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ВВЕДЕНИЕ

Циклические дипептиды, также известные 
как 2,5-дикетопиперазины (ДКП) и ангидриды 
дипептидов, в настоящее время являются объек-
тами интенсивного исследования в литературе 
[1]. Эти соединения обладают широким спектром 
биологической активности [2], могут быть ис-
пользованы в качестве противораковых [3], про-
тивогрибковых [4], противомикробных [5], анти-
бактериальных [6] и противовирусных [7] пре-
паратов. ДКП проявляют противодиабетическую 
[8] и нейропротекторную активность [9], а также 
способны переносить биологически активные 
молекулы через гематоэнцефалический барьер
[10].

Помимо отдельных молекул ДКП, большой 
интерес представляют материалы, полученные в 
результате их самосборки [11]. Такие материалы 
могут быть использованы при разработке биосо-
вместимых наногенераторов, способных осущест-
влять биомеханический сбор энергии [12, 13], 
фоточувствительных самовосстанавливающихся 
гидрогелей, которые могут высвобождать лекар-
ственные препараты или ДНК под действием света 
[14]. Агрегаты на основе ДКП могут быть исполь-
зованы в химиотерапии рака [15].

В связи с тем, что циклические дипептиды име-
ют огромный потенциал применения в различных 
областях, активно разрабатываются методы их по-
лучения. Известно, что эти соединения могут быть 
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выделены из тканей кожи [16], бактерий [17] и гу-
бок [18]. Наиболее распространенными методами 
получения циклических дипептидов являются их 
синтез в растворах из различных прекурсоров [19], 
циклизация линейных дипептидов в водном рас-
творе под действием микроволнового излучения 
[20] и синтез на поверхности твердой фазы (рези-
ны) [21]. Недостатками перечисленных методов, 
как правило, являются сложные многостадийные 
процессы, необходимость в применении раствори-
телей и защитных групп, возможная рацемизация 
продуктов реакции, необходимость очистки конеч-
ного продукта. Вместе с тем существует альтерна-
тивный способ получения ДКП – внутримолеку-
лярная циклизация дипептидов в твердой фазе при 
нагревании [22–24]. Данный метод позволяет по-
лучать циклические дипептиды в одну стадию без 
образования побочных продуктов [22, 25, 26, 27].

В результате проведенных в литературе иссле-
дований были определены некоторые специфи-
ческие особенности твердофазной циклизации 
дипептидов. Установлено, что гидрофильные 
фрагменты в боковых заместителях линейных 
дипептидов препятствуют их циклизации [28], а 
уменьшение размера заместителя в боковой цепи 
приводит к увеличению температуры начала реак-
ции [26], циклизация дипептидов в твердой фазе 
хорошо описывается кинетическими моделями, 
соответствующих реакциям с автокатализом [22, 
25, 26]. Тем не менее, из-за ряда факторов этот 
тип реакций к настоящему времени остается мало
изученным. Так, при нагревании порошков ди-
пептидов их циклизация может сопровождаться 
термической деструкцией [23, 29], сублимацией 
[30] или испарением воды [26]. Такие процессы 
затрудняют изучение реакций циклизации и опре-
деление их кинетических параметров.

Исследование термических свойств линейных 
дипептидов в твердом состоянии при нагрева-
нии позволит установить влияние их химической 
структуры на кинетику циклизации, а также про-
двинуться в разработке эффективных и дешевых 
способов получения циклических дипептидов.

