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Peptides de I’acide djenkolique. I. Quelques dérivés symétriques
et dissymétriques de I’acide djenkolique

BERNARD MARINIER ET PENIO PENEV
Research Laboratories, Frank W. Horner Limited, Montréal, Québec
Regu le 17 janvier 1967

La préparation de trois dérivés pouvant servir & la synthése de peptides symétriques de
I'acide djenkolique est rapportée; il s’agit du djenkolate de diéthyle, de I’acide dicarbo-
benzoxy-djenkolique et de la dicarbobenzoxy-djenkolyl-dihydrazide. Les diesters éthylique et
méthylique de I'acide monocarbobenzoxy-djenkolique ont été préparés et peuvent servir a
la syntheése de peptides partiellement dissymétriques. Finalement, trois des quatre groupes
fonctionnels de l'acide djenkolique ont été protégés par trois groupements protecteurs
différents, de sorte que le dérivé obtenu constitute le point de départ de peptides totalement

dissymétriques.

Canadian Journal of Chemistry. Volume 45, 1253 (1967)

L’acide djenkolique ou (méthylénedi-
thio)-3,3’ dialanine fut isolé des féves
djenkoles (Pithecolobium lobatum) par van
Veen et Hyman (1) en 1933 et sa structure
(I) déterminée par les miémes chercheurs
deux ans plus tard (2). Du Vigneaud et ses
collaborateurs synthétisérent cet acide
aminé deux fois (3, 4) de méme que la di-
hydantoine et le dérivé dibenzoylé corres-
pondants. Depuis, seul le diester éthylique
a été décrit (5).

I nous a semblé intéressant d’entre-
prendre la synthése de quelques peptides
de cet acide aminé naturel, qui a une
structure trés voisine de celle de la cystine
mais qui est considérablement plus-stable.

L’acide djenkolique est, en effet, le mer- -

captal de la cystéine avec la formaldéhyde
de sorte que les échanges de disulfures que
I'on rencontre si souvent avec la cystine
(6-10) ne se produisent pas et la prépara-
tion de dérivés dissymétriques et de pep-
tides dissymétriques devient alors possible.
Cette publication rapporte la synthése de
quelques dérivés symétriques et dissymé-
triques de 'acide djenkolique.

L’acide dicarbobenzoxy-djenkolique (II)
a été préparé selon la méthode habituelle
avec un rendement de 949,. Ce produit fut
ensuite estérifié par 1'éthanol absolu et
HCl sec sans chauffage pour donner le
dicarbobenzoxy-djenkolate de diéthyle (I11)
avec un rendement de 759,. Le méme
diester fut obtenu avec un rendement de
639, en traitant le dichlorhydrate du

djenkolate de diéthyle (IV) par le chlorure
de carbobenzoxy dans un mélange NaOH—
Na,CO3;—CHCI;. L’hydrazine réagit facile-
ment avec III pour donner le dihydrazide
V. Le diester IV, le diacide II et le dihydra-
zide V sont trois dérivés symétriques qui
peuvent étre utilisés pour la préparation de
peptides symétriques ayant l'acide djen-
kolique comme reste C-terminal ou N-
terminal.

La synthése d’'un peptide dissymétrique
exige la protection des groupes fonctionels
de l'acide djenkolique par des groupements
protecteurs différents, de fagon & pouvoir
enleverl'un ou l'autre sélectivement.

Un groupe carbobenzoxy fut d’abord
introduit sur la molécule selon une modifi-
cation de la méthode de Rydon et Serrdo
(11) pour la préparation de la monocarbo-
benzoxy-cystine. Nous avons en effet trouvé
que si 1.7 moles de chlorure de carbo-
benzoxy réagissait avec 1 mole d’acide
djenkolique, tel que décrit par ces auteurs,
on n’obtenait presqu’exclusivement de
I'acide dicarbobenzoxy-djenkolique (II) et
un peu de produit de départ. Une étude
compléte nous a montré qu'un rendement
maximum de 259%, en acide monocarbo-
benzoxy-djenkolique (VI) pouvait &tre
obtenu en utilisant 0.6 mole de réactif
pour 1 mole d’acide djenkolique.

