
G,
Ог

Оз

н,
н2I

R1

Н
Н
Н
СН3

СНз
СНз

н
сн,
СНз

н
н
сн,
СНз

н
сн,

R2

Н
Н

сн3
н
н
н
СНз

сн.
сн,
н
сн,
н
н
сн,
сн,

RJ

СИ,
СНз

н
н
сн,
сн.
СНз
СНз
СНз

сн,
н
н
сн,
СНз
СНз

R4

н
н
н
н
н
н
н
н
н
а
а
а
а
а
а

2.3.6. Пептидные токсины

В последние годы особенно интенсивно исследуются природные вещества,
относящиеся к ряду пептидных токсинов. Эти вещества выделены из жи-
вотного и растительного материала, а также из микроорганизмов.

Структура яда бледной поганки (Amanita phalloides) установлена, а за-
тем подтверждена синтезом в лаборатории Виланда в 1979 г. [814, 815].
Бледная поганка продуцирует десятки циклических пептидов: ядовитые
фалпотоксины ( L D ^ для мыши ~ 2 мг/кг), в течение нескольких часов
разрушающие печень; циклический декапептид антаманио, способный
быть при своевременном применении антагонистом к фаллоидинам; ама-
токсин, в основном ответственный за ядовитость гриба (LDJQ ДЛЯ МЫШИ
-0,5 мг/кг).

К фаллотоксинам, в основе структуры которых лежит поперечносши-
тый циклический гептапептид, относятся фаллоидин, фалпоин, фаллицин и
фаллацидин. В то время «ак первые три представителя ряда отличаются
лишь степенью гидроксилирования остатка эритролейцина, фаллацидин
имеет на месте D-треонина остаток о-эритро-0-гидроксиаспарагиновой кис-
лоты и в соседнем положении остаток валина вместо аланина. В осталь-
ном он совпадает со структурой фаллоидинов:



310 Биологически активные пептиды

CHj-CH-CO-i-NH-CH-
NH ' СНа СО

N+CO-CH _ „ , ,
1 NH+CO-CH-NH-}-CO

0 H И ' носн '

•Ралпотоксин

ЧЪотлоидин

Фалпоин

Фаплицин

Фалпоцидин

сн,он
-с-сн,
он
СИ.

-C-CHj

он
сн,он

-с-сн,-он
он
сн,он

-C-CHj

он

-СН,

-сн,

- с н ,

—сн
-сн,

- с н ,

- с н ,

- с н ,

—соон

Ядовитость фаллотоксинов связана с циклической гептапептидной
структурой, а также с тиоэфирной связью бокового радикала триптатиона,
соединяющей положение 2 индольного кольца с остатком цистеина. При
выяснении связи между структурой и функцией были синтезированы раз-
личные аналоги фаллотоксинов. Виландом с сотр. [816] осуществлен по-
лный синтез аналогов, в которых алло-гидроксипролин (положение 4) или
7,6-дигидроксилейцин (положение 7) заменены на другие аминокислоты.
Синтез проведен по следующей схеме:

CF,COOH • H-Ata-Trp-X-OBu*
H-Ala-Trp-X-OBu1

S-CI
HO-Y-Cy*-0-Thr-AI»-Boc

HO -Y-Cy»-D-Thr-AI»-Boc

CA г
- Y- Cyi-D-Thr-Ata-Boc

СГдСООН
CA

5 6 7

I— V-Cyt-O-1Cyt-
3
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Той же исследовательской группой синтезирован так называемый мини-
фаллотоксин, представляющий интерес как первый член ряда фаллотокси-
нов. Это соединение не ядовито и не обладает аффинными свойствами к F-
актинину.

HN

о-с

с-о

т
с

Построенные из L-аминокислот аматоксины — циклические октапепти-
ды, содержащие на месте тиоэфирной связи сульфоксидный мостик:

н-с-он
н,с-с-н
HN-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH.-CO

I I 2 I
ОС СН, NH c H j

сн-сн
I сн,-сн,

. . . - СО '

I J 4 » I
OC-CH-NH-CO-CH-NH-CO-CHa NH

Аматоксин R.