В настоящей работе впервые проведено иссле-
дование процесса твердофазной циклизации ди-
пептида глицил-глицина (GlyGly) в рамках неизо-
термической кинетики. Ранее для этого дипептида 

было установлено, что при нагревании его порош-
ка выше температуры 219°C [23] или 230°C [29] 
образуется циклический дипептид, энтальпия ре-
акции циклизации составляет 63.7 кДж/моль [23]. 
В ходе настоящего исследования методами неизо-
термической кинетики были определены кинети-
ческие параметры процесса циклизации GlyGly, 
установлена кинетическая модель, описывающая 
эту реакцию. Образование циклоGlyGly было под-
тверждено методом ЯМР 1Н и 13C. Самосборка ли-
нейного и циклического дипептида из раствора на 
твердой подложке была изучена с помощью атом-
но-силовой микроскопии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Термический анализ. Термические свойства 
порошка GlyGly в температурном диапазоне от 
30°C до 300°С были изучены совмещенным мето-
дом термогравиметрии и дифференциальной ска-
нирующей калориметрии с масс-спектрометриче-
ским анализом газообразных продуктов (ТГ/ДСК/
МС) (рис. 1). Обнаружено, что при температурах 
выше 228°С на ТГ кривой присутствует ступень 
потери массы. На масс-спектрометрических кри-
вых присутствуют сигналы, соответствующие 
воде (m/z 17.18) и оксиду углерода (IV) (m/z 44). 
В диапазоне температур 228–266°С, соответству-
ющем наблюдаемым масс-спектрометрическим 
сигналам, образец теряет 18.3% от исходной мас-
сы. Согласно данным работы [23] потеря массы 
обусловлена реакцией циклизации линейного ди-
пептида и его частичной термической деструкци-
ей. При этом потеря массы образца, связанная с 
циклизацией GlyGly, составляет 13.6%.

Эндотермический эффект, наблюдаемый на 
кривой ДСК выше температуры 228°С и соответ-
ствующий процессам циклизации и деструкции 
дипептида, равен 462 Дж/г, что хорошо согласует-
ся с ранее определенным значением 482 Дж/г [23]. 
Нагрев дипептида выше 266°С приводит к даль-
нейшей потере массы, связанной с сублимацией 
продуктов реакции [23]. В результате нагрева до 
300°С образец чернеет.

Отметим, что лиофилизированный образец
циклоGlyGly стабилен до температуры 295°С
(рис. 2), что может быть следствием формирова-
ния межмолекулярных водородных связей в про-
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цессе самоорганизации дипептида в растворе, ис-
пользуемом для лиофильной сушки.

Данные ЯМР-спектроскопии. Продукт ре-
акции, образующийся в ходе нагрева порошка 
GlyGly до 300°С, и коммерчески доступный ци-
клоGlyGly были охарактеризованы методом ЯМР 
1Н и 13C. Согласно полученным данным спектры 
изученных дипептидов идентичны: 1H, δ 3.70 (с, 
4H), δ 8.02 (с, 2H); 13С, δ 44.4, 166.3. Таким обра-
зом, было подтверждено образование циклоGlyGly 
в ходе реакции, отсутствие других пиков в спек-
тре образца после нагревания свидетельствует о 
нерастворимости побочных продуктов реакции в 
используемом растворителе.

Кинетический анализ твердофазной реак-
ции циклизации. В настоящей работе была про-
ведена оценка эффективных кинетических пара-
метров реакции циклизации дипептида GlyGly в 
твердой фазе (схема 1).

Данные для кинетического анализа были полу-
чены из ТГ кривых, измеренных при различных 

скоростях нагрева: 2, 5, 10 и 15 K/мин. Расчеты 
энергий активации проводились для выбранных 
температурных интервалов: от 193.0°С до 244.9°С 
при скорости нагрева 2 K/мин, от 205.5°С до 
256.4°С при скорости нагрева 5 K/мин, от 210.1°С. 
С до 266.4°С при скорости нагрева 10 K/мин и от 
217.0°С до 269.2°С при скорости нагрева 15 K/мин 
(рис. 3). Следует отметить, что изменение массы 
связанно с уходом воды, образующейся в ходе 
циклизации дипептида, и летучих продуктов его 
термической деструкции [23].

