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NOUVEAUX AGENTS RADIOPROTECTEURS AYANT UNE STRUCTURE AMINO-THIOAIKYLE ET

PROCEDE POUR LEUR PREPARATION

-

Les radioprotecteurs représentent une classe
de composés particuliérement étudiés dans la littéra-
ture et caractérisés, pour la plupart d'entre eux, par
la présence d'une fonction SH ou d'un de ses blo- -
précurseurs. ’

Le principal mode d'action de ces composés
est 1ié & la capacité présentée par le groupement thiol
de piéger les radicaux libres induits intracellulaire-
ment par les radiations de diverse nature, empéchant
ainsi des dommages permanents dans les cellules.

Une structure type, des plus étudiées, est
celle de la cystéamine (ou MEA) (1) :

NH,=CH,-CH,-SH MM

et le radioprotecteur actuellement le plus actif est un
dérivé de la cystéamine de structure (2) : le WR 2721

%
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0
f
Nﬂg-(CHé)B-NH-CHa-GHZ-S-?-OH (2)
0d

Ce composé est substitué du c8té N terminal N
de la cystéamine par une chaine aminoalkyle et du cdté
S terminal par une fonction phosphorothioate qui pré-
sente le double avantage de conférer une bonne solubili-

&

té aqueuse a la molécule et de protéger dans un premier
stade la fonction thiol qui peut &tre libérée "in situ"
par action des phosphatases ou méme par hydrolyse.

7 En général, les radioprotecteurs conduisent
a4 une protection non sélective des cellules, qu'elles
soient saines ou malignes (par exemple la cystéamine,
la cystéine, etc.)e.

Or, le WR 2721 posséde la propriété remar-
quable de protéger sélectivement les tissus normaux
contre les dommages induits par les radiations tout en
laissant les tumeurs solides supporter seules l'effet
des radiations. '

En d'autres termes, cette drogue se concentre
sélectivement dans les cellules saines et non dans les
cellules cancéreuses. L'origine de cette sélectivité
n'est pas encore fermement établie.

Quoiqu'il en soit, l'intérét de cette nou-
velle classe de radioprotecteurs sélectifs est trés
importante de par leur utilisation potentielle en radio-
-thérapie, ce qui permettrait de diminuer le nombre de
cancers induits.

Il semblerait aussi que le WR 2721 puisse
exercer un effet protecteur sélectif lors des chimiothé-
rapies avec des drogues alkylantes telles que le cis=-
platine, le cyclophosphamide et les moutardes & l'azote.
De plus, ce composé est le premier radioprotecteur ap-
prouvé par la FDA et il a fait l'objet d'études phase I
tant aux Etats-Unis d'Amérique qu'au Japon.

£
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La présente invention concerne des dérivés de
la cystéamine qui présentent un bon pouvoir radioprotec-
teur sélectif et dont certains sont des inducteurs d'in-

terféron.
Les composés selon la présente invention cor-

respondent & la formule :
R,!-CO--Y-/A/—Y'—R2

dans laquelle Y et Y' représentent l'un -S- et 1l'autre
-NRB-'
Plus particuliérement. les composés selon la

présente invention correspondent 4 la formule Ia ou Ib :

R,X—CO-NR3

R,-CO-8-/A/-NR5-R, (Iv)

dans lesquelles R, est un radical correspondant & un
amino-acide ou un di ou tripseudopeptide R -COOH,
/A/ est un radical alkylene en C2 ou 03 qui peut étre
substitué par un ou plusieurs radicaux alcoyles en C1 a
C5’ un radical hydroxy libre ou estérifié, hydroxycarbo-
nyle libre ou estérifid ou radical -COR dans lequel R
est un radical amino ou -NH-uHa-boa-H 32 est un radi-
cal protecteur de la fonction thiol qui libere la fonc-
tion thiol "in viwvo", 33 est 1'hydrogéne ou un radical
alkyléne en C, a C3 ou, relié au groupement R2, forme
un cycle protecteur de la fonction thiol.

L'invention concerne également les sels de
ces composés avec des acides pharmaceutiquement accep-

tables.

--/A/-S-R2 (Ia)

Parmi les aminoacides de formule R1-COOH, il
faut citer ceux dans lesquels R1 est un radical alcoyl=-
-amino en C4 a C7 droit ou ramifié, en particulier en
C1 a C4 tel que les dérivés de l'alanine, de la glycine
et de la sarcosine ainsi que les dérivés alkyles subs-
titués sur l'amine. Le radical R, peut également prove-

nir d'un di ou tripseudopeptide, par "pseudopeptide" on
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entend désigner un enchalnement de 2 ou 3 acides aminés
naturels ou non, tels que ceux définis précédemment,
par exemple un enchainement gly-gly ou ala-gly.

R, est défini comme un radical protecteur de
la fonction thiol, ceci est vrai au sens propre dans le
cas des composés (Ia), mais pour les composés (Ib) qui
sont des dérivés symétriques de (Ia), il s'agit 1la d'une
définition fonctionnelle puisque R2 n'est pas sur un
atome de soufre mais sur une fonction aminée, néanmoins
les essais ont montré que les deux types dercomposés,
(Ia) et (Ib) présentaient des propriétés voisines.

Parmi les radicaux RE’ on peut envisager di=-
vers types de radicaux suivant la nature de la réaction
qui va libérer la fonction thiol :
soit par transposition 8 ——=N,
par exemple : '

Rq-CO-NH-CHa-CHE-S-CR5(=R4)-—?31—CO—N(RQR5)—CH2-CH2-S-H

ol &, = O, S, NH, N(C,-C,)alkyle, Rg = H, Cq-Cy alkyle,
aryle substitué ou non, NH,, SH ;

soit par une activation bioréductrice d'un pont disul-
fure, par exemple : '

R,‘ -CO-NH-CHE-CHE-IS —> R

R6-S

~C0-NH-CH,-CH,-SH + R

5=CHy &Sl

1

R pouvant &8tre une chaine R7-CO-N33-/A/, clest-a-dire
que le composé peut &tre un dérivé de la cyst a mine, ou
bien un radical aryle ou 01—07-alkyle non substitué ou
substitué;

soit par hydrolyse enzymatique ou non, dans ce cas :

Ry = SOBH ou P03H2 ou alcanoyloxy en C, a C7 :

~enfin, le groupement thiol peut &tre masqué par inclu=-

sion dans une structure cyclique de type thiazolique,
soit :

w0

8
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N/A\ R CO—+N/A\S
g7 g Y

ou R' = H, C,‘-C,?-alkyle, aryle, NH,,
R" H, 01-07-alkyle, aryle.
La plupart de ces composés possédant des
atomes d'azote basique peuvent &tre préparés sous forme
de sels quaternaires. L'anion utilisé X~ étant de na=-

ture diverse , par exemple : Br , Cl~, CF5002-,
CHB'CeHA‘SOB- R CH3C02' .

Parmi les radicaux aryles mentionnés, il faut
citer les radicaux aryles monocycliques, notamment le
radical phényle qui peut &tre substitué par un ou plu-
sieurs atomes d'halogéne notamment le chlore, par un
ou plusieurs radicaux C1-Ca-alkyle ou hydroxy.

