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N-TRIMETISILIL AMINO ASIT ALKIL ESTERLER KULLANARAK
YEN! BiR YONTEMLE DIPEPTIT SENTEZI
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ankara Universilesi Fen Fakiillesi Biyokimya Anabilim Dal

Siuslafa AKFOYRAZ

Ankara Universitesi Fen Fakioltesi Organik Kimya Anabilim Dali
OZET

Bu gensmads, yenl bir dipeplil seniszi ybriemi araghrildi. Once, galigma igin gerekli
olan N-irimetilsitil aming astl alkit esterieri, N-karboksi amino asit anhidritler
(NCA) ve N-karbobisnzoksi amino asilieri {N-Cbz} ayn ayn sentezlendi. Bu agamadan
sonra, dipeplid seniazi iki ayn vintemle gergeklestinidi. Birinci ydniemde susuz
sarflarda N-trimelitsilil amino asit alkil esterleri tle, N-karboksi amino asit an-
hidritleri 0-2 °C ' de kuru benzen i¢inde reaksiyona schkutarak dipeptidier #'de edildi,
kinci ySntemde, M karbobenzoksi amino asit-fosfor oksiklorlir anhidrideri ile N-
trimatilsiti;, anunc  asit alkil esteslerinden gikdarak Irigtiiamin-letrahidrofuran
{THF) ortarminde reaksiyona sokularak N-Cbz dipeptid atkil esterleri elde edildi.

DIPEPTIDE SYMTHESIS BY A NEW METHOD USING
N-TRIMETHYLSILYL AMING ACID ALKYL ESTERS

SUMMARY

A aew method has been investigated for the dipeplide synthesis. Starling chemicals, i. e.
NArimetkylsityl amino acd alkyl esters. N-carbokxy amine acids, N-carboxy amino
acid anhvorides were syinthesized indiviculally in our laboralory. Dipeplide synthesis
was achieved wilh two methods. With the first method, N-trimethylsilyl amino acic
alkyl and N-carboksy amino acid anhydrides were reacled at 0-2 °C  in dry benzene.
With the second, N-carbobsnzoxy amine acid-phasphorus oxychloride anhydrides have
been pui into reaction with N-trimethytsilyl amino acid alkyl eslers in (rigthylamin-
tetrahydrofuran mediurn and N-carbobenzoxy amino acid dipeptide alkyl esters were
procuced.

1.GiRly

Peptidier biyolojik aktif maddeler clarak canlilarin temel birimle-
rini olusturmalart ve biyokimyasal etkintiklerinin fazla olmas:
nedeniyte bu konuda pek ¢ok galisma yapilmisthr {1,2,3,4,5). Peptid
molek(keri birbirlerine amit baglan He baglanmig amino asit zin-
cirlarinden olusur. Dedada oldudu gibi laboratuvariarda da dipeptid
sentezi amino asitlerle baslar. Bir amino asitin karboksil grubuyla,
diger amino asitin amino grubu amin baglan vererek dipeptid
olugturur. Reaksiyon, bir amino asitin amino grubunun ikinci bir
amino asit ile acillenmesina dayanir ve karbonil karbonu Uzerinde
bir nikkleotilik sibstitisyonu igerir. Bunun icin karbonil veya amino
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gruplarindan birinin daha etkin bir gekle dénisturiimesi gerekir.
Bunun en klasik o6rnegi karboksilik asitin asit Kkiorire
dénigtiiri'mesidir. Amino asitler, en az bir amino ve bir karboksil
gruby igecdiklerinden, karboksil grubu agilleyici, amino grubu da
aciliencr olarak fonksiyon gdsterir. Onlem alinmazsa bir ok yan
uridi. msydana gelebilir. Tek Oriin elde etmek ve istenmeyen yan
drinlerin olusumunu dnlemek igin, amino gruplarindan yani:z biri-
nin, kurboksii gruplarindan da yalmz birinin reaksiyona girmesi
gerekir. Diger karboksil ve amino gruplarinin_ korunmasi gerekmek-
tedir. Amino ve karboksil gruplarimi koruyucu pek gok sibstitient
kesfedilmis ve peptid sentezinde yeni ufuklar agiimigtir.

