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РЕЗЮМЕ

В човешкия организъм пептидите изпълня-
ват различни функции – биологично активни 
хормони, невротрансмитери и невромедиатори, 
растежни фактори, сигнални молекули и анти-
биотици. Тези разнообразни функции ги правят 
„интересни” за фармацевтичния пазар.

През последните години световният пазар на 
терапевтични пептиди расте почти два пъти 
по-бързо спрямо пазара на другите лекарства. До 
момента близо 70 пептидни лекарства са одо-
брени от Американската агенция за контрол на 
храните и лекарствата (FDA). Голям брой нови 
пептидни молекули са в клинична (>150) и на-
преднали предклинични (>400) фази, което илю-
стрира спешната нужда от търсене и откри-
ване на нови пептиди за лечение на различни 
заболявания.

SPPS е метод за синтез на пептиди, при кой-
то реакцията на кондензация на отделните 
аминокиселини (АК) се извършва в течна среда, 
но полученият продукт е прикрепен към твърд 
полимерен носител, наречен смола. Предимство-
то на този метод пред синтеза в разтвор е по 
отношение на скорост и ефективност на рабо-
та. Времето, необходимо за синтез на един про-
дукт в разтвор, е около 6-12 месеца, докато при 
твърдофазен синтез - същият може да се получи 
за по-малко от 3 седмици.

Краткото време за синтез дава възможност 
за получаване на голям брой пептидни аналози, 
което помага да се определят онези промени в 
молекулите, които водят до по-добре изразени 
ефекти. SPPS се използва успешно в лекарстве-
ния дизайн на нови молекули. Синтезирането на 
късоверижни пептиди с определени модификации 
в структурата дава възможност за комбинира-

ABSTRACT

In the human organism, peptides perform var-
ious functions - biologically active hormones, neu-
rotransmitters and neuromediators, growth factors, 
signal molecules and antibiotics. These various fea-
tures make them „interesting“ for the pharmaceutical 
market.

In recent years, the world market for therapeutic 
peptides has grown almost twice as fast as the other 
medicines market. So far, nearly 70 peptide drugs have 
been approved by the US Food and Drug Administra-
tion (FDA). A large number of novel peptide molecules 
are in clinical (> 150) and advanced preclinical (>400) 
phases, which illustrates the urgent need to search for 
and discover new peptides to treat various diseases.

Solid-phase peptide synthesis (SPPS) is a peptide 
synthesis method in which the condensation reaction 
of the individual amino acids (AА) is carried out in a 
liquid medium but the resulting product is attached 
to a solid polymeric carrier called a resin. The advan-
tage of this method over solution synthesis is in terms 
of speed and efficiency. The time required for the syn-
thesis of a solution in solution is about 6-12 months, 
whereas in solid phase synthesis - this can be achieved 
in less than 3 weeks.

The short synthesis time allows production of a 
large number of peptide analogs, which helps to iden-
tify those changes in molecules that lead to more pro-
nounced effects. SPPS is successfully used in the drug 
design of new molecules. The synthesis of short-chain 
peptides with certain modifications in the structure al-
lows the combination of various pharmacological ef-
fects in one ligand to optimize therapeutic regimens.
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на кондензация се извършва също в течна среда, 
но полученият продукт е свързан към твърд по-
лимерен носител, наречен смола. 

Пептидният синтез в разтвор е най-старият 
метод за получаване на пептиди. Използва се за 
синтез единствено на олигопептиди, съставени 
от няколко аминокиселинни остатъка. Образу-
ването на дипептид се извършва чрез контроли-
рано свързване на две аминокиселини, при кое-
то едната е защитена в своя N-край, а другата от-
към своя C-край. След образуването на амид-
ната връзка защитеният дипептид се изолира, 
пречиства и охарактеризира. Лесно се опреде-
лят също и незавършилите напълно реакции на 
деблокиране и кондензация. Предимство на този 
метод е възможността преди започване на след-
ващия етап на кондензация, всички странични 
продукти да бъдат отстранени.