‘Parmi les composés préférés de la présente

invention, il faut citer les composés de formule :

R -NH—alk,]-(C=0)-NH-alk2-S-(C=O)-alk3

7
et

R --NH-alk1-(C=O)-S-alk2-NH-(C=O)-alk3

7

dans lesquelles R7 est H ou un radical alkyle en C, a
05, alk, est une chaine alkyléne droite ou ramifiée en
Cy a 07, alk, est une chaine éthylényl ou propylényl
portant un ou plusieurs radicaux méthyl ou hydroxy li-
bre ou estérifié, alk3 est un radical 01-07-alkyle non
substitué ou substitué par un ou plusieurs atomes de
chlore, et notamment :

la glycyl-N-(S-acétyl)-cystéamine,

la Le-alanyl-N-(S-acétyl)-cystéamine,

la ¥ -aminobutyryl-N-(S-acétyl)-cystéamine,

la glycyl-N-(S-dichloroacétyl)-cystéamine,
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le glycylamino=-2-diméthyl-2,2-thioacétyl-1-éthane I 108,
le glycylamino-3-acétoxy-2-thiocacétyl-1-propane I 111,
le glycyl-N[(méthyl-a-acétylmercapto-2-éthyl]-amide

I 118,
la sarcosyl-N-(S-acétyl)-cystéamine I 123,
le glycylthio=-2-diméthyl-1,1-acétamido-1-éthane I 107,
la. glycyl-S=(N-acétyl)-cystéamine I 114,
ainsi que les sels d'ammonium quaternaires correspon-
dants,
ainsi que les composés de formule :

fg
RB-NH-alk1-(C:O)-NH-alka-S

dans lacuelle RB est H ou un radical alkyle en C, a 03,
alk, est une chaine alkylényl droite ou ramifiée en C,

a C7 et alk, est une chaine éthylényl ou propylényl
portant un ou plusieurs radicaux méthyl ou hydroxy libre
ou estérifié, et notamment :

la diglycyl-N,N'-cystamine,

la di-L-alanyl-N,N'-cystamine,

-NH-alkq-(C=O)—NH-alk2—?

le di=Y¥~-aminobutyryl-N,N'-cystamine,

le di-(glycylamino=-3=-acétoxy-2-propyl)-1,2 disulfure
1 110,

la di-sarcosyl-N,N'-cystamine I 124,

ainsi que les sels d'ammonium quaternaires correspon=-

dants.

' Les composés des formules précédentes sont
également intéressants lorsque R7 ou Rg représente le
radical d'un acide aminé ou d'un dipeptide, en particu-
lier lorsque R7 ou R8 représente -NHZ-alk4-§- ou

0
NHa-alks-ﬁ-NH-alk4-g-'par exemple alk, et alk5 étant
0 0 '
des radicaux alkyléne droit ou ramifié en C, a C7 de
préférence en c, & Cppe

‘&

5
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Parmi ces composés il faut citer :
la di-glycylglycyl-N,N'-cystamine I 1o,
la glyeylglycyl-N-(S-acétyl)-cystéamine I 109,
Parmi les autres composés intéressants, on

peut citer les composés de formule :

R7-NH-alk1-(C=0)--NH-alke-S-R9
dans laguelle R7, alk, et alk2 ont les significations
données précédemment et R9 est %-NHE, -SOBH ou --POBH2
NH
ou les sels de ces fonctions.

En particulier on peut citer :
le glycyl-(N-isothiouronium-2-éthyl)amine,
1'acide (glycylamino-2)-éthylthiosulfurique,
le glycylamino-&-s-éthylphosPhorothioate de sodium.

L'un des avantages des composés selon 1'in-
vention par rapport au produit WR 2721 est qu'ils sont
plus stables. |

Les composés selon la présente invention peu-
vent 8tre préparés par des procédés analogues a ceux
utilisés dans la synthése des peptides.

Les significations des abréviations utilisées
ont été rassemblées a la fin de la description.

De fagon générale, les composés selon l'inven-
tion sont obtenus par déprotection d'un composé de for-
mule : ,

(pro)R, -CO-NRE-[A] -S-Ry
en éliminant le ou les groupements protecteurs (pro)
du radical amino, les groupements protecteurs étant, de
préférence, les groupements benzyloxycarbonyl et ter-
butoxycarbonyl. Les composés protégés peuvent €tre syn-
thétisés comme cela sera décrit ci-apreés.

Ainsi, les composés sont obtenus en couplant
un AA N-protégé par un Z ou par un BOC avec une cystéa-
mine (ﬁ-mercaptoéthylamine-MEA) S-substituée (schéma 1).
Les solvants de condensation sont l'acétate d'éthyle ou
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le THF. Le DCC ou le t=-PNC (J. Martinez et coll., Bull.
Soc. Chim. Fr., 1972, 12, 4707) en présence de TEA sont
les agents de couplage.

Les amines terminales sont ensuite déprotégées,
soit par l'acide bromhydrique en solution dans l'acide
acétique glacial & basse température pour les Z, soit
par l'acide trifluoroacétique pour les BOC et obtenues
sous forme de bromhydrates ou de trifluoroacétates.

Le remplacement de l'aminoacide par un dipep-
tide ou tripeptide permet d'obtenir les mémes dérivés
S-substitués du schéma 1 en séries pseudo-dipeptidique
ou tripeptidique etc. De méme, l'allongement de la
chaine cdté N-terminal peut se faire par un nouveau
couplage avec un autre amino-acide ou avec un dipeptide
etc. correctement protégés ou activés.

Il est également possible de revroduire toutes
les séquences qui précédent mais en utilisant une halo-
génoalkylamine au lieu de la MEA-S-substituée. Les
pseudopeptides halogénés, en particulier bromés, seront
ensuite condensés avec les réactifs appropriés pour ob-

tenir les mémes composés (schéma 2).
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SCHEMA 1

7 ou BOC-AA + [MEA S-substituée

AcOEt | DCC
ou ou
THE £-PNC/TEA

7-AA-MEA S-substituée ou BOC-AA-MEA S-substituée

HBr / TFA/
AcOH Thioanisole

g < =5°C

v v

HBr, AA-MEA S-substituée TFA, AA-MEA S-substituée

AA peut étre remplacé par AA—A'A'...etc...(AA:A'A';
AAZA'A')

Z OU. BOC"A'A'..-

TFA, AA - MEA - S-Substituée +
Z ou B0C-A'A'... ester
& actif

7 ou BOC ... A'A'=-AA-MEA-S-Substituée

!

HBr ou TFA,...A'A'-AA-MEA-S-Substituée

BUREAD
OMP!I

. WIPO

3 B
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Il est également possible de pafvenir aux
mémes S-substitutions de la fagon suivante :

HBr/AcOH
Z~AA-NH=( CH2)2-Br —— HBr-AA-NH=( CH, )5Br

1, 2, 3, 4 ou 5
&

HBr-AA—NH-(CH2)Z-S-substitué.

Parmi les esters actifs d'aminoacide utili=-
sables dans ce type de réaction, il faut citer les com-

posés de formule

Z’—HN-(CHe)n-CO’-O-R7

AA 3 [

ester actif

succinimido,

~
"

para-nitrophényl,
triehloro-2,4,5-phényl,
dichloro-2,6-p-nitrophényl.