1.1. AMINO GRUPLARININ KORUNMASI

Bu iglem, amino gruplartnin nikleofillidini azaltan sdbstitientler
kullanarak gergeklestiritir, Bu amagla amino grubu agillenir. Bunun
igin en etkin grup karbobenzoksi (N-Cbz} grubudur (6). Diger alkoksi
karbonil gruplanna 6rnek olarak t-bitoksi karbonil (7) ve tritenil-
metil (8,9} gruplan verilebilir.

1.2. KARBOKSIL GRUPLARININ KORUNMASI

Bunun igin en yaygin yontem ester olusiurmaktir. En gok metil, etil,
benzil, p-nitrofenil, p-metcksibenzil, tersiyer b{til, siklo pentil ve
trimetilsilil esterleri kullanilmaktadir (10,11,12).

1.3. YAN ZINCIR GRUPLARININ KORUNMASI

Aspartik asit ve glutamik asit gibi iki karboksil grubu igeren amino
asitlerin her iki karboksil grubunun da korunmasi gerekir. Bunlar
genellikle esterlestirilerek korunurlar. Sisteinin tiyo grubunun da
peptid sentezi sirasinda korunmasi gerekmektedir. Bunun igin sis-
teinin Na tuzu, stvi amonyak iginde benzil klorlrle reaksiyona soku-
lur. Arginindeki guanidin grubu nitrolanarak, histidinin  imidazol
grubu da sicak amonyak iginde, benzil kloriirle reaksiyona sokutarak
korunur.

2. MATERYAL VE YONTEM

Dipeplid sentezi gerekli gikig maddeleri olan N-karboksi amino asit
anhidritlerinin {13,14,15), amino asit ester hidroklorirlerinin (16),
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N-karbobenzoksi amino asitlerin (11,12,17} ve elde edilen dipeptit
alkil esterierin erime noktalan tayini "Bachi" kapiler erime noktas:
cihazt kullamilarak yapilmistir. Erime ve kaynama noktalari
sardimiyla taminmasinda giglik gekilen maddelerin IR spekirum-
=i, "Hitachi 215" spektrofotometresi ile NaCl plakalan arasinda
veyn "Perkin Elmer 337" spektrofotometresi ile KBr disk yontemi
vyguianarak alinmistir. Bu galigmada iki ayrn ydéntemle dipeptit
sentezit yapilmighr.

2.1. NCA YONTEMI

Susuz sartlarda 0-2 °C' da N-karboksi amino asit anhidrit (NCA)
kullanarak yapilmigtir. Gene! yéntem soyledir. Iginde 10 ml kuru
benzen bulupan 50 ml'lik rodajii bir batona 0,1 molar N-
trimetilsilii amino asit alkit esteri konur. Devamh olarak
karistirilan gisteme egdeder miktarda NCA ilave edilir. Jel
kivamina geien bu kangima 30 ml etanol konur, 15 dakika daha
karigtinlar. Jel halindeki ham Urin vakumda konsantre edilip, 5 ml
1N NaOH ilave edilerek dipeptidin ester ucu hidroliz edilir (18).
Daha sonra noétrallesinceye kadar asetik asil ilave edilir ve tekrar
konsantre edildikten sonra uygun gozliclde kristatlendirifir.

2.2. FOSFOR OKSIKLORUR YONTEM}

250 ml'lik rodajli bir balona 50 ini susuz THF ve 0,05-0.01 Molar
N-karbobenzoksi amino asit {N-Chz) konur. Reaksiyon kabi -15 °C
‘e kadar socdutulur. Karisima %0,05-0,01 Motar trietilamin konur.
Daha sonra esdeder miktarda N-trimetilsilii amino asit alkil esteri
ile trietilaminin THF' daki g¢ozeltisi damla damia ilave edilir.
Sicaklik -10°C' da tutularak 20 dakika daha kanstinlir. Daha sonra
suyla iidroliz edilip, uygun kosullarda saflastirihr.

