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Изложена сущность метода полимерных реагентов применительно к
пептидному синтезу. Полимеры-активаторы классифицированы по типу
активирующих группировок. Приведены способы синтеза полимеров-акти-
ваторов и полимерных реагентов. Обсуждены основные аспекты использо-
вания метода полимерных реагентов для синтеза пептидов различного
строения, тенденции и перспективы развития метода.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Применение полимеров в органическом синтезе, биотехнологии в по-
следнее время интенсивно возрастает. Этим вопросам посвящены, на-
пример, вышедшие недавно монографии [1—7]. Так, традиционным яв-
ляется использование полимеров в качестве различных подложек, в част-
ности, для иммобилизации ферментов [1, 3, 7, 8], клеток микроорганиз-
мов [1, 9—11], аффинной хроматографии белков [5, 12, 13]. Ведутся
исследования по созданию полимерных лекарственных средств [1, 14—
16], в частности, искусственных антигенов [17], синтетических моделей
ферментов [3, 18, 19]. Широко используются полимерные катализаторы
[2, 20, 21], высокомолекулярные защитные группы [2, 22].

Однако наиболее интенсивно развивающееся направление — приме-
нение полимеров в качестве химических реагентов [2, 4, 24, 25]. Основ-
ное преимущество такого подхода связано прежде всего с увеличением
выходов и облегчением очистки целевых продуктов; в ряде случаев зна-
чительно повышается специфичность осуществляемых реакций. Особен-
но ценным оказалось применение полимеров в случае многостадийных
монотонных операций, например, для синтеза полипептидов [26, 27],
полинуклеотидов [28], полисахаридов [29], поликонденсационных по-
лимеров с точно заданным числом звеньев [30]. Полимеры могут слу-
жить при этом разобщителями реагирующих группировок, имитируя
условия высокого разбавления. Сведение к минимуму конкурирующих
межмолекулярных1 реакций позволяет эффективно использовать этот
принцип для синтеза циклических пептидов [27, 31], макроциклических
соединений [32], несимметричных кетонов и α-замещенных карбоновых
кислот L33—35], циклизации по Дикману [36], для моноблокирования
бифункциональных соединений [37, 38] и т. д. Направление реакции и

1 Для таких систем используют также термин «внутриполимерные» реакции [41].
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ее селективность могут существенно изменяться при переходе от обыч-
ных низкомолекулярных реагентов к полимерным [39, 40].

Практически в любой области органического синтеза полимерные реа-
генты находят целесообразное применение. В пептидном синтезе наме-
тилась тенденция называть полимерными реагентами такие полимеры,
которые выполняют ацилирующие функции [27, 42—46].

В настоящем обзоре обсуждаются методы синтеза полимерных реа-
гентов, использование последних в пептидном синтезе, тенденции и перс-
пективы развития данного подхода.

П. СУЩНОСТЬ МЕТОДА ПОЛИМЕРНЫХ РЕАГЕНТОВ ПРИМЕНИТЕЛЬНО
К ПЕПТИДНОМУ СИНТЕЗУ

Среди проблем пептидной химии особое место занимает поиск новых
подходов к синтезу биологически активных соединений белковой приро-
ды. «Классическая» пептидная химия, имеющая дело с реакциями в
растворе, столкнулась здесь с рядом трудноразрешимых проблем, в чис-
ле которых снижение выходов с увеличением размеров синтезируемых
пептидов, сложность выделения целевого продукта в гомогенном состоя-
нии вследствие протекания побочных реакций, снижение растворимости
пептидов по мере роста их цепи.

В попытках преодолеть указанные трудности появились новые идеи,
связанные, главным образом, с использованием синтетических полиме-
ров. В начале 60-х гг. Меррифилд [26, 50] предложил применять нераст-
воримые полимеры в качестве носителей пептидной цепи, служащих од-
новременно С-концевой защитной группой. При этом появилась возмож-
ность использования больших избытков активированного низкомолеку-
лярного компонента, отделение которого наряду с побочными раствори-
мыми продуктами легко достигается фильтрацией пептид-полимерного
комплекса. Данный «твердофазный» метод синтеза завоевал широкую
популярность, чему в немалой степени способствовали исследования по
его механизации и автоматизации [51, 52]. Однако в процессе развития
этого метода выявились и некоторые его недостатки [53, 54], связанные,
главным образом, с трудностью очистки конечного продукта от накапли-
вающихся по ходу синтеза нерастворимых побочных продуктов.

Если использовать в качестве С-концевой защитной группы растуще-
го пептида растворимый полимер, то можно уменьшить влияние диффу-
зионных факторов на ход реакции. Это — так называемый «жидкофаз-
ный» метод [55] синтеза пептидов. Препятствием к широкому использо-
ванию жидкофазного метода, особенно в синтезе высших пептидов,
по-видимому, являются сложности с очисткой продукта реакции из-за
сходства в растворимости и молекулярной массе полимера и синтезируе-
мого пептида.

В середине 60-х гг. возникает методологически новое направление,
также связанное с использованием полимеров, но уже применяемых в
качестве активаторов карбоксильных групп аминокислот или пептидов
[27, 56]. В общем случае ковалентный комплекс полимер-низкомолеку-
лярный реагент, который обладает свободной энергией, необходимой
для прохождения реакции, осуществляет перенос активированных груп-
пировок на молекулы партнера, находящегося в растворе (реакция(1)).
Сюда можно также отнести реакции между группировками, находящими-
ся в фазе полимера, т. е. внутримолекулярные (или внутриполимерные)
взаимодействия (реакция (2)). Полимерные реагенты указанных типов
называют также полимерными трансферными реагентами [42].

(?)—л + в —>• л—в + © (ι)

( Ρ ) — Λ — И >• - г - Λ — B y - + @ Ь )

( г ) - полимер—актинатор
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Конденсирующие полимерные реагенты [43] подчиняются вышепри-
веденному определению, поскольку реакция проходит через промежуточ-
ную стадию — активацию компонента А:

Л—Ε Θ
Обычно в пептидном синтезе компонент А представляет собой N-за-

щищенную аминокислоту, карбоксил которой необходимо активировать
перед образованием пептидной связи. Компонент В — аминокислота или
пептид со свободной N-концевой аминогруппой. Полимер-активатор несет
электрон-акцепторные группировки для создания положительного заря-
да на карбонильном углероде аминокислоты, достаточного для эффек-
тивной атаки нуклеофильным компонентом В. В классической пептидной
химии для этой цели обычно используют активированные эфиры, ангид-
риды, имиды и т. д. [47—49]. С целью ускорения реакции аминолиза и
обеспечения ее полноты, как правило, используют избыток полимерного
реагента, отделяемого на последней стадии синтеза.

Физико-химические свойства полимера играют очень важную роль
как в процессе синтеза, так и при выделении продукта. Можно сформу-
лировать некоторые общие требования, предъявляемые к полимерным
реагентам: 1) полимерный каркас должен быть хорошо проницаем для
молекул пептидов в широком диапазоне молекулярных масс. В случае
полимеров гелевого типа — обладать хорошей набухаемостью в исполь-
зуемых растворителях; 2) физические свойства полимерных частиц долж-
ны обеспечивать легкую фильтрацию их от растворимых продуктов, иметь
хорошую механическую и осмотическую устойчивость; 3) полимерные
производные аминокислот должны обладать высокой реакционноспособ-
ностью и устойчивостью к рацемизации; 4) полимерные реагенты должны
быть устойчивы при хранении и к сольволитическому действию раствори-
телей; 5) полимеры не должны сорбировать растворимые компоненты;
6) желательно, чтобы полимерные компоненты были многократного дей-
ствия, т. е. существовала возможность их регенерации без снижения ис-
ходной емкости, реакционной способности и изменения физико-химиче-
ских параметров полимера.

Из применяемых в настоящее время полимерных реагентов для пеп-
тидного синтеза чаще всего используются полимерные активированные
эфиры:

- ^ , ^ H(NHCHRCO).,NHCHRC<4>—Y

ζ—ΝΗ—CHR'COOH + нх(р) — * - ζ—NHCIIR'—CO~X(P) : >-

— ν ζ—NH—cim'ccHNiicuiOnNHCHRcooY + HX(P)

fΡ J - полимерный к а р к а с ; Х - а к т и в и р у ю щ а я г р у п п и р о в к а ;

Υ, Ζ - Ν - и С - защитные г р у п п ы ; η-{),{, 2 —

Конденсация N-защищенных аминокислот с полимером-активатором
приводит к активации карбоксильной группы. Полученный полимерный
реагент вводят в реакцию аминолиза с соответствующим производным
аминокислоты или пептида, содержащим свободную аминогруппу. Про-
дукт реакции выделяется в раствор. После удаления N-защитной группы
полученный пептид можно снова ввести в реакцию с другой аминокисло-
той, активированной полимером, наращивая таким образом пептидную
цепь. Важным обстоятельством при получении полимерного производно-
го аминокислоты является отсутствие нерастворимых побочных продук-
тов, которые при последующем аминолизе могли бы загрязнять целевой
продукт.

III. СИНТЕЗ ПОЛИМЕРОВ-АКТИВАТОРОВ

Существуют различные способы введения активирующих группиро-
вок в полимерный каркас. В одних случаях исходный полимер подверга-
ют ряду химических превращений, в других — молекулу с готовой
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функциональной группировкой присоединяют к подходящему полимеру-
носителю. Функциональную группу можно также вводить путем сополи-
меризации соответствующих мономеров или ионного связывания «функ-
ционального» соединения с сильной ионообменной смолой.