Ce premier dérivé partiellement dis-
symétrique fut traité par le phosgéne a
40° et donna le N-carboxyanhydride VII
sous forme d’huile jaune pile, montrant &
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I'infrarouge les bandes caractéristiques deé
N-carboxyanhydrides (12) & 1 785 et 1 860
cm~! en plus de I'absorption & 1715 cm™

(C=0 d’acide). La réaction de I'éthanol -

absolu en milieu chlorhydrique avec ce
produit conduisit au chlorhydrate du mono-
carbobenzoxy-djenkolate de diéthyle (VIII)
avec un rendement plutdt faible (34%),
ce qui indiquait la possibilité de préparer le

monoester IX en ajustant les conditions de

la réaction. Le diester VIII fut préparé

directement du dérivé VI avec un rende-

ment de 709 ; il peut servir a la préparation
de peptides partiellement dissymétriques.
Le monoester IX fut obtenu non pas en
réduisant la durée de la réaction mais en
utilisant la quantité théorique d’éthanol
absolu dans I'éther anhydre en milieu
chlorhydrique. Malheureusement, cet ester
trés hygroscopique ne put étre cristallisé et
on l'identifia griAce & son spectre infra-
rouge, identique & celui du monoester
benzylique correspondant X préparé par
réaction de I’anhydride VII avec un excés
d’alcool benzylique dans I'éther anhydre
en présence de HCI sec. On sait que, dans
ces conditions, il est difficile d’estérifier un
groupe COOH mais que les N-carboxy-
anhydrides donnent les esters benzyliques
(13, 14). Les spectres infrarouges des mono-
esters IX et X sont trés différents de celui
du diester éthylique VIII. Le monoester

benzylique X, lui aussi trés hygroscopique,
ne put étre purifié par cristallisation, et les
esters libres provenant de IX et de X se
présentérent sous forme de gommes jaunes
incristallisables.

Le chlorhydrate du monocarbobenzoxy-
djenkolate de diméthyle (XI) fut préparé
selon la méthode de Rachele (15), utilisant
le diméthoxy-2,2 propane et I'acide chlor-
hydrique; il peut lui aussi-étre utilisé pour
‘la préparation de peptides partiellement dis-
symétriques. Ce diester fut ensuite tritylé,
mais le composé tritylé ne cristallisa pas et
la saponification de l'ester en « du groupe
carbobenzoxy donna un produit impossible
4 isoler & cause de la formation d’émulsions
trés stables. L’hydrazinolyse du dérivé
tritylé XII s’accomplit facilement sans
donner cependant de produit cristallisé.
Des chromatographies sur couche mince de
silicagel (Eastman Chromagram Sheet) indi-
quérent que le rendement de ces réactions
était pratiquement quantitatif, ce qui
permit d’attribuer au groupe trityle les
difficultés rencontrées dans la purification
des produits. Par conséquent, on élimina
immédiatement ce groupe de I'hydrazide
XIII par hydrolyse avec HCl dans le
méthanol et l'on obtint le dichlorhydrate
du méthylénedithio-3,3’ (N-carbobenzoxy-
alanyl-hydrazide) (alaninate de méthyle)
(X1IV). Ce dérivé porte trois groupements
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protecteurs différents et constitue le point
de départ des peptides totalement dis-
symétriques de I'acide djenkolique.

PARTIE EXPERIMENTALE

Les points de fusion ne sont pas corrigés et furent
déterminés en tubes capillaires avec un appareil
électrique de marque Gallenkamp. Les analyses
furent effectuées par le Dr. C. Daesslé, Organic
Microanalysis, 5757 rue Decelles, Montréal. Les
échantillons furent d’'abord séchés a 60-100° sous
0.1 mm de Hg durant au moins 8 h.,

Acide djenkolique (I)

11 fut préparé selon Armstrong et du Vigneaud (4)
3 partir de la L-cystéine et de la formaldéhyde dans
HCl 6 N. Le produit n’a pas de point de fusion
défini mais se décompose entre 300 et 350°, [a]p?-®
—60° (¢, 1 dans HC1 1 N) (litt. (4) [a]p®5 —65°
(¢,1dans HCI1 N)).

