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В последние годы в фармацевтической промышленности наблюдается растущий интерес к те-
рапевтическим пептидам: на рынке представлено более 50 пептидных препаратов, примерно 
170 находятся на стадии клинических испытаний и более 200 – на этапе доклинической разра-
ботки. Терапевтические пептиды средней длины обычно синтезируют химическими методами 
с использованием жидкофазной или твердофазной стратегий, каждая из которых имеет свои 
преимущества и недостатки. В последнее десятилетие в пептидной химии активно развива-
ется новый подход – жидкофазный синтез с использованием якорей, в котором объединены 
сильные стороны обоих методов. Наличие липофильного якоря позволяет проводить реакции 
в  гомогенной среде и  одновременно облегчает очистку, а  также существенно экономит рас-
ход реактивов и растворителей. 

Сегодня наиболее проработаны три варианта синтеза с использованием якорей: Tag-assist-
ed синтез, GAP-технология и стратегия AJIPHASE.

Традиционный пептидный синтез
Первые эксперименты по получению синтетических пеп-
тидов проводились в  растворе, при этом после каж-
дой стадии введения / снятия защитной группы, а также 
образования пептидной связи требовалась очистка 
и  контроль качества интермедиата. Эти относительно 
трудоемкие операции часто приходится оптимизировать 
от одного цикла к другому, поскольку свойства растущих 
промежуточных пептидов не одинаковы. Из-за многочис-
ленных сложных выделений использование жидкофаз-
ной стратегии для синтеза длинных и сложных пептидов 
может быть проблематичным, тем не менее метод оста-
ется актуальным для коротких пептидов и фрагментов. 

В  1963  году Брюс Меррифилд предложил револю-
ционный метод твердофазного пептидного синтеза. 
Использование твердой подложки решало ключевую 
проблему промежуточной очистки, позволяя легко 
отмывать избыточное количество аминокислоты и  дру-
гие побочные продукты от  растущего иммобилизован-
ного на подложке пептида.  Легкое манипулирование 
промежуточными продуктами облегчило автоматиза-
цию процесса и  позволило осуществлять быстрый син-
тез в  одном реакторе. Первоначально для  синтеза 
использовали N-Boc-защищенные аминокислоты (стра-
тегия Boc / бензил, при которой снятие защитных групп 
обеспечивалось обработкой трифторуксусной кисло-
той), боковые группы Ser, Thr, Tyr и  Asp, Glu защища-
лись путем превращения в  бензиловые эфиры, а  для 
отщеп-ления готового пептида со смолы требовалась 

плавиковая кислота.  Впоследствии  приобрела попу-
лярность стратегия  Fmoc /  t-Bu, где защитные группы 
снимались пиперидином, боковые группы превраща-
лись в  трет-бутиловые эфиры, а  отщепление со смолы 
происходило при обработке трифторуксусной кисло-
той. Однако применение твердой подложки приводило 
и к ряду ограничений, связанных с недостаточной диффу-
зией и малой загрузкой. Максимально возможная загрузка 
для  наиболее часто применяемых смол: Wang-Resin, 2-Cl-
Trt-Resin, Rink Amide AM Resin, Rink Amide MBHA-Resin 
и MBHA-Resin невелика и составляет 0,3–0,8 ммоль/г. Кроме 
того, необходимость использования 2–5-кратного избытка 
реагентов и потенциально опасных растворителей – ДМФА 
и  N-метилпирролидона, а  также пиперидина, применяе-
мого для  удаления защитных групп, связана с  серьезной 
нагрузкой на  окружающую среду. Еще одно ограниче-
ние – синтез гидрофобных пептидов, которые имеют склон-
ность к агрегированию на смоле и требуют применения спе-
циальных смол и более низкой загрузки. 

Жидкофазный пептидный синтез 
с использованием якоря
В  начале 2000-х  годов стала развиваться стратегия, соче-
тающая в себе преимущества твердофазного и жидкофаз-
ного методов (рис.1а). Вместо твердой нерастворимой 
смолы, ограничивающей доступ реагентов к реакционным 
группам пептидной цепи, С-концевой остаток будущего 
пептида пришивался к  объемной липофильной группе. 
Благодаря наличию этой группы растущие конъюгаты 
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хорошо растворялись в  органических растворителях, а 
будучи помещенными в  двухфазную водно-органическую 
систему, распределялись в органическую фазу. Поскольку 
аминокислоты и  связывающие агенты, используемые 
для  образования пептидной связи, обычно полярны, они 
легко и эффективно могут быть удалены промывкой водой. 
Другим способом выделения конъюгированного пептида 
на каждой стадии может быть его осаждение из органиче-
ской фазы при добавлении гидрофильного растворителя 
(рис.1б). 