В подавляющем большинстве работ наиболее успешно для активации
N-защищенных аминокислот применяли высокомолекулярные нитрофе-
нолы и полимеры с N-окси-функцией.

В настоящее время имеется довольно обширная литература по высо-
комолекулярным фенолам [57, 58] различной структуры, нитрование
которых может обеспечить в потенциале нужный нитрофенольный поли-
мер-активатор. Однако в случае пептидного синтеза высокие требования,
предъявляемые в отношении физико-химических свойств полимера, су-
щественно ограничивают выбор таких полимеров. Так, например, широ-
ко известные фенол-формальдегидные смолы типа «резита», «новолака»
[59], по-видимому, мало пригодны для этих целей из-за возникающих
трудностей в регулировании пространственной структуры, содержания
функциональных групп, физической формы полимерных частиц. Об ис-
пользовании таких полимеров имеются краткие сообщения [56, 60], од-
нако экспериментальные данные по их применению практически отсут-
ствуют. Аморфные порошкообразные полимеры подобного типа получали
поликонденсацией 4,4-диоксидифенилсульфона с формальдегидом [61]
или салициловой кислоты с анизолом и формальдегидом [62]. Ряд фе-
нол-формальдегидных полимеров применяли также для твердофазного
синтеза [31, 63—65]. Выходы пептидов при использовании такой смолы
были значительно ниже по сравнению с гидроксильным полимером с по-
листирольным каркасом. Этот эффект авторы относили на счет стериче-
ских препятствий — метиленовые мостики располагались рядом с функ-
циональными группами.

В одной из первых работ по использованию полимерных реагентов в
пептидном синтезе [27] было предложено применять поли-4-окси-З-нит-
ростирол, получаемый омылением сополимера я-ацетоксистирола с 4%
дивинилбензола, с последующим нитрованием концентрированной азот-
ной кислотой при 0° С [66]. Такой полимер был успешно использован для
синтеза небольших модельных пептидов, брадикинина, люлиберина [67],
но в процессе эксплуатации выявились и его недостатки — разрушение
полимерных частиц во время реакции аминолиза и механических мани-
пуляций, что могло вести к загрязнению целевых продуктов [68, 69].

В работе [70] автор предложил синтезировать поли-о-нитрофенол пу-
тем блочной сополимеризации л-метоксистирола с дивинилбензолом,
с последующим удалением метальной группы трехбромистым бором и
нитрованием. Эффективность ацилирования N-защищенными аминокис-
лотами, как данного полимера, так и предыдущего [27], была примерно
одинаковой (1 —1,5 ммоля/г полимера).

Аналогичный полимер-активатор, используя полимераналогичные
превращения, получали по схеме [56]:

—сн—сн 2 —сн—сн 2— —сн—сн2— —сн—сн2— —сн—сн2—
I I I

/ч /ч /ч

N 0 2 NH2 OH

Содержание реакционноспособных оксигрупп составляло 0,05—
0,5 ммоля/г полимера, в то время как их теоретическое содержание —
5—7 ммоля/г. Очевидно, что данная схема мало пригодна для синтеза
активатора из-за наличия побочных процессов, приводящих к резкому
снижению реакционной емкости полимера.

Фенольный нерастворимый полимер в виде сферических гранул по-
лучили в работе [71]. Авторы применили суспензионную сополимериза-
цию я-ацетоксистирола со стиролом и дивинилбензолом, а ацетатную
группу отщепляли в мягких условиях гидразинолизом.
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В рассмотренных случаях, за одним исключением [71], полимеры
представляли собой частицы неправильной формы, что должно было за-
труднять их использование из-за растрескивания и механического исти-
рания. Наличие побочных реакций в процессе получения таких полиме-
ров, наряду со снижением содержания функциональных групп ведет и
к существенным изменениям пространственной структуры, например, за
счет дополнительного сшивания.

С целью устранения указанных негативных явлений было предложе-
но [72] вводить готовую функциональную группировку в полимер-носи-
тель с нужным комплексом физических свойств. Авторы синтезировали
полимерный о-нитрофенол, используя в качестве носителя сферически
гранулированный сополимер стирола с 2% дивинилбензола — полимер,
нашедший широкое применение в твердофазном синтезе пептидов из-за
хороших физико-химических параметров.

Аналогичный подход использовали другие авторы [69], модифицируя
полистирольные гранулы 4-окси-З-нитробензилхлоридом по реакции
Фриделя — Крафтса:

€[(.,«
Λ1Π1-

N1)., N 0 ,

Близкий по структуре полимер-активатор получали по следующей
схеме [68]:

/ОН
Г. Т\

// \ \ // \\ основам,

<( \)—cii2ci + по—(/ у—уо,

И, наконец, совсем недавно для ацил-активации в пептидном синтезе
был предложен полимерный 4-окси-З-нитробензофенон [73]:

x=F,a, осн3

Низкомолекулярные активированные эфиры 4-окси-З-нитробензофенона
оказались в 40 раз более реакционноспособными, чем соответствующие
о-нитрофениловые эфиры.

В лаборатории авторов был синтезирован полимерный о-нитрофенол
на основе сшитого сополимера стирола с малеиновым ангидридом [74]
и этилена с малеиновым ангидридом:

О О

1) H.N(CII 2 ) n - ^ ^ ^ - O H

2) (СН3СО)2О
О

Μ О

I

>-он
ΗΝΟ,

Μ О

О

N(CH,)n - ;

М О

^—ОН

N 0 ,

η = 0 , 1 , 2

М = С Н 2 С Н 2 или СН 2 СН (С„НГ,)

Полимер-носитель представлял собой сферические гранулы, полученные
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сшиванием исходных линейных сополимеров ароматическими диамина-
ми (3—5 мол.%) в эмульсионной системе [75]. Модификация их амино-
фенолами с последующим нитрованием приводила к поли-З-нитро-4-окси-
фенилмалеимидам со степенью конверсии, близкой к 100%.

Практически такой же полимер-активатор получен японскими иссле-
дователями [76], причем был синтезирован и растворимый полимерный
нитрофенол. Однако способ получения сшитого полимера отличался от
вышеприведенного [74]; авторы [76] проводили сополимеризацию л-аие-
токсифенилмалеимида со стиролом в присутствии дивинилбензола с по-
следующим удалением ацетильной группы и нитрованием. Получено как
полимерное моно-нитро-производное, так и динитро-производное — поли-
3,5-динитро-4-оксифенилмалеимид.

Полимеры-активаторы, полученные по типу подвески готовой активи-
рующей группировки на полимер-носитель, отличались хорошей механи-
ческой прочностью и набухаемостью в органических растворителях раз-
личной полярности: в диметилформамиде, диоксане, хлористом метилене
и т. п. Не исключено, что такие полимеры оказывают меньший стериче-
ский эффект на реакцию аминолиза, поскольку реакционый центр в по-
лимерном активированном эфире удален от полимерной цепи.

Растворимый полимер-активатор с нитрофенолыюй функцией получа-
ли [27], исходя из сополимера D, L-лизина и L-тирозина [77], причем,
нерастворимый в низкополярных растворителях, он хорошо растворялся
в диметилформамиде, этаноле и воде при основных значениях рН. Одна-
ко этот полимер применяли лишь для циклизации линейных пептидов
[27]. Известен также растворимый поли-нитрофенол, полученный на ос-
нове полиэтиленгликоля [78]; его использовали в синтезе модельных ди-
пептидов [79].

Следует упомянуть работу [80], где реагент был представлен в виде
электростатического комплекса:

Ζ—NHCIIRCO—'

1—NHCHRCO

К ионообменной смоле (Дауэкс 1X2) присоединяли путем солеобразо-
вания активированный эфир N-защищенной аминокислоты и 4-окси-азо-
бензол-4-сульфокислоты [81, 82]. Аминолиз полученного таким образом
нерастворимого эфира проводили в среде формамида. Относительно вы-
сокая набухаемость такого полимера в сильно полярных средах должна
способствовать использованию в качестве аминокомпонентов свободных
аминокислот и пептидов. Преимущество такого подхода состоит и в том,
что синтез активированного эфира проводили в растворе, поэтому его
можно было очистить перед присоединением к полимеру. Недостаток
реагента — наличие опасности ионного обмена и, как следствие, загряз-
нения продуктов аминолиза. В работе [83] для синтеза амидной связи в
водной среде был предложен ацетилированный нерастворимый полисти-
рольный ионообменник. Однако в указанных условиях ацилирование
анилина протекало недостаточно эффективно — выход ацетанилида не
превышал 26%.

Известны попытки использования в пептидном синтезе полимерных
тиофенолов [56, 84, 85]. Из них лишь поли-о-нитротиофенол [85] и поли-
2-меркаптопиридин [85] применили в синтезе двух дипептидов, причем,
реагенты на основе полимерного меркаптопиридина более реакционно-
способны (выход на конденсации — 90—98%). Поли-2-меркаптопиридин
оказался также эффективным тиолитическим реагентом — в этом каче-
стве его использовали для отщепления Nps-защитной группы на проме-
жуточных стадиях при синтезе лейцин-энкефалина [85].

О-Ацилпроизводные N-замещенных гидроксиламинов привлекли боль-
шое внимание исследователей, поскольку активированные эфиры подоб-
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ного типа отличаются высокой реакционной способностью и устойчи-
востью к рацемизации [48]. В классическом пептидном синтезе большую
популярность завоевали N-оксисукцинимидные эфиры [86], производные
N-оксибензотриазола [87], причем последний часто применяли в каче-
стве катализатора в реакциях пептидообразования [88]. В основном,
именно эти производные послужили прототипами полимерных реагентов
с N-оксифункцией.

