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1. ⁄vod

Morfolin-2,5-diony jsou depsipeptidov· analoga cyklodi-
peptid˘, deriv·t˘ piperazin-2,5-dion˘. Cyklodipeptidy jsou
p¯ipravov·ny bez obtÌûÌ, tvo¯Ì se vÏtöinou spont·nnÏ, Ë·steË-
nou aktivacÌ karboxylu p¯ÌsluönÈho line·rnÌho dipeptidu, nap¯.
esterifikacÌ. V cyklodipeptidech jsou obÏ amidovÈ vazby
uspo¯·d·ny cis. V tomto p¯ÌpadÏ termodynamick· stabilita
6-Ëlenn˝ch cykl˘ kompenzuje energii poûadovanou pro cis→
trans p¯esmyk, p¯i nÏmû je t¯eba p¯ekonat bariÈru Ë·steËnÏ
dvojnÈho charakteru amidovÈ vazby1. Morfolin-2,5-diony se
mohou tvo¯it analogicky k piperazin-2,5-dion˘m uzavÌr·nÌm
cyklu tvorbou amidovÈ nebo esterovÈ vazby. Z toho vypl˝v·

dvojÌ obecn˝ p¯Ìstup k cyklizaci a rovnÏû rozdÌln· p¯Ìprava
line·rnÌho depsipeptidu, kter˝ je buÔ O-aminoacyl-α-hydro-
xykyselina nebo N-(α-hydroxyacyl)-α-aminokyselina.

UplatÚujÌ se p¯edevöÌm jako stavebnÌ jednotky pro p¯Ìpra-
vu polymernÌch analog˘ peptid˘ a polylaktid˘, s cÌlem nalÈzt
lepöÌ vlastnosti biomateri·l˘ lehce vst¯ebateln˝ch v organis-
mu. Vzhledem k rozdÌlnÈmu ötÏpenÌ amidovÈ a peptidovÈ
vazby se studuje jejich pouûitelnost jako nosiË˘ aktivnÌ l·tky,
prolÈËiv, jsou rovnÏû pouûÌv·ny jako substr·ty proteolytic-
k˝ch enzym˘.

2. Cyklizace tvorbou esterovÈ vazby

2 . 1 . C y k l i z a c e
N - ( α - h a l o g e n a c y l ) - α - a m i n o k y s e l i n

PrvnÌ zmÌnka t˝kajÌcÌ se p¯Ìpravy 6(R,S)-methylmorfolin-
-2,5-dionu je v pr·ci Chadwicka a Pascu2. Auto¯i vych·zeli ze
sodnÈ soli N-(2-bromopropanoyl)glycinu. Vakuovou destilacÌ
p¯i tlaku 0,2 kPa a teplotÏ 150 ∞C odsublimoval cyklick˝
depsipeptid, kter˝ snadno hydrolyzoval ve vodnÈm prost¯edÌ
na laktylglycin. PodobnÏ Cook, Cox a Farmer3 a nÏkte¯Ì dalöÌ
auto¯i4ñ6 p¯ipravili 3-, 4- nebo 6-alkylsubstituovanÈ morfolin-
-2,5-diony sublimacÌ z odpovÌdajÌcÌch solÌ N-(α-halogenacyl)-
-α-aminokyselin (1).

Fung a Glowaky7 popsali syntÈzu 3-substituovan˝ch morfo-
lin-2,5-dion˘ cyklizacÌ N-(α-chloracyl)-α-aminokyselin v N,N-
-dimethylformamidu a triethylaminu ve velkÈm z¯edÏnÌ. Bar-
rera a spol.8 cyklizujÌ α-(halogenacyl)-α-aminokyseliny za
refluxu v chloroformu za p¯Ìtomnosti ethyl(dipropyl)aminu.