La synthése des dérivés de cystamine peut &tre
réalisée selon deux méthodes différentes :
Méthode utilisant les dérivés précédents de la IMNEA
(schéma 3) '

Les deux pseudopeptides N-protégés par un 2
ou un BOC et S-substitués sont hydrolysés par le méthy-
late de sodium cdté S-terminal puis oxydés par l'iode
dans de l'acide acétique aqueux pour former les Di-Z
ou di-BOC pseudopeptides cystamines. Les amines termi=-
nales sont ensuite déprotégées par l'acide bromhydrique
en solution acide acétiaue glacial ou par l'acide tri-
~fluoroacétique en présence de thioanisole. Les pseudo-
-peptides sont obtenus sous forme de leurs di-bromhy-
drates ou di-trifluoroacétates.
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Il est également possible d'éviter une étape
en utilisant un dérivé halogéné (Z ou BOC) qui sera con-
densé avec l'hydrogénosulfure de sodium et formera di-
rectement le thiol correspondant Z-AA-MEA ou BOC-AA-MEA.
Méthode utilisant la cystamine (schéma 4)

Dans ce cas, on obtient directement des
di-Z-Al-cystamine ou di-BOC-AhA-cystamine. Ces dérivés
sont synthétisés par condensation, dans le DMF en pré-
sence de TEA, d'un Z-AA activé ou d'un BOC-AA activé
cdté acide terminal par un ester approprié sur la
cystamine.

Les di-Z ou di-BOC-AA-cystamine sont ensuite
traités par l'acide bromhydrique en solution acide acé-
tique glacial ou par l'acide trifluoroacétique et four-
nissent leurs sels d'amines respectifs.

les di-Z ou di-BOC-AA-cystamine sont égale-
ment obtenus & partir des Z ou BOC glycines et de la
cystamine en utilisant un agent de couplage (t-PNC ou
DCC).

Les sels d'amines peuvent &tre libérés et
remplacés par d'autres ions. De méme, la libération
des sels des diaminoacide-cystamines perret d'augmenter
la chaine c8té N-terminal avec d'autres aminoacides et
de former des tétrapseudopeptides, etc., par couplages
classiques. Il est également possible de les obtenir
par les méthodes classiques déjad citées par couplage
des Z ou BOC di, tripeptides, etc., activés ou non par

- un ester, avec la cystamine (Schéma 5).

.7

"
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SCHEMA 4
Z ou BOC-AA-(ester actif) Z ou BOC-AA
+ +
cystamine cystamine
DME /ey AcOEt ou THF
DCC ou t-PNC
. v
Z-AA-MEA BOC-AA-IEA
| ou |
Z=-AA-1TEA BOC-AA-MEA
i i, \ & tnioanisole
HBr-4A-MEA TFA-AA-NEiL
I
HBr-AA-MEA : TFA-AA-MEA
SCHEMA 5
1Ea-a Dx © MEA-AA-A'A' D x ©
| 2 Ara

muu@x@nmﬁibmcmmamwy@x@

MEA,HC1

+ BOC-AA-A'A'-(ester actif)-—
MEA-HC1 R

DMF/ ppy ,
MEA-A'A'-AA-BOC ou 2
THf ou AcOEt l
] 1

MEA,HC1
{ + BOC ou Z-AA-A'A?
MEA ,HC1

AA=A'A' ou AA £ AA®
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La présente invention concerne également
l'application des composés selon la présente invention
3 titre d'agent radioprotecteur et des compositions

. pharmaceutiques les contenant pour ce type d'application

ou bien comme agent inducteur d'interféron dans le trai-
tement des maladies sensibles & l'interféron.

D'autres caractéristiques et avantages de la
présente invention apparaitront a la lecture des exem-—
ples ci-apreés.

EXEMPLE 1
Z=GLYCYL~N=-(S-ACE[YL > -CYSTEAMINE
liéthode générale de couplage faisant intervenir un Z-—AA

Une solution de 4,598 g (0,022 mole) de Z-
glycine dans 80 ml de THF est agitée a 0°C avec 3,88 g
(0,011 mole) de t-PNC (1e dichlohexylcarbodiimide~DCC-
également utilisé conduit au méme rendement) préalable-
ment dissous dans 20 ml de THF ou d'acétate d'éthyle.
Au bout de 30 minutes d'agitation a 0°C, on ajoute
2,4 ml de TEA et on laisse agiter & nouveau 30 minutes.
Au terme de ce temps on verse une solution de 3,421 g
(0,022 mole) de chlorhydrate de S-acétyl-cystéamine
(préparé selon T. Wieland et E. Bokelmann, Ann. Chem.,
1952, 576, 20) dans 50 ml de THF ou d'acétate d'éthyle.
Ltagitation est maintenue & 0°C durant 30 minutes puis
on laisse revenir a température ambiante en maintenant
le pH basique par addition de TEA. La réaction est sui-
vie par CCM dans un éluant de chloroforme/méthanol
(9/1) et le temps nécessaire au couplage est d'environ
2-3 heures dans ce cas.

Le mélange est alors évaporé & sec sous pres-
sion réduite puis repris par 500 ml d'acétate d'éthyle
et 2 x 200 ml de bicarbonate de sodium aqueux saturé
glacé. La phase organique est ensuite décantée et lavée
avec 2 x 200 ml d'acide chlorhydrique aqueux glacé 5 %
et avec 2 x 200 ml d'eau (pH neutre) puis séchée sur
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sulfate de sodium et évaporée a sec sous vide. On re-
cueille 5 g d'une huile légérement jaune.

Le produit est purifié par chromatographie
sur colonne de gel de silice (éluant : acétate d'éthyle/
éther de pétrole 8/2).

CCM (chloroforme/méthanol 9/1) RF = 0,5. Détection : UV

ou vapeurs d'iode, Rdt = 45 %. Cristallise de l'acétate

d'éthyle. F = 100-103°C,

Analyse : C14 Hﬁ8 N2 804 (310)

calculé % : C 54,19 H 5,80 N 9,03

trouvé % : C 54,28 H 5,68 N 9,10

Spectre IR (KBr) Yen? 3320, 3280 (NH); 1665, 1625

(C=0); 1515 (amide I) ‘

Spectre de RMN (DMSO d.) : & ppm : 7,33 (s-5H) benzyl;

6,75 et 5,75 (2m=-2H)2NH (échangeable & l'eau lourde);

5,10 (s-2H) CH, benzyl ; 3,82 (g-21) CH, CO ; multiplet

entre 2,70 et 3,60 (4H) CH,=CH, 5 2,30 (s=3H) COCH3.
EXEMPLE 2 )

BROMHYDRATE DE GLYCYL-N-(S-ACETYL)-CYSTEAMINE
Méthode générale de déblocage de l'amine avec formation
de bromhydrate

On agite & une température inférieure a =5°C,

sous atmosphére d'azote, en protégeant de la lumiére,
un mélange de 1,49 g (la-,8.’10'5 mole) de Z-glycyl-N-(S-
acétyl)=-cystéamine et de 4 ml d‘'une solution fraichement
préparée d‘'acide acétique glacial (ACOH) saturé d'acide
bromhydrique (HBr). En 30 minutes, la réaction est ter-
minée. Le bromhydrate est précipité du mélange par ad-
dition de 80 ml d'éther anhydre glacé puis la phase
éthérée est décantée. Cette operatlon de lavage a 1'é-
ther est effectuée 5 fois: L'huile résiduelle est en-
suite reprise par 30 ml d'eau distillée et lyophilisée.
On recueille avec un rendement de 90 % le dérivé atten-
du sous forme d'une pite incolore et trés hygroscopique.
I1 sera conservé sous atmosphére d'azote ou sous vide.
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Spectre de RMN (D,0) : 3,78 (s-2H) CH, glycine; 3,46
(n-2H) N-CH, ; 3,05 (m-2H) S5-CH, ; 2,35 (s-3H) COCH.
EXEMPLE 3
ZeL-ALANYL-N-(S-ACETYL -CYSTEAMINE
Réaction de couplage selon la méthode générale
Réactifs utilisés : 11,25 g (0,005 mole) de Z-alanine
dans 200 ml de THF. 8,7 g de t-PNC dans 20 ml de THF.
7 ml de TEA. 7,75 g (0,005 mole de chlorhydrate de S=-
acétyl-cystéamine dans 150 ml de THF.

