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БИФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ПОПЕРЕЧНОСШИВАЮЩИЕ РЕАГЕНТЫ 
И МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ КОНЪЮГАТОВ ПЕПТИД - НОСИТЕЛЬ 

В обзоре рассмотрены гомо- и гетеробифу национальные поперёчнОСШивающие реаген-
ты и способы их применения для получения конъюгатое пептид — носитель. Представ-
ленные реагенты и методы, широко используются при изучении антигенной структуры 
белков, конструировании химических (синтетических) вакцин, а также весьма полезны 
в решении одной из основных проблем физико-химической биологии — белок-белко-
вого узнавания. 

В последние годы опубликован ряд обзоров и монографий по примене-
нию химических бифункциональных реагентов и поперечносшивающей 
техники [1—6]. Поперечносшивающие бифункциональные реагенты не-
обходимы для получения конъюгатов б е л о к — б е л о к , б е л о к — н и з к о м о -
лекулярное соединение, твердый носитель — лиганд, иммобилизован-
ных ферментов. Эти реагенты нашли широкое применение в различных 
биологических, фармакологических и аналитических исследованиях. 

В настоящее время во многих странах мира ведутся интенсивные 
разработки по созданию химических (синтетических) вакцин. Одним из 
подходов в создании таких вакцин является химический синтез пепти-
дов, содержащих аминокислотные последовательности протективных 
антигенных детерминант, определяющих выработку специфических ан-
тител. Еще в 1960 г. Села и Арнон [7—9] показали, что ковалентное 
связывание неиммуногенных тирозиновых и глутаминовых олигопепти-
дов с неиммуногенным белком-носителем (желатиной) приводит к уси-
лению антигенности полученных комплексов. Эти работы дали импульс 
систематическому изучению молекулярных основ антигенности. Конъю-
гаты пептид — белок используются при определении размера, формы, 
доступности, электрического заряда и конформации эпитопоь для ус-
тановления антигенной специфичности изучаемой белковой молекулы 
[10]. В 1972 г. Арнон с соавт. [11] предположили, что с использова-
нием молекулярной белковой инженерии становится возможным дизайн 
синтетических компонентов, способных вызывать иммунный ответ на 
заданные эпитоиы нативных белков. И действительно, в последние го-
ды многими авторами показано, что после инъекции синтетических 
пептидов в свободной форме и в виде их конъюгатов с носителями ин-
дуцируется иммунный ответ на пептиды. Шаапер с соавт. [12] отмети-
ли, что выработка антител к пептидам зависит от способа их конъюга-
ции. Хотя короткие пептиды иногда могут вызвать образование анти-
тел с высоким титром, часто оказывается, что эти антитела при взаи-
модействии с исходным белком имеют низкий титр. Последнее, вероят-
но, обусловлено различием в конформации пептида в нативном белке 
и в конъюгате п е п т и д — б е л о к [13—15]. Подвижный пептид на белке-
носителе может принимать ту или иную предпочтительную коиформа-
цию. Этот процесс обусловлен местом присоединения пептида к носи-
телю и способом конъюгации. Дирберг и Олдтоп [16] указывают на 
важность ориентации пептида. Так, антитела к октапептиду, пришито-
му к носителю через N-концевой остаток, не дают перекрестных ре-
акции с этим же пептидом, пришитым через С-концевой остаток. ПО-
Э Т О М У способ конъюгации может быть использован для изменения им-
мунного ответа на пептид, что дает возможность эффективного получе-
ния антипептидной сыворотки с высоким титром к нативному белку [17]. 
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Недостатком глутарового альдегида является его склонность к по-
лимеризации в водных растворах. Механизм этого процесса детально 
изучали Монсан [37] и Петере [38]. Авторы сделали следующий вы-
вод: при кислых значениях рН глутаровый альдегид находится в рав-
новесии со своим полуацеталем и полимером циклического полуацета-
ля. Увеличение рН до нейтральных и слабощелочных значений, при ко-
торых ведется конъюгация, приводит к альдольной конденсации ди-
альдегида с последующей дегидратацией и образованием при этом по-
лимеров α, β ненасыщенного альдегида. При дальнейшем увеличении 
р Н полимер выпадает в осадок. Еще одним недостатком глутарового 
альдегида является то, что в результате реакции могут возникать конъ-
югаты б е л о к — белок и пептид— пептид [39]. 

Д ж о л и в е т с соавт. [40] сконструировали три различные полива-
лентные вакцины конъюгацией глутаровым альдегидом четырех синте-
тических пептидов без использования носителя. Пептиды представляли 
собой фрагменты двух бактериальных антигенов (М-белка стрептокок-
ка и дифтерийного токсина) , двух паразитарных антигенов (циркум-
спаразоитных белков Plasmodium falciparum и P. knowlesi) и одного 
вирусного антигена (поверхностного антигена вируса гепатита В) . 