Inít Veld a spol.9 p¯ipravili cyklickÈ depsipeptidy s funkË-
nÌmi skupinami v postrannÌm ¯etÏzci takÈ touto cestou. V˝ho-
dou tÈto metody je snadn˝ p¯Ìstup k prekursoru acylacÌ α-ami-
nokyseliny α-halogenacylchloridy. Nev˝hodou ovöem je, ûe
bÏhem cyklizace doch·zÌ k racemizaci. Morfolin-2,5-dionovÈ
deriv·ty byly p¯ipraveny such˝m zah¯Ìv·nÌm za snÌûenÈho
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tlaku na matrici celitu, z nÌû byl cykloderiv·t odsublimov·n6.
P¯id·nÌm celitu se zvÏtöÌ povrch reakËnÌ smÏsi, tÌm se umoûnÌ
snazöÌ sublimace (2).

Cyklizace N-(2-halogenacyl)-aminokyseliny s triethyl-
aminem nebo uhliËitanem cesn˝m v N,Ní-dimethylformami-
du p¯i 100 ∞C, nebo oxidu st¯ÌbrnÈho v 1,4-dioxanu p¯i 20 ∞C
po dobu 2 dn˘ vede k nÌzk˝m v˝tÏûk˘m10.

2 . 2 . C y k l i z a c e
N - ( α - h y d r o x y a c y l ) - α - a m i n o k y s e l i n

Hartwig a Schˆllkopf11 jako prvnÌ popsali kysele kataly-
zovanou cyklizaci N-(α-hydroxyacyl)-α-aminokyselin   za
bezvod˝ch podmÌnek a p¯Ìtomnosti methansulfonovÈ kyseli-
ny. Vzhledem k tomu, ûe v tÈto intramolekul·rnÌ cyklizaci jsou
zahrnuta stereocentra, bylo oËek·v·no, ûe bude zÌsk·n z op-
ticky ËistÈho prekursoru enantiomernÏ Ëist˝ morfolin-2,5-dio-
nov˝ deriv·t. Experiment·lnÌ v˝sledky ovöem potvrdily nÌzk˝
stupeÚ racemizace na C-6. Nebylo zjiötÏno, zda k racemizaci
doch·zÌ v cyklizaËnÌm kroku nebo p¯i syntÈze meziprodukt˘,
za pouûitÌ aktivaËnÌch a chr·nÌcÌch skupin (3).

Jˆrres se spol.12 prezentujÌ nov˝ syntetick˝ p¯Ìstup u nÏhoû
nenÌ t¯eba ani chr·nÌcÌch skupin ani aktivace. Patentovan˝
p¯Ìstup k opticky aktivnÌm N-(α-hydroxyacyl)-α-aminoky-
selin·m vych·zÌ z esteru hydroxykyseliny, kter˝ je mÌch·n p¯i
80 ∞C se sodnou solÌ aminokyseliny po dobu 18 a vÌce hodin
za azeotropnÌho odstranÏnÌ vody na molekulovÈm sÌtu13. Cy-
klizace opticky aktivnÌch morfolin-2,5-dion˘ je prov·dÏna
p¯Ìmo z hydroxykyselin nebo jejich ethylester˘. Ze sodnÈ soli
N-(α-hydroxyacyl)-α-aminokyseliny byla uvolnÏna hydroxy-
aminokyselina na iontomÏniËi a cyklizov·na v dichlormetha-
nu za katal˝zy methansulfonovÈ kyseliny. Spont·nnÌ cykliza-
ce za snÌûenÈho tlaku a zv˝öenÈ teploty po dobu 6 dn˘ je
pops·na rovnÏû v nÏkolika p¯Ìpadech14,15.

K cyklizaci jak makrocykl˘ tak i hydroxyacylaminokyse-
liny bylo pouûito s ˙spÏchem tÈû Ëinidlo BOP (benzotriazol-
-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)-fosfonium hexafluorofosf·t16.

2 . 3 . V n i t ¯ n Ì r e e s t e r i f i k a c e

Vzhledem k obtÌûnÈ rozpustnosti hydroxyaminokyseliny
v organickÈm rozpouötÏdle z nÏhoû lze odnÌmat vznikajÌcÌ
vodu, byla tato p¯evedena (nÏkolikahodinovou) esterifikacÌ na
p¯Ìsluön˝ ester a ester cyklizov·n vnit¯nÌ reesterifikacÌ ve
smÏsi toluen-chloroform za katal˝zy silnÏ kyselÈho iontomÏ-
niËe (Amberlyst) nebo methansulfonovÈ kyseliny v Soxhleto-
vÏ extraktoru naplnÏnÈm molekulov˝m sÌtem 4A po dobu
76 hod.