Результаты кинетического анализа реакции 
циклизации GlyGly, выполненные с использова-
нием модельнезависимых методов Фридмана и 
Озавы–Флинн–Уолла, показаны на рис. 4. Следует 
отметить, что больший наклон эксперименталь-
ных данных по сравнению с линиями изоконвер-
сии в начале реакции (рис. 4, а), свидетельствует 
об автокаталитическом процессе. Аналогичные 
выводы ранее были сделаны при изучении твердо-
фазных реакций циклизации дипептидов LeuLeu 
[22, 27] и IleAla [26]. Изменение энергии актива-
ции и константы Аррениуса с изменением степени 
конверсии (рис. 4, b), свидетельствует о сложном 
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механизме процесса, что согласуется с результата-
ми работы [23].

Согласно проведенным расчетам лучшей кине-
тической моделью описывающей процесс цикли-
зации GlyGly в твердой фазе является модель Bna. 
В классической кинетике данная модель применя-
ется для описания автокаталитических процессов 
цепного разветвленного зародышеобразования. 
Уравнение Bna:

где dx/dt – скорость реакции, A – константа 
Аррениуса, Ea – энергия активации, R – универ-
сальная газовая постоянная, T – температура, C0 – 
концентрация реагента, Cf – концентрация продук-
та, n – порядок реакции, m – показатель степени.

На рис. 5 представлена корреляция экспери-
ментальных данных, полученных методом термо-
гравиметрии, и теоретических кривых, рассчитан-
ных по уравнению Bna. Полученные результаты 
свидетельствуют о хорошем соответствии кинети-
ческой модели реакции с автокатализом и экспери-
ментальных данных.

Эффективные кинетические параметры реак-
ции циклизации дипептида GlyGly в твердой фазе, 
рассчитанные в рамках безмодельных методов и 
модели Bna, включая энергию активации Ea и кон-
станту Аррениуса logA, приведены в таблице.

Полученные результаты кинетического анализа 
свидетельствуют о хорошем соответствии значе-
ний кинетических параметров, полученных при 
использовании модельнезависимых и модельных 
методов, что позволяет использовать их при оп-
тимизации метода синтеза циклоGlyGly в твердой 
фазе.

Соотношение энергий активации прямой и 
обратной реакций. Оцененная в настоящей рабо-
те эффективная величина энергии активации реак-
ции Ea циклизации GlyGly в твердой фазе, позво-
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Рис. 3. Кривые ТГ образца GlyGly в области реакции 
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ляет рассчитать эффективную энергию активации 
обратной реакции Ea' (рис. 6), согласно следующе-
му уравнению:

Ea' = Ea – ΔH,

где величина энтальпии реакции циклизации в 
твердой фазе ΔH согласно работе [23] оценивает-
ся как 63.7 кДж/моль. Таким образом, величина
Ea' ≈ 185–64 = 121 кДж/моль.

Можно предположить, что относительно низ-
кое значение энергии активации реакции гидро-
лиза циклоGlyGly может стать причиной низкой 
кинетической стабильности этого дипептида. 
Этот факт следует учитывать при использовании 
циклоGlyGly в качестве реагента в жидкофазных 
реакциях или строительных блоков при получении 
супрамолекулярных структур в растворах.

Самосборка линейного и циклического ди-
пептидов по данным АСМ. Методом атомно-си-
ловой микроскопии была изучена самосборка ди-
пептидов GlyGly и циклоGlyGly из их растворов 
в гексафторизопропаноле на поверхности высо-
коориентированного пиролитического графита 
(ВОПГ) (рис. 7).