Използват се два подхода при синтез на по-
липептидна верига, като всеки от тях има своите 
предимства и недостатъци: 

•	 метод на фрагментно свързване - в проце-
са участват защитени пептидни фрагмен-
ти. Фрагментната кондензация е по-удоб-
на за синтез на дълги пептидни последо-
вателности, т.к. е по-лесно пречистването 
на междинните продукти поради голямата 
разлика в молекулните маси между реаги-
ращите фрагменти и продукта на конден-
зацията. Недостатъци на този подход са 
затрудненията свързани с разтворимост-
та на по-дългите фрагменти, както и труд-
ностите при протичане на кондензацион-
ни реакции.

•	 метод на последователно свързване - със-
тои се в последователно деблокиране на 
N-края и свързване на отделни АК. За раз-
лика от фрагментното кондензиране, при 
последователното свързване, добавянето 
на единични аминокиселини води до мал-
ки разлики в молекулните тегла на изход-
ните и крайните продукти, което създава 
трудности при тяхното разделяне и пре-
чистване. В повечето случаи се използват 
комбинирани схеми за синтез, включва-
щи и двата подхода. Най-често за синтез на 

1. УВОД 

В човешкият организъм пептидите изпъл-
няват различни функции - биологично активни 
хормони, невротрансмитери и невромедиатори, 
растежни фактори, сигнални молекули и анти-
биотици. Тези разнообразни функции ги правят 
„интересни” за фармацевтичния пазар. (6) Пеп-
тидите притежават всички свойства на проте-
ините, но са със значително по-малко молекул-
но тегло, поради което могат лесно и евтино да се 
синтезират чрез използване на различни химич-
ни стратегии (24). Това осигурява широка перс-
пектива за дизайн на нови аналози или струк-
турни фрагменти на вече известни молекули.

В последните години световният пазар на 
терапевтични пептиди расте почти два пъти 
по-бързо, спрямо пазара на другите лекарства. 
(16) До момента близо 70 пептидни лекарства са 
одобрени от Американската агенция за контрол 
на храните и лекарствата (FDA) (25). Голям брой 
нови пептидни молекули са в клинична (>150) и 
напреднали предклинични (>400) фази, което 
илюстрира спешната нужда от търсене и откри-
ване на нови пептиди за лечение на различни за-
болявания (1).

В началото на 20-ти век Емил Фишер синтези-
ра първия дипептид, наречен glycylglycine и въ-
вежда термина «пептид», който е образуван от 
„пептон“ (разградените продукти от действието 
на пепсина; от гръцки peptos – разграден) и по-
лизахариди. (10) Петдесет години по-късно, през 
1953 г. du Vigneaud разработва стратегия за про-
изводство на полипептид (23).

2. ОБЩ ПРЕГЛЕД НА МЕТОДИТЕ ЗА ОРГА-
НИЧЕН ПЕПТИДЕН СИНТЕЗ  

В зависимост от начина на получаване на 
пептида, днес се използват два основни мето-
да за синтез: пептиден синтез в разтвор и твър-
дофазен пептиден синтез (SPPS). В първия слу-
чай, синтезът се извършва чрез кондензация на 
отделни аминокиселини или на пептидни фраг-
менти в среда от органичен разтворител (диме-
тилформамид, етилацетат, дихлорметан и др). 
При твърдофазния пептиден синтез, реакцията 

не на различни фармакологични ефекти в един 
лиганд, което да доведе до оптимизиране на те-
рапевтичните схеми. 

Ключови думи: пептиди, синтез, SPPS
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по-къси линейни пептиди, представлява-
щи фрагменти от по-голяма структура, се 
използва последователно свързване, като 
след това те се кондензират един с друг по-
средством фрагментна кондензация.