Линейный сополимер этилена и N-оксималеимида синтезирован сле-
дующим образом [89]:

—СН2—СН2—СН СН—

I
0 0

IICIH 2 NOH
кипячении в

диметил формами де

—СН 2—СН 2—СН СН—

О

ОН

Такой полимер и его О-ацильные производные растворялись лишь в по-
лярных растворителях — диметилформамиде, диметилсульфоксиде. По-
этому активацию аминокислот этим полимером проводили в указанных
растворителях, а амннолиз полученных эфпров — в диметоксиэтане или
этилацетате, в которых полимер не растворялся. Несмотря на хорошие
результаты, полученные при синтезе низкомолекулярных пептидов, при-
менение его ограничено, поскольку многие пептиды растворяются только
в тех же растворителях, что и данный полимер. По-видимому, по этой
причине авторы в дальнейшем для синтеза высших пептидов (от гекса-
до окта-) использовали сильносшитый полимер, который получали путем
облучения вышеупомянутого поли-Рч-оксисукцинимида электронами вы-
сокой энергии [89]. Содержание активных оксигрупп падало при этом
до 2%, т. е. полимер практически «работал» в поверхностном слое.

В отличие от предыдущих авторов [89], японские исследователи пред-
ложили иной метод введения N-оксигрупп в полимер, обрабатывая со-
полимер стирола с малеиновым ангидридом в пиридине в более мягких
условиях — при комнатной температуре [90—94]. Полимер получался в
виде бесцветного порошка с содержанием N-оксигрупп, близким к теоре-
тическому [90]. Его использовали для ацетилирования и бензоилирова-
ния некоторых аминов, причем в гомогенной системе; для пептидного
синтеза его не применяли.

Предполагалось, что для получения сшитых сферически гранулиро-
ванных поли-М-оксисукцинимидов можно использовать О-замещенные
малеимиды, если вводить их в эмульсионную сополимеризацию со стиро-
лом и дивинилбензолом [91]. Однако сферические гранулы в указанных
условиях получить не удалось. Интересно, что находившиеся в составе
полимерной цепи звенья малеамовой кислоты (аминокислоты), легко
превращались в пятичле^ный имидный цикл дегидроконденсацией при
обработке водной соляной кислотой [90, 91], в то время, как для низко-
молекулярных аналогов требовались обезвоживающие агенты или на-
гревание.

Оригинальный метод синтеза полимерного реагента приведен в ра-
боте [94]:

ίι
о

М)С0С 6Н,

NOCOCI1RKH—Вое

u..r—NHCHiiaxni

ДЦГК :

'OCOCI1RNH—Вое

Вое - mpem-бутзлоксикарбоЕил

ДЦГК - дициклогексилкарбодиимкд
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По мысли авторов этот путь гарантировал большую чистоту полимерных
активированных эфиров. Введение же хлорфенилмалеимида в полимер-
ную цепь приводило к меньшим изменениям набухаемости полимера при
смене растворителя и во время аминолиза.

Сополнмеризация бензилоксималеимида (или ацетоксималеимида)
со стиролом и 0,6% дивинилбензола с последующим кислотным отщеп-
лением О-защитной группы приводила к полимеру с содержанием Ν-οκ-
сигрупп 3—3,5 ммоля/г [93].

Однако очевидно, что схемы синтеза полимерных N-оксисукциними-
дов, предусматривающие применение О-замещенных малеимидов, до-
вольно громоздки, требуют больших затрат времени; синтез исходных
мономеров не на всех стадиях протекает с высоким выходом. Кроме того,
в случае полимеризации оптически активных мономеров не исключена
возможность рацемизации, поскольку процесс проводится при повышен-
ной температуре (в работе [94] авторы использовали только простые
алифатические аминокислоты).

Более простой и быстрый способ получения поли-М-оксисукциними-
да—сополимеризация малеинового ангидрида с винильным мономером
(обычно — стиролом) в присутствии дивинилбензола с последующей мо-
дификацией ангидридных групп. В работе [95] описано введение N-окси-
групп обработкой ангидридного полимера солянокислым гидроксилами-
ном в кипящем диметилформамиде, степень превращения при этом со-
ставляла 88%. Такие полимеры хорошо набухали в растворителях с вы-
сокой диэлектрической проницаемостью.

Полимер с аналогичной функцией получали обработкой растворимого
сополимера этилена и малеинового ангидрида смесью гидроксиламина с
полиамином, как сшивающим агентом (гидразин, спермин, спермидин),
в водно-пиридиновой среде. Полимер отличался хорошей проницае-
мостью для крупных молекул, на что указывали высокие выходы в реак-
циях пептидообразования и количественное ацилирование концевых ами-
ногрупп инсулина [96].

Все рассмотренные полимеры-активаторы N-оксисукцинимидного ти-
па представляли собой по внешнему виду аморфные порошки. Много-
кратное использование таких полимеров затруднено, так как полимерные
частицы неправильной формы быстро измельчаются, что ухудшает их
фильтруемость в набухшем состоянии [96]. Неудивительно поэтому, что
каждому полимеру посвящена лишь одна публикация.

В обзорной статье [43] приведена схема синтеза полимера-активато-
ра, где ряду химических превращений подвергают сшитый хлорметили-
рованный полистирол в виде сферических гранул:

• ' Ч 1 ' " ' ^ " 5 , .C1I..COOCH, 1 ) 0 1 |
/ \у_гн.г._ соосль - — > -•слисл — э- ( Р К \>-с[12с—соос.п,
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CII.,—С
\

ΝΟΗ
/

J?)—(' V—СМ.,— (Л1 Сч
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Сшитые сополимеры малеинового ангидрида в виде гранул правиль-
ной сферической формы получены советскими авторами [75, 97—100],
путем сшивания исходных сополимеров ароматическими диаминами с
жесткой вытянутой структурой молекулы (бензидин, диаминодифенил-
оксид и т. п.) в растворе диметилформамида, диспергированном в поли-
силоксановой жидкости. Введение N-окснгрупп осуществлялось обра-
боткой ангидридного полимера хлоргидратом гидроксиламина в пириди-
не; содержание их в конечных полимерах составляло около 4 ммолей
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на г полимера. Гранулы всех полученных поли-М-оксисукцинимидов хо-
рошо набухали в полярных органических растворителях, а полимеры,
в состав которых входили остатки N-винилпирролидона [97—100], кроме
того — и в водной среде. Частицы полимерных N-оксисукципимидов об-
ладали хорошей механической прочностью и осмотической устойчи-
востью, хорошо фильтровались в набухшем состоянии. Ацилирование
оксигрупп полимеров проходило почти количественно [97—102]. Каркас
таких полимеров — макросетчатый изопористый [103], как показано
[104], полимеры с такой структурой имеют хорошую проницаемость для
крупных молекул.

Как можно видеть, имеется достаточно широкий выбор методов син-
теза полимерных N-оксисукцинимидов. Очевидно, что наиболее простыми
и дешевыми вариантами являются те, которые исходят из сополимеров
малеинового ангидрида. Следует учесть, что такие сополимеры содержат
строго чередующиеся звенья [105, 106], и подбором соответствующих со-
мономеров можно существенно менять некоторые их свойства, например,
гидрофильность/гидрофобность [98, 100], микроокружение реакционного
центра [94].

В работе [93] сделана попытка использовать для активации полимер-
ные производные гидроксамовой кислоты:

R—С:

NO.,

R= [I. П Ц

В случае полимера, содержащего остатки акриловой кислоты, указан-
ные превращения проходили с более высоким выходом, чем в случае со-
полимера метакриловой кислоты. Попытка сополимеризацин метакрило-
илгидроксамовой кислоты со стиролом успеха не имела [93]. Аминолиз
О-ацилпроизводных полученного полимера (R = H) некоторыми алифа-
тическими аминокислотами и аминами приводил к довольно низким вы-
ходам амидов, что можно отнести за счет низкой реакционной способно-
сти такого полимерного реагента [107] и стерических препятствий.

Авторы работы [108] предложили применять в качестве активатора
полимерное производное 4-нитрозо-5-аминопиразола:

N—он

Ранее было показано, что низкомолекулярные активированные эфиры
на основе оксима 5-аминогшразолона обладают очень высокой ацилирую-
щей способностью при практическом отсутствии рацемизации [109]. Ин-
тересная особенность такого оксима состоит в том, что, благодаря нали-
чию сопряженных двойных связей он окрашен в зеленый цвет, в то время,
как его О-ацильная форма — в красный, в результате чего можно ви-
зуально контролировать прохождение аминолиза. Нагрузка N-защищен-
ных аминокислот-на полимер (конденсация с помощью дициклогексил-
карбодиимида) составляла 0,25—1 ммоль/г. Некоторые трудности вызы-
вало введение в полимер аминокислот с объемистым боковым радикалом.

Из известных в настоящее время активированных эфиров ацилпро-
изводные N-оксибензотриазола являются одними из самых мощных аци-
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лирующих агентов [88], причем само N-оксипроизводное эффективно
ускоряет реакции аминолиза других активированных эфиров [88], часто
используется в комбинации с дициклогексилкарбодиимидом для конден-
сации пептидных фрагментов с целью снижения рацемизации. Нераство-
римый полиоксибензотриазол получен по схеме [110]:

C.H.,R

•NO.,

Ε = υκ. Br

UC1

•NO,
N—OH

1 0 0 %

В качестве носителя использовался макропористый сферически гранули-
рованный сополимер стирола с 2% дивинилбензола (ХЕ-305), который
алкилпровали по реакции Фриделя — Крафтса хлорнитробензильным
производным. Лучшие результаты получались при использовании заме-
щенного бензилового спирта (R = OH). Дальнейшая обработка получен-
ного производного гидразином в кипящем метилцеллозольве с после-
дующей дегидратацией кипящей концентрированной НС1, давала поли-
мер-замещенпый N-оксибснзотриазол (до 1,4 [111] ммоля/г). Полимер
хорошо набухал в диметнлформамиде, хлористом метилене, реакции с
ним проходили весьма быстро. Эту подложку авторы [111] называют
почти идеальной для метода полимерных реагентов в пептидном син-
тезе.