Acide dicarbobenzoxy-djenkolique (I11)
On dissout 2.54 g (0.01 mole) d’acide djenkolique
dans 25 ml de NaOH 1 N. On refroidit la solution &

0° et on ajoute sous bonne agitation 3.4g (0.02
mole) de chlorure de carbobenzoxy durant % h. De
temps & autre, on ajoute NaOH 1 N par petites
portions (35 ml en tout) pour maintenir le mélange
réactionnel basique & la phénolphtaléine. On con-
tinue I'agitation & 0° durant 1.5 h, puis & tempéra-
ture ambiante durant 1.5 h et on acidifie avec HC1
concentré jusqu'a virage du Congo rouge. On
extrait le produit 2 fois avec 20 ml d’acétate d’éthyle,
séche la solution organique sur Na.SO4 et évapore
sous vide. On obtient 5.1 g d’huile qu’on cristallise
dans un mélange tétrahydrofuranne — éther de
pétrole, d’oti 'on retire 4.9 g (949,) de solide blanc,
p.f. 71-72° [a]p® —73° (¢, 1 dans diméthylform-
amide). L’échantillon analytique fond & 72-73.5° et
retient environ 1 mole de tétrahydrofuranne. Apres
séchage 4 55-60° sous 0.01 mm durant 8 h, le point
de fusion atteint 80-82.5°.

Anal. Calc. pour Ca3H26N:OsS.: C, 52.86; H,
5.01; N, 5.36; S, 12.27. Trouvé: C, 52.60; H, 5.25;
N, 5.53;S,12.35.

Dichlorhydrate du djenkolate de diéthyle (I1V)
On met 5 g (0.02 mole) d’acide djenkolique en
suspension dans 50 ml d’éthanol absolu et on sature
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avec HCI sec durant 3 h. On chauffe ensuite la
solution a reflux durant 2 h et on évapore le solvant
sous vide. Le solide résiduel est recristallisé dans
EtOH absolu, d’ou l'on retire 7 g de cristaux (93%,),
p.f. 171-173° [a]p® —40° (¢, 1 dans diméthyl-
formamide). La littérature rapporte p.f. 170-172° (5).

Dicarbobenzoxy-djenkolate de diéthyle (111)

(a) A partir du diester IV

On dissout 5.35 g (0.014 mole) du diester IV dans
70 ml de CHCI; et on ajoute 15 ml de NaOH 1 N.
On refroidit ce mélange dans un bain de glace et de
sel, et sous bonne agitation on ajoute goutte 2
goutte 4 I'aide de deux ampoules 5 g (0.029 mole) de
chlorure de carbobenzoxy et 10 ml d’une solution de
Na2CO; 20%. Apres cette addition, qui dure % h, on
poursuit 'agitation durant 2 h 4 température am-
biante. On sépare la couche chloroformique, on la
seéche sur NasSO4 et on évapore le chloroforme sous
vide. Le solide obtenu (8 g, 1009,) est recristallisé
dans 'alcool absolu et donne 5.1 g (639,) de cristaux,
p.f. 85-87.5°% [a]p?® —63° (¢, 1 dans diméthylform-
amide). Un échantillon est recristallisé 4 fois pour
analyse et fond & 87-88°.

Anal. Calc. pour CzH3N:0sS,: C, 56.04; H,
5.92; N, 4.83; S, 11.08. Trouvé: C, 55.71; H, 5.76;
N, 4.91; S, 11.20.