В  то же время возможность проведения реакций в  рас-
творе использует все преимущества жидкофазного пеп-
тидного синтеза. Реакцию легко контролировать на любом 
этапе всеми доступными методами, от ТСХ до ЯМР, поскольку 
отсутствует необходимость отщепления пептида от  нерас-
творимой подложки. Для  эффективного протекания реак-
ции достаточно использовать лишь небольшой избыток 
аминокислоты и  связывающего агента. В  качестве раство-
рителя вместо ДМФА и NMP можно применять значительно 
более экологичный 2-метилтетрагидрофуран. Авторы  [1] 
подсчитали, что синтез 20-членного пептида жидкофазным 
методом с  использованием якоря в  12  раз  сокращает коли-
чество отходов по сравнению с получением того же пептида 
твердофазным синтезом. Сравнительные характеристики 
твердофазного, традиционного жидкофазного и жидкофаз-
ного с использованием якоря подходов приведены в табл.1.

На практике наиболее полно проработаны, запатенто-
ваны и  коммерциализированы три стратегии жидкофаз-
ного синтеза, в  которых в  качестве якоря используются 
бензиловый спирт, содержащий два или три длинноце-
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Рис.1. Схематическое изображение основных методов пеп-
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фазном синтезе с использованием якоря (б)

Табл.1. Сравнительные характеристики твердофазного, традиционного жидкофазного и жидкофазного с использованием 
якоря подходов

Характеристика
Традиционный 

жидкофазный синтез
Твердофазный синтез

Жидкофазный синтез с 
использованием якоря

Реакционная среда Раствор Гель (набухшая смола) Раствор

Стратегия синтеза
Конвергентная или 
пошаговая

Пошаговая
Конвергентная или 
пошаговая

Защитные группы Вос или Cbz Fmoc или Вос Любые

Расход реактивов Умеренный Высокий Минимальный

Расход органических 
растворителей

Умеренный Высокий Минимальный

Контроль процесса Прямой мониторинг
Только после стадии 
отщепления со смолы

Прямой мониторинг

Выделение и очистка 
интермедиатов

Осаждение Не требуется
Не требуется, но 
возможны в любой момент
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почечных алкоксильных заместителя (Tag-assisted pep-
tide synthesis), производные трифенилфосфиноксида 
(GAP-synthesis) или замещенный объемными липофиль-
ными радикалами дифенилметиламин (AJIPHASE) (рис.2). 
Первые две технологии базируются на  этерифицикации 
С-конца растущего пептида защитной группой, пред-
ставляющей собой бензиловый спирт с  липофильными 
боковыми цепями, которые придают пептиду свойство 
нерастворимости в  воде и  ацетонитриле.  Процесс про-

водится в  зеленых растворителях, таких как 2-Me-ТГФ, 
и  по завершении каждой стадии продукт осаждают аце-
тонитрилом и  промывают для  удаления непрореагиро-
вавших реагентов.  Избыток аминокислоты удаляется 
обработкой пропиламином. Осажденный продукт затем 
повторно растворяют в  Me-ТГФ для  продолжения следу-
ющего цикла. В технологии AJIPHASE пептид, связанный 
с  якорем амидной связью, обычно не осаждают, а  экс-
трагируют органической фазой и  промывают водными 
фракциями.

Tag-assisted синтез
В  2002  году группой Казухиро Чиба (Kazuhiro Chiba) был 
описан принципиально новый метод пептидного син-
теза, в  котором в  качестве С-концевой защитной группы 
использовался (3,4,5-триоктадецилоксифенил)-метанол, 
и  реакция проводилась в  смеси циклогексана, диметила-
цетамида и  ДМФА  [2]. При правильно подобранном соот-
ношении растворителей смесь была гомогенной при тем-
пературе 35  °С, но разделялась на  фазы при охлаждении 
до 5 °С, при этом растущий пептид, связанный с липофиль-
ным якорем, оставался в  верхней фракции, в  то время 
как непрореагировавшая аминокислота и  сшивающий 
агент – в нижней (рис.3).