Показано [73], что реакционная способность полимерных производ-
ных N-оксибензотриазола выше соответствующих производных о-нитро-
фенола в 100 раз, а для низкомолекулярных аналогов она выше в
8000 раз. Такое отличие связывают с низкой скоростью массопередачи
внутри полимерных пор [73].

В случае использования растворимой полимерной формы N-оксибен-
зотриазола [78, 79] не было замечено влияния полимерной активирую-
щей группы па скорость реакции аминолиза. Однако в работе [79] кон-
статируется, что такие растворимые полиоксиэтилен-связанные реагенты
полезны лишь в синтезе пептидов, обладающих хорошей растворимостью
(только в этом случае достаточно полно отделяется полимер от пептида
по окончании реакции — осаждением, перекристаллизацией или ультра-
фильтрацией) .

Разработка новых полимеров-активаторов па основе замещенных
гидроксиламинов, по-видимому, имеет определенные перспективы. На-
пример показано [112, 113], что сложные эфиры некоторых Ν,Ν-диацил-
замещенных гидроксиламипа и ряда оксимов с электронакцепторными
заместителями обладают высокой активностью в реакциях аминолиза.
Есть также краткое сообщение [114] об использовании для пептидного
синтеза полимера, содержащего группировки 3-оксигидантоина:

грУ-eu,—Ν со.
N — О Н

изо-Ви СН СО

-полистирол, сшиты» 2% дивинилбензола

Этот полимер применяли либо для активации Z-Gly в синтезе пептида
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Z-Gly-Ala-OC2H5, либо в качестве добавки при получении этого же пеп-
тида дициклогексилкарбодиимидным методом. Во втором случае выход
и оптическая чистота продукта были выше.

В литературе описаны и другие типы полимеров-активаторов. На-
пример, приведен синтез полимерного аналога 8-оксихипальдина [115].
использованного ранее для пептидного синтеза в растворе [116]. Его
получали сополимеризацией 8-бснзилокси-5-винилхинальдина с 20 мол.%
дивинилбензола и последующим дебензилированисм концентрированной
НС1:

с н = с н 2 —сн—сн 2— —сн—сн 2 —

I II
у

OCH 2 C e H 5 ОСН 2С 6Нз ОН

Полимер был опробирован на синтезе простого дипептида. Ограничен-
ное число данных не позволяет судить о его достоинствах, но, по-види-
мому, он не имеет никаких преимуществ по сравнению с рассмотренны-
ми выше. Однако данный случай (помимо полимерного оксибензотриа-
зола) —пример полимерного реагента, где в реакции аминолиза исполь-
зован эффект внутримолекулярного катализа. В дальнейшем появились
•еще два сообщения [117, 118], в которых описан синтез полимерных ре-
агентов, работающих по тому же принципу. Это полимерное производ-
ное липоевой кислоты [117] (коэнзима ацилтрансфераз) и 1,3,4-оксадиа-
золин-5-тиона [118]. Что касается первого производного [117], то его
использовали для активации только п-питробензойпой кислоты, причем
получили не моно-, а бис-ацилированную форму:

- С Н - С Н 2 — NO2CeH4OC

! ! I
у\ s s

CH 2NHCO (CH 2 ) 4

Примеров пептидного синтеза не приводится. Полимерные 1,3,4-оксадиа-
золин-5-тионы (сшитые и растворимые модификации полимеров):

Ν—Ν—COR Ν—ΝΗ
V н,\—г,' , /—ч V

— Э- R—CONII—R' + ® — С
О—C=S

применяли для ацил-активации N-защнщеиных аминокислот (Ala, Phc,
Leu), выход составлял 25—100%; полученные полимерные реагенты вво-
дили в реакцию лишь с этиловым эфиром глицина (выход дипептидов —
72-97%).

Для синтеза амидпой связи в водной среде предложено использовать
полимерный реагент на основе полнакрнламида, несущего тпольную
функцию [119]. Ацстилировапис такого полимера протекало достаточно
эффективно; содержание ацетильных групп достигало 2,2 ммоль/г поли-
мера. Данные по применению полученного полптиоэфира в водной среде
обсуждены в гл. V.

В качестве ацилирующих реагентов пытались также использовать
полимерный вариант смешанных ангидридов [68, 83]. Для ацилирова-
ния некоторых простых аминокислот и пептидов применяли ангидрид
^'-защищенной аминокислоты и сульфированного полистирола [68, 83].
Аналогичный реагент предложен [120] для этерификации спиртов; ан-
гидрид бензойной кислоты и карбоксплатного полимера — для ацилиро-
вания ароматических аминов [121, 122]. Проблематичность использова-
ния таких реагентов заключается в том, что нуклеофильная атака не
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всегда идет селективно — по нужному карбонилу, ее направление в зна-
чительной мере зависит от стерических препятствий. На степень рацеми-
зации при использовании этого метода сильно влияют различные фак-
торы [123].

IV. ПОЛИМЕРНЫЕ АКТИВИРОВАННЫЕ ЭФИРЫ

В общем случае скорость аминолиза зависит от концентрации реаги-
рующих компонентов. Поскольку реакция протекает внутри полимерно-
го зерна эффективная 'концентрация карбоксильного компонента .
(N-защищснная аминокислота) в полимерном эфире должна определять- f
ся содержанием этого компонента в сухом полимере, набухасмостью |
полимерного эфира и доступностью реакционных центров для аминоком- I
понента. Количество растворителя должно быть достаточным для пол- j
ного набухания полимерных частиц и суспендирования их в растворе I
аминокомпонента. Поскольку набухаемость — постоянный параметр для f
данного полимера и растворителя, для повышения скорости реакции не- \
обходимо стремиться к максимально возможному содержанию активиро-
ванных аминокислот в полимере. Следует отметить, что в случае раство-
римых полимеров созданию высокой концентрации карбоксильного ком-
понента препятствует нарастание вязкости полимерного раствора.

Эффект применения полимерных реагентов для пептидного синтеза в
значительной мере зависит от выходов и простоты введения аминокис-
лотных производных в полимер. Например, в некоторых работах для
конденсации с полимером использовались значительные избытки (до
девятикратных [72]) дорогостоящих аминокислотных производных, если
же учесть, что при аминолизе также используют избытки карбоксильно-
го компонента, то полезное использование производного аминокислоты
составляет при этом лишь несколько процентов.

Степень ацилирования полимера-активатора N-защищенными амино-
кислотами определяется многими факторами — методом этерификации, \
природой активирующих групп и их стерическим окружением, однород- ί
ностью полимерной сетки, структурой аминокислоты. Для оценки эффек- |
тивности методов синтеза полимерных эфиров, очевидно, следует исполь- φ §
зовать не содержание аминокислотных остатков в полимере, а выходы и 5
степень использования вводимого в полимер карбоксильного компонен- I
та. Следует учесть, что в большинстве случаев полимер можно регенери- [
ровать, в то время, как выделение аминокислотных производных, не во- J
шедших в реакцию с полимером, весьма затруднительно. Для такой ί
оценки необходимо знать содержание функциональных групп в полнме-
ре-активаторе. В некоторых случаях авторы ограничиваются элемент-
ным анализом, что не позволяет судить о содержании реакционноспособ- ;
ных, или доступных для ацилирования групп. Протекание побочных ре- ;
акций во время синтеза полимера-активатора, и даже небольшие изме-
нения в архитектуре полимерного каркаса могут тем не менее существен-
но влиять на эффективность этерификации.

Важным условием для синтеза полимерных эфиров любого типа
является высокая исходная концентрация реагирующих компонентов в
растворителях, вызывающих хорошее набухание полимера. В этом пла-
не хорошо зарекомендовали себя димстилформамид, хлористый метилен
и их смеси [69, 101, 124].

В качестве конденсирующего агента в реакции активации большин-
ство исследователей использовало дициклогексилкарбодиимид. В случае
полимерных фенолов этот метод оказался наиболее удачным.

Конденсация через n-нитрофенилэфирный или азидный [60] методы
давала худшие результаты и практически не применялась. Мало перс-
пективным с точки зрения рацемизации представляется также ацилиро- С
вание полимеров по Шоттен — Бауману [62, 73].

Есть данные об использовании симметричных ангидридов N-ацил-
аминокислот [73, 78]; однако лучшие результаты (выход 81 —100%) в
этом случае получали, применяя растворимый полимер-активатор [78] и
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сравнительно большие избытки (двух-четырсхкратныс) симметричных
ангидридов.

Следует подчеркнуть, что в случае полимерных фенолов, получаемых
присоединением активирующей группировки к полимеру-носителю, по-
лучали более высокую степень ацилирования в отличие от полимеров,
где фенольное я"дро входит в состав полимерной цепи; она приближалась
к 100% [69, 72]. Удаление функциональной группы от полимерной цепи
очевидно благоприятствует более полной конденсации.