Le mélange est maintenu basique par addition
de 7 ml de TEA et la réaction suivie par CCM (éluant :
dichlorométhane/méthanol 9/1) est terminée en 4 heures.

Aprés les traitements déja décrits, on obtient 15 g

d'une huile qui est chromatographiée sur colonne de gel
de silice (éluant : acétate d'éthyle/éther de pétrole
8/2). Le dérivé attendu est recueilli sous forme d'une
huile qui cristallise dans un mélange d'acétate d'é-
thyle/éther de pétrole 6/3. Rdt = 80 %. F = 78-80°C.
Analyse 015 H2O N2 SOQ (324)

calculd % : C 55,55 H 6,17 N 8,64

trouvé % : C 55,72 H 6,37 N 8,67

Spectre IR (KBr) Jem™! : 3320, 3280 (NH) : 1662, 1620
(C=0) ; 1520 (amide I).

Spectre de RMN (CDCl5) d ppm : 7,36 (S-5H) benzyl ; 7,0

(m-1H-échangeable a l'eau lourde) NH-CHa s 5,90 (d-1H)
-échangeable & l'eau lourde- NH-CH ; 5,11 (S=-2H) CH,
benzyl 4,23 (m-1H)-CH ; 3,40 (m-2H) NH-CH, ; 3,0 (m-2H)
S-CH, ; 2,30 (8-3H) CO-CHy ; 1,36 (d-3H) CH-CHj.
 EXEMPIE &4
BROMHYDRATE DE L-ALANYL N-(S-ACETYL)-CYSTEAMINE
Préparé selon la méthode générale décrite précédemment

Réactifs utilisés : 1,418 g (4,3.107° mole) de Z-alanyl-
N-(S-acétyl)=cystéamine. 3 ml HBr/AcOH.

On recueille, aprés lyophilisation dans 8 ml
d'eau, 1,19 g de bromhydrate (hygroscopique).
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Spectre de RMN (D,0) & ppm : 4,10 (m-1H) CcH ; 3,50 (m-
2H) N-CH, ; 3,10 (m-2H) S-CH, ; 2,38 (S-3H) COCHj ;
1,50 (4-3H) CH-CH. :
EXEMPLE 5

7= ¥ =AMINOBUTYRYL=-N=(S-ACETYL)~-CYSTEAMINE
Réaction de couplage selon la méthode générale
Réactifs utilisés : 9,48 g (0,04 mole) d'acide Z=-Y¥ -
aminobutyrique (préparé selon R.L. Evans et coll., J.
Org. Chem., 1959, 24, 863-4) dans 75 ml d'acétate d'é-
thyle, 7,95 g (0,02 mole) de t-PNC dans 18 ml d'acétate
d'éthyle. 8 ml de TEA. 6,22 g (0,04 mole) de chlorhy-
drate de S-acétyl-cystéamine dans 50 ml d‘'acétate d'é-
thyle.

Le mélange est maintenu basique par addition
de 6 ml de TEA. La réaction suivie par CCM (éluant :
dichlorométhane/méthanol 9,2/0,8) est terminée au bout
de 20 heures. Aprés les différents traitements, on ob-
tient 12,51 g d'une huile rosée qui est chromatographiée
sur colonne de gel de silice (éluant : dichlorométhane/
méthanol 96/4). On recueille 4,4 g de produit. CCM
(CH2012/MeOH 8 %). Rp 0,45. Cristallise dans un mé-
lange d'acétate d'éthyle/éther de pétrole ou de di-
chlorométhane/éther de pétrole. ¥ = 100-101°C.
dnalyse : G4 Hys N5 80, (338)
calculé % : C 56,8Q H 6,51 N 8,28
trouvé % : ¢ 57,00 H 6,68 N 8,21
Spectre IR (KBr) ¥y Cm-,l : 3320-3290 (NH) ; 1870 (COCH
1625 (CONH) ; 1625 (amide I)

Spectre de RIN (CDCl ) & ppm : 7,31- (S-5H) benzyl ;
6 30 et 5,32 (m-2H) NH 3 55 10 (s—ZH) CH2 benzyl ; 3,66

i 2,80 (m-6H) N-CH, et s-CHa, 2,35 (s-3H) CO-CHj ;
2,30 & 1,60 (m=-4H) CH,-CH, de 1'aminobutyryl.

3);
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EXEMPLE 6
BROMHYDRATE DE X -AMINOBUTYRYL-N-(S-ACETYL)~-CYSTEAMINE
Préparé selon la méthode générale décrite précédemment

Réactifs utilisés : 1,4 g (4,‘!.10'3 mole) de Ze= ¥ =
aminobutyryl-N-(S-acétyl)-cystéamine. 3 ml HBr/AcOH.

On recueille aprés lyophilisation dans 5 ml
d'eau, 1 g de bromhydrate hygroscopique.
Spectre de RMN (D20) 5 ppm : 3,47 & 3,17 et 3,17 & 2,76
(2m-6H) N-CH2 et S-CH2 s 2,50 & 1,66 (m-4H) CH2--CH2 3
2,31 (5-3d) COCHj.

ELEMPLE 7
80C-GLYCYL-N=-(S~ACETYL)~-CYSTEAMINE

Méthode générale de couplage utilisant un BOC-AA

Une solution de 9 g (0,05 mole) de BOC-glycine
dans 150 ml d'acétate d'éthyle est agitée a 0°C avec
18 g (0,05 mole) de t-PNC (le JCC peut également rempla-
cer le t~-ENC) dans 100 ml d'acétate d'éthyle. Au bout
de 30 minutes d'agitation & 0°C, on aioute 7,25 ml de
TEA et on laisse agiter & nouveau 15 minutes. Au terme
de ce temps on verse dans le mélange 9,1 g (0,05 mole)
de chlorhydrate de S-acétyl-cystéamine puis, goutte &
goutte, 11 ml de TEA. La réaction suivie par CCM dans
un mélange de dichlorométhane/méthanol 9/1 est compléte
en 5 heures.