Водорастворимые карбодиимиды. Карбодиимиды реагируют с кар-
боксильными группами белков, д а в а я промежуточное соединение, ко-
торое может перегруппировываться в ацилизомочевину или взаимодей-
ствовать со второй карбоксильной группой, образуя ангидрид кислоты 
и дизамещенную мочевину. Ангидрид кислоты далее реагирует со сво-
бодной аминогруппой конъюгируемого пептида, формируя пептидную 
связь между белком и пептидом [41]. 

Чаще других сшивающими реагентами служат 1-этил-3-(<У-диме-
тпламинопропил)карбодиимид (EDC) и 1-циклогексил-З-(2-морфолино-
4-этнл) карбодиимид. Водорастворимые карбодиимиды, как и глутаро-

4 I S S N 0233-7657. Б И О П О Л И М Е Р Ы И К Л Е Т К А . 1993. Т. 9. № 4 

практически в получении иммунопептидов, входящих в химиче-
скую (синтетическую) вакцину, можно отметить два основных аспек-
та: 1) выделение гомогенных синтетических пептидов; 2) выбор 
бифункционального реагента и способа получения иммуногенного 
конъюгата [18] . Сейчас, в основном, применяется ковалентное присое-
динение пептида к носителю, хотя разрабатываются и альтернативные 
подходы. 

В представленном обзоре рассматриваются различные бифункцио-
нальные реагенты и методы, применяемые в получении конъюгатоь1 

п е п т и д — б е л о к . Практические аспекты анализируемого направления 
отражены в разделе, автором которого является Мюллер, моно-
графии [6]. 

Глутаровый альдегид. Глутаровый альдегид — реагент, наиболее 
широко применяемый д л я получения конъюгатов п е п т и д — б е л о к [12, 
19—32]. Он не обладает определенной специфичностью к какой-либо 
реакционноспособной группе в белке или пептиде, однако предпочти-
тельнее реагирует в кислой среде с первичными аминогруппами [33— 
36] через образование Шиффовых оснований или аддуктов Михаэля . 



вый альдегид, иашли широкое применение при получении конъюгатов 
пептид — белок [20, 41—48]. 

Петров є соавт. [49], используя в качестве носителя полиэлектро-
литы (сополимер акриловой кислоты и N-винилпирролидона с малеи-
новым ангидридом), обладающие адъювантной активностью, синтезиро-
вали конъюгат с синтетическим додекапептидом (GLFGAIAGFiEG) из 
субъединицы HA2 гемагглютинина вируса гриппа А карбодиимидным 
методом. Иммуногенные препараты, содержащие додекапептид, стиму-
лировали продукцию антител с широким спектром действия. Эти анти-
тела распознавали гомологичную антигенную детерминанту в составе 
конъюгата пептид—бычий сывороточный альбумин (БСА) и в вирус-
ных частицах вируса гриппа А различных серотипов. 

Водорастворимые карбодиимиды также довольно широко применя-
ются при присоединении пептидов к белкам, однако их пригодность 
ограничена низким выходом конъюгатов. Старое с соавт. [50] показа-
ли, что добавление N-гидроксисульфосукцинимида H O S u ( S O 3 ) значи-
тельно повышает выход конъюгата. Д л я оценки эффекта HOSu(SOs) 
на реакцию связывания авторы в качестве модельной системы брали 
глицин и гемоцианин улитки (или БСА) . В результате добавления в 
реакционную смесь 5 мМ HOSu(SOs) ковалентное связывание глици-
на (3,1 мМ) увеличивалось в 15 раз. 

Впервые использование в качестве неиммуногенного носителя же-
латины для присоединения различных олигопептидов было предложе-
но в 1960 г. [9]. Недавно этот носитель был применен для пришивки 
гаптенов и пептидов через их амино- и карбоксильные группы с помо-
щью карбодиимида [17] . На первом этапе реакции все свободные ами-
ногруппы желатины блокировались ацетилированием уксусным ангид-
ридом. К модифицированному белку, содержащему только свободные 
карбоксильные группы, с помощью EDC пришивали этилендиамин или 
β-алаиин. Готовый раствор этилендиамин-Ac-Gel или β-Ala-Ac-Gel ис-
пользовали для непосредственной конъюгации с гаптенами или пеп-
тидами также с помощью EDC. * ,V 4 

В случае водорастворимых карбодиимида^ трудно исключить воз-
можность сшивки полипептидных цепей белков-носителей по амино- и 
карбоксильным группам. Продукты' модификации белка-носителя ин-
дуцируют синтез специфических антител, которые могут исказить ре-
зультаты биологических экспериментов [51]. Кроме того, полученные 
конъюгаты содержат труднорастворимые примеси (например, дицикло-
гексилмочевину). ЧтЬбы избежать подобных трудностей, Андреев с со-
авт. [53] применили N-трифторацетосукцинимид (TFS) , предложенный 
Сакакибара в 1965 г. [53] для синтеза активированных N-гидроксисук-
цинимидных эфиров (OSu) ряда природных и синтетических полиме-
ров. Этот реагент избирательно взаимодействует с карбоксильными 
группами белков. Продукты его разложения хорошо раствори-
мы в водных растворах, что обеспечивает их полное отделение 
от целевых соединений. Пептид последовательности RILAVERYL---
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KDQQLLWGCSGKLICTT(G) ИЗ белка gp41 (584—611) вируса имму-
нодефицита человека (ВИЧ) конъюгировали с желатиной, превращен-
ной в OSu обработкой TFS [54]. 