В  следующей работе авторы отказались от  разделения, 
основанного на  варьировании температуры  [3]. Оказалось 
гораздо удобнее проводить реакции наращивания пептид-
ной цепи в  ТГФ, после чего осаждать заякоренный пеп-
тид добавлением гидрофильного ацетонитрила, при этом 
избыток реагентов и  побочные продукты оставались в  рас-
творе. Были разработаны два вида липофильных якорей: 
устойчивый в  кислых условиях и  отщепляемый под дей-
ствием трифторуксусной кислоты и трифторэтанола. Свой-
ства якоря зависят от  расположения заместителей, и  каж-
дый из  них мог быть легко получен путем двухстадийного 
синтеза (рис.4).

Первый якорь может быть полезен в  случае исполь-
зования Вос-химии, что было продемонстрировано 
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на  примере синтеза лейпрорелина – 9-членного тера-
певтического гормона, применяемого для  лечения 
рака простаты, рака молочной железы, эндометриоза 
и миомы матки.  Общий выход после 13 стадий составил 
79%, якорь удалялся омылением раствором NaOH в ТГФ/
метаноле. 

Второй якорь совместим с Fmoc-химией, он был исполь-
зован авторами для  получения h-грелина. Поскольку этот 
пептид значительно длиннее и  включает 28 аминокислот, 
для  его синтеза применялась конвергентная схема: после-
довательность была разбита на четыре фрагмента, которые 
затем собирались в  единый пептид. Мониторинг каждой 
стадии процесса проводили методом ТСХ, что было бы абсо-
лютно невозможно в случае твердофазного синтеза.

Метод оказался эффективным для  получения 15-звен-
ного TNF-α  [4], 15-звенного соматостатина  [5], 15-звенного 
α-конотоксина MII [6] и многих других терапевтических пеп-
тидов.

На  примере синтеза антагониста брадикининового 
рецептора икатибанта ацетата исследователи продемон-
стрировали, что метод может быть масштабирован для про-
изводства пептидов в количестве 100 г. Для этого процедура 
была модифицирована, и осаждение пептида проводилось 
не на каждой стадии, а избыток активированной аминокис-
лоты после очередного шага улавливался пропиламином. 
Уменьшение числа процессов осаждения позволило зна-
чительно сократить расход ацетонитрила и  время синтеза. 
ВЭЖХ-контроль подтвердил полный расход исходных мате-
риалов на каждом этапе и высокую чистоту конечного аце-
тата икатибанта (> 99%) [7].

Сегодня Tag-assisted технология жидкофазного пептид-
ного синтеза активно развивается японской компанией Jit-

subo и получила название Molecular Hiving. В мае 2020 года 
компаниями Jitsubo и  Bachem  было подписано эксклюзив-
ное лицензионное соглашение на технологию Molecular Hiv-
ing, в  соответствии с  которым Jitsubo будет разрабатывать 
производственные процессы с  использованием своей тех-
нологии и  передавать их компании Bachem для  дальней-
шей оптимизации, масштабирования и  производства тех-
нологии для коммерческих приложений [8]. 

GAP- технология синтеза
Метод group-assisted purification (GAР) с  использова-
нием фенил-замещенных фосфонилиминов активно 
развивался в  группе профессора Гвиджена Ли (Guigen 
Li) с 2008 года, а в 2014 году была опубликована первая 
статья, где этот метод был использован для  синтеза 
8-звенных пептидов бифалинов [9]. В этой работе была 
предпринята попытка пришить якорь – N,N’-дифенил-
1,2-этилдиамино-N-фосфонилхлорид к  N-концу пеп-
тида, в то время как карбоксильная группа оставалась 
защищенной бензиловым эфиром. Однако присоеди-
нение N-фосфонилхлорида проходило гладко и с высо-
ким выходом только в  случае вторичной аминогруппы 
пролина, поэтому авторы решили использовать 
для  заякоривания ОН-группу тирозина – важнейшей 
аминокислоты, присутствующей в  большинстве тера-
певтических пептидов. Аминогруппа тирозина при 
этом была защищена трет-бутилоксикарбонильной 
группой, а  карбоксильная группа – бензиловым эфи-
ром. После стадии гидрирования для  снятия защит-
ной бензильной группы пептидная цепь наращивалась 
по С-концу. Реакции образования пептидной связи про-
водили в  дихлорметане, для  удаления избытка амино-