В работе [69] приведены данные по кинетике конденсации бензилок-
сикарбопил- и грег-бутилоксикарбонилфепилалашша с 4-окси-З-нитро-
бензилполистиролом (сшитым) в диметилформамиде и хлористом мети-
лене. Показано, что в случае второго производного скорость реакции
была несколько выше. Растворитель не оказывал большого влияния, не-
которое различие наблюдалось лишь в начальных скоростях; по истече-
нии 5 ч степень ацилирования для обоих аминокислотных производных
становилась одинаковой и достигала максимума. Там же отмечалось
[69], что этерификация N-защищенного пролина при использовании ди-
циклогексилкарбодиимида протекала плохо, гораздо лучшие результаты
давал метод смешанных ангидридов.

Для ацилировапия полимеров с N-оксифункцией также преимущест-
венно использовался дициклогексилкарбодиимид; обычно конденсация
протекала с хорошим выходом. К недостатку дицпклогекенлкарбодпи-
мидного метода следует отнести трудности, связанные с отмывкой поли-
мерного эфира от выделившейся в процессе реакции дициклогексилмо-
чевины. Описан случай [43], где даже после многократных промывок
полимера различными растворителями полностью удалить се из поли-
мера не удавалось. Применять дицпклогексилкарбодиимид для введения
в полимер N-защищенных аспарагина и глутамина, по-видимому, неце-
лесообразно ввиду возможного образования нитрильиых производных
[125, 126], которые могут включаться в полимер. Описана также побоч-
ная реакция дициклогексилкарбодиимида с N-оксисукцинимидом [127],
которая может протекать и в полимере.

Получение полимерных эфиров аминокислот через смешанные ангид-
риды имеет некоторые преимущества, поскольку образующиеся побоч-
ные продукты хорошо растворимы в органических растворителях. Этот
метод применяли для ацилирования полифенолов [60, 61], поли(5-ви-
нил-8-хинальдина) [115], а также N-оксисукцинимидных полимеров
[89, 102, 126].

Показано [128, 129], что высокие выходы пизкомолекулярных Ν-οκ-
сисукцииимидпых эфиров ациламинокислот при практическом отсутст-
вии рацемизации получались, если в качестве основания в реакции об-
разования смешанного ангидрида применять N-метилморфолип. Эта ме-
тодика была успешно использована [126] и для синтеза полимерных
N-оксисукцинимидных эфиров, причем в качестве растворителя приме-
няли димстилформамид и тетрагидрофуран, а ацилирование полимера
смешанным ангидридом вели при 40—50°. Весь процесс синтеза занимал
около 1 ч , выходы составляли 70—90%-

Для конденсации N-защищенной аминокислоты с полимером фепол-
формальдегидной структуры предварительно активировали последний
ЭОСЦили СОСЦ [61]:

/.—NHCHHCO»
•OSOCI

где Ζ — N-защитная группа, R — боковой радикал аминокислоты. Для
данного полимера выход на ацилировании при использовании этого ме-
тода был практически таким же, как при использовании карбодиимидно-
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го и метода смешанных ангидридов (содержание амипокслоты в поли-
мере составляло 0,9—1,1 ммоль/г).

К смешанным ангидридам можно также отнести метод, основанный
на применении ^этоксикарбонил-2-этокси-1,2-дигидрохинолина [130]:

лк / Ч\ О
и полимер-

Z-NHCHRCOOH Z . N H C H R C O O C O C 2 H 3

 а с т и в а т ° Р - ,

с=о
I

ОС 2 Н 6

полимерный активированный эфир

Хотя этот реагент применяли исключительно для образования амидной
связи и, в частности, в твердофазном синтезе [131], авторы опробирова-
ли его в синтезе полимерных N-оксисукцинимидных эфиров [126]. Ока-
залось, что реакция идет довольно медленно (в диметилформамиде или
тетрагидрофуране), и выходы не превышают 40—50%.

Применение транеэтерифицирующих агентов является одним из наи-
более эффективных методов синтеза активированных эфиров [132]. Ме-
тод включает ацилирование соответствующего оксикомпонента (N-окси-
сукцинимид, производные фенола) ангидридом сильной органической
кислоты (трифторуксусной, трихлоруксусной) с последующей переэте-
рификацией полученного эфира N-защищепной аминокислотой в присут-
ствии основания в апротошюм растворителе. Несмотря на возможность
протекания побочных процессов [133] при переацилировании N-трифто-
рацетоксисукцинимида N-ациламинокислотой в присутствии третичного
амина, эта методика довольно успешно использовалась и для синтеза
полимерных N-оксисукцинимидных эфиров [126]. Следует отметить, что
весьма высокие выходы наблюдались в случае конденсации ацилпепти-
дов таким методом, правда, при наличии оптически лабильной С-конце-
вой аминокислоты возможна рацемизация [126].

К настоящему времени получены полимерные активированные эфиры
различного типа практически всех природных аминокислот. В качестве
№*-защитных групп использовали бензилоксикарбонильную и грет-бути-
локсикарбонильную [60, 89, 101], иитрофенилсульфенйльную [102, 124],
трифторацетильную [126] и др.

Наиболее простым методом определения содержания активированной
аминокислоты в полимерном эфире является весовой, который достаточ-
но точен, если нагрузка на полимер по аминокислоте велика (>0,5 ммо-
ля на г). В ряде работ [90, 91, 93, 101] емкость определяли по выходу
диклогексиламидных производных, получаемых в результате взаимодей-
етвия ацилированного полимера с избытком циклогексиламина. В аль-
тернативном варианте [69, 73] полимерный эфир обрабатывали раство-
ром бензиламина в толуоле, и невступивший в реакцию избыток бензил-
амина оттитровывали 0,1 N НС1О4 в уксусной кислоте, используя в ка-
честве индикатора метилвиолет. Аминокислотный анализ после исчерпы-
вающего гидролиза навески полимерного эфира смесью 12 N НС1 и
СН3СООН (1:1) использовали в работах [69, 124]. В одной из них
{124] определяли спектрофотометрически бензилоксикарбонильную
группу (при 257 им) после щелочного гидролиза полимерного нитрофе-
аилового эфира N-защищешюй аминокислоты. В некоторых случаях
можно использовать элементный анализ, например, если ацильный оста-
ток содержит серу (Nps-группу, метионин, цистеин) [102, 124]. Все ука-
занные методы дают примерно одинаковые результаты, следует также
учесть, что на практике не требуется высокая точность в определении
емкости полимерного реагента, поскольку в реакции аминолиза, как
правило, он используется в избытке. В дополнение можно упомянуть,
что в работах [134, 135] рассмотрены методы неводного титрования ак-
тивированных эфиров, по-видимому, возможно их приложение и к соот-
ветствующим полимерным производным.
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V. СИНТЕЗ ПЕПТИДОВ С ПОМОЩЬЮ ПОЛИМЕРНЫХ РЕАГЕНТОВ

Аминолнз полимерного эфира, приводящий к образованию пептидной
связи, протекает в гетерогенной системе: сольватированный полимер —
растворитель. Скорость процесса должна зависеть от многих факторов:
природы активированного эфира, скорости диффузии аминокомпоиента
в полимере, доступности реагирующих групп полимера, емкости поли-
мерного реагента и коэффициента распределения амипокомпонента меж-
ду растворителем и набухшим полимером, изменения набухаемости по-
лимера по ходу реакции. Кинетические закономерности реакции могут
существенно меняться в зависимости от размера аминокомпонепта, по-
скольку может меняться лимитирующая стадия процесса, в одном слу-
чае это химическая стадия, в другом — диффузия. Для уменьшения
вклада диффузионных факторов реакцию обычно проводят в раствори-
телях, вызывающих хорошее набухание полимера (растягивающих ere
полимерную сетку), либо применяют слабонабухающие носители, но
имеющие развитую поверхность и большой диаметр пор [110]. Во всех
случаях необходимым условием для успешного амиполиза является соль-
ватация реакционных центров полимера. По мере прохождения реакции
и постепенного дезацилирования полимерного реагента характер взаимо-
действия растворителя с полимером может меняться. Как правило, это
выражается в уменьшении гидрофобное™ полимера и изменении набу-
хаемости. Например, в случае N-оксисукцинимидных гидрофобных поли-
меров по мере потекания аминолиза наблюдалось некоторое снижение
[75, 101] набухаемости (в диметилформамиде, хлористом метилене) ил»
ее возрастание (в воде) [97, 98] —для гидрофильных поли-М-оксисукци-
нимидных реагентов. Величина такого изменения должна зависеть от
соотношения компонентов реакции и емкости полимерного реагента.
В свою очередь этот эффект должен влнять на проницаемость и коэффи-
циент распределения.

Исследование кинетики твердофазного синтеза [136, 137] и аминоли-
за полимерных эфиров [138] показало, что ход таких реакций сущест-
венно отличается от реакций в растворе. Обычно с увеличением глубины
протекания реакции наблюдается резкое снижение ее скорости. Напри-
мер, изучение скорости аминолиза полимерных N-оксисукциннмидных
эфиров Nps-аминокислот [138] показало, что константа скорости, рас-
считанная по первому порядку, в начале и в конце реакции отличалась
на 1—3 порядка. Причина такого различия, по-видимому, заключается в
том, что реагирующие группы, фиксированные в разных компартментах
полимерной частицы, находятся в неравноценных условиях из-за различ-
ного микроокружения («клоны» реакционных центров). Это приводит к
различным скоростям диффузии аминокомпопента к реакционным цент-
рам («микрогетеротропность»). Дополнительное влияние на диффузию
может оказывать изменяющаяся в ходе реакции набухаемость полимер-
ного реагента.