Диизоцианаты. Диизоцианаты, как известно, легко реагируют со 
свободными аминогруппами белков и пептидов. Чаще других в реак-
ции конъюгации применяется толуилен-2,4-диизоцианат. Поскольку 
изоцианатная группа .в позиции 4 более реакционноспособна, чем в по-
зиции 2, синтез можно осуществлять в две стадии (см. с. 5) . 

На первой стадии, проводимой при 0°С, толуилен-2,4-диизоцианат 
взаимодействует изоцианатной группой в положении 4 с белком-носите-
лем. Затем, на второй стадии (при 37 °С), полученный продукт реа-
гирует с аминогруппами конъюгируемого пептида. Так с использовани-
ем данного реагента был конъюгирован инсулин с БСА [55]. 

Динитродифторбензол. Д л я получения конъюгатоз пептид — белок 
используют 1,5-дифтор-2,4-динитробензол, который может реагировать 
с амино-, имино- и гидроксильными группами конъюгируемых белков 
и пептидов по схеме: 

Замещение атомов фтора в молекуле динитродифторбензола мо-
жет осуществляться последовательно, и, таким образом, на первой ста-
дии реакции происходит сшивка белка за счет атаки по одному реак-
ционному центру молекулы. При этом образуется фтординитрофениль-
ное производное белка (F-DNP-белок) . Д а л е е можно использовать ос-
тавшийся второй реакционный центр F-DNP-остатка и провести его ре-
акцию с пептидом, получив в итоге пептид-белковый конъюгат. 

Tarep исследовал присоединение двух модельных пептидов (бради-
кинин и глюкагон) к БСА, используя динитродифторбензол [56]. Пеп-
тиды превращали в DNP-производные в присутствии избытка реаген-
та в водно-органическом растворителе. После удаления непрореагиро-
вавшего реагента активированный пептид конъюгировали с белком-
носителем в водном растворе. Эффективность связывания достигала 
90 %. Тем не менее, соотношение пептид/белок легко изменялось выбо-
ром условий реакции. В зависимости от концентрации реагентов соот-
ношение пептид/белок в конъюгатах варьировало от 1 до 40. 

Бис-диазотированный бензидин. Благодаря простоте метода и до-
ступности диазониевых соединений последние часто используются в ре-
акции конъюгации пептидов с белками-носителями. Бифункциональный 
сшивающий реагент с диазониевой функциональной группой можно по-
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лучить из легкодоступного соединения — бензидина — диазотировани-
<ем азотистой кислотой: 

Диазониевая группа бш;-диазотированного бензидина (BDB) лег-
ко реагирует со свободными аминогруппами белков и пептидов, обра-
зуя прочную ковалентную связь. Кроме того, BDB может реагировать 
с ядрами тирозина и гистидина: 

В работе [30] авторы применили BDB для конъюгации пяти синте-
тических пептидов, включающих различные потенциальные эпитопы а -
и β-тубулина с гемоцианином улитки. При синтезе во все пять пепти-
дов вводили радиоактивный остаток трет-бутилоксикарбонил (Boc)-
[3H]-Leu или Boc-[ 3H]-Val . 

BDB т акже использовали для присоединения четырех N-концевых 
синтетических пептидов из α-, β-, γ- и δ-субъединиц ацетилхолинового 
рецептора Torpedo californica и четырех С-концевых синтетических пеп-
тидов из этих субъединиц к БСА [57]. 

Волтер с соавт. [20] конъюгировали с помощью BDB N-концевой 
синтетический пептид AC-MDKVLNR(Y) из большого опухолевого ан-
т и г е н а S V 4 0 с БСА. 
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N-малеинимидо-б-аминокапроноиловый эфир 1-гидрокси-2-нитро-4-
бензоилсульфоновой кислоты. Новый водорастворимый гетеро б и функци-
ональный сшивающий реагент N-малеинимидо-б-аминокапроноиловый 
эфир 1-гидрокси-2-нитро-4-бензоилсульфоновой кислоты (mal-sac-
H N S A ) б ы л с и н т е з и р о в а н и и с п о л ь з о в а н д л я к о н ъ ю г а ц и и п е п т и д о в , с о -
держащих сульфгидрильную группу, с белками-носителями [58]. 

При сшивке белка с пептидом вначале обрабатывают реагентом 
белок, в результате чего образуется б'-Ы-малепипмидокапропламидо-
производпое белка, которое далее способно реагировать с SH-групгіами 
пептидов по схеме присоединения по С = С-связи малеиипмидного 
остатка. 