O

O

O H

O H
ДМФА O

O

ТГФ OH

O

O O H

O H

ДМФА
O

O

OH

Снимается 
трифторуксусной кислотой

Устойчивый к кислотам

C22H45Br, K2CO3

C22H45Br, K2CO3

OC22H45
OC22H45

OC22H45

OC22H45

OC22H45

OC22H45

OC22H45

OC22H45

LiAlH4

ТГФ

LiAlH4

Рис.4. Схема синтеза гидрофобных якорей

Фармацевтика. Биология. Медицина



64 / ЛАБОРАТОРИЯ И ПРОИЗВОДСТВО / №5/2021 (19) www.labpro-media.ru

кислоты и связывающего реагента реакционную смесь 
промывали водой, 0,5 н HCL и  насыщенным раство-
ром NaHCO3. При этом из-за наличия гидрофобного 
якоря пептид оставался в  органической фазе. В  ряде 
случаев использовали осаждение гексаном. Защит-

ную Вос-группу удаляли обработкой трифторуксусной 
кислотой, а  для снятия якоря использовали телячью 
кишечную фосфатазу (рис.5).

В 2016 году Ли и его сотрудники предложили новую кон-
цепцию – защиту карбоксильной группы аминокислоты 

Табл.2. Примеры синтеза пептидов с использованием GAР-технологии.

Название Последовательность
Чистота без очистки до 

снятия якоря
Применение

GHRP-6 HWAWFK 98% Гормональная терапия

Октреотид FCFWKTCT 88% Противораковое

Вещество П RPKPQQFFGLM 85%
Неврологические 
заболевания

Окситоцин CYIQNCPLG-(NH2) 95% Акушерство

Пентапептид-1 Pal-KTTKS 95% Косметика

GHK GHK 97% Косметика

Pal-GHK Pal-GHK 95% Косметика

Пентапептид-3 GPRPA--(NH2) 99% Косметика

Pal-трипептид-5 Pal-KVK 99% Косметика

Pal-трипептид-6 Pal-KV-Dab 97% Косметика

EFK-8 KFEFKFEF 90% Косметика
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Рис.5. Схема GAР-синтеза с якорем на тирозине [9]
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с  помощью гидрофобного якоря, представляющего собой 
бензиловый эфир, замещенный в пара-положении дифенил-
фосфиноксидной группой  [10]. Новый якорь был ортогона-
лен как Boc, так и Fmoc-защитным группам, легко удалялся 
гидрированием и  мог регенерироваться и  использоваться 
повторно. Авторы продемонстрировали перспективность 
предложенного метода, получив 1  грамм 5-звенного пеп-
тидного иммуностимулятора тимопентина с  выходом 83% 
и  чистотой 99%. Другие успешные примеры синтеза пепти-
дов с помощью GAР-технологии показаны в табл.2.

Масштабированием синтеза селективного прямого 
ингибитора тромбина бивалирудина (FPRPGGGGNGDFEE-
IPEEYL) удалось получить 12,23  г пептида с  выходом 80% 
и чистотой 90%. 

Оценка экономии при получении 1  кг косметического 
пентапептида при использовании GAР-метода по  сравне-
нию с  традиционным твердофазным синтезом показана 
в  табл.3. В  этой оценке учитывается хроматографическая 
очистка финального пептида, однако, поскольку чистота 
целевого продукта в  целом выше чистоты при твердофаз-
ном синтезе, в ряде случаев хроматография не требуется [11]. 

Сегодня технология GAP-синтеза активно продвигается 
компанией GAP Peptides, расположенной в Техасском техно-
логическом университете. 

Технология AJIPHASE
Метод пептидного синтеза с  использованием в  качестве 
якоря дифенилметиламина, замещенного длинными 
алкоксильными радикалами, был опубликован Дайсуке 
Такахаши (Daisuke Takahashi) из  компании AJINOMOTO 

в  2012  году  [12]. Якорь прикрепляли к  С-концу цепи с  помо-
щью амидной связи, удлинение вели с  помощью Fmoc-
химии, а на конечном этапе защитную липофильную группу 
удаляли обработкой трифторуксусной кислотой. Таким 
образом был синтезирован ингибитор агрегации тромбо-
цитов – эптифибатид – семизвенный циклический пептид 
и  один из  наиболее востребованных пептидных препара-
тов. Для  доказательства преимуществ созданного якоря 
перед твердофазным методом авторы провели следующий 
эксперимент. Известно, что традиционный твердофазный 
синтез гидрофобных пептидов довольно проблематичен 
из-за агрегации растущих пептидов на смоле. Авторы срав-
нили результаты синтеза модельного соединения AAQV-
LISELAIA-NH2 твердофазным методом с  использованием 
Rink-amide смолы и  жидкофазным методом с  использо-
ванием нового якоря. В  первом случае целевой пептид 
даже не был основным соединением в реакционной смеси, 
содержащей многочисленные продукты не полностью про-
шедших реакций. Напротив, при использовании гидрофоб-
ного якоря целевой продукт высокой степени чистоты был 
получен с суммарным выходом 83% за 24 стадии, что гово-
рит о  том, что выход на  каждой стадии составлял около 
98,4% (рис.6).