Japonsk˝ autor Katakai17 pouûÌval dichloracetyl (Dca)
skupinu jako vhodnou chr·nÌcÌ skupinu pro hydroxyskupinu
hydroxykyselin a 2-nitrofenylsulfenyl-N-karboxy-α-amino-
anhydridy (Nps-NCAs)18 jako vysoce reaktivnÌ aminokyseli-
novÈ deriv·ty k acylaci hydroxyslouËenin. Deprotekce tÏchto
skupin neovlivÚuje esterovÈ ani amidovÈ seskupenÌ (4).

Depsipeptidov˝ monomer byl rovnÏû p¯ipraven za pouûitÌ
(Nps-NCA)-α-aminokyseliny s hydroxykyselinou bez chr·-
nÏnÌ OH-skupiny19,20. Tvorba depsipeptidovÈ vazby mezi ami-
nokyselinami obsahujÌcÌmi nepol·rnÌ vedlejöÌ ¯etÏzec a kyse-
linou mlÈËnou m˘ûe b˝t provedena N,Ní-karbodiimidazolem
(CDI), kter˝ umoûÚuje spojenÌ karboxylovÈ skupiny N-chr·-
nÏnÈ aminokyseliny s hydroxyskupinou benzylesteru kyseliny
mlÈËnÈ. Benzylesterov· skupina se odstranÌ v dalöÌm kroku
katalytickou hydrogenacÌ. Kondenzace N,Ní-dicyklohexyl-
karbodiimidem (DCC) a chr·nÏnÌ karboxylovÈ skupiny p¯eve-
denÌm na benzylester nelze pouûÌt v syntÈze depsipeptid˘ ob-
sahujÌcÌch glutamovou kyselinu, lysin nebo methionin (a jinÈ
sirnÈ aminokyseliny). Proto byl navrûen alternativnÌ postup
syntÈzy zahrnujÌcÌ kondenzaci bez chr·nÏnÌ koncovÈ C-karbo-
xylovÈ skupiny. AktivnÌ ester pouûÌvajÌcÌ N-hydroxysukcin-
imid (ONSu) je pro kondenzaci s hydroxykyselinou ne˙Ëinn˝.
Hydroxyskupina je mÈnÏ nukleofilnÌ neûli aminoskupina ami-
nokyseliny. Proto bylo s ˙spÏchem vyuûito aktivace pomocÌ
NCAs.

Nakamura21 popsal cyklizaci N-(α-hydroxyacyl)-α-ami-
noester˘ v roztoku tetrahydrofuranu nebo toluenu na kataly-
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z·toru p¯i 150ñ350 ∞C. SyntÈza meziprodukt˘ vych·zela z α-
-hydroxykyselin a hydrochlorid˘ ester˘ α-aminokyselin za
pouûitÌ DCC jako aktivaËnÌho Ëinidla pro kondenzaci.

Goodman se spolupracovnÌky22 pouûili pentachlorofenyl-
estery  jako  aktivnÌ estery a ty intramolekul·rnÌ  transeste-
rifikacÌ poskytly morfolin-2,5-dionovÈ deriv·ty. Tato meto-
da nevedla k racemizaci, obÏ centra z˘stala opticky aktivnÌ.
JejÌ nev˝hodou je vöak pouûitÌ pomÏrnÏ komplikovan˝ch ak-
tivaËnÌch a chr·nÌcÌch skupin a hlavnÏ velice nÌzkÈ v˝tÏû-
ky (4ñ10 %). NÌzkÈ v˝tÏûky, vöeobecnÏ pozorovanÈ p¯i cy-
klizacÌch, jsou d·ny pravdÏpodobnÏ vysokou trans/cis barie-
rou pro nealkylovanou amidovou vazbu. Bariera rotace kolem
CñN vazby je p¯ibliûnÏ 90 kJ.molñ1 (cit.23).Ve vÏtöinÏ acy-
klick˝ch amid˘ je predominantnÌ trans-konfigurace CONH-
-skupiny, proto je pot¯ebÌ drastick˝ch podmÌnek pro tvorbu
morfolin-2,5-dion˘ (vysok· teplota, tlak, dlouh· reakËnÌ do-
ba).