3. ТВЪРДОФАЗЕН ПЕПТИДЕН СИНТЕЗ 
(SPPS)

През 1963 г. Bruce Merrifield публикува по-
лучаването на тетрапептид, който се синтезира 
при хетерогенни условия от С- към N-края върху 
твърд полимерен носител, наречен  „смола” (17). 
През 1965г. Мерифийлд представя и първият 
автоматично управляван пептиден синтез (18). 
SPPS доказва своето голямо предимство пред 
синтеза в разтвор по отношение на скоростта и 
ефективността на работа. Ако времето, необхо-
димо за синтез на един продукт в разтвор е около 
6-12 месеца, то чрез твърдофазен синтез, същи-
ят може да бъде получен за по-малко от 3 седми-
ци.  Първоначално SPPS е описан като метод за 
получаване на къси пептиди с потенциално при-
ложение в получаването на полипептиди с висо-
ка Mw. (17,19) Принципите на твърдофазния пеп-
тиден синтез са илюстрирани на фигура 1.

N-защитена аминокиселина с С-краен амино-
киселинен остатък се свързва чрез карбоксилна-
та си група към хидроксилна (или хлорна) или 
амино група на смолата, при което се получава 
естерно или амидно свързан пептид, който на-
края ще доведе до получаването на С-краен кисе-
линен или С-краен амиден пептид. След приба-
вяне на първата аминокиселина, желаната пеп-
тидна последователност се образува по линеен 
път от С-края към N-края (С→N стратегия) чрез 
повтарящи се цикли от Nα-деблокиране и амино-
киселинни свързващи реакции.

За получаване на пептиди със зададена после-
дователност е необходимо всички функционал-
ни групи, които не трябва да участвуват в обра-

зуването на пептидна връзка или има вероятност 
да встъпят в странични реакции, да бъдат защи-
тени (блокирани) с постоянни защитни групи, 
които са стабилни при реакционните условия, 
използвани по време на нарастването на пепти-
дите. Алфа-амино групата е предпазена чрез вре-
менни защитни групи, които най-често са от уре-
танов тип и могат лесно да бъдат премахнати при 
меки условия. Временната N-крайна защитна 
група се отстранява, което позволява прибавя-
нето на следващата N-защитена аминокиселина, 
чрез активиране на нейната α-карбоксилна група 
(17). Основното изискване при избора на подхо-
дящ блокиращ заместител е не само лесното по-
лучаване на производно със съответната защит-
на група, но и отстраняването му да протича в 
условия, които да не водят до разрушаване на ос-
таналата част от молекулата. След свързването, 
излишните реагенти се премахват чрез филтру-
ване и промиване. В последната стъпка, пепти-
дът се отцепва от смолата и едновременно с това 
се премахват страничните защитни групи (15).

В зависимост от типа на използваната смо-
ла в практиката са се наложили два вида защит-
ни групи за Nα - амино групата на AK. Boc – гру-
па (третична бутилоксикарбонилна) – киселин-
но лабилна (3) и Fmoc – група (9-флуоренилмети-
локсикарбонилна) - базично лабилна (4). Използ-
ването на тези защитни групи намалява силно 
рацемизацията при постепенното нарастване на 
пептида и дава възможност за лесно разкъсване 
на връзката алкил-кислород при различни усло-
вия. Тези два вида защитни групи са в основата 
съвременните стратегии, използвани при твър-
дофазния пептиден синтез (фиг. 2).  

•	 Boc/Bzl-стратегията (фиг. 2B) се основа-
ва на повишената киселинна стабилност 
на страничните защитни групи. При тази 
стратегия, Boc групата се премахва чрез 
използването на разтвор на трифлуороцет-
на киселина (TFA) в дихлорметан, като за-
щитните групи и откъсването на пептида 
от смолата става в края на синтеза чрез из-
ползването на силна киселина като безво-
ден флуороводород (HF). Въпреки, че този 
метод позволява ефективен синтез на голе-
ми пептиди и малки протеини, използва-
нето на високо токсична HF к-на и нуждата 
от специална апаратура с политетрафлуо-
роетиленова линия, ограничава използва-
нето му. Също така, използването на силно 
киселинни условия може да доведе до про-
мяна в структурната цялост на пептидите, 
съдържащи лабилни последователности.