В  дальнейшем было замечено что разветвление алкок-
сильных цепей на  якоре увеличивает растворимость конъ-
югированного пептида в целом ряде органических раство-
рителей  [1]. После незначительной модификации условий 
снятия Fmoc-защитной группы это позволило вместо осаж-
дения применять экстракцию и промывку водой для удале-
ния избытка аминокислот и фульвена и его аддуктов.

Табл.3. Сравнение расходов на получение 1 кг модельного пентапептида твердофазным методом и GAР-методом [11]

Категория
Твердофазный 

синтез, кг
GAР-синтез, кг % экономии

Смола/якорь 2,775 0,489 82%

Аминокислоты 8,495 3,753 56%

Сшивающие реагенты 9,109 2,612 71%

Реагенты для снятия Fmoc-защиты 25,708 6,911 73%

Растворитель для синтеза 798,073 134,704 83%

Финальное снятие защиты: трифторуксусная 
кислота и растворитель

108,004 89,249 17%

Растворитель для хроматографии 550,000 550,000 0%

Всего 1502,163 787,717 48%
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Якорную молекулу с  разветвленными фитильными 
заместителями использовали для  получения дегаре-
ликса – препарата для лечения рака яичников. Все про-
межуточные пептиды, полученные в процессе удлинения 

пептидной цепи, промывали и  подвергали следующей 
реакции сочетания без осаждения.   В  каждом цикле 
в  реакционную смесь добавляли только небольшое 
количество растворителя, соответствующее возраста-
ющей молекулярной массе пептида. Таким образом, 
исходный растворитель оставался в  сосуде на  протя-
жении всего синтеза.  Из-за этого расход растворителя 
оказался очень низким и  составлял примерно деся-
тую часть расхода при твердофазном синтезе.   Чистота 
продукта, включающего 10 аминокислотных остатков, 
после проведения всех реакций составила 89%. 

Технология AJIPHASE активно продвигается японской 
компанией AJINOMOTO не только для синтеза пептидов, но 
и олигонуклеотидов.

Другие стратегии
Авторы [13] предложили использовать в качестве якоря про-
изводные три(4-бензоилфенил)фосфата (рис.7). Благодаря 
наличию в составе якоря трех точек возможного роста загру-
зочная емкость возросла в  3 раза, при этом по  окончании 
синтеза якорь может быть регенерирован. Якорь оказался 
совместим с  Fmoc- и  Boc-стратегиями пептидного синтеза, 
что было продемонстрировано на  примере синтеза пепти-
дов, содержащих от 3 до 10 аминокислотных остатков. 

Гидрофобный трехлучевой якорь более сложной 
структуры, который авторы назвали нанозвездой, был 
использован для разработки жидкофазного пептидного 
Fmoc-синтеза в одном сосуде без стадий экстракции или 
осаждения. Удаление избыточных реагентов и  побоч-
ных продуктов реакции происходило с  помощью нано-
фильтрации через специально подобранную мембрану 
(рис.8). Этим методом были синтезированы энкефалин-
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Рис.6. Синтез гидрофобного пептида традиционным твер-
дофазным методом на Rink-amide смоле (а) и жидкофазным 
методом с использованием якоря (б) [12]
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подобные модельные пента- и  декапептиды, а  также 
8-звенный октреотид, имитирующий эндогенный сома-
тостатин [14].

* * * *
Жидкофазный пептидный синтез с  использованием 

якорных фрагментов сочетает в  себе преимущества тради-
ционных жидкофазного и  твердофазного методов. Основ-
ная очистка промежуточных пептидов происходит в резуль-

тате осаждения или экстракции, поэтому чистота целевых 
соединений оказывается значительно выше, чем в  твердо-
фазном синтезе, а выход и временные затраты – существенно 
оптимальнее, чем в  жидкофазном методе. Гидрофобные 
якоря могут сочетаться как с Fmoc, так и с  Boc-стратегиями, 
формируя эффективный, масштабируемый и  экологич-
ный способ синтеза пептидов, имеющий большие перспек-
тивы в  области биомедицинских материалов и  лекарств 
на основе пептидов.
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