2 . 4 . M i t s u n o b u o v a m e t o d a

Cyklizace N-hydroxyacylaminokyseliny za podmÌnek Mi-
tsunobuovy metody probÌh· SN2 mechanismem za inverze
konfigurace. Reakce probÌh· za nÌzkÈ teploty pod argonem.
N-Hydroxyacylaminokyselina reaguje s trifenylfosfoniovou
solÌ vzniklou reakcÌ trifenylfosfinu s diethylazodikar-
boxyl·tem v absolutnÌm tetrahydrofuranu (5) (cit.24).Vznikl˝
trans- -izomer je ËiötÏn chromatografiÌ.

2 . 5 . P o u û i t Ì p e v n È f · z e

Pevn· f·ze se stala rutinnÌ z·leûitostÌ pro syntÈzu biopoly-
mer˘ jako jsou peptidy25, nukleotidy a oligosacharidy. Pro
depsipeptidy je  obecn·  metodika  v  souËasnÈ  dobÏ  teprve
vyvÌjena. Na nosiËi byla tvo¯ena pouze peptidov· vazba a es-
terov· vazba byla tvo¯ena v roztoku26. Kuisle a spol.27 pre-
zentujÌ novou automatickou syntÈzu depsipeptid˘ na pevnÈ
f·zi na WangovÏ prysky¯ici. K chr·nÏnÌ α-hydroxyskupiny
pouûili jejÌ p¯evedenÌ na tetrahydropyranylester (THP). Uvol-
nÏnÌ depsipeptidu z nosiËe bylo provedeno p-toluensulfono-
vou kyselinou. P¯i tÈto metodÏ nebyla zjiötÏna ani racemizace
ani deprotekce bÏhem syntÈzy. K cyklizaci byla pouûita Mi-
tsunobuova reakce28.

2 . 6 . D a l ö Ì p ¯ Ì p r a v y

3-Benzyl-3-methylmorfolin-2,5-dion byl p¯ipraven v nÌz-
k˝ch v˝tÏûcÌch rovnÏû Bischlerovou-Napieralskeho reakcÌ
z ethyl-α-methyl-α-chloracetamido-β-fenylpropion·tu29. Za-
h¯·tÌ ve vroucÌm xylenu za p¯Ìtomnosti oxidu fosforeËnÈho
vedlo k isochinolinu (6).

3. Cyklizace (aminol˝za)
O-aminoacyl-α-hydroxykyselin

P¯Ìprava ester˘ N-chr·nÏn˝ch aminokyselin kondenzacÌ
pomocÌ DCC je ve srovn·nÌ s p¯Ìpravou peptidovÈ vazby mÈnÏ
snadn·. DoporuËuje se p¯Ìtomnost chloridu mÏÔnÈho30 nebo
pyridinu31.  Tak N-benzyloxykarbonylleucin (Cbz-Leu) byl
p¯id·n ke smÏsi terc-butylesteru hydroxykyseliny, nap¯. α-
-hydroxyisovalerovÈ kyseliny a DCC v etherickÈm roztoku
pyridinu. Hydrogenol˝zou se odstranila Cbz-skupina a ester
depsipeptidu se destiloval za pomalÈ cyklizace na 3,5-diiso-
propylmorfolin-2,5-dion32 (7).

Jin˝m zp˘sobem je p¯Ìprava N-chr·nÏnÈho depsipeptidu,
kter˝ se p¯evede na N-hydroxysukcinimidester, ten po od-
bour·nÌ benzyloxykarbonylovÈ skupiny p˘sobenÌm bromo-
vodÌku v kyselinÏ octovÈ a n·slednou deprotonizacÌ vzniklÈho
hydrobromidu triethylaminem (TEA) cyklizuje v û·dan˝ pro-
dukt. (AlternativnÌ zp˘sob cyklizace je pomocÌ DCC.)
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Glykol·tovÈ a lakt·tovÈ estery aminokyselin byly p¯ipra-
veny esterifikacÌ N-chr·nÏn˝ch aminokyselin podle n·sledu-
jÌcÌho schÈmatu (8).