(b) A partir du dérivé dicarbobenzoxy IT

On dissout 3.64 g d’acide dicarbobenzoxy-

djenkolique dans 10 ml d’éthanol absolu et on ajoute —

A cette solution 10 ml d’éthanol absolu saturé avec
HCl sec. La solution est laissée au repos durant 23 h,
pendant lesquelles le produit cristallise partielle-
ment. On évapore le solvant sous vide et redissout le
résidu solide dans EtOH absolu. On obtient ainsi 3 g
(75%) de cristaux, p.f. 87-88°, sans dépression avec
le produit obtenu en méthode qa, [a]p® —61° (¢, 1
dans dlméthylformamlde)

Dwarbobenzoxy—djenkolyl dihydrazide ( V)

On dissout 4 chaud 1.156 g (0.002 mole) - de

dicarbobenzoxy-djenkolate de diéthyle dans 8 ml
d’éthanol absolu et on ajoute & la solution tiede
0.68 ml (5 équivalents) de NoH,4 959%,. On laisse la
solution au repos a température ambiante et, aprés
1 h, le dihydrazide commence & précipiter. Apres 20
h, on filtre le produit, 1.1 g (100%)), p.f. 157-159°.
La recristallisation dans EtOH absolu donne 0.9 g
(82%), p.f. 159-61°, [a]p?® —44° (¢, 1 dans diméthyl-
formamide). L’échantillon analytique fond a 161-
162°.

Anal. Calc. pour Co3H3NeOeS2: C, 50.18; H,
5.49; N, 15.26; S, 11.64. Trouvé: C, 50.33; H, 5.60;
N, 15.53; S, 11.93.

Chlorhydrate de I'acide monocarbobenzoxy-djenkolique
(VI)

On dissout 10.2 g (0.04 mole) d’acide djenkolique
dans 104 ml de NaOH 1 N et on refroidit la solution
a 0° dans un bain de glace. On ajoute goutte & goutte
durant 30 min et sous bonne agitation 4.08 g (0.024
mole) de chlorure de carbobenzoxy. On poursuit
I'agitation durant 2 h 3 0° et durant 2 h 4 tempéra-
ture ambiante, puis on lave la solution 2 fois avec

50 ml d’éther, acidifie avec HCI 6 N jusqu'a pH
5.8 et laisse reposer durant 1 h & 0° On filtre sous
vide I'acide djenkolique qui précipite: 4.7 g (46%,).

Le filtrat, qui contient un mélange d’acides mono-
et di-carbobenzoxy-djenkolique, est acidifié avec
HCI 6 N jusqu'a pH 2.5 et laissé au réfrigérateur
durant 16 h. Le solide qui précipite est filtré et
séché dans un dessicateur, puis il est extrait 2 fois
avec 50 ml d’acétate d’éthyle bouillant. La solution
d’acétate d'éthyle contenant I'acide dicarbobenzoxy-
djenkolique est évaporée sous vide et le résidu est
recristallisé dans un mélange tétrahydrofuranne —
éther de pétrole pour donner 2.15g (10%) de produit,
p.f. 70-72°,

Le composé insoluble dans I'acétate d’éthyle est
le chlorhydrate de I'acide monocarbobenzoxy-
djenkolique, qui fond & 158-159°. Une recristallisa-
tion dans l'eau donne 4.21 g (25%) de produit, p.f.
163-164°, [a]p® —31° (¢, 1 dans diméthylforma-
mide). L’échantillon analytique fond & 164-166°.

Anal. Calc. pour CmHz;NzOeSzCl: C, 4239, H,
4.98; N, 6.59; S, 15.09. Trouvé: C, 42.84; H, 5.00;
N, 6.74; S, 14.68.

Chlorhydrate du monocarbobenzoxy-djenkolate de
diéthyle (VIII)
(a) Viale N-carboxyanhydride VII
On met 1 g du chlorhydrate de I’acide monocarbo-
benzoxy-djenkolique en suspension dans 40 ml de
dioxane sec et on fait passer un courant de phosgéne

“dans cette suspension maintenue & 35-45°. Le pro-

duit se dissout aprés quelques minutes et 'addition
de phosgene est continuée durant 6 h. La solution
est agitée sous condition anhydre durant toute la
nuit, puis I'excés de phosgene est chassé par un
courant d’azote sec durant 2 h et le dioxane est éva-
poré sous vide. L’huile jaune résiduelle montre a

_ l'infrarouge des bandes & 1 860 et 1 785 cm™, carac-

‘téristiques des anhydrides, et une bande a 1715
em™! (C=0 d’acide carboxylique).