Реагент удобен тем, что он более стабилен в водных растворах по 
сравнению с рядом описанных выше соединений [59], а также тем, что 
фрагмент 6-аминокапроновой кислоты оказался удачным спенсером 
для макромолекул [60, 61]. 

С помощью этого реагента синтезировано более 100 конъюгатов 
пептид — белок, обладающих высокой потенциальной иммуногениостыо 
и не вызывающих образования антител, специфичных к спенсеру [62,. 
63]. Кроме того, специфические антитела различали замену одного ами-
нокислотного остатка в синтетических пептидах, выбранных из онко-
генного белка p21-ras. 

N-гидроксисукцинимидные эфиры. Широкое применение для полу-
чения конъюгатов белок — пептид нашли OSu-эфиры [64]. Среди OSu-
эфиров, используемых в качестве гетеробифункциональных реагентов,, 
наиболее часто применяется малеинимидобензоил-Ы-гидроксисукцини-
мидный эфир (MBS) [12, 15, 26, 29, 64—67], синтезированный в 1976 г. 
Катагава с соавт. [68]. 
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Реакция конъюгации основывается на ацилировании аминогруппы бел-
ка активированным OSu и образовании тиоэфирной связи еульфгид-
рильной группой пептида с малеинимидом. 

Этот реагент обладает высокой эффективностью связывания, а так-
же селективностью, однако димеризация белка исключается неполно-
стью, так как малеинимидные группы реагируют и с амино-, и сульфгид-
рильными группами белка. Недостатком метода является окисление на 
воздухе пептидов, содержащих SH-группы. 

Сукцинимидил-4- (р-малеинимидофенил) бутират (SMPB) [68] — 
гетеробифункциональный реагент—взаимодействует подобно MBS со 
свободными аминогруппами, ацилируя их через OSu-группу, и на вто-
рой стадии — с SH-группами, присоединяя серу по двойной связи ма-
леинимида: 

В работе [69] авторы использовали S M P B для присоединения син-
тетического пептида из холецистокинина: G N P P A E V N G K T P N C к мио-
глобину. 

Хотя OSu S M P B быстро реагирует с первичными аминогруппами 
белка-носителя при рН 8,0, малеинимидные группы конъюгата 
S M P B — белок обладают слабой реакционной способностью при этих 
значениях рН. Но если реакцию осуществлять при рН 3,9, эффектив-
ность образования конъюгата значительно возрастает. Поэтому в экс-
перименте S M P B реагировал с миоглобином при рН 8,0, затем рН по-
нижали и проводили реакцию присоединения пептида к SMPB-миогло-
бину. Анализ аминокислотного состава конъюгата показал, что соотно-
шение пептид/белок в конъюгате было около 1/1 —1/2 (моль/моль) . 

Д л я конъюгации пептид — белок также широко используется сле-
дующий представитель OSu-эфиров— N-сукцинимидил-З-(2 /-пиридил-
дитио)пропионат ( S P D P ) [70]. Преимущества реагента состоят в от-
носительно мягких условиях реакции, превосходной возможности конт-
ролировать межмолекулярное связывание. SPDP-производное белка об-
разуется реакцией между аминогруппами белка и OSu-реагента. На 
второй стадии происходит реакция связывания между пиридилдисуль-
фидной частью SPDP-производного белка и нативными или специально 
введенными SH-группами пептида. 

Замечено, что SPDP-производные белков часто выпадают в осадок. 
Преципитацию объясняли либо изменением конформации благодаря 
уменьшению числа свободных аминогрупп, либо введением гидрофоб-
ных PDP-rpynn [71]. 

Синтетический пептид: Y D R P E G I E E E G G E E R D R D R S G C , соответст-
вующий последовательности 735—752 гликопротеина оболочки вируса 
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Т-клеточного лейкоза человека, был конъюгирован через SH-rpynny 
цистеина с аминогруппами гемоцианина улитки и БСА посредством 
этого реагента. Эффективность реакции, определенная по числу связан-
ного 1251-меченного пептида, присоединенного к гемоцианину улитки и 
БСА, была приблизительно 62 и 68 % соответственно [67]. 

S P D P также применяли для конъюгации 36-членного синтетиче-
ского пептида из поверхностного белка preSl вируса гепатита В с ан-
тигеном HBsAg [72] и конъюгации синтетического пептида 
T V G R G D P H Q из филаментозного гемагглютинина Bordetella pertussis 
с сывороточным альбумином человека [73]. 