Было установлено, что линейный дипептид 
образует гладкую аморфную пленку (рис. 7, а). 
Ранее аналогичные результаты были получены 
при изучении самосборки GlyGly из раствора 
вода/метанол на поверхности ВОПГ [31]. В ре-
зультате самосборки циклического дипептида на 
поверхности пленки сформировались пластинча-
тые структуры длиной 200–800 нм и шириной 90–
110 нм. Следует отметить, что подобные структу-
ры являются весьма характерными для цикличе-
ских дипептидов при их самосборке в растворах и 
твердой фазе [22, 26]. Основной движущей силой 
этого процесса считается образование водород-
ных связей – до четырех на каждую молекулу [22]. 
Данный факт хорошо согласуется с повышенной 
термической стабильностью циклоGlyGly, полу-

ченного в результате лиофилизации (рис. 2), по 
сравнению с циклоGlyGly, синтезированного в 
твердой фазе (рис. 1).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Дипептид глицил-глицин (Chem-Impex Int’l. 
Inc, Lot: N7421606), цикло(глицил-глицил) (Acros 
Organics, Lot: A0295611) и DMSO-d6 (Cambridge 
Isotope Laboratories, Inc., Lot: PR-26585/06125DM1) 
были использованы без дополнительной очистки.

Термический анализ. Совмещенный метод 
термогравиметрии (ТГ) и дифференциальной ска-
нирующей калориметрии (ДСК) с масс-спектро-
метрическим (МС) анализом выделяющегося газа 
проводили с использованием термоанализатора 
STA 449 C Jupiter (Netzsch) в сочетании с квадру-
польным масс-спектрометром QMS 403C Aeolos 
(Netzsch). Анализ проводился в алюминиевом 
тигле (40 мкл) с крышкой, имеющей три отверстия 
диаметром по 0.5 мм, при постоянных скоростях 
нагрева 2, 5, 10, 15 K/мин в динамической атмос-
фере аргона при скорости потока 75 мл/мин в ди-
апазоне температур 30–300°С. Перед проведением 
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Рис. 5. Корреляция между экспериментальными ТГ 
кривыми и кривыми, рассчитанными по уравнению 
Bna. Скорости нагрева 1 – 2 K/мин, 2 – 5 K/мин, 3 –
10 K/мин, 4 – 15 K/мин

Кинетические параметры твердофазной реакции циклизации GlyGly в диапазоне степени конверсии 0.2–0.8

Метод Фридмана Метод Озавы–Флинн–Уолла Модель Bna

Ea,
кДж/моль logA Ea,

кДж/моль logA Ea,
кДж/моль logA

150–190 13.5–17.5 179–189 16.2–17.2 185 17
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измерений была получена базовая линия для каж-
дого набора условий измерения. Все вычисления 
потери массы, температур и энтальпий были вы-
полнены при помощи программного обеспечения 
Netzsch Proteus Thermal Analysis 5.2.1. Ошибка 
определения температуры не превышала 0.1 K.

1H и 13C ЯМР-спектроскопия. Спектры ЯМР 
регистрировали на спектрометре Bruker Avance 
III 400 (Германия). 1H-ЯМР (400 МГц, ДМСО-d6, 
25°C). 13C {1H} ЯМР (100.6 МГц, ДМСО-d6, 25°C). 
Использовали растворы цикло(GlyGly) и продук-
тов нагревания линейного GlyGly с концентрацией 
6 мг/мл.

Кинетический анализ циклизации GlyGly. В 
соответствии с рекомендациями Международной 
конфедерации термического анализа и калориме-
трии (ICTAC), требующие использования как ми-

нимум двух различных кинетических методов рас-
чета [32, 33], были использованы два «безмодель-
ных» метода: Озавы–Флинн–Уолла и Фридмана 
[34–38]. Тот же набор экспериментальных данных 
использовался в дальнейшем для поиска топохи-
мического уравнения, как описано ранее [25, 38]. 
Для кинетического анализа были использованы 
данные ТГ, измеренные при различных скоростях 
нагрева: 2, 5, 10 и 15 K/мин. Расчеты всех кине-
тических параметров и статистическую оценку 
результатов проводили с помощью программного 
обеспечения NETZSCH Thermokinetics 3.1.

Методика получения изображений с помо-
щью атомно-силовой микроскопии (АСМ). Для 
получения пленок дипептидов на поверхность 
предварительно очищенного высокоориентиро-
ванного пиролитического графита наносили 2 мкл
свежеприготовленного раствора дипептида в гек-
сафторизопропаноле с концентрацией 1 мг/мл. 
После испарения растворителя поверхность плен-
ки дополнительно осушалась потоком теплого воз-
духа (~45°С) в течение 2 мин.