Фигура 1. Схематично представяне на SPPS по 
Wang (7)
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•	 Fmoc/tBu-стратегията (фиг. 2A) използва 
N α-Fmoc група (лабилна в алкална сре-
да) за защита на N-амино групата на AK, 
киселинно лабилните странични защит-
ни групи и киселинно лабилните линке-
ри, които представляват С-крайни блоки-
рани аминокиселинни групи. (5) Основно-
то предимство на тази стратегия е, че вре-
менните и постоянните защитни групи се 
премахват по различни механизми, което 
позволява използването на по-меки кисе-
линни условия при крайното деблокира-
не и „откъсване” на пептида от смолата. 
Fmoc-групата може лесно да се отстрани с 
помощта на пиперидин, без необходимост 
от използване на трифлуорооцетна кисе-
лина (както при Bос-групата). Поради тази 
причина, Fmoc-базирания SPPS е метод на 
избор при рутинен синтез на пептиди. 

Синтезът обикновено започва от карбоксил-
ния край на пептида. Най-често използвани-
ят подход за получаване на голям брой пептиди 
е стъпаловидният синтез, при който една ами-
нокиселина се добавя във всяка стъпка. Особе-
но важно е оптичната чистота на аминокиселин-
ните остатъци да остава непроменена в хода на 
синтеза. В природата се срещат предимно L-изо-
мери, докато за получаване на ензимно-стабил-
ни аналози много често се използват D-амино-
киселини. Кондензационната реакция се подби-
ра така, че да се намали вероятността от рацеми-
зация на аминокиселинния остатък. При про-
веждане на кондензация във водна среда, уча-
стващата в нея карбоксилна група може да се за-
щити лесно чрез превръщането й в алкална сол. 
Ако процесът се провежда в неводни разтвори-
тели, което е по-често срещано в практиката, 

карбоксилната група трябва предварително да 
се защити. В съвременния твърдофазен синтез 
Boc-стратегията намира ограничено практиче-
ско приложение (предимно при синтез на слож-
ни пептиди или не-природни аминокиселини). 
Ето защо повечето новоразработени смоли и за-
щитни групи са свързани със синтеза на пепти-
ди по Fmoc-стратегията. Използват се различни 
защитни групи с висока степен на съвместимост 
помежду си, така че всяка от тях да се отстраня-
вана в присъствието на останалите. Ортогонална 
защитна схема се дефинира като пълна селектив-
ност на един клас защитни групи спрямо всички 
останали и обратното.

3.1. Смоли, линкери, активиращи и свърз-
ващи агенти, използвани в SPPS

В днешно време се използват три основни 
класа твърди полимерни носители (смоли): тра-
диционният полистирен (PS), полиетиленгликол 

Фигура 2. Fmoc/tBu(А) и Boc/Bzl(В) стратегии, прилагани за защита на N-амино групата на AK в SPPS. (А) 
Fmoc-групата се отстранява с помощта на пиперидин, а t-Bu се освобождава чрез ацидолиза с TFA. (В) От-
цепване на защитната група с TFA и HF се осъществява чрез ацидолиза. Сините стрелки показват алкал-

ни, а червените/лилави стрелки - киселинни условия (15)

Фигура 3. Най-често използваните защитни групи 
за страничните вериги (side chain protecting groups 
- SPG)  на АК  при Fmoc/tBu-стратегия. Trt (trityl), 
Pbf  (pentamethyl-2,3-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl) 

(15)
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(PEG) върху полистирен (PS)  (NovaSyn - смоли) и 
чисти PEG- базирани смоли. През 2013 г. Shelton 
и сътр. издават сборник с най-често използвани-
те смоли, заедно с техните индивидуални свой-
ства на набъбване и натоварване (определя се от 
еквивалента на АК в mmol/g, който може да бъде 
прикрепен към смолата) (21). 