3. BULGULAR

Literatlir ve deneysel galigmalarimiza goére N-trimetilsilil (N-TMS)
amino asit tiirevleri uygun agilleyici bilesiklerle ¢ok kolay reak-
siyon veririler (18,19). Bu galismada N-TMS amino asit alkil ester-
leri yaninda iki yontemle dipeptit sentezi yapimistir. Birinci
yontemde susuz sartlarda NCA ve N-TMS amino asit alkil esterle-
rinden gikilarak iki dipeptit sentezlenmisgtir. Sonuglar gizelge 1' de
verilmigtir.
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Cizelyge |
Dipeptid E.n.(°C) E.n(°Clliv) verim (%)
L-Loucyl {¥igin 243 246 45
DL-tsr cuayl-glsin melil ester 176 180 e

FLDE EDILEN DIPEPTITLERIN SAFLASTIRILMASI

L-Leucyl -giisin: Elde edilen ham 0Orin 20 ml etil alko! ile
karishinhp siiziidi. 10 saat kristailenmek {(zere buziukta bekletil-
di. Trompta sizilip 2 kez etil asetatta kristallendiriidi ve 50 °C'da
etiivde korutuidu,

DLl.isoleucyl-glisin melil ¢ster: Jel halindeki ham (rin eterle
ekstrakie eadildikien sonra eter bubarlagtiniidi. Metil alkol-eter
karisimindan  tekrar kristallendirildi.

lkinci yéntemde N-TMS amino asit alkil esterlsrifosfor oksiklorir
yaniwia reakstyona sokularak N-Cbz dipeplid alkil esterleri elde
edildi. Sonuglar gizelge 2'de verilmistir.

Cizelpe 11

N-{’hz dipepud alkil ester Lo (°C) E.n.(°C/liL) verim (%)
Glisil-DL - alanin metil ester 72 172 65
Ciisil- Ot valin-metil ester 95 94 60
DL-alarit-glisin et ester 78 79 70
DL-vakl-DL-valin metil esler g4 86 82
DL-valil -glisin etil ester 142 141 75
L-fenilalanil-DL-meliyonin etil ester 93 96 80
Giisil-DL-tenilalanin etil ester 89 g2 82
Glisii-glisin metil esler 82 82 78
Glisit-DL-leucin etil ester 49 52 85
L-alanii-DL-atanin ell ester 110 112 65

ELDE EDILEN DIPEPTITLERIN SAFLASTIRILMASI
N-Cbz Glisil-DL-alanin melil ester: Ham Gr(in eterle ekstrakte

edildi. Eter su banyosunda uzaklastinhip, metii alkolden kristallen-
dirildi.
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N-Chz Glisil-DL-valin-metil ester: Yagimsi Urin etil asetatia
ekstrakte edildi. Etil asetat ugurulduktan sonra, Uriin eti! alkoiden
kristaltendirildi.

N-Cbz DL-Alanil-glisin etil ester: Sar renkli bir tabaka ha-
lindeki ham {iriin trompta sizilip, alkol-su kangimindan kristaign-
dirildi.

N-Cbz DL-valil-DL-valin metil ester: Beyaz renkli ham Orin,
trompta sizillip soduk suyla yikandi. Etil atkolden kristallendiriidi.

N-Chz DL-valil-glisin etil ester: Sari renkli yagims) ham Grln
glorle ekstrakte edilerek alindi. ki kez etil asetattan kristallendi-
rildi.

N-Cbz L-Fenilalanil-DL-metiyonin etil ester : Ham Uriln
eterle skstrakle edilerek alimip efil asetattan kristallendiriidi.

N-Cbz glisil-L- fenilalanil etil ester: Ya§umsi ham {rin 3 kez
etil asetattan ekstrakte edilip, sofuk suyla yikandi. Vakumda elil
asetal uzakiastinldiktan sonra petroleteri-benzenden kristaliendi-
rildi.

N-Cbz glisil-glisin metii ester: Beyaz renkli ham Griin trompta
siiziliip, soduk suyla yikandiktan sonra etil alkolden kristallendridi.

N-Cbz glisil-DL-leucin etil ester: Krem renkli yadims| Gran
etil asetat ile ekstrakte edildi. Goziicd ugurulup etil asetat-
petroleterinden kristallendirildi.

N-Chz L-alanil-DL-alanin etil ester: Sanmtirak kat haideki
ham iriin trompta sizildikten sonra soguk suyla yikand: ve 3 kez
etil asetaitan kristallendirildi.