Зависимость изменения скорости реакции от полярности растворите-
ля не обязательно должна коррелировать с аналогичной зависимостью
для реакций в растворе, поскольку изменение набухаемости может ока-
зывать большее влияние на скорость, нежели химические причины. Так,
Ксмп [139] нашел, что реакционная способность N-оксисукцнннмидпых
эфиров в растворе уменьшается в ряду: толуол—хлористый метилен—ди-
метилформамид. В случае твердофазного синтеза для системы N-окси·
сукцинимидный эфир — аминоацил-полимер (сшитый полистирол) поря-
док был такой же [137]. Но в случае амиполиза полимерных N-окспсук-
щшимидных эфиров [138] зависимость была обратной: в диметилформа-
мнде скорость реакции была максимальной; в этом же растворителе
была и наибольшей степень набухания полимера-активатора [75, 137].

Очевидно, что в препаративном аспекте применение избытка поли-
мерного эфира должно приводить не только к большей полноте реакции,
но значительно улучшать и ее кинетические показатели, поскольку в
этом случае в реакцию вступают наиболее доступные клоны активиро-
ванных группировок полимерного эфира, а объемные изменения полиме-
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pa невелики. В работе [69] приведена графическая зависимость степени
ацилирования метилового эфира лейцина от времени растворимым п-иит-
рофениловым и полимерным нитрофениловым эфиром карбобензоксифе-
иилаланина в среде хлороформа при двукратном избытке карбоксильно-
го компонента. В условиях одинаковых исходных концентраций кривые
практически совпадали друг с другом, степень конверсии достигала
100%.

Сравнительную оценку реакционной способности полимерных ре-
агентов сделать непросто ввиду отсутствия четких критериев. ^Что ка-
сается выхода, то он во многих случаях почти количественный. «Пря-
мое» кинетическое сравнение двух полимерных реагентов приведено в
работе [110], где сравнивалась степень ацилирования эфира аланипаво
времени полимерными эфирами грег-бутилоксикарбонилаланипа; в ка-
честве полимеров-активаторов использовались нерастворимые 4-окси-З-
нитробензилполистирол [69] и N-оксибензотриазолилполистирол [ПО].
В случае первого полимера скорость реакции была заметно меньше. Со-
отношение полупериодов реакций для этих полимеров составляло 20: 1,
а время 100% превращения— 1С и 0,2 ч соответственно.

С увеличением длины синтезируемого пептида роль диффузионного
фактора возрастает, вследствие чего скорость ацилирования и выходы
могут существенно понижаться. Размер пептидов, синтезированных до
настоящего времени с помощью полимерных реагентов, не превышал
10 аминокислотных остатков в цепи. В этих пределах не наблюдалось
явного замедления реакций или снижения выходов по мере наращивания
пептидной цепи. Гораздо большую роль играли природа N-концевой
аминокислоты [ПО] и характер активирующей группировки [96], а не
размер аминокомпоиепта. Так, в работе [140] показано, что достаточно
успешно можно сочетать метод полимерных реагентов с жидкофазным
методом синтеза пептидов. В частности, реакция конденсации полиокси-
бензотриазольного эфира трег-бутилоксикарбонилаланина (взят трех-
кратный избыток) с высокомолекулярным компонентом H-Val-0-POE
(РОЕ —полиоксиэтилен М-6000) за время порядка 2 ч прошла практи-
чески количественно; выход в аналогичной реакции, но с эфиром на
основе полинитрофенола составил 30% за сутки.

С помощью поли-Ы-оксисукцииимидного реагента также проведено
ацилирование высокомолекулярных аминокомпонентов — инсулина и
поли-е-бензилоксикарбонил-Ь-лизина (М=10 000) [96]. Анализ продук-
тов реакции показал, что свободные аминогруппы блокировались прак-
тически нацело. Правда, в реакции использовали значительные моляр-
ные избытки (50—100-кратные) полимерного эфира трег-бутилоксикар-
бонилаланипа и, поэтому, не исключено, что реакция шла, в основном, в
поверхностном слое полимерных частиц.

Большинство известных полимерных реагентов хорошо набухают
лишь в органических растворителях, поэтому в качестве аминокомпо-
нентов чаще всего использовали растворимые в этих средах эфиры или
амиды аминокислот и пептидов.

ii(\HCHi;i:o),,v
>• Ζ — N H C H R C O ( N H C l I R C O ) n Y

о ι) (с
2 ) ι ι ,

(P)XOCCHRN1I—Z

Ζ—NHCHRCO(NHCHRCO)nOH
Н(\НСН11'")„П][

Х- активирующая группа полимора (PJ

Ζ - N-защитная группа

R, R -боковой радикал амппокислоты

Y - O A l k , NH,

η = 1, 2, 3...

Растворимость промежуточных пептидных фрагментов зависит не толь-
ко от их молекулярного веса, но и от характера боковых функциональных
групп, их блокировки [54]. При использовании полимерных реагентов
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набор совместимых защитных групп и тактика построения пептидной
цепи по существу такие же, что и в классическом пептидном синтезе.
Однако проблема растворимости растущего аминокомпонента в дан-
ном методе стоит особенно остро из-за гетерогенности реакционной си-
стемы. Повышения его растворимости можно достичь либо сведением к
минимуму боковых защит, что должно повысить его гидрофильность
[54, 140, 141], либо применять специальные защитные группы, увеличи-
вающие сродство пептида к органическим растворителям, как низкомо-
лекулярные [142], так и высокомолекулярные [140].

Применение свободных аминокислот и пептидов в качестве нуклео-
фильпых компонентов в сочетании с органическими растворителями
ограничено их низкой растворимостью. Однако показано [143, 144], что
для некоторых пептидов, если их суспендировать в растворе активирован-
ного эфира в диметилсульфоксиде, реакция может идти с заметной ско-
ростью и высоким выходом (в ходе реакции равновесие смещается в сто-
рону растворимых продуктов реакции). Указанная методика использова-
лась для синтеза пептидов с помощью полимерных макросетчатых
N-оксисукцинимидпых эфиров [101], таким образом были получены мо-
дельные тетра- и пентапептид, а также целый ряд диастереомерных ди-
пептидов [145]. Присутствие четвертичных аммониевых оснований су-
щественно повышало скорость реакции [143, 145]. Следует заметить, что
активированные эфиры не совсем стабильны в полярных органических
растворителях [144, 146], а поскольку в данном случае скорость амино-
лиза все же сравнительно низкая и зависит от растворимости пептида,
метод может оказаться непригодным для синтеза сложных пептидов.

Имеется ряд работ [101, 147—149], где в реакциях с полимерными
Х-оксисукцинимидными эфирами применяли тримстилсилильные (TMS)
производные аминокислот и пептидов. Такие производные обладают вы-
сокой растворимостью в апротонных растворителях, в то же время они —
гидролитически неустойчивы. Деблокирование TMS-производных проте-
кает практически мгновенно при обработке водой или спиртом [150],
поэтому TMS-группа удобна как временная защита для ОН~, СООН~ и,
в некоторых случаях, для SH-функций [148, 151]. В настоящее время
имеется достаточно большой выбор силилирующих агентов [152, 153J,
разработаны мягкие методы введения TMS-группы в аминокислоты и
пептиды [148]. Заметим, что обычно силилирустся и аминогруппа (хотя
не всегда [153]), при этом нуклеофильность ее может значительно пони-
жаться— однако выделяющийся в процессе реакции дезацилированный
оксикомпопепт десилилирует ее. Поэтому, в случае трифункциональных
аминокислот, входящих в состав пептидной цепи, для боковых NH2- и
SH-групп требуется устойчивая защита. Для прохождения реакции не-
обязательно тотальное силилирование всех функциональных групп, до-
статочно, чтобы аминокомпонеит переходил в раствор. Если к суспензии
нерастворимого пептида или аминокислоты и активированного эфира
добавлять ненуклеофильный силилирующий реагент, равновесие будет
смещаться в нужную сторону — аминокомпонент будет переходить в
растворимую реакционноспособную форму. Обычно используют силили-
рующие агенты — TMS-амиды [153, 155]. Нужно однако учесть, что не-
которые TMS-амиды сами могут взаимодействовать с активированными
эфирами [156], т. е. инициировать в системе конкурентные реакции. Это-
го можно избежать, если отдельно силилировать аминокомпонент, а
затем, после удаления избытка TMS-агента, вводить его в аминолиз.

Проведение аминолиза в водных и водно-органических средах имеет
определенные преимущества. Во-первых, отпадает необходимость в
блокировке слабо нуклеофильпых функциональных групп аминокомпо-
нента, во-вторых, в ряде случаев решается проблема растворимости
пептидов, так как с ростом цепи они, как правило, теряют способность
растворяться в органических растворителях. В-третьих, водная среда,
физиологические значения рН обладают наименьшим денатурирующим
воздействием на биологически активные соединения. В последнее время в
этом направлении ведутся интенсивные исследования. Это касается при-
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менения ферментов для образования пептидной связи, введения и уда-
ления защитных групп, химических методов синтеза пептидной связи..
Перечисленным вопросам посвящен недавно вышедший обзор [157].