Линкера представлява връзка между смола-
та и синтезираната пептидна последователност. 
Той определя натоварването на смолата, разстоя-
нието между смолата и пептида, химичните ус-
ловия за прикачване и освобождаване и най-ва-
жното, С-крайната функционалност на получе-
ния пептид. В повечето случаи, пептидът се ос-
вобождава като киселина или амид, защото това 
са естествено срещащи се С-крайни функцио-
нални групи. Също така, С-краят може да бъде 
модифициран като хидразид, алкохол, алдехид, 
тиоестер и други (2,21).

Изборът на смола и линкер се основава на 
сложността на желаната пептидна последовател-
ност и условията на химичната реакция, както и 
желаната С-крайна модификация на получения 
пептид. 

Образуването на пептидна връзка може да 
се разглежда като реакция на нуклеофилно за-
местване, където атаката се осъществява от нук-
леофилен агент – аминокомпонента. За да се осъ-
ществи тази реакция при ниски температури е 
необходимо да се въведе функционална група (с 
отрицателен индукционен и мезомерен ефект), 
която да изтегли електронната плътност от въ-
глеродния и кислородния атом (активиране на 
свободната COOH-група), което да улесни атака-
та на аминокомпонента:

В продължение на десетилетия, за активи-
ране на COOH-група са използвани карбодии-

мид базирани свързващи реагенти като DCC 
(N, N›-дициклохексилкарбодиимид) (17) и DIC 
(N, N‘-диизопропилкарбодиимид) (11,9). Карбо-
диимидния метод е класически метод за акти-
виране на карбоксилната група, предложен от 
Шийън и Хес през 1955 год. (20). Податливост-
та на тези ефективни активатори да рацемизи-
рат води до развитието на нови, потискащи ра-
цемизацията свързващи реагенти. Най-популя-
рен сред тях е HOBt (1-хидроксибензотриазол) 
(14), който се прибавя в реакционната среда и 
води до образуване на активиран естер на съот-
ветната N-защитена АК. HOBt-активираните ес-
тери се образуват лесно, не се изолират и могат 
да се получат чрез цял клас нови, широко дос-
тъпни (много по-евтини от традиционния DCC) 
активиращи агенти: (фиг. 5) HOAt (1-hydroxy-
7-azabenzotriazole), HATU (N-[(dimethylamino)-
1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b] pyridin- 1-ylmethylene]-
N-methylmethanaminium hexafluorophosphate 
N-oxide), PyBOP (benzotriazol-1-yloxytri 
(pyrrolidino) phosphonium hexafluorophosphate, 
TBTU - (N-[(1H-benzotriazol-1-yl) (dimethylamino) 
m e t h y l e n e ] N - m e t h y l m e t h a n a m i n i u m 
tetrafluoroborate N-oxide) (13).

Oсновно предимство на по-новите активи-
ращи реагенти е  изключително краткото реак-
ционно време (15-30 мин) в сравнение с тради-
ционните DCC и DIC (минимум 65 мин). 

След приключване на пептидния синтез, за-
щитните групи на страничните вериги се пре-

Фигура 4. Образуване на пептидна връзка

Фигура 5. Избрани свързващи (кондензиращи) агенти използвани в SPPS. Oxyma (ethyl 2-cyano-2-
(hydroxyimino) acetate) (12, 22) е въведена като алтернатива на HOBt през 2009 г. COMU ((1-cyano-2-ethoxy-
2-oxoethylidenaminooxy) dimethylaminomorpholino-carbenium hexafluorophosphate) (8) е безопасна и по-силна 

урониева сол на Oxyma 
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махват и пептидът се отделя от твърдия носител. 
Универсалната процедура при Fmoc/tBu-стра-
тегията представлява обработване на пепти-
дил-смолата с TFA (100% - 95%), смесена с раз-
лични вещества, наречени скевинджъри, които 
спомагат за предотвратяване на преалкилиране-
то при деблокиране и по-лесното отстраняване 
на образуващите се в хода на синтеза странични 
продукти: анизол, тиоанизол, етандитиол, етил-
метилсулфид, триизопропилсилан и др.