Влияние спейсера, образованного между пептидом и белком с по-
мощью OSu-эфиров, на антигенность и иммуногенность конъюгатов 
изучали Петере с соавт. [74]. Д л я присоединения ангиотензина к столб-
нячному анатоксину были использованы четыре различных гетероби-
функциональных реагента: три из них были «малеинимидного» типа — 
сукцинимидил-6- (N-малеинимидо) гексаноат (SMH) , сукцинимидил-4-
(ІМ-малеинимидометил)циклогексил-І-карбоксилат (SMCC) и MBS, а 
один — активированный дисульфид ( S P D P ) . Антитела вырабатывались 
к белку-носителю, пептиду и спейсеру. Были отмечены различия в вы-
работке антител к спейсеру. Так, 1) SPDP-спейсер, содержащий али-
фатический дисульфид, почти не индуцировал выработки антител; 
2) спейсер, образованный SMH и представляющий собой подвижную 
алифатическую цепь, связанную дисульфидным мостиком с сукцинимид-
ным кольцом, вызывал несколько большую выработку антител; 3) спей-
серы, образованные SMCC и MBS и содержащие дополнительное цик-
лоалифатическое или ароматическое кольцо, индуцировали выработку 
антител с высоким титром (Ю - 4 —IO - 5 ) . 

В работе [75] показано, что сшивающие реагенты, такие как глу-
таровый альдегид, карбодиимиды, или реагенты, содержащие аромати-
ческие группы, образуют спейсеры, к которым также вырабатываются 
антитела. Алдвин и Нитецки [58] отмечали, что пептид-белковые конъ-
югаты, полученные с использованием mal-sac-HNSA, не индуцировали 
выработки антител, специфичных к спейсеру. При конъюгации с при-
менением SMH образуется спейсер, аналогичный mal-sac-HNSA и так-
же не индуцирующий образования антител. 

Таким образом, сшивающие реагенты SMH и S P D P предпочтитель-
нее SMCC и MBS, так как спейсеры, образованные в результате их при-
менения, почти не вызывают выработки антител, обладают большей 
подвижностью и хорошей растворимостью в водных растворах. Недо-
статком S P D P является наличие связи —S—S—, которая склонна к 
восстановлению. В отличие от этого тиоэфирная связь SMH значитель-
но стабильнее. 

С помощью OSu-эфира бромуксусной кислоты получали активиро-
ванные производные сефарозы [76] и аффинные реагенты [77—80]. 
Эти исследования позволили Бернатович с соавт. [81] применить дан-
ное соединение для синтеза конъюгатов пептид—белок: 

На первой стадии реакции свободные аминогруппы белков бромацети-
лируются избытком этого реагента. Низкомолекулярные продукты ре-
акции, возникающие в процессе гидролиза реагента, удаляются гель-
фильтрацией. На второй стадии реакции бромацетилированный белок 
взаимодействует с SH-группами цистеинсодержащих пептидов, образуя 
стабильную тиольную связь между пептидом и белком. 
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Ряд синтетических пептидов из β-цепи фибрина человека был конъ-
югирован с тремя белками-носителями. 

Данный реагент использован также для присоединения синтетиче-
ского пептида GAYKSSKDDAKGC позиции 169—179 I L - I a человека к 
гемоцианину улитки [82]. Эпитопная плотность данного конъюгата 
была 1/400. 

^(бромацетамидо-п-алканоилокси)сукцинимиды. Зайцу с соавт. 
[83] синтезировали и предложили для получения конъюгатов белок —-

белок и пептид — белок новую серию гетеробифункциональных реаген-
тов — N- (бромацетамидо-я-алканоилокси) сукцинимиды, синтезируемые 
по схеме: 

N-сукцинимидная часть таких реагентов взаимодействует с первич-
ными аминогруппами белка, давая бромацетильное производное. Д а -
лее это производное вступает в реакцию с сульфгидрильными группами 
белка или пептида через бромацетильные группы, образуя конъюгат 
белок — белок или пептид — белок: 

С помощью данного реагента получен конъюгат инсулина с перок-
сидазой хрена в молярном соотношении 1/1 [83]. 

Бис(2-нитро-4-сульфофениловые) эфиры дикарбоновых кислот. 
Впервые для синтеза пептидов в водной среде б^с(2-нитро-4-сульфофе-
ниловые) (Nsp) эфиры были предложены Гершковичем и Серебряным 
[84—86] и независимо Клауснером с соавт. [87] в 1977 году. Nsp-эфи-

ры N-DNP-лейцина и адамантанкарбоновой кислоты были применены 
для получения конъюгатов гаптен — белок [88—90]. 

В 1982 году Старое [91] предложил перспективные бифункцио-
нальные реагенты — бис(Ычжсисукцинимидные) эфиры дикарбоновых 
кислот: 

Позднее [92] были получены Nsp-эфиры адипиновой и азелаиновой 
кислот по схеме: 

С помощью Nsp-эфира адипиновой кислоты синтетический пептид 
1PDGDFF из капсидного белка Х-вируса картофеля и синтетический 
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пептид YAFDFYEVTSR из капсидного белка Y-вируса картофеля бы ш 
конъюгированы с БСА по схеме [93]: 

Nsp-эфиры адипиновой и азелаиновой кислот водорастворимы, ус-
тойчивы к гидролизу, обладают высокой реакционной способностью. 
Скорость их гидролиза в водно-щелочной среде (рН 7,5—9,0) значи-
тельно ниже таковой их аминолиза, а скорость ацилирования белков и 
пептидов выше или сравнима со скоростью ацилирования соответству-
ющими OSu-зфирами. Указанные достоинства Nsp-эфиров использова-
ны для создания нового бифункционального реагента Nsp-эфира малеи-
мидо-6-аминокапроновой кислоты [58]. Реагент успешно применяли 
для конъюгации цистеинилсодержащих пептидов с белком-носителем. 