Le mélange réactionnel est ensuite lavé a
1'eau puis au bicarbonate de sodium aqueux saturé, gla-
cé, 4 nouveau & l'eau, ensuite avec une solution aqueuse
glacée d'acide citrique 1N et enfin & l'eau jusqu'a pd
neutre. La phase organique es* alors séchée sur sulfate
de sodium et évaporée a sec sous vide. On recueille
12,5 g de brut sous forme d'une huile. Ce produit est
purifié par chromatographie sur colonne de gel de si-
lice (4luant : dichlorométhane/méthanol 9,4/0,6).

CCM : (dichlorométhane/méthanol 9/1) RF = 0,8. Détection
UV, vapeurs d'iode ou pulvérisation d'une solution d'a-

~WTo— &
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cide sulfurique & 10 % dans de l'éthanol suivie du chauf-
fage de la plaque. Rdt. = 40 %. Cristaillise un mélange
de dichlorométhane/éther de pétrole. F = 59-60°C.
analyse : Cqq Hyq Né £0, (276)
5 calculé % : C 47,82 H 7,24 N 10,14

trouvé % : C 47,65 H 7,26 N 10,04 s
Spectre de RIN (CDClB) & ppm : 7,20, 5,45 (2m-2H -échan-
geable & l'eau lourde-) 28H ; 4,07 (d-2i) CH; gly ;
3,57 (m-2H) NHCH, ; 3,15 (m-2H) S-CH, ; 2,35 (S-3H)

10 COCHz ; 1,47 (S-9H) terbutyl.

EXEIPLE 8
TRIFLUQKOACETATE DE GL‘”YL—N-(S-ACHTYu) -CUSTEAMINE

Méthode générale de déprotection d'un BOC-AA avec for-

mation de son trifluoroacétate correspondant
15 En protégeant de 1'humidité 2,03 g (7.1072
" mole) de 30C-glycyl-N-(S=-acétyl)-cystéamine sont agités
4 température ambiante avec 10 ml de TFA et 0,25 ml de

thioanisole. La réaction suivie par CCM (éluant : di-
~-chlorométhane contenant 8 % de méthanol) est compléte

20 en 4 heures. Le trifluoroacétz-e est précipité du mé-
lange sous forme huileuse par addition de 150 ml d'é-
ther anhydre et lavé avec 2 x 150 ml d'éther puis séché
dans un dessicateur sous vide contenant de l'anhydride
phosphorique et de la potasse en plaques. Rendement

25 pratiquement quantitatif. Une haute pureté est obtenue
par dissolution du sel dans 10 ml d'eau distillée sui-
vie d'une lyophilisation.

Etant hygroscopiques, ces sels sont en général
conservés sous vide ou sous atmosphére d'azote. Néan-

30 moins, pour ce composé il a été possible de le cristal-
liser dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'éther de
pétrole 3-1. F = 93-95°C. Spectre IR (KBr) Y cm™ :
plusieurs bandes indiquant la. présence d'un sel d'amine,
3340, 3220, 3080, 2995, 2960 2800, 2740, 2620, 2540 ;

35 1700, 1670 (C=0) ; 1590 (amide).
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Spectre de RMN (D,0) & ppm : 3,70 (8-2H) CH, gly ;
3,37 (t-2H) N-CH, ; 2,98 (t-2H) 8-CH, ; 2,29 (8-3H)
COCH3.
EXEMPLE 9

BOC-GLYCYL-N=-(S-DICHLOROACETYL)~-CYSTEAMINE
Réaction de couplage selon la méthode générale des
BOC-AA
Réactifs utilisés : 8,69 g (49.1072 mole) de BOC-
glycine dans 160 ml d'acétate d'éthyle. 17,5 g (49.’10'5
mole de t-PNC dans 50 ml d'acétate d'éthyle. 7 ml de
TEA.12,34 g (55.1077 mole) de chlorhydrate de S-dichlo-
ro-acétyl-cystéamine. '

‘Te mélange est maintenu basique par addition
goutte & goutte de 11 ml de TEA et la réaction suivie
par CCH (éluant : dichlorométhane contenant 10 % de
méthanol) est compléte en 12 heures.

Aprés les traitements déja décrits, on obtient
13 g d'un produit huileux qui est chromatographié sur
colonne de gel de silice (solvant d'élution : dichloro-
méthane contenant 3 % de méthanol). Le dérivé attendu,
est recueilli sous forme d'une huile qui cristallise
dans un mélange de dichlorométhane/éther de pétrole 3/1.
CCM (dichlorométhane/méthanol 9/1) Ry = 0,85.

Analyse : Cnq Hqg N 805 Cl (317)
calculé % : C 37,85 H 5,67 N 8,83
trouvé % : C 37,78 H 5,66 N 8,80
Spectre IR (KBr) \)cm-1 : 3320 (NH) ; 1680 (C=0) ;
1530 (amide I).
Spectre de RMN (CDCla) d ppm : 7,22 et 5,47 (2m-2H) 2NH;
6,0 (S-1H) CHCl, ; 4,05 (d-2H) CH, gly ; 3,54 (u-2H)
N-CH, ; 3,13 (m=-2H) 8-CH, 5 1,45 (S=9H) terbutyl.
EXEMPLE 1C
TRIFLUOROACETATE DE GLYCYL-

N-(S-DICHLOROACETYL)-CYSTEAMINE

Méthode générale de déprotection d'un BOC (déja décrite)
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Réactifs utilisés : 2,2 g (69.107" mole) de BOC-glycyl-
N-(S-dichloroacétyl)-cystéamine. 15 ml de TFA. 0,3 ml
de thioanisole.

La réaction suivie par CCM (éluant : dichloro-
méthane contenant 10 % de méthanol) est compléte en
3 heures. Aprés les différents lavages, on recueille
1,86 g (Rdt = 75 %) d'une huile incolore que l'on dis-
sout dans 20 ml d'eau distillée et qu'on lyophilise.
Ce trifluoroacétate se présente alors sous forme d'une
poudre hygroscopique.
Spectre de RMN (DEO) o ppm : 6,15 (S-1H) CH-Cl, ; 4,07
(S-2H) CH, gly ; de 3,68 & 3,00 (2m-4H) N-CH,-CH,-S.

| EXEMPLE 11

Z=-GLYCYL-[ N-(BROMO-2-ETHYL) ] -AMIDE

Premiére méthode déja décrite et qui fait intervenir un

Z-AA en présence d'un agent de couplage et d'une amine.

Réactifs utilisés : 5,2 g (24.40'5 mole) de Z-glycine
dans 50 ml d'acétate d'éthyle. 8,7 g (.’25.’10-3 mole) de
t-PNC dans 25 ml d'acétate d'éthyle. 5 ml de TEA.
G,8% g (48.’10'3 mole) de bromhydrate de bromo-2-éthyl-
-amine (Fluka) que l'on libére dans l'acétate d'éthyle
par la [EA avant de l'additionner au mélange réaction-
nel.

La réaction contrdlée par CCM (dichlorométhane
contenant 5 % de méthanol) n'évolue plus au bout de
5 heures. On procede alors aux différents lavages et on
obtient, aprés évaporation puis chromatographie sur co=-
lonne de gel de silice (éluant dichlorométhane conte=-
nant 1,5 % de méthanol) 3 g d'une huile jaunitre qui
cristallise dans un mélange de dichlorométhane/éther de
pétrole. Rdt = 25 %. F = 111-113°C,
Analyse : Ci2 H15 N2 BrO3 (315)
calculé % : C 45,71 H 4,76 N 8,88
trouvé % : C 45,68 H 4,77 N 8,92
Spectre IR (KBr) Y cm™! : 3300 (NH); 1680, 1640 (C=0);
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Spectre de RN (CDCl ) & ppm : 7,33 (S-5H) benzyl ;
6,55 et 5,50 (2m-ad-echangeables a4 1l'eau lourde~) 2NH ;
5,10 (S-2H) CH, venzyl ; 3,88 (d-2H) CH, gly ; 3,65
(t-2H) CH,Br ; 3,42 (m-2H) N-CH.