3.2. Методи за пречистване и анализ на по-
лучените пептиди

Последната стъпка на SPPS обхваща всички 
методи за пречистване на крайните пептиди от 
соли, енантиомери (димери), както и от скъсени 
аналози. 

•	 Методи за пречистване на синтетични 
пептиди:  

•	 Тънкослойна хроматография (TLC);
•	 Течна хроматография с класически ко-

лони и силика гел като пълнеж;
•	 Високоефективна течна хроматодра-

фия (RP-HPLC);
•	 Йонообменна хроматография или 

гел- филтрация;
•	 Методи за анализ на получените пептиди:

•	 Електрофореза - Насоченото движение 
на колоидно диспергирани частици в 
течна дисперсна среда под действие на 
външно електрично поле към един от 
електродите, се нарича електрофореза. 
Скоростта на придвижване се опреде-
ля от големината на електричния товар 
на частиците, от масата им, от състава 
и движението на тяхната фаза и др. Ка-
пилярната електрофореза (CE) предста-
влява комбинация между течната хро-
матография (LC) и стандартната елек-
трофореза (полиакриламидна гел елек-
трофореза) и се основава на принципи-
те на електрофорезата. 

•	 Скоростта на движение или миграция на 
анализираните компоненти в CE се оп-
ределя от техните  размер и товар. Мал-
ките, силно заредени частици премина-
ват по-бързо  в сравнение с големите,  но 
по-слабо заредени.

•	 Движението на анализираните компнен-
ти е причинено от електроосмотичен по-
ток (EOF). 

•	 Скоростта на EOF може да се регулира чрез  
промяна рН на използвания буфер 

•	 Профилът на EOF поток е плосък – в ре-
зултат на което се постига  висока раздели-
телна ефективност. 

•	 Крайните  данни от CE се наричат  
елктрофореграма

•	 Протонна ЯМР спектроскопия (1H–
NMR) - физичен метод, който се ос-
новава на възможностите на атомни-
те ядра да поглъщат и излъчват радио-
честотна енергия, когато се намират в 
постоянно магнитно поле и служи за 
структурен анализ на органични съе-
динения. Магнитни свойства притежа-
ват атомните ядра на 1H, 13C, 19F, 31P и др. 

•	 Мас-спектрометрия (MS) - аналитичен, 
физикохимичен метод, при който смес 
от йони и техните фрагменти се раз-
делят в газова фаза под действието на 
електромагнитно поле, в съответствие 
с масовите им числа m/z, където ‹›m” е 
масата на молекулния йон или на него-
вите фрагменти, а ‹›z’’ е техния заряд. 
Най-често използваните йонизационни 
методи за анализ на биомолекули, като 
протеини, гликопротеини, олигонук-
леотиди са електроспрей и наноспрей 
йонизацията, както и лазерна десорб-
ционна йонизация с помощта на матри-
ца (MALDI). 

Електроспрей йонизацията намира най-голя-
мо приложение при анализ на смес от хидроли-
зирани протеини. Обикновено пробите с моле-
кулни маси до 1200 Da, дават единично заредени 
молекулно-свързани йони. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Краткото време за синтез дава възможност 
за получаване на голям брой пептидни анало-
зи, което помага да се определят онези проме-
ни в молекулите, които водят до по-добре изра-
зени ефекти. SPPS се използва успешно в лекар-
ствения дизайн на нови молекули. Синтезиране-
то на късоверижни пептиди с определени моди-
фикации в структурата дава възможност за ком-
биниране на различни фармакологични ефекти 
в един лиганд, което да доведе до оптимизиране 
на терапевтичните схеми. 
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