Cette huile est dissoute dans 15 ml d’éthanol
absolu saturé avec HCl sec et la solution laissée au
repos durant 16 h. L’éthanol est ensuite évaporé
sous vide et I'on obtient un solide brun pale trés
collant qu’on recristallise plusieurs fois dans EtOH
absolu. On obtient 0.39 g (34%) de cristaux, p.f.
134.5-135°% [alp® —62° (¢, 0.97 dans diméthyl-
formamide), montrant & l'infrarouge des bandes a
1687,1745et1 760 cm™.

Anal. Calc. pour C;sH2N:06S.Cl: C, 47.43; H,
6.07; N, 5.82; S, 13.33; équivalent de neutralisation
481. Trouvé: C, 47.46; H, 6.17; N, 5.70; S, 13.46;
équivalent de neutralisation 478.

(b) A partir de I'acide monocarbobenzoxy-djenkoli-
que (VI)

On met 4.25 g (0.91 mole) de chlorhydrate de
I'acide monocarbobenzoxy-djenkolique en suspen-
sion dans 50 ml d’éthanol absolu et on ajoute 50 ml
d’éthanol absolu saturé avec HCl sec. La solution est
agitée toute la nuit & température ambiante, puis le
solvant est évaporé sous vide et le résidu cristallisé
dans EtOH absolu. On obtient 3.38 g (709,) de
cristaux, p.f. 134.5°, sans dépression avec le produit
préparé en méthode a.
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Chlorhydrate du monocarbobenzoxy-djenkolate de
monoéthyle (I1X)

On met 0.25 g du chlorhydrate de 'acide mono-
carbobenzoxy-djenkolique dans 10 ml de dioxane
sec et on sature la suspension avec COCl; & 40°
durant 2 h. L’exceés de COCl; est chassé avec N,
sec durant 1 h, puis le dioxane est évaporé pour
donner une huile jaune pale montrant les bandes
caractéristiques du N-carboxyanhydride dans I'infra-
rouge. L’anhydride est dissoute dans 2.5 ml d’éther
sec, on ajoute 0.035 ml de EtOH absolu (0.027 g ou
1 équivalent) et on fait passer HCl sec dans la solu-
tion refroidie & 0° pendant 3 min. On laisse au repos
durant 18 h et une huile précipite. L’éther est
évaporé sous vide et le résidu semi-solide est trituré
plusieurs fois dans l'acétate d’éthyle, ce solvant
étant évaporé sous vide apres chaque trituration. On
obtient ainsi un solide couleur créme, collant et tres
hygroscopique qu’on ne parvient pas a recristalliser.
Son spectre infrarouge montre une bande OH treés
large et trés forte (COOH et H;0), une bande de
carbonyle également trés forte & 1 740 cm™ tandis
que les bandes d’anhydride & 1 860 et 1780 cm™!
sont tres faibles. Ce spectre est identique & celui du
monoester benzylique X sauf en ce qui a trait aux
faibles bandes d’anhydride.

Chlorhydrate du monocarbobenzoxy-djenkolate de
monobenzyle (X)

On met 0.5 g du chlorhydrate de 1'acide mono-
carbobenzoxy-djenkolique dans 20 ml de dioxane et
on sature cette suspension avec COCl, & 35-45°
durant 6 h; le produit se dissout aprés quelques
minutes. L’agitation est poursuivie & température
ambiante sous condition anhydre durant toute la

nuit, puis I'exces de COCl; est chassé par un courant"

d’azote sec et le solvant est évaporé sous vide & une
température inférieure & 35°. L’huile obtenue est
dissoute dans 10 ml.d'éther anhydre, on ajoute 0.5 g
(4 équivalents) d’alcool benzylique, on sature la

solution & 0° avec HCl sec et on laisse reposer le tout’

3 température ambiante durant 22 h. On évapore
ensuite 1'éther sous vide ordinaire puis ['alcool
benzylique sous vide poussé. On obtient une huile
impossible & cristalliser et montrant a l'infrarouge
une bande trés forte & 1745 cm™; aucune bande
n'apparaita 1 860 et1785cm™.