Автоматический синтезатор пептидов стал ценным средством для 
получения пептидов. Сейчас остро ставится задача расширения страте-
гии синтеза пептидов, содержащих высокореакционные группы. Пепти-
ды, имеющие реакционноспособные группы, широко применяются /Uiя 
ковалентного присоединения последних к различным соединениям с 
нуклеофильными группами. На пептидном синтезаторе представляется 
возможным вводить реакционноактивные группы в необходимый ами-
нокислотный остаток синтезируемого пептида. 

На протяжении последних лет в лаборатории биохимии и биофизи-
ки Центра лекарств и биологических соединений в Бетезде (США) по-
лучают антитела к синтетическим пептидам и разрабатывают страте-
гию химии конъюгации п е п т и д — б е л о к . Цель исследований данной ла-
боратории— оптимизировать реакцию конъюгации таким образом, что 
бы реакционноспособная часть пептида оставалась интактной и сайт 
пептида, по которому идет конъюгация, являлся универсальным. Авто-
матический пептидный синтезатор представляет собой удобный инстру-
мент для введения в нужные позиции' синтетического пептида реам'.п-
онноспособных групп, которые могут реагировать с различными функ-
циональными группами в белке-носителе. Здесь мы остановимся на 
двух работах, выполненных в этой лаборатории [94, 95]. 

Д л я присоединения N-хлорацетильной группы к N-концевому ос-
татку синтетических пептидов использовали стандартную п р о г р а м м у 

для автоматического синтезатора пептидов. Схема конъюгации N - х л о р 
ацетилированных пептидов с белками-носителями следующая: 

Модифицированный N-хлорацетилпептид реагирует с белками, со-
держащими сульфгидрильные группы, например с БСА, модифициро-
ванным 4-меркаптобутиримидом, образуя стабильные белок-пептидные 
конъюгаты. При включении цистеина в синтетический пептид автопо-
лимеризация или циклизация последнего осуществляется реакцией сво-
бодной сульфгидрильной группы с хлорацетильной группой. N-хлорацс-
тильные производные пептидов могут быть использованы для получения 
потенциальных пептидных иммуногенов и вакцин. 

Позднее в этой лаборатории был разработан метод присоединения 
N-бромацетильного остатка к N-концевому аминокислотному 'остатку 
синтетических пептидов. 
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Все стадии реакции осуществляются на автоматическом синтезато-
ре пептидов, хотя, как указывают авторы, реакцию можно проводить 
и ручным способом. Симметричный ангидрид бромуксусной кислоты 
был получен реакцией бромуксусной кислоты с N, N'-дициклогексил-
карбодиимидом в хлороформе. Ангидрид бромуксусной кислоты взаи-
модействовал с N-концевой аминогруппой пептида на смоле, образуя 
лIV'идпу ю связь. Окончательно с пептида снимали защиту и отщепляли 
от смолы обработкой безводным фтористым водородом. 

N-бромацетильные производные пептидов, как отмечают авторы, 
MOiyi быть весьма полезными для синтеза потенциальных пептидных 
иммуиогеноз, вакцин, терапевтических препаратов и промежуточных 
продуктов в производстве твердых носителей, имеющих на поверхно-
сти пептиды. 

Дрийфхоут с соавт. [39] сообщили о новом селективном методе 
получения конъюгатов пептид — белок. Конъюгация основана на реак-
ции между З-нитропирндил-2-дитио-группой (S-Npys) пептида и сульф-
гидрильными группами белка. 

Три пептида из гликопротеина вируса герпеса симплекса: 
A A T P Y H P P A T P N N N L e - O H , G D D P S P A A K S A V T A Q E - O H , 
HPTTELDiTHLH-OH были синтезированы Fmoc-полиамидным мето-
дом. После снятия N-концевой защиты Soc-Cys-Npys-OH присоединя-
ли к пептиду. Снимали защиту с Npys-цистеинил пептида, отщепляли 
ог смолы и очищали. Белок-носитель (БСА) модифицировали S-ацетил-
меркаптосукцпновым ангидридом. Взаимодействие S-ацетилированного 
БСА и Npys-цистеинил пептида при рН 7—8 проходит полностью за 
несколько часов. Причем одновременно в реакционную смесь добавля-
ют гидрохлорид гидразингидрата для удаления ацетильной защиты и 
S-ацетилированного БСА (см. верхнюю схему на с. 14). 
Реакцию можно контролировать по выделению З-нитро-2-тиопиридона, 
который изменяет цвет реакционной смеси до темно-желтого. Реакци-
онную CM есь разделяли с помощью гель-фильтрации на белковую фрак-
цию, пептидную фракцию (в случае использования избытка Npys-цис-
теинил пептида) и третью желтую фракцию, содержащую З-нитро-2-
тиопиридон. Эпитопная плотность конъюгата, определенная по количе-
ству выделившегося в процессе реакции З-нитро-2-тиопиридона, дости-
гала Π —15 молей пептида на моль белка. Это также было подтверж-
дено аминокислотным анализом конъюгатов. 