Морфология поверхности пленок дипептидов 
исследовалась методом атомно-силовой микро-
скопии. Изображения АСМ регистрировались с 
помощью атомно-силового микроскопа Solver P47 
Pro (НТ-МДТ, Россия). Измерения проводились 
на воздухе в полуконтактном режиме с частотой 
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GlyGly

'

H

Рис. 6. Энергетический профиль прямой и обратной 
реакции
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Рис. 7. АСМ изображения пленок (а) – GlyGly и (b)  –  циклоGlyGly, полученных из растворов дипептидов в гексафтори-
зопропаноле на поверхности ВОПГ
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от 114 до 259 кГц и разрешением 512 точек на
линию.

Использовались стандартные кремниевые кан-
тилеверы NSG-11 (НТ-МДТ, Россия). Для управ-
ления микроскопом использовалось программное 
обеспечение Nova (NT-MDT, Россия). Все изобра-
жения АСМ были получены при комнатной тем-
пературе. Температуру контролировали внешним 
термометром. Перед визуализацией микроскоп 
подвергали термическому уравновешиванию не 
менее 1 ч. Изображения обрабатывали и анали-
зировали с помощью программы Image Analysis
(NT-MDT, Россия). Все изображения представле-
ны в виде необработанных данных, за исключе-
нием 1D и/или 2D коррекции. Погрешность опре-
деления составляет 5% по латеральному размеру 
и менее 1 нм по высоте. Измерения начинались 
через 15–20 мин после установки образцов в из-
мерительную камеру. Время измерения образца 
варьировалось от 1 до 3 ч.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые проведено кинетическое иссле-
дование реакции циклизации дипептида гли-
цил-глицина в твердой фазе при нагревании. 
Продемонстрированы возможности методов не-
изотермической кинетики для изучения твердо-
фазных реакций. Определены температурные ин-
тервалы стабильности линейного и циклического 
дипептидов. Показано, что циклический дипептид 
обладает более высокой термической стабильно-
стью по сравнению с линейным аналогом. Сделано 
предположение, что причиной повышенной тер-
мостабильности могут быть межмолекулярные 
водородные связи, формирующиеся между моле-
кулами цикло(глицил-глицила) в результате его 
самоорганизации. Впервые оценены эффективные 
кинетические параметры твердофазной циклиза-
ции GlyGly: энергия активации Ea 185 кДж/моль 
и логарифм константы Аррениуса logA 17. Дана 
оценка энергии активации обратной реакции: ги-
дролиза цикло(глицил-глицила) в твердой фазе. 
Показано, что линейный дипептид в результате 
самоорганизации из раствора в гексафторизопро-
паноле образует аморфную пленку, в то время как 
цикло(глицил-глицил) формирует пластинчатые 
структуры. Полученные результаты будут полезны 
при разработке дешевых и эффективных методов 

синтеза производных 2,5-дикетопиперазинов, об-
ладающих практически полезными свойствами.
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The cyclization of glycyl-glycine dipeptide in the solid state under heating with the formation of 2,5-diketo-
piperazine was studied and its temperature range was determined. The possibility of using the approaches of 
the isoconversion kinetics to determine the kinetic parameters of the reaction, including the activation energy 
and the Arrhenius constant, is demonstrated. The best kinetic equation describing the process of solid-state cy-
clization of glycyl-glycine is the equation for the reaction with autocatalysis. Self-assembly of glycyl-glycine 
and cyclo(glycyl-glycyl) from the solution in hexafl uoroisopropanol on the surface of highly oriented pyrolytic 
graphite was studied by atomic force microscopy.

Keywords: glycyl-glycine, 2,5-diketopiperazine, solid state cyclization, reaction kinetics, self-assembly of 
dipeptides