-он
—он
—н
-он

-он
-он
-он
-н

-NHj

-он
- N H 2

-ОН

Свыше 90% смертельных случаев отравления грибами объясняются на-
личием аматоксинов [817]. Эти яды в высокой концентрации (0,2—0,4 мг/г
биомассы) присутствуют в бледной поганке {Amanita phalloides) и в ее бе-
лой разновидности {Amanita virosa). Аматоксины есть также и в других
грибах, например рода Galerina и у некоторых видов Leoiota. В 1966 г
установлен механизм действия аматоксинов. Эти токсины уже в концентра
ции 10~8 моль/л полностью подавляют транскрипцию ДНК в мРНК, в ре-
зультате блокируется биосинтез белков печени, и это приводит к отмира-
нию (некрозу; оольшей части клеток печени. Хотя действие аматоксинов
начинается, вероятно, уже через полчаса, распад клеток наступает через
2—3 сут после отравления.
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Виландом описана относительно простой тест на аматоксины, основанный на
фиолетово-синей цветной реакции, которую дают аматоксины с коричным альдеги-
дом в присутствии паров хлороводорода. Так как имеющийся в газетной бумаге лиг-
нин содержит альдегид, реагирующий подобным образом, определение проводят
следующим образом: свежеотрезанный кусочек гриба, в котором предполагается на-
личие аматоксинов, с помощью ножа прижимают к краю газеты до появления от-
четливого влажного пятна. Бумагу высушивают на воздухе и увлажняют 8 н. НС1.
Появляющаяся в течение 13 мин отчетливая синяя окраска говорит о токсичности
гриба.

Особый интерес вызывает открытие, что бледная поганка помимо при-
веденных токсинов также содержит в незначительной концентрации цикли-
ческий декалептид, который может подавлять отравляющее действие фал-
лоидина и а-аманитина. Структура этого противоядия, получившего назва-
ние антаманид, установлена с помощью масс-спектрометрии и подтвер-
ждена синтезом:

цикло-(— Pro—Phe—Phe—Val—Pro—Pro—Ala—Phe—Phe—Pro—)

Однако защита против смертельного действия грибных токсинов будет
надежной лишь в том случае, если необходимую дозу антаманида (для мы-
ши 0,5 мг/кг против S мг/кг фаллоидина) ввести раньше или одновремен-
но с токсином.

Антаманид н различные аналоги образуй»т. комплексы с ионами щелоч-
ных и щелочноземельных металлов. Связь между антитоксической актив-
ностью и комплексообразующими свойствами оставалась долгое время не-
ясной. Конформации эквимолярных комплексов антаманида с Li + , K+,
Na + или Са 2 + сходны как в растворе, так и в кристаллическом состоянии.
В седловидной структуре катион связан четырьмя кислородными атомами
карбонильных групп. Ивановым с сотр. [818] обсуждается возможность об-
разования комплекса-аналога с соотношением 2:1 и строением, подобным
валиномициновому «сандвичу» (разд. 2.3.5.3), поичем предполагается воз-

Рис. 2-51. Предполагаемый принцип взаимодействия антаманида с
биомембраной [818]. Заштрихованы области белкового компонента
мембраны.
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можным взаимный переход между комплексами с различной стехиометри-
ей. В отношении антитоксической активности антаманида постулируется
взаимодействие комплекса с белковыми компонентами биомембраны (рис.
2-51), благодаря чему блокируются значительные области поверхности
мембран, что в свою очередь меняет их проницаемость к названным токси-
нам.

Малформин, продукт метаболизма Aspergillus niger, помимо антибакте-
риального действия обладает цитотоксической активностью, вызывает ро-
стовые деформации у высших растений. Структура, установленная в
19S8 г., была подтверждена в 1973 г. синтезом:

D-Cya-D-Cyt-VM-0-Uu-ll*

№ пчелиного яда выделено множество основных пептидов, важнейшие
из которых — меллитин, апамин и пептид, дегранулнрующий тучные клет-
ки [819, 820]. По данным Крейла и др. [821], биосинтетическим предшест-
венником меллнтина является препромеллитин, состоящий из 70 аминокис-
лотных остатков и имеющий на N- и С-концах остатки метионина и глици-
на соответственно. За сильногидрофобной N-концевой частью следует сред--
няя богатая остатками пролива область, включающая в себя все кислые
аминокислоты пептида, к которой примыкает участок 44—69, соответству-
ющий активному меллитину, а также С-концевой остаток глицина:

Mat-Lys-Hw-Uu-Val-X-Val-Ala-Uu-Vbl-
1 S 10

Пт- M*t-VU-VM-iyr-ll«- X-iyr—ll»-l*u-
15 20

ft» - Chi - Ah - Chi-Ato- Atp- Ato-G<u-Ab-A»p -

1 1 » 5 "
fto-Ghi- Ab-4Gty-ll«-Glv-Ato-VW-Uu-ty»-

Ю
\fal-Uu-Thr-Thr-Gty-Uu-Pro-Ata-Uu-ll»-

» » 75
S»r--ftp-U«-tvi-Afg-LY»-Ara-G>n-GlnFGty

В соответствии с «сигнальной» гипотезой Блобеля препоследовательность
1—21, называемая также сигнальным пептидом, имеет в своей структуре информа-
цию, делающую возможным образование комплекса мРНК и рибосомы с рнбосом-
ным рецептофиым белком. Благодаря этому последующая пептидная последователь-
ность, синтезированная непосредственно в эндоплазматическом ретикулуме, прохо-
дит через мембрану во внутреннее пространство канальцев ретикулума и может та-
ким образом быть секретирована наружу. Сигнальный пептид по окончании синтеза
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всего белка отщепляется сигнальной протеазой, локализованной на внутренней части
мембраны. Для образования меллитина из промеллитина требуется отщепление С-
концевого остатка глицина с одновременным образованием амидной группы и рас-
щепление связи Ala^-Gly44. В противоположность рассмотренному промеллитину
пчелиной матки промеллитин рабочих пчел имеет N-концевой про-
участок из 6—9 аминокислот, не совпадающий с соответствующим участком 35—43
приведенной выше последовательности препромеллитина.

Меллитин представляет собой амид гексакозапептида, соответствую-
щий последовательности 44—69 препромеллитина пчелиной матки. Гемо-
лизирующее действие и способность понижать поверхностное натяжение
объясняются распределением гидрофобных аминокислотных остатков в N-
концевой части и гидрофильностью С-концевой части («инвертирующее
мыло на пептидной основе»). Синтез меллитина описан в-1971 г. Любке с
сотр.

Апамин впервые выделен и очищен в 1965 г. Хаберманом, двумя годами
позднее установившим его структуру:

Cyt-Atn-Cys-Lyt-Ala-Pro-GKi-Thr-Ata-Leu-Cyt-Ala-Arg-Aig-Cyt-Gln-Gln-Hto-NH.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 13 1 4 1 S 16 17 «

Полный CFine-J осуществлен в 1975 г. [822, 823]. Апамин — нейро-
токсический компонент пчелиного яда.

Третьим пептидным компонентом яда пчел является пептид, вызываю-
щий дегрануляцию тучных клеток (MCD-пептид) и имеющий следующую
последовательность:

I 1
lte-Lyi-Cyt-Aw-Cyt-lyt-Arg-Hh->*l-lto-lyt-Pro-Hta-lte-Cyi-An-ly»-ll«-Cy»
1 2 3 4 5 6 7 8 9 W T I 1 2 1 3 1 4 t S T 6 1 7 T 8 1 9

Gly-tp-Asn-NH2

20 21 22
Этот пептид обладает противовоспалительным действием. Лечебное дейст-
вие пчелиного яда при ревматических заболеваниях объясняется присутст-
вием этого пептида. После успешного синтеза, осуществленного Бирром в
1977 г., новые интереснейшие данные могли бы дать исследование дейст-
вия пептида на клеточные мембраны тучных клеток, а также исследование
противовоспалительного действия при варьировании аминокислотной по-
следовательности.