Известны три типа гидрофильных полимерных реагентов, в той или :,
иной степени пригодных для образования пептидной связи в водных ;
средах: ацилированные полимерная сульфокислота [83] и полимерный i
тиол [119, 158], а также поли-Ы-оксисукцинимидные реагенты [97—100]. ;

Смешанный ангидрид полимерного сульфокатионита и уксусной кис- j
лоты [83] использовали в реакции с анилином в водной среде рН 3,5—
5,5; низкий выход ацетанилида (он не превышал 26%) объясняли гид-
ролитической потерей ацилирующего агента и низкой концентрацией j
анилина в фазе полимера (3% от концентрации во внешнем растворе). j

В случае применения ацетилированного полимерного тиола [119, {
158] в реакции амиполиза аминов и аминокислот наилучшие результаты {
(выход до 95%) были получены при рН 10—12, наименьший выход ами- I
нов — при рН 7,5. Такая зависимость являлась следствием катализа !
аминолиза ионами ОН~, отмечалось также положительное влияние на \
ход реакции имидазола, ионов Н2ВО^" и Ag+. Лучшие выходы получали ;
также при использовании стерически незатрудненных аминов, взятых в ;
избытке (2 эквивалента). {

В отличие от рассмотренных полимерных реагентов [83, 119, 158], \
которые фактически применялись лишь как ацетилирующие реагенты — |
для введения N-ацетильной группы,— гидрофильные поли-М-оксисукци- j
нимидные реагенты нашли практическое использование в синтезе тафт- I
сина [98, 99], фрагмента 26—33 холецистокинина [98, 99], диастерео- «
мерных дипептидов [97]. Поли-К-оксисукцинимидные эфиры N-ацила-
минокислот обладали высокой реакционной емкостью (до 1,8 ммолей/г),
хорошо набухали в водных средах [99]. Был произведен расчет констант
скоростей конкурирующих реакций аминолиза и гидролиза в гетероген-
ной системе поли-Й-оксисукцинимидный реагент — аминокомпонент —
водная среда при различных рН для двух реакций пептидообразования
[159, 160]. Изменение во времени рассчитанных констант скоростей под-
тверждает идею клонального распределения реакционных центров [138].
На основе полученных кинетических данных выявлены оптимальные
условия проведения аминолиза, в частности, оптимум рН при прочих 1
равных условиях находился в области ρ/С аминогруппы аминокомпо-
нента.

При использовании гидрофильных поли-М-оксисукцинимидных реа-
гентов для анализа оптической чистоты аминокислот [97] полимерный
эфир N-защищенной L-аминокислоты вводили в реакцию с анализируе-
мой аминокислотой, взятой в свободном виде; аминолиз проводили при
рН 8,5—9,0 (выход 55—98%). Удаление N-защитной (трег-бутилокси-
карбонильной) группы с полученных дипептидов осуществляли также в
водной среде in siiu. Рацемизации и стереоселективности при использо-
вании данного метода не наблюдали.

Биологически активные пептиды — тафтсин и фрагмент 26—33 холе-
цистокинина [98, 99] синтезировали в водной среде при рН 8—9, как
правило, в режиме рН-статирования (аргинин использовали в свободном
виде, оксигруппы тирозина и треонина не защищали); фрагмент 26—33
холецистокинина — для контроля метода получали в среде органическо-
го растворителя (диметилформамид). Выходы на конденсации при ис-
пользовании, как водной, так и органической сред, составляли 60—86%.

Отмечалось [98, 99], что в случае применения полимерных реагентов
для пептидного синтеза в водной среде, возможны затруднения с очист-
кой продуктов аминолиза от примеси гидролизованных карбоксильных
компонентов.

Все рассмотренные выше варианты проведения аминолиза не устра-
няют необходимости в защите помимо α-аминогруппы также и боковой
функции трифункциональной аминокислоты при получении полимерного
активированного эфира. Однако в этом случае для ее блокировки можно
применять защиты, удаляемые одновременно с Ма-защитиой группой,.
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например, О-грег-Ви-группу в сочетании с Na-Boc-rpynnon. Такая так-
тика была использована при синтезе пентагастрипа [149].

Качественный контроль за прохождением аминолиза, как в класси-
ческом пептидном синтезе, так и в методе полимерных реагентов, обычно
осуществляют с помощью тонкослойной хроматографии, прослеживая
исчезновение аминокомпонента. При использовании полимерных
эфиров, содержащих в ацильной части хромофорную группу, возможна
непосредственная количественная оценка степени протекания реакции
путем спектрофотометрирования раствора. Таким образом изучали кине-
тику аминолиза полимерных нерастворимых эфиров Nps-аминокислот
(λ=380 им) [138] и взаимодействие полимерных эфиров Вое-Ala с
я-питробензиловым эфиром аланина (λ = 280 им) [ПО]. В работе [159]
при исследовании кинетики аминолиза за увеличением концентрации
синтезируемого пептида следили, исследуя пробы надосадочного раство-
ра с помощью жидкостной хроматографии после удаления N-защитной
группы. Титриметрическос определение непрореагировавшего амина с
помощью НСЮ4 в диоксане применяли в работе [69].

В практическом аспекте метод полимерных реагентов пока еще не
нашел широкого применения для решения конкретных синтетических за-
дач. Пептиды, синтезированные этим путем, служили, за некоторыми
исключениями, лишь тестами для оценки полезности того или иного по-
лимера-активатора и для отработки методологии. Как правило, все пеп-
тидные производные получали ступенчатым наращиванием пептидной
цепи с С-конца. Помимо многочисленных модельных пептидов были по-
лучены некоторые природные биологически активные соединения и их
фрагменты. Один из первых известных пептидных гормонов — браднки-
пин Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg — был синтезирован с по-
мощью нитрофепольного полимера [124] с общим выходом 39%
(65,3% — считая на защищенный нонапептид) и обладал полной биоло-
гической активностью. Хорошие результаты были получены при синтезе
пентадекапептидов с применением нерастворимых N-оксисукцинимидных
полимеров [89,96, 101], 4-окси-З-нитробензилполистирола [69, 161] и
полимерного N-оксибензотриазола [67, 84, ПО, 111]. Таким образом син-
тезированы фрагменты окситонина и пентагастрин [162, 163], тиро-
либерии [ПО], субстраты для свиной эластазы [164], пентапептидный
фрагмент карбоксипептидазы А быка [96], тафтсин и его аналоги [98,
165], люлиберин [67, 166], фрагменты АСТН [161], С-концевая полови-
на α-тимозина [111], фрагмент 26—33 холецистокинина [98], лейцин-
энкефалин [84]. Удобным оказалось применение полимерных N-оксисук-
цинимидных эфиров грег-бутилоксикарбонил— L-аминокислот для синтеза
диастереомерных дипептидов, используемых в энантиомерном анализе
аминокислот [97, 145, 147, 167]. Возможность многократного использова-
ния полимерного реагента, легкость стандартизации всех механических
операций, а также простота их выполнения являются существенными до-
стоинствами в рутинном анализе. Полимерные активированные эфиры
использовались также для ацилирования биогенных и синтетических
аминов. Высокие выходы и легкость очистки получаемых амидов позво-
лили успешно применить их в синтезе физиологически активных амино-
кислотных производных β-фенилэтиламипа [168], пенициллинов и цефа-
лоспоринов [166], аминоацил- и пептидилнуклеотидов [169], ациламино-
фосфоновой кислоты [170].

Циклические пептиды обычно получают путем внутримолекулярной
конденсации линейных пептидов, причем для подавления конкурирующих
межмолекулярных взаимодействий реакцию проводят в условиях высо-
кого разбавления [47]. Но, как правило, даже в этих условиях образу-
ется заметное количество побочных олигомерных продуктов. Для реше-
ния этой проблемы было предложено закреплять пептидные цепи на не-
растворимом носителе, после чего проводить внутримолекулярный ами-
нолиз [27]. Полимер в этом случае являлся разобщителем пептидных
цепей, так что мономолекулярная реакция должна была стать домини-
рующим процессом. Возможны два варианта применения полимеров для
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этой цели. В первом варианте присоединение пептидной цепи к полимеру
осуществляли через боковую функциональную группу [171]. В другом —
для циклизации применяли полимер-активатор:
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Первая стадия включала в себя получение полимерного активированно-
го эфира N-защищенного пептида. Для этой цели применяли исключи-
тельно нитрофенольные полимеры [27, 84], а в качестве конденсирующе-
го агента — дициклогексилкарбодиимид. Выходы на этой стадии были
довольно низкие. Однако следует учесть, что для сведения к минимуму
побочных реакций, содержание ацильных остатков в полимере не долж-
но быть высоким. На последующих стадиях N-защитную группу отщепля-
ли в кислотных условиях и депротонировали аминогруппу органическим
основанием, после чего полимер выдерживали требуемое время в набух-
шем состоянии L27J. Таким путем получали ряд простых циклических
ди-, три- и тетрапептидов с выходами 60—80% L60]. В работе [31] для
получения циклических пептидов вначале синтезировали твердофазным
методом линейный пептид, затем активировали сложноэфирную связь в
пептидпл-полимере, после чего проводили циклизацию вышеуказанным
образом [27] (выходы 40—60%):

iuc — NIICHUCOOII +
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где Вос-грег-бутилоксикарбонил, ДЦГК — дициклогексилкарбодиимид,
R — боковой радикал аминокислоты, Pep — пептид.

Принцип «селективной активации»2 быт использован в ряде других
2 В иностранной литературе дают разные названия этому принципу: «Safety-catch

principle» [176], «a posterior activation» [177].
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работ, как для синтеза циклических пептидов, так и для линейных [172—
175]. Применение окислителей для лабилизации пептидил-полимерной
связи ограничивает выбор пептидов для синтеза, поскольку в этом слу-
чае они не должны содержать легко окисляющиеся аминокислоты (ме-
тионин, цистеин, триптофан).

Идея, что пептидные цепи и реагирующие группировки в полимере
полностью изолированы друг от друга в пространстве и взаимодействие
их весьма ограничено, в ряде работ подверглась критике [43, 176]. Мно-
гие факты указывали на то, что даже в случае полимеров с относитель-
но высокой степенью сшивки внутреннюю подвижность полимерных сег-
ментов нельзя исключить [177].