Bylo zjiötÏno, ûe v p¯Ìtomnosti methanolu a vody, nebo
triethylaminu a pyridinu doch·zÌ k hydrol˝ze esterovÈ vazby
uvnit¯ molekuly33.

Shemiakin a spol.34 p¯ipravili morfolin-2,5-diony intramo-
lekul·rnÌ kondenzacÌ chlorid˘ O-(α-aminoacyl)-α-hydroxy-
kyselin jako prekursor˘.

Esterov· vazba hydroxykyselin byla takÈ vytvo¯ena z p¯Ìs-
luön˝ch N-karboxyanhydrid˘ anebo z pentachlorfenylesteru
Nps-aminokyseliny, deblokace byla provedena za standard-
nÌch podmÌnek (HCl/dioxan) (9).

Nissen, Gilon a Goodman22 p¯ipravili tyto aktivnÌ penta-
chlorofenylester hydrochloridy, kterÈ p¯evedli na trifluorace-
t·ty a ty na matrici celitu zah¯Ìvali na teplotu 90 ∞C ve vakuu
(103 Pa). Cyklizaci na polystyrenovÈ prysky¯ici obsahujÌcÌ
oximovÈ funkce35 vyjad¯uje n·sledujÌcÌ schÈma (10).

K cyklizaci lysyl-(2-hydroxypropionyl)fenylhydrazidu byla
pouûita azidov· metoda36. Hydrogenace cyklo(lysyl(Cbz)-
-hydroxypropionylfenyl) v obvykl˝ch alkoholick˝ch nebo
vodn˝ch rozpouötÏdlech vede k nÌzk˝m v˝tÏûk˘m vzhledem
k nestabilitÏ öestiËlennÈho laktonovÈho kruhu.

4. FarmaceutickÈ vyuûitÌ morfolin-2,5-dion˘

4 . 1 . P ¯ Ì p r a v a p o l y m e r ˘

Morfolin-2,5-diony jsou pouûÌv·ny p¯edevöÌm jako mono-
mery pro syntÈzu opticky aktivnÌch poly(depsipeptid˘). Do-
ch·zÌ k otevÌr·nÌ cyklu a k n·slednÈ polymeraci37,38. Biode-
gradabilnÌ polymery pouûÌvanÈ jako biomateri·ly jsou p¯ev·û-
nÏ sloûeny z l·tek, kterÈ jsou bÏûnÏ p¯ÌtomnÈ v lidskÈm tÏle,
jako je kyselina mlÈËn·, aminokyseliny apod. Nev˝hodou
pouûÌvan˝ch polylaktid˘, kterÈ se pouûÌvajÌ jako öicÌ materi·l,
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p¯i fixaci fraktur a jako tzv. transportnÌ systÈmy lÈËiv (drug
delivery system ñ DDS), je jejich k¯ehkost a nÌzk· biodegra-
dabilita. Proto byly syntetizov·ny polymery z 3,6-dimethyl-
-2,5-morfolindionu a studov·ny jejich termickÈ a mechanickÈ
vlastnosti39,40. Bylo zjiötÏno, ûe se snadno ötÏpÌ p˘sobenÌm
cholesterolesterasy (z Pseudomonas species) a proteinasy K
(z Tritirachium album). Proteinasa K rovnÏû vykazuje vyööÌ
specifitu v˘Ëi opticky aktivnÌm kopolymer˘m, obsahujÌcÌm
L-alanin. RovnÏû kopolymery 3,6-dimethyl-2,5-morfolindio-
nu s 3,6-dimethyl-2,5-dioxanonem p¯ipravenÈ dle n·sledujÌ-
cÌho schÈmatu (11) vykazujÌ vyööÌ biodegradabilitu neûli sa-
motn˝ homopolymer zÌskan˝ z 3,6-dimethyl-2,5-dioxano-
nu41.