Deuxiéme méthode (meilleurs rendements que la précéden-
te)

Elle fait intervenir un Z-aminoacide activé.

Une solution agitée & 0°C de 6,146 g (0,03
mole) de bromhydrate de bromo-2-éthylamine dans 60 ml
de DMF est additionnée goutte & goutte de 4,16 ml de
TEA. Aprés l'addition de la base (20 minutes), on
ajoute au mélange et toujours a 0°C 6,12 g (0,02 mole)
de 1l'ester-Z-glycyl-O-N-succinimide, puis on laisse
revenir a température ambiante. La réaction suivie par
CCM (éluant : dichlorométhane contenant 10 % de métha-
nol) est compléte en 3 heures.

.Le solvant est évaporé a sec sous vide et la
pite restante est reprise par 400 ml d'acétate d'éthyle.
On procéde ensuite aux différents lavages : 300 ml 4d'=-
eau puis 300 ml de bicarbonate de sodium aqueux saturé
et glacé, 300 ml d'eau, 300 ml d'acide chlorhydrique
(0,1N) aqueux glacé et enfin & l'eau jusqu'a pH neutre.

- La phase organicue est ensuite séchée sur sulfate de

sodium et évaporée & sec sous vide. On recueille une
poudre blanche qui cristallise dans un mélange de di-
chlorométhane/éther de pétrole. Rdt = 5 g, soit 79 %.
Les données physico~chimiques de ce produit sont iden-
tiques aux précédentes.
EXEMPLE 12
BROMHYDRATE DE GLYCYL-(N-(BROMO-2-ETHYL))-AMIDE
Sous atmosphére d'azote et en agitant, on

traite 4 température ambiante 3,4 g (10.10'5 mole) de
Z-glycyl=-(N-(bromo-2-éthyl))-amide par 9 ml d'acide
acétique glacial saturé d'acide bromhydrique sec. La
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réaction suivie par CCM (éluant : dichlorométhane con-
tenant 10 % de méthanol) ne contient plus de Z au bout
de 30 minutes. Le bromhydrate est précipité du mélange
sous forme d'une pite par addition de 100 ml d'éther
anhydre et le mélange est placé & 0°C durant 12 heures.

Les cristaux formés sont essorés et séchés
dans un dessicateur sous vide sur anhydride phosphorique.
Rdt = 2,4 g soit 85,7 %. F = 158-160°C.
Spectre IR (K3r) Y cm"1 : 3400, 3200 (NH2-NH); plusieurs
bandes entre 3000 et 2580 indiquant la présence d'un sel
1660 (C=0) ; 1570 (amide I).
Spectre de mW e’DEO) o ppm : 3,74 (8-¢H) CH, gly. ; 3,70
a 3,33 (m-4iH) CH2-CH2.

ZXEMPLE 13

DIBRONHYDRATE DE GLYCYL [ N-(ISOTHIOURONIUM-2-ETHYL)]-
AMIDE

Une solution de 1,31 g (5.‘10"3 mole) de brom-
hydrate de glycyifN-(bromo-E-éthyl)]-amide dans 10 ml
d'éthanol absolu est additionnée de 0,380 g (5.10'5
mole) de thiourée solubilisée dans 8 ml d'éthanol abso-
lu. Le mélange est porté a ébullition durant & heures
puis le solvant est concentré au 1/3 de son volume ini-
tial. Par refroidissement, il se forme des cristaux qui
seront filtrés et recristallisés dans du méthanol. Rdt=
5% %. F = 178-180°C. - | |
Spectre de RMN <D20) O ppm : 3,80 (S-2H) Ci, gly. ;
3,66 et 3,40 (2m-4H) CH2-S et NH-CH,.
EXEMPLE 14
Z=-GLYCYL-N-CYSTEAMINE

(2 méthodes de synthése)
Premiére méthode

- Une solution de 2,5 g (8.’10'3 mole) de Z-
glycyl—N-(S-acétyl)-cystéamine dans 40 ml de méthanol
est traitée par 5 ml de méthylate de sodium (0,263 g
de sodium dans 5 ml de méthanol). Le mélange réactionnel
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est agité i température ambiante durant une heure puis
amené & pH 1,2 par de l'acide chlorhydrique concentré.

On évapore & sec sous vide la solution et on chromato-

graphie sur gel de silice la pite obtenue (éluant :
dichlorométhane contenant 5 % de méthanol).

On recueille 1,5 g d'une huile incolore qui
cristallise dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'é-
ther de pétrole. F = 95-96°C. CCM (chloroforme/méthanol
9,2/0,8) Rp = 0,4 (détection & 1'UV ou vapeurs d'iode).
dnalyse : C45 Hyg N, 503 (268)
calculé % : C 53,73 H 5,97 N 10,45
trouvé % : C 53,70 H 5,86 N 10,35
Spectre de masse : M* 268
Spectre IR (KBr) Yem™ : 3320, 3280 (NH) ; 1680, 1650
(C=0) ; 1540 (amide I)

Spectre de RMN (CDCIE) 5 ppm : 7,36 (8-5H) benzyl ; 6,83
(n-1H) NH (4changeables par addition de D20) cystéamine;
5,86 (t-1H) NH (échangeables par addition de Dzo)gly.;
5,15 (8-2H) CH, benzyl; 3,86 (d-2H) Cil, gly. ; 3,40
(m-2H) N-CH, ; 2,62 (m-2H) $-CH, ; 1,38 (t-1H) Si.

Deuxiéme méthode

(o5
/

L'action de l'hydrogénosulfure de sodium
dans du méthanol sur le Z-glycvl-[N-(bromo-2-étyl)]-ami-
de conduit, aprés un reflux d'une heure suivi de l'éva-
poration du solvant et filtration de l'huile obtenue
sur colonne de gel de silice, au méme composé (données
physico-chimiques identiques aux précédentes). Rdt =
74 %.
| EXEMPLE 15
DI-Z-DIGLYCYL-N,N'-CYSTAMINE

(3 méthodes de synthésé)

Premiére méthode : oxydation du Z-gly-N-cystéamine

Une solution agitée a température ambiante
de 3,6 g ('\3.’10"5 mole) de Z-glycyl-N-cystéamine dans
15 ml d'acide acétique et 15 ml d'eau distillée est
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additionnée de 20 ml d'acide acétique contenant 250 mg
d'iode, ce qui provoque la formation immédiate d'un pré-
cipité. Le mélange réactionnel est maintenu 15 minutes

4 température ambiante puis le précipité est filtré,
lavé & 1l'eau distillée puis séché dans un dessicateur
sous vide sur anhydride phosphorique. Recristallise

dans un mélange de DIMF et d'eau distillée. Les cris-
taux formés sont essorés puis lavés avec un mélange

‘d'éthanol et d'éther v/v, puis avec de l'éther. Apres

séchagé sous vide sur anhydride phosphorique, on re=-
cueille avec un rendement de 40 % le dérivé attendu.