Преимущества этого метода состоят в следующем: 1) конъюгация 
белка с пептидом проходит селективно; 2) количество связываемого и 
3) связавшегося пептидов можно легко контролировать; 4) сама Npys-
группа является хромофором и легко определяется. 

OSu-эфир Boc-Cys-Npys-OH — удобный гетеробифункциональный 
реагент для получения конъюгатов пептид—белок с химически регист-
рируемым образованием дисульфидиых связей. Следует отметить, что 
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данный реагент пригоден для введения свободных сульфгидрильных 
групп в белок. Этот метод подобен способам тиолирования белков, при 
которых используют 2-иминотиолан [96] и S P D P [70]. 

^ t o c - C y s - N p y s - O H п р и м е н е н Б е р н а т о в и ч с с о а в т . [75] д л я п о л у ч е -
ния пептид —S—S— БСА конъюгатов. 

На первой стадии реакции OSu-эфир Boc-Cys-Npys-OH взаимодей-
ствует с аминогруппами белка. Образовавшийся Cys-Npys-модифициро-
ванный белок далее реагирует непосредственно с пептидом, содержащим 
свободные SH-группы (метод А) или его восстанавливают дптиотреи-
толом для получения тиолированного белкового производного, которое 
реагирует с Cys-Npys-содержащим пептидом (метод Б ) . В обоих слу-
чаях конъюгат содержит —S—S-мостик между пептидом и белком. 
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Три синтетических пептида из фибрина человека: G H R P L D K C (1). 
Ac-Cys-Npys-GEQHHPGGGAKQA-NH2 (2) и его циклическое производ-
ное (3) конъюгировали с БСА. Количество связавшегося пептида опре-
деляется соотношением пептида и белка в реакционной смеси, и для по-
лучения максимальной эпитопной плотности требуется 4-кратный мо-
лярный избыток пептида в расчете на свободные SH-группы белка. 
Эпитопная плотность зависит от числа SH-или Npys-rpynn в белке, 
которые в свою очередь лимитируются относительно низкой раствори-
мостью OSu-эфира Бос-Cys-Npys-OH в водных растворах. 

Альберицио с соавт. [97] использовали Npys-rpynny для защиты 
SH-группы цистеина при синтезе 9 пептидов. Наряду с применением в 
качестве защиты Npys-rpynna способна реагировать с тиольными груп-
пами белка, образуя стабильные дисульфидные связи. Реакция легко 
осуществляется при слабокислых и нейтральных рН и позволяет избе-
жать дополнительных процедур. 

Известно, что иммуногенность коротких пептидов значительно уве-
личивается при присоединении к большим молекулам-носителям до им-
мунизации. Отсюда возникает необходимость в получении полимерного 
носителя, пригодного для твердофазного синтеза пептидов, который в 
дальнейшем с присоединенным пептидом мог бы служить в качестве 
водорастворимого иммуногенного носителя. Такой носитель недавно 
был синтезирован Годдард с соавт. [98]. При проведении синтеза оы 
находится в нерастворимой форме, после о к о н ч а н и я — м о ж е т быть рас-
творим и пригоден для иммунизации, а также для иммуноанализа. Син-
тез пептидов осуществляли на нерастворимых поперечносшитых по-
ли (диметилакриламидных) гелях, полученных сополимеризацией диме-
тилакриламида (1), метилового эфира акрилоилсаркозина (2) (функ-
циональный агент) и этиленбисакриламида (3) (поперечиосшивающий 
агент) [99]. Линейный поли (диметплакриламид) водорастворим, и ав-
торы сконструировали новые поли (диметилакриламиды), в которых со-
единение (3) было заменено. Использование щелочноустойчивых и кис-
лотолабильпых структур в комбинации с Fmoc-стратегией синтеза пеп-
тидов способствовало образованию растворимого полимера с одновре-
менным отщеплением ^ос-группы от синтезированного пептида. Полно-
стью кислоторастворимый полимер получали сополимеризацией соеди-
нения (1), поперечносшивающего агента (4; R-Me) и нового функцио-
нального агента (5) в молярных соотношениях 17,6: 1,2: 1 в диметил-
формамиде. Соединение (δ) было получено последовательным акрило-
члированием и ацетилированием в 6-аминогексаноле. Полимеризация 
в частицах макропористого Кизельгура приводила к выходу связанного 
полимера, пригодного для пептидного синтеза в колонке реактора [100]. 
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Пептиды: RPKPQQFFGLNle , HKTDSFVGIMG, входящие в вещество P 
и вещество К (нейрокинин А) соответственно, получены на этом нерас-
творимом полимерном носителе с помощью Fmoc-стратегии. Оба пеп-
тид-полимерных конъюгата были иммуногенными для кроликов. 