Яд осы более беден активными пептидами. Фармакологически кинино-
подобным действием обладает полистескинин, выделенный из genus Polist-
es. Этот кинин осы представляет собой брадикинин, удлиненный с N-конца
на 9 аминокислот:

^Ght-Thr-Atn - l y * - Lys-lp -Uu - Arg - Gif-
1 $

AH-Pio-Pn»-Gty-Ph«-S«r—Pro-PlM-Arg
10 «
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В 1977 г. Накаджима с сотр. [824] из яда Vespula lewisii выделил пептид,
обладающий дегранулирующим действием на тучные клетки и получивший
название мастопаран. Его действие подобно действию гранулиберина R
(разд. 2.3.2.4), но он имеет явные структурные отличия как от гранулибе-
рина, так и от MCD-пептида:

Ito-Aan-Uu-Lyt-Ala-Uu-Ala-Ala - U u -
1 S

Ato-Ly»-ly$-M«-Uu-NHa

W M

В ядах других ос также найдены подобные пептиды.
Известное структурное сходство с меллитином показывает выделенный

из защитного секрета европейской жерлянки (ВотЫпа) бомбинин, отлича-
ющийся гемолитической активностью:

Oy-lto-Gly-Ala-Uu-Ser-Ala-lyt-Gly-Ala-Uu-ky*-
1 5 10

Gly-Uu-Ala-Lyt-Gly-LMi-Ala-Gbi-Hls-nM-Ala-AMt-NH%

15 20 24

Яды у змей образуются в верхнечелюстных слюнных железах и состоят
из сложной смеси высокотоксичных пептидов с антигенным действием,
белков, а также ферментов. В то время как токсины вызывают паралич и
смерть укушенного животного, определенные ферменты (гиалуронидаза и
др.) способствуют проникновению яда и начинают процесс переваривания
гтооглоченной пищи. В соответствии с их действием токсичные пептиды
разделяют на кардиотоксины (яды, действующие на сердечные мышцы и
вызывающие необратимую деполяризацию мембран мышечных и нервных
клеток) и нейротоксины (нервные яды, блокирующие нервно-мышечную
трансмиссию). Лучше всего изучены нейротоксины ядовитых змей, в свою
очередь подразделяющиеся на короткоцепочечные полипептидные токсины
(60—62 аминокислоты) и длинноцепочечные соединения (71—74 аминокис-
лоты). Кобротоксин, первичная структура которого приведена ниже, син-
тезирован в 1972 г. на твердой фазе Изумия с сотр.
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Рис. 2-52. Первичная структура а-бунгаротоксина [825]. Стрелками по-
казано предпринятое для полного синтеза разделение на фрагменты.

В лаборатории Иванова в Институте биоорганической химии им. М. В. Шемяки-
на классическим методом, с использованием принципа максимальной защиты, осу-
ществлен синтез а-бунгаротоксина — токсина из яда тайваньской змеи Bungarus mu-
Iticinctus, состоящего из 74 аминокислот и .имеющего 5 днсульфидных мостиков. По-
лностью защищенный пептид был получен конденсацией фрагментов (1—19, 20—37,
38—53, 54—74) исключительно по остаткам глицина и пролива (рис. 2-52).

На этом примере стало возможным показать, что полипептид из 70 аминокис-
лотных остатков может быть синтезирован в растворе с максимальной гидрофоб-
ной защитой боковых функций [825]. Следующий объект синтеза этой лабо-
ратории — нейротоксин II из яда среднеазиатской кобры Naja Naja Oxiana, состоя-
щий из 61 аминокислоты.

2.3.7. Пептидные инсектициды

В последние годы в природе найдены некоторые циклопептиды, действую-
щие как инсектициды. Аспрохацин, образующийся как продукт метаболиз-
ма Aspergillus ochraceus, состоит из N-метилаланина, N-метилвалина и ор-
нитина, а также октатриенкарбоновой кислоты, соединенной с а-
аминогруппой орнитина:

аспрохацин

HN-CHa-CHa-CHa О

О-С HC-NH-C-CH=-CH-CH=-CH-CH«CH-CH,

н,с-сн с=о

! i
, с

H,c-i!i—с - сн — ii-сн,
м
СН,

см
C С
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Аспрохацин показывает высокую токсичность для шелковичных червей.
В 1970 г. Сузуки и сотр. установил структуры выделенных из культуры

М. anisopttae и обладающих инсектицидным действием циклических депси-
пептидов деструксинов С и D.