4 . 2 . T r a n s p o r t n Ì s y s t È m y l È Ë i v ˝ c h l · t e k

Jedna z d˘leûit˝ch aplikacÌ polydepsipeptid˘ jako bioma-
teri·l˘ je transportnÌ systÈm lÈËiv˝ch l·tek pro ¯ÌzenÈ uvolÚo-
v·nÌ lÈËivÈ l·tky42. V tomto systÈmu je biodegradaËnÌ proces
soutÏûÌ mezi p˘sobenÌm esteras a proteas43,44. Z obecnÈho
hlediska jsou esterasy mÈnÏ selektivnÌ neû proteasy, peptidic-
k· vazba je v d˘sledku vedlejöÌch vazeb (Cα-zbytk˘) rozmani-
tÏjöÌ (sterickÈ z·brany, elektrostatickÈ interakce). Tato hle-
diska lze struËnÏ charakterizovat v z·kladnÌm rozdÏlenÌ pro-
teas na a) serinovÈ, b) aspart·tovÈ, c) SH-dependentnÌ, d)
metaloenzymy.  Proto je biodegradace polymer˘  a  zvl·ötÏ
kopolymer˘ striktnÏ pod¯Ìzena typu enzymu, ale i vestavÏn˝m
p¯Ìsluön˝m zbytk˘m hydroxykyselin a aminokyselin, takûe
biodegradace kopolymer˘ v z·vislosti na typu enzym˘ z·visÌ
na kvalitÏ monomer˘. Je pochopitelnÈ, ûe se zde uplatÚujÌ
rovnÏû konformaËnÌ vlivy na ötÏpenÌ kopolymeru.

Nap¯. pokusy degradace in vitro p˘sobenÌm proteas a es-
teras ukazujÌ pozoruhodnÏ odliönÈ chov·nÌ podle druhu
a p˘vodu enzymu. SniûujÌcÌ se aktivita v ¯adÏ papain>trypsin>
elastasa>thermolysin>pepsin>karboxypeptidasa A ukazuje na
menöÌ aktivitu esteras v z·vislosti na sloûenÌ depsipeptidu45.
Yoshida a spol.46 p¯ipravili polydepsipeptidy typu poly[(Ala)n-
-Glu(OEt)-Lac], kterÈ pouûili jako nosiËe agonisty releasing
faktoru luteinizaËnÌho hormonu (LH-RF) tzv. Luliberinu.

Snaha o ˙Ëinn˝ design DDS je velmi sledovanou oblastÌ
nov˝ch lÈËiv a toto ˙silÌ se promÌt· prakticky do vöech klinic-
k˝ch systÈm˘ (gastroenterologick˝, kardiovaskul·rnÌ, respi-
raËnÌ a nervov˝).

4 . 3 . J i n È

Depsipeptidy s postrannÌmi funkËnÌmi skupinami mohou
slouûit tÈû jako kyselÈ prekursory hydrol˝zy33. D·le byly
sledov·ny jako modelovÈ slouËeniny pro studie vztah˘ mezi
strukturou a rychlostÌ hydrol˝zy47, substr·ty proteolytick˝ch
enzym˘ ñ β-laktamas48,49 trypsinovÈ a chymotrypsinovÈ sub-
str·ty11,37,50a jako trypanocida51.

Pr·ce  byla  podpo¯ena grantem  UK  24/1998BCH/FaF
a MSM 111600001.
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J. Vinöov· (Faculty of Pharmacy, Charles University,
Hradec Kr·lovÈ): Morpholine-2,5-diones ñ Their Prepara-
tion and Exploitation

Morpholine-2,5-diones are depsipeptide analogues of cy-
clic dipeptides, derivatives of piperazine-2,5-diones. In con-
trast to cyclodipeptides, which are formed by spontaneous
cyclization, preparation of cyclodidepsipeptides is not easy.
Two main ways are used for cyclization of depsipeptides.
Cyclization by the formation of ester bond seems more effi-
cient than cyclization via the amide bond formation. The
review deals briefly with all known methods of syntheses of
morpholine-2,5-diones but attention is also paid to their bio-
logical activity. They are of great interest for biomedical
applications. Optically active morpholine-2,5-diones are used
as monomers for synthesis of biodegradable polymers, as
prodrugs of bioactive amino acids and, most recently, in drug
delivery systems.
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