F = 168-170°C. CCM (chloroforme contenant 10 % de mé-
thanol) RF = 0,6. '

Analyse : Cyy HBO N, 85 0y (534)

calculé % : C 53,93 H 5,61 N 10,48

trouvé % : C 54,14 H 5,73 N 10,50

Spectre de masse : MY . 534

Spectre IR (KBr) 9 cm™ | : 3320 (NH) ; 1680, 1635 (C=0) ;
1535 (amide I)

Spectre de RMN (DMSOd.) & ppm : 8,12 et 7,44 (2m -échan-
geable 4 l'eau lourde-) 2xNH ; 7,38 (S) benzyl ; 5,05
(8) CH, benzyl ; 3,62 (d) CH, gly. 3 3,50 a 3,10 et
3,10 & 2,58 (2m) N-CH,-CH,-S.

Deuxiéme méthode : réaction entre la Z-glvcine et la

cystamine faisant intervenir un agent de couplage selon

la méthode générale déja décrite

Réactifs utilisés : 7,2 g (34.1072 mole) de Z-gly dans
150 ml d'acétate d'éthyle. 12 g (34.1077 mole) de t-ENC
(le DCC peut remplacer le t-PNC) dans 50 ml d'acétate
d'éthyle. 5,1 ml de TEA. 3,04 g (20.1077 mole) de cys-
tamine dans 30 ml d'acétate d'éthyle.

Lors de l'addition de la cystamine un précipi-
té se forme instantanément. Le mélange réactionnel est
agité 3 température ambiante durant 6 heures. Le préci-
pité qui contient le dérivé attendu et du chlorhydrate
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de triéthylamine est essoré, lavé avec 100 ml d'acétate
d'éthyle et 100 ml d'eau, puis recristallisé a environ
80°C dans du DMF contenant 10 % d‘eau distillée. On
recueille, aprés filtration et séchage dans un de531ca-
teur sous vide sur anhydride phosphorique, 3,1 g de di-
Z-diglycyl=-N,N'-cystamine. Rdt = 34 % (critéres physico-
chimiques identiques aux précédents).

Troisiéme méthode : selon une réaction déja décrite et

faisant intervenir un ester activé d'un AA N-protégé

et une amine 7
Réactifs utilisés : 2,252 g (0,01 mole) de di-chlorhy-
drate de cystaminé dans 20 ml de DMF et 1,70 ml de TEA.
3,06 g (0,02 mole) d'ester Z-glycyl-O-N-succinimide
dans 30 ml de WilF.

Le mélange réactionnel est agité 6 heures 3

tempirature ambiante puis évaporé a sec sous vide. La
pite restante est triturée dans de 1l'acétate d'éthyle,
ce qui provoque la formation d'une poudre incolore qui
sera filtrée puis lavée & 1l'eau distillée. Le produit
restant cristallise dans les méres conditions que pré-
cédemment. Aprés filtration et séchage, on recueille
3,5 g d'un produit ayant des criteéres physico-chimiques
identiques aux précédents.
EXEMFLE 16

DIBROMHYDRATE DE DIGLYCYL-N,N'-CYSTAMINE

Réaction faite selon la méthode générale déja décrite

Réactifs utilisés : 1,8 g (5.1077 mole) de di-Z-diglycyl-
N,N'-cystamine. 12 ml d'acide acétique glacial saturé
d'acide bromhydrique, gazeux, secC.

Le mélange est agité 4 heures & température
ambiante, puis on lui additionne, sous forte agitationm,
100 ml d'éther anhydre ce qui favorise la formation
d'une poudre légérement jaune. Cette poudre est essorée
sous vide, puis lavée avec 2 x 50 ml d'éther anhydre et
cristallisée dans un mélange de méthanol et d'éther.
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On recueille, aprés cristallisation et séchage dans un
dessicateur sous vide en présence d'anhydride phospho-
rique et de potasse, 1,203 g (85 %) de dibromhydrate.
F = 183-185°C. ,
Spectre de RMN (DEO) o ppm : 3,78 (8) CH2 gly. ; 3,55
(t) N-CH, ; 2,83 (t) S-CH,.

LXEMPLE 17

DI-BOC-DIGLYCYL-N,N'-CYSTAMINE

(2 méthodes)
Premiére méthode : réaction entre la BOC-glycine et la’

cvstamine faisant intervenir un agent de couplage selon

la méthode générale déjad décrite

Réactifs utilisés : 2,98 g (‘1‘7.’10"5 mole) de BOC-glycine
dans 50 ml d'acétate d'éthyle. 5,92 g (17.10"7 mole) de
t-PNC (le DCC peut remplacer le t-PNC). 2,4 ml de TEA.
2,6 g (’17.’10'3 mole) de cystamine dans 30 ml d'acétate
d'éthyle.

La réaction contrdlée par CCM (éluant : dichlo-
rométhane contenant 5 % de méthanol) est compléte en

6 heures. On procéde alors aux lavages classiques (eau,

bicarbonate aaueux saturé glacé, eau, acide citrigue 1N .
glacé et eau jusau'a pH neutre). La phase organique est
séchée sur sulfate.de sodium puis évaporée a sec sous

_vide. L'huile recueillie (impure) est chromztographiée

sur colonne de gel de silice (gradient d'éluant d'une
solution de dichlorométhane/méthanol allant de 2 & 5 %
de méthanol). On recueille 3 g (Rdt = 37 %) d'une huile
incolore qui cristallise dans l'acétate d'éthyle. F =
97-98°C. RF = (dichlorométhane contenant 10 % de métha-
nol) 0,4.

Spectre de RUN (CDClB) ppm : 7,24 (m-échangeable & l'eau
lourde-) NH ; 3,82 (d) CH, gly ; 3,55 (m) N-CH, ; 2,77
(t) S-CH, ; 1,42 (S) ter —butyl.
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Deuxiéme méthode : réaction entre la BOC-glvcine activée
par un ester et la cvstamine
Réactifs utilisés : 5,4 g (ELI-.’lO_5 mole) de dichlorhy-
drate de cystamine dans 50 ml de DIMF. 3,4 ml de TEA.
5,44 g (.20.’10"3 mole) d'ester BOC-glycyl-O-N-succinimide.
Le mélange réactionnel est agité 6 heures a
température ambiante et traité comme précédemment apreés
évaporation & sec sous vide et reprise de la péte obte-
nue par 500 ml d'acétate d'éthyle. Le produit brut obte-
nu cristallisé et homogeéne en CCll ne nécessite pas de
chromatosraphie. Il sera directement recristallisé dans
1'acétate d'éthyle. Rdt = 60 %. (données physico-chimi-

ques identiques aux précédentes).
ZXEMPLE 18
DI-TRIFLUOROACETATE DE DIGLYCYL-N,N'=-CYSTAMINE
Réaction effectude selon la méthode générale déja décrite
Réactifs utilisés : 1,7 g (3,6.’10-5 mole) de 4i-BOC-
diglycyl-N,i'-cystamine. 6 ml de TFA. 0,06 ml de thio=-

-anisole.
Au bout de 3 heures d'agitation & température

ambiante, on ne distingue plus de produit de départ sur
la CCM. On procdde alors aux traitements déjad décrits
et on recueille, aprés lyophilisation, 1,79 g de produit
sous forme huileuse (Rdt quantitatif).