HN-CHfCHfC-p-CH-C-O

o-c
N,C-CH

Н.С-Л i
O-C-CH-N-C-CH-N

Я? "а О bi2

H,C

Деструксин R, R2

С НО-СН 2-СН(СН,)-СН 2- HjC-
D Н3С-СН(СООН)-СН,- Н 3 С -
Дезмвтип- H 3 C - C H ( C H J ) - C H J - H -

Бассштолид — продукт обмена энтомопатогенных грибов Beauveria
bassiana « Verticillium lecanii (структура также установлена группой Сузуки
[826]):

н*Ч /рн» сн
сн ^

-O-W-C-N-CH-C
О СН, О

4

Это циклический депсипептид, состоящий из двух структурных элементов,
N-метиллейцина и о-гидроксииэовалериановой кислоты, был получен син-
тетически. Бассианолид обладает высокой токсичностью для шелковичных
червей.

В связи с рассмотрением пептидных инсектицидов должны быть упомя-
нуты исследования Подушки, Сламы и др., занимавшихся ювенильной гор-
мональной активностью обычных пептидных производных. Этиловый
эфир 1.-изолейцил-ь-аланш1-4-аминобенэойной кислоты имеет, например,
структурное сходство с аналогами ювенильвых гормонов, построенными
из монотерпенов и ароматических соединений с замещением в положе-
нии 4. Повышения активности удалось достигнуть заменой остатка изолей-
цина на щрет-бутилоксикарбонильную группу. Еще сильнее действует со-
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ответствующее а-хлоризобутирильное производное, уже 1 мг которого до-
статочно, чтобы путем нарушения процесса превращения нимфы во взрос-
лую форму уничтожить 2 т клопов семейства Pyrrhocoridae.

2.3.8. Пептидные алкалоиды Г827, 828]

Лизергиновые производные алкалоидов спорыньи, например эрготамино-
вого типа, имеют в структуре циклический трипептидныя элемент, в об-
разовании которого принимают участие D-пролин, ь-лейцин, L-
фекилаланин или L-аланин. Соединение с карбоксильной группой осущест-
вляется или через аланин (эрготаминовый тип), или через валин (эрготокси-
новый тип):

структура, лежачая в основе производных
лизергиновой кислоты

трипептидный элемент

остаток лизергиновой
кислоты

к.

Эрготамин
Эргоэин

ЭРгокристин
Эргокриптин

-CHj-QH5

-СН2-СН(СНЭ),
-CHj-QH,
-СН,-СН(СН3Ь

-сн э-сн,
-СН(СН,),
-CH(CHj),

Биосинтез осуществляется, исходя из триптофана и изопентенилпиро-
фосфата. Пептидная часть алкалоидов эрготаминового и эрготоксинового
типа синтезируется мультиферментным комплексом.

Пептидные алкалоиды пандаминового типа в последнее время во все
возрастающем количестве находят в некоторых семействах растений [827].
Франгуланин, основной алкалоид коры крушины (Rhamnus frangula L.),
был впервые выделен Чеше с сотр. [829]. Он присутствует также в дру-
гих видах крушины. Аминокислоты, входящие в структуру алкалоида: лей-
цин, 1Ч,М-диметилизолейцин (Ме2Ие) и 3-гидроксилейцин (З-Hyle). Франгу-
ланин и приведенные далее родственные ему пептидные антибиотики
структурно происходят из пандамина, алкалоида из Panda oleosa.
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S-Hyte

НС-CM,

н,с-сна

Помимо N-диметилизолейцина, 3-гидроксилейцина и фенилаланина панда-
мин содержит небелковый компонент — производное 1-амино-2-гидро-
ксиэтилбензола. В франгуланине и других алкалоидах этой группы на месте
гидроксиэтанового мостика находится этеновая группа:

R. R»

Франгупанин
Интергерренин

Интергеррессин

Скутиамин

- С Щ С Н , ) ,

—СбН5

—CeHs

-СН(СН,Ь

- С Н 2 - С Н ( С Н , ) ,

-СН,г-СН(СН3)2
- C H j - Q H ,
- C H J - Q H J

Mejlle-
Mejlle-
Mejlle-
Mejlle-Pro

Типичной для приведенных пептидных алкалоидов является 14-членная
кольцевая система, содержащая 4-алкоксистириламинный остаток. При
установлении структуры особенно эффективной была масс-спект-
рометрия.

Зизифин (Збирал с сото., 1965 г.) — пример алкалоида с пептидным
компонентом линейной структуры. Строение молекулы достоверно уста-
новлено при использовании химических методов, масс-спектрометрии и
ЯМР-спектроскопии.

- С -CH - CH - CH2-CHj

н^с ч с н ,
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