Вопрос о влиянии метода конденсации и природы полимера-актива-
тора на степень рацемизации синтезируемого пептида практически не
затрагивался в литературе [178]. Следует различать рацемизацию, про-
исходящую во время активации карбоксильного компонента полимером-
активатором и рацемизацию при аминолизе активированного эфира
[139, 179]. Методы образования пептидной связи в этом отношении при-
нято оценивать путем синтеза и анализа (жидкостная хроматография,
[73]) «тестового пептида», где в качестве карбоксильного компонента
используют легко рацемизующиеся ацил-аминокислоты [180]. В работе
[178] опенили степень рацемизации при синтезе модельного пептида
Z-Gly-L-Ala-L-Leu-OBzl (тест Ицумия [181]) методом полимерных реа-
гентов, в качестве которых использовали полимерные эфиры на основе
4-окси-З-нитрополистирола [27, 124] и полимерного N-оксисукцинимида
[89]. Авторы сравнивали ее с рацемизацией, происходящей в случае при-
менения обычных низкомолекулярных конденсирующих агентов. Поли-
мерные эфиры Z-Gly-L-Ala получали с помощью дициклогексилкарбоди-
имида, реакцию аминолиза вели в диметоксиметане. Диастереомерный
анализ деблокированного трипептида показал, что содержание D-изоме-
ра в случае N-оксисукпинимидного полимера составило 6,4% и нитрофе-
нольного — 37,4%. При использовании же дициклогексилкарбодиимида и
дициклогексилкарбодиимида с N-оксисукцинимидом, как конденсирую-
щих агентов для образования пептидной связи в растворе, количество D-
изомера составило 24,6 и 2,8% соответственно. Полученные данные в от-
ношении полимеров носят интегральный характер, дифференцированная
оценка влияния различных факторов на рацемизацию из данных экспе-
риментов затруднена. Поэтому вышеуказанные данные [178] имеют цен-
ность только в практическом аспекте. Очевидно, например, что N-окси-
сукцинимидный полимер предпочтительнее нитрофенольного с точки зре-
ния рацемизации. В случае применения полимер-активированных амино-
кислот с защитными группами уретанового типа вероятность рацемиза-
ции, за некоторыми исключениями [182], минимальна. По этой причине
в большинстве работ, где использовались такие производные, рацемиза-
цию во время синтеза, либо не оценивали, либо сравнивали синтезиро-
ванные пептиды с оптически чистыми аутентичными образцами. Обычно
рацемизация не наблюдалась. Это обстоятельство позволило использо-
вать N-оксисукцинимидные полимерные реагенты для энантиомерного
анализа аминокислот [97, 145, 147, 168].

Заслуживает внимания попытка использования оптически активного
полимерного 3-оксигидантоина для асимметрически селективного пеп-
тидного синтеза [114]. В этой работе осуществили два варианта синте-
за дипептида Z-Gly-Ala-OC2H5, исходя из £>L-Ala-OC2H5, в первом вари-
анте предварительно получали соответствующий активированный эфир
Z-Gly дициклогексилкарбодиимидным методом, во втором — использо-
вали полимер в качестве добавки при конденсации тем же методом.
В первом случае в полученном дипептиде содержалось 54,6% L-амино-
кислоты, во втором — 72,6%. Такой эффект объясняли взаимодействием
/5-изомера с 3-оксигидантоиновой группой в полимере, которое приво-
дило к возрастанию количества L-изомера в фазе раствора.
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VI. ПОЛИМЕРНЫЕ КОНДЕНСИРУЮЩИЕ РЕАГЕНТЫ

Применение дегидратирующих агентов позволяет значительно упро-
стить рабочие процедуры, связанные с процессом образования пептид-
ной связи. Чаще всего для этой цели используют карбодиимиды [183].
Полимерный реагент с указанной функцией известен сравнительно дав-
но [184]:

[-(СН2)6 _N=C=N-] n

Позднее появился еще ряд сшитых [68, 174, 185, 186] и растворимых.
[78] полимерных карбодиимидов следующего строения:

сьь
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PEG- поли тгилингликол!., R-алкчл

Обычно для их синтеза полимер, содержащий первичные аминогруппы,
обрабатывали соответствующим изоцианатом, и полученную полимер-
связанную мочевину подвергали дегидратации. В качестве носителя ис-
пользовали, как правило, сшитые полистиролы.

Преимущество, достигаемое при использовании таких полимеров, по
идее должно заключаться в более полной активации карбоксильного
компонента, если конденсирующий агент берется в избытке, причем этот
агент и продукты его превращения легко отделить от пептида, находя-
щегося в растворе.

Практика классического пептидного синтеза, а также исследования
по кинетике и механизму пептидной конденсации с помощью дицикло-
гексилкарбодиимида показали, что такие реакции протекают по слож-
ным механизмам [187, 188]. При этом часто наблюдается побочная ре-
акция образования N-ацилмочевины, ведущая к потере карбоксильного
компонента. Эта побочная реакция происходила и в случае полимерно-
го аналога [186], что делало невозможным его полную регенерацию. Об-
разование симметричных ангидридов [188] также может затруднить
очистку конечного продукта.

Конденсирующий агент на основе поливинилхинолина [189, 190] ак-
тивирует селективно карбоксильный компонент, превращая его в сме-
шанный ангидрид этоксиугольной кислоты:

€,и.

о=с
ос2н5

Аналогичный низкомолекулярный реагент, Ы-этоксикарбонил-2-этоксн-
1,2-дигидрохинолин, применяли ранее в классическом и твердофазном
методах синтеза [130, 131].

Исходя из хлорметилированного полистирола, были получены еще
два типа полимерных конденсирующих агентов — полимер-связанные
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и н д а з о л [ 1 9 1 ] и и н а м и н [ 1 9 2 ] :

R=SO2C6H4Cl-n

Сведений о пептидном синтезе с помощью полимерных конденсирующих
реагентов имеется мало, в указанных работах приведен синтез лишь не-
скольких ди-, трипсптидов. Тесты на рацемизацию [189, 190] показали,
что она находится на уровне низкомолекулярных аналогов. Преимуще-
ства таких реагентов более отчетливо вырисовываются при использова-
нии их в других областях органического синтеза, например, для окисле-
ния спиртов [193], получения симметричных ангидридов [186], слож-
ных эфиров, в том числе и активированных [184].

VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По существу, при использовании любых подходов к пептидному син-
тезу для полноты прохождения реакции берут избыток одного из реаги-
рующих компонентов. Метод полимерных реагентов обладает тем преи-
муществом, что позволяет упростить очистку продукта реакции — избы-
ток полимерного реагента и дезацилированного полимера-активатора
может быть легко отделен от низкомолекулярных компонентов реакции.
Кроме того, большинство известных полимеров-активаторов могут ис-
пользоваться многократно, они легко регенерируются. Включение акти-
вирующего компонента в полимер делает, в частности, его нелетучим,
устраняет его токсичность, неприятный запах. Учет специфики микро-
окружения реакционных групп, возможность моделирования условий
высокого разбавления за счет их разобщения позволяет решать ряд за-
дач, трудноразрешимых при помощи других методов пептидного син-
теза.

В практике использования любого метода всегда весьма заманчивой
кажется перспектива его автоматизации. В отношении метода полимер-
ных реагентов наиболее часто прогнозировался колоночный вариант ав-
томатизации пептидного синтеза [194]. В этом случае каждая стадия об-
разования пептидной связи требует отдельной колонки с полимер-ак-
тивированным карбоксильным компонентом.

Основное назначение колонки — получать на выходе чистый продукт
с количественным выходом. Однако исследования, проведенные в лабо-
ратории авторов [195], показали, что двух-четырехкратные избытки
поли-Ы-оксисукципимидных реагентов по отношению к аминокомпоненту
и низкие скорости элюции не приводили к желаемому результату: про-
дукт требовал дополнительной очистки. Это связано, по-видимому, с не-
достаточно высокой скоростью реакции и с отсутствием фракциони-
рования в случае сравнительно низких и близких молекулярных масс
растворимых компонентов реакционной смеси. Более значительные из-
бытки полимерного реагента в тривиальных реакциях аминолиза нецеле-
сообразны. Кроме того, автоматизированный метод должен включать
еще стадии концентрирования растворов и N-деблокирования, которые
довольно сложно автоматизировать. Хотя, например, известны попытки
использования полимеров для удаления ряда N-защитных групп: Nps
[85], Вое [196], Emoc [197, 198]. Приведенные соображения, по-види-
мому, осложняют автоматизацию метода полимерных реагентов; работ
на эту тему в литературе практически не появляется. Осложняющим
обстоятельством является также то, что пока не налажен промышлен-
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ный выпуск полимерных реагентов, хотя это, как правило, довольно ста-
бильные соединения, удобные в хранении и транспортировке.

Границы применимости метода полимерных реагентов по отношению
к синтезу высокомолекулярных пептидов до настоящего времени не
определены. Однако, видимо, наиболее целесообразно получать этим ме-
тодом сравнительно небольшие пептиды, содержащие 15—20 остатков
аминокислот (во избежание осложнении диффузионного характера) с
последующим сочетанием полученных фрагментов в растворе, при
использовании, либо химических, либо ферментативных методов.

За время подготовки обзора к публикации появилась работа Патчор-
ника с соавт., в которой изложены подходы к методологии пептидного
синтеза с использованием «посредника» (Mediator Methodology) в дву-
полимерной системе [199], обзор тех же авторов по полимерным транс-
ферным реагентам [200], а также предложены полимерные активиро-
ванные эфиры на основе высокомолекулярного 1-окси-2-пирролидона
[201].
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