Chlorhydrate du monocarbobenzoxy-djenkolate de di-
méthyle (XI)

On met 6.37 g (0.015 mole) du chlorhydrate de
’acide monocarbobenzoxy-djenkolique en suspension
dans 150 ml de diméthoxy-2,2 propane et on ajoute
15 ml de HCI concentré. Le solide se dissout et la
solution est laissée au repos 4 température ambiante
durant 16 h; elle devient noire. Le solvant est évaporé
sous vide et les dernitres traces sont enlevées par
addition d’un peu de MeOH et évaporation sous
vide. Le solide obtenu est cristallisé dans MeOH—-
éther: 5.71 g (85%), p.f. 138.5-140° [a]p® —61°
(¢, 1 dans diméthylformamide). Aprés plusieurs
cristallisations, 1’échantillon analytique fond a
140-141°.

Anal. Calc. pour CnstNzOeSzCl! C, 4:507, H,

5.56; N, 6.18; S, 14.17. Trouvé: C, 44.85; H, 5.52;
N, 6.39; S, 14.46.

Dichlorhydrate du méthylénedithio-3,3" ( N-carbo-
benzoxy-alanyl-hydrazide) (alaninate de méthyle)
(XIV)

On met 4.5 g (0.01 mole) du chlorhydrate du
monocarbobenzoxy-djenkolate de diméthyle en sus-
pension dans 30 ml de chloroforme sec et on le
dissout en ajoutant 3.3 ml (2.3 équivalents) de
triéthylamine séche. On refroidit la solution dans la
glace et on ajoute par petites portions durant 30 min
et sous bonne agitation 3.34 g (1.2 équivalents) de
chlorure de trityle. On laisse la solution au repos a
température ambiante durant 4 h, aprés lesquelles
une chromatographie sur couche mince! indique une
réaction complete. On ajoute 100 ml de chloroforme,
lave 3 fois avec 60 ml d’eau, séche la solution chloro-
formique sur Na»SO4 et évapore sous vide. On obtient
7.2 g d’huile jaune pale.

Cette huile est dissoute dans 60 ml de MeOH avec
léger chauffage et on ajoute & la solution tiéde 1.66
ml (1.6 g ou 5 équivalents) de N.H4 959%,. La solu-
tion est laissée au repos a4 température ambiante
durant 18 h, alors qu'une chromatographie sur
couche mince indique une réaction complete. La
solution est évaporée sous vide et le résidu huileux
débarrassé de 'exces d’hydrazine par trois ou quatre
additions de benzéne suivies d’évaporations sous
vide. Le résidu est ensuite séché sous 0.01 mm en
présence de H»SO, concentré durant 2 jours afin
d’enlever les derniéres traces de N:Hs; on obtient
un solide incolore pesant 7.2 g ayant p.f. 65-75°.

On dissout le solide dans 100 ml de MeOH et on
ajoute 50 ml de MeOH saturé avec HCI sec; la
solution devient immédiatement jaune. Aprés 1 h
3 température ambiante, on évapore- le méthanol
sous vide et on seche le résidu solide jaune sous vide
(7-8 mm) en présence de NaOH durant 2 h. Ce
résidu solide pesant 9 g est ensuite trituré 5 fois avec
40 ml d’éther bouillant. Les solutions éthérées
obtenues par décantation sont réunies et I'éther est
évaporé sous vide, laissant un résidu de trityl méthyl
éther qu’on recristallise dans MeOH: 2.5 g (76%),
p.f. 82-83°. Le solide obtenu apres décantation de
I’éther est recristallisé dans MeOH — éther anhydre
et donne 4 g (82%) de dérivé dissymétrique X1V,
p.f. 162-163°, [a]p® —46° (¢, 1 dans diméthyl-
formamide). Un échantillon analytique fondant a
164-165° est obtenu apreés plusieurs cristallisations.

Anal. Calc. pour C15H25N4O552C12: C, 3926,
H, 5.35; N, 11.45; S, 13.10; équivalent de neutralisa-

tion 244.7. Trouvé: C, 39.39; H, 5.17; N, 11.18; S,

13.42; équivalent de neutralisation 246.6.
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