4, SONUG VE TARTISMA
Kullandigimiz N-karboksi amino asit anhidritleri 6nemli agilleyici
bilesikler olduklarindan N-TMS amino asit alkil esterleriyle kolay-

ca reaksiyona girerek dipeptid tirevierini olugtururiar (18,18,20).
Reaksiyon mekanizmasi agagdidaki sekilde ylrimektedir.
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0~ RSI(CH ) benzen WHLO-0-5TY )y
L-Leuzin NA M-S ol isin
etil ester

(Ol Ch TR REOL-COH 4+ (Gl SIDGH + €0,
i, .
L Lewerl-glisin

Deneyse! bolimde kisaca verilen NCA yGnetimi diigik verimlidir ve
saflastirma islemterinde gesitli glglikler olmustur. L-Leucyl-
glisin %25 ve DL- izoleucy! glisin meti! esteri %35 gibi digik ve-
rimlerle elde edilmistir.Bunun en énemli nedeni hidroliz aninda ra-
semlenme sonucu yan Qriinlerin olugmasidir. NCA yontemiyle elde
edilen dipeptid turevindeki karboksi koruyucu grubunun dipeptitten
uzaklastinimasi igin bazik ortamda hidroliz yapimistir. Béyle bir
ortamda peptid yapisindaki asimetrik C atomundaki H iyonunun ko-
layca uzaklasti§t ve bunun sonucu olarak rasemik Urbnierin
olustugu literatirde belirtilmektedir (21). Aynca, dipeptidin saf-
lastirma iglemlerinin uzun oimas) ve en o&nemlisi kullaniian
NCA'larin ortamdaki eser miktardaki nemden bile etkilenerek poli-
peptid olusturmasi verimi dugtren faktdrlerdir. Leuchs anhidritler
de denilen NCA'lann anhidrit grubu nikleofilik hiicuma kargi gok
duyarhdir. Bunlar suiu ortamda kolayca hidrotizlenir.

R-CHLD {3~
PS04 hol ey M
w0/ Ni-CO0H

Bu sekilde olusan karbamik asit tiirevleri gok kararsizdir. Amino
asitleri olusturmak Gzere oda sicakliginda 002 kaybederler. Bunlar

da yeni bir nikieofil olarak hareket eder ve bu gekilde devam ederek
polipeptid olugur.

NCA yonteminde arzu edilen verime ulagilamayinca 2. bir ydntem
geligtiriidi. Bu y6ntemde N-Cbz amino asitier ile N-TMS amino asit
alkil esterieri fosfor oksiklorir yaninda reaksiyona sokularak N-
Cbz dipetid alkil esterleri elde ediimistir.
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H 0
{ foy  TF, (EtN
Che-I-CHCOH + C1,P 01— m—m—!wcu + (OO e
~—") ~0
| o,
c!’P\‘o

'
H-Chr glisn foefer gheidjueur
- ahtadrity

Olugsan N-Cbz glisin-fosfor oksikleriir anhidriti reaksiyon or-
tamindan alinmadan N-TMS-DL-fenilalanin etil esteri ile reaksiyo-
na sokulur.

Cha-H1-0H,-40 ok o ot

at™ TiF, &Y P
M4 s ——ﬁ—y u,z—m-m,{f + A0 €l -—-—i—;
0’ ~e I ot OO Sit0lyly
SitCyly : ey
1~y HERTTY
-85~ - fenyialanin 8|

el1l eateri

: S
CCrREOLCOM QOGRS WP,

L4 olani1-P- Tenyielsnn
elel eslery

Ara urinde goOrild0gu gibi anhidritteki C ve P arasindaki O
kdprisindeki elektron bulutunun Si Uzerine kaymasi sonucu karbonil
karbonundaki elektron yogunlugu iyice azahr. Bu olay peptid
olusumunu hiziancinir. Reaksiyon sonunda ortama su ilave editerek,
yan irdn olusumuna meydan veriimeden trimetil siloksan ve fosfo-
rik asit kolayca aynhr.

Bu ydntem, birinci yénteme (NCA ile N-TMS amino asit alkil ester-

lerinden dipeptid sentezi} gdre daha basarihidir. Bunun sonucu ola-
rak g¢izelge 2'de gosterildigi gibi verimler oldukga yiksektir.
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