Таким образом, использование нерастворимых гелей в твердофаз-
ном синтезе, которые в дальнейшем могут стать растворимыми, явля-
ется весьма ценным приемом. При этом не требуется специального от-
щепления синтетических пептидов, что позволяет быстро и просто по-
лучать необходимые иммуиогены. Такой подход открывает практичес-
кие возможности для экономичного широкомасштабного производства 



пептидных вакцин. Кроме того, эти носители играют роль адъювантов, 
в связи с чем являются удобным инструментом в иммунологических 
исследованиях. 

Р е а г е н т ы , о п и с а н н ы е в ы ш е , модифицируют белок-носитель, ЧТО мо-
жет вызывать значительные изменения в его структуре. Такие гетеро-
бифункциональные реагенты, как MBS и SPDP, достаточно специфич-
ны, но проведение реакции с ними требует значительного времени, по-
тому что модифицированный белок необходимо подвергать очистке пе-
ред реакцией с пептидом. Гомобифункциональные реагенты (глутаро-
вый альдегид и BDB) проще в использовании, но недостаточно специ-
фичны и часто слишком реакционноспособны. Это приводит к нежела-
тельному результату, так как различные аминокислотные остатки пеп-
тида, вступающие в реакцию, образуют многочисленные поперечные 
сшивки и вызывают агрегацию белка-носителя [51, 101]. 

В работе [18] описывается метод синтеза пептидов и их конъюга-
ции с белком-носителем, который сводит к минимуму большинство про-
блем, отмеченных выше. Особенности метода представлены на схеме: 

и состоят в следующем: 1) присоединение к N-концевому остатку син-
тезируемого пептида цистеина, защищенного Npys-rpynnoft; 2) постоян-
ное ацетилирование всех нереагирующих аминогрупп во время твердо-
фазного синтеза; 3) специфическое присоединение Npys-защищенного 
пептида к SH-группам молекулы носителя. Постоянное ацетилирование 
пептида в процессе синтеза дает химически однородный конъюгат. По-
добным методом был конъюгирован тридекапептид (Npys)-
CVNYiRKRSLQTV-OH, соответствующий последовательности 141 —153 
белка L270 вируса лихорадки африканской свиньи (N-концевой цисте-
ин был введен дополнительно), с БСА и гемоцианином улитки. При син-
тезе пептида преднамеренно использовали недостаточные количества 
реагентов, чтобы получить смесь пептидов различной длины. Все уко-
роченные пептиды включали ацетилированный N-концевой аминокис-
лотный остаток, за исключением целевого, имеющего на N-конце Npys-
защищенный цистеин. Смесь пептидов конъюгировали с белками-носи-
телями, в результате чего образовывался конъюгат, содержащий только 
целевой пептид. Этот изящный прием дает возможность селективно при-
соединять из смеси пептидов различной длины только определенный 
пептид. 
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Дитцген с соавт. [102] предложили новый поперечносшивающий 
реагент трет-бутилоксикарбонил гидразида янтарной кислоты. Этот 
реагент присоединяли к синтетическому эфиру тетрапептида 
GPAT(BU+)-OBU+ (С-концевой тетрапептид капсидного белка вируса 
табачной мозаики) с помощью І-гидроксибензтриазол/N, N'-дицикло-
гексилкарбодиимида. После обработки трифторуксусной кислотой бы Ί 
выделен свободный гидразид HSc -GPATXCF3COOH, готовый для азо-
сочетания. Активированный пептид конъюгировали с сывороточным аль-
бумином человека и поли- і -лизином (молекулярная масса 80 000). 

В настоящее время для получения конъюгатов пептид—носитель 
применяется большой арсенал реагентов и методов, а их выбор зависит 
от целей и задач, которые ставит перед собой исследователь. 

Р е з ю м е . В огляді розглянуто гомо- та гетеробіфункціональні поперечнозши-
вальні реагенти і методи їх застосування при отриманні кон'югатів пептид — носій. 
Запропоновані реагенти і методи широко використовуються при вивченні антигенної 
структури білків, конструюванні хімічних (синтетичних) вакцин, а т а к о ж є корисними 
у вирішенні однієї з основних проблем фізико-хімічної біології — білок-білкового 
пізнавання. 

S u m m a r y . Homo- and heterobifunct ional r eagen t s and methods for their us ing 
to obtain immunocon juga tes on the basis of peptide's ant igenic de te rminants are reviewd. 
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