Ce sel sera conservé comme les précédents
sous atmosphére d'azote ou sous vide.
Spectre de RMN (D50) & ppm : 3,61 (8) CH, gly. 3 3,58
(t) N-CH2 s 2,66 (%) S-CH2.

EXEMPLE 19

DIRROMHYDRATE DE DIALANYL-N,N'-CYSTAMINE

La réaction est effectuée comme aux exemples
15 et 16 en remplagant la Z-gly-N-cystéamine par la Z-
ala-N-cystéamine, les proportions molaires restant les

mémes.
Ce produit se présente aprés lyophilisation

) CMP!
4} WIPG
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sous forme d'une huile.
Spectre de RMN (D2O) : 4,10 (m) CH ; 3,60 (m) N-CH, ;
2,90 (£) S-CH, ; 1,52 (d) CH.
EXEMPLES 20 et 21
5 BOC-L=-ALANYL-N-(S-ACETYL)-CYSTAMINE
'~ 1&re méthode, faisant intervenir l'ester actif 0-NSu

de la BOC-L-alanine et réalisée selon la méthode géné-
rale précédemment décrite. '
Réactifs utilisés : 21,5 g (75 x 10~ mole) de BOC-IL-
10 Ala-ONSu, 200 ml de DMF, 11,6 g de chlorhydrate de S-
| acétylcystéamine, 10,45 ml de TEA (75 x 10™7 mole).
L'huile obtenue aprés les différents lavages
est purifiée sur colonne de silice (éluant = acétone-
hexane 4/6). Cristallise dans un mélange d'éther et
15 d'éther de pétrole 1/5. F = 71-73°C. CCHM(ACQOEt) Ef =
0,5. Rdt = 42,7 %.
Analyse : C,‘a H&E N O, S (290)
Calculé % : C 49,65 H 7,58 N 9,65
Tfrouvé % : C 49,61 H 7,60 N 9,62
20 Spectre de RMN (CDCls) : 6,84(1:-’11{)NH-CE{2; 5,25(d-1H)
NH-CH; 4,17 {m-1H)CH ala.; 3,43(n-2H)N-Ci,; 3,02(m-2H)
S-CHE; 2,55(3-5H)CO-CH3; 1,48 »-YH)H terbutyl; 1,35
(d.-BI—I)CH3 ala.
2éme méthode. Cette méthode est générale pour un cou-

25 plage entre un aminoacide N-protégé et la cystéamine
S-acétylée en présence d'un agent de couplage.
Une solution de 18,9 g (0,1 mole) de BOC-L-
Ala. dans 200 ml d'acétate d'éthyle est agitée a 0°C
avec 17,4 g (5 x 10™2 mole) de t-PNC préalablément e
30 dissous dans 100 ml d'acétate d'éthyle. Au bout de
30 minutes d'agitation & 0°C; on ajoute 14 ml de TEA
et on laisse & nouveau agiter 30 minutes. Au terme de
ce temps, on additionne au mélange réactionnel 23,3 g
(0,15 mole) de chlorhydrate de S-acétylcystéamine puis
5 21 ml de TEA.

W
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Ia péaction est suivie par CCM dans un éluant
de dichlorométhane-méthanol (9/1) et le temps nécessaire
au couplage est d'environ 6 heures. On procéde ensuite
aux différents lavages (eau, bicarbonate de sodium
aqueux glacé, eau, acide chlorhydrique 1 % glacé, eau
jusqu'ad neutralité. Aprés séchage de la phase erganique
sur sulfate de sodium et évaporation & sec sous vide on
recueille 11,7 g d'une huile jaune. Cette huile est en-
suite chromatographiée sur colonne de silice avec un
4luant constitué de dichlorométhane et d'éther 8/2. On
recueille 8,3 g de produit pur que l'on recristallise
dans un mélange d'éther et d'éther de pétrole. Les don-
nées physico-chimiques de ce composé sont identiques
aux précédentes (1ére méthode).

‘ EXZIPLE 22
TRIFLUORCACETATE DE L-ALANYL-N-(S-aCELYL)-CYSTEAITINE :

I 106

La déprotection du 30C~L-alanyl-N-(S-acétyl)-

cystéamine est réalisée selon la méthode générale.

Réactifs utilisés : 5,7 g (19 x 1072 mole) de BOC,
9,3 ml de IFA. ,

La réaction suivie par CCHl est complete en
¢0 minutes. ipres les différents lavages a l'éther le
trifluoroacétate est repris par de l'eau distillée puis
lyophilisé. On recueille 4,45 g d'une gomme.
Spectre de RMN(D,0) & ppm : 3,95(q-1H)CH ala.; 3,40 (m-
2H)N-CH,; 2,98(m-2H)8 -CH, ; 2,31(8-3H)C0-CH; ; 1,38
(d-BH)CH3 ala.

EXEMPLE 23
BOC-GLYCYLTHIO-2-DIMETHYL=-1,1-ACETAMIDO-1-ETHANE

Le bromhydrate du thioacétamido-1 méthyl-
2 amino-2 propane nécessaire pour les réactions sui-
vantes est obtenu selon la méthode ci-dessous :

Une solution de 4,56 g (4 x 10™2 mole) de
thioacétate de potassium dans 100 ml de DMF est agitée
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4 0°C durant 20 minutes et additionnée de 9,32 g
(4 x 10'2 mole) de bromhydrate de bromo-1 méthyl-2
‘amino-2 propane (J.E. EARLEY et coll., J. Amer. Chem.
Soc., 1958, 80, 3458). On laisse revenir la solution a
5 température ambiante et l'agitation est maintenue
12 heures. Le solvant est alors évaporé a sec sous vide .
4 une température inférieure & 60°C. La pite résiduelle
est reprise par de l'acétonitrile ce qui précipite 1le
bromure de potassium et le thioacétate de potassium ré-
10 siduel qui seront filtrés. Par évaporation des phases
organiques on recueille 8,8 g de dérivé thioacétamide
sous forme de gomme jaune. L'étude par RMN du proton
de cette gomme révéle la présence d'environ 5 % de dé-
rivé bromé de départ; néanmoins elle sera utilisée im-
15 pure pour la suite des réactions qui nécessitent des
purifications par chromatographie ou recristallisation.
Deux méthodes sont possibles pour obtenir le
30C-glycylthio-2 diméthyl-1,1 acétamido-1 éthane :
1ére méthode, faisant intervenir l'ester actif O0-NSu

20 de la BOC-glycine et réalisée selon la méthode générale:
Réactifs utilisés : 272 mg (’IO'3 mole) de BOC-gly=-ONSu,
10 ml de DMF, 280,1 mg (1,23 x 10~ mole) de bromhydrate
de thioacétamido-1 méthyl-2 amino-2 propane, 0,171 ml
de TEA.
25 - Aprés les différents traitements, on obtient
le dérivé attendu avec un rendement de 40 %. Recristal-
lise dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'éther de
pétrole. F = 134 - 136°C. CCM : Rf = 0,4 (acétate d'é-
thyle-éther de pétrole v/v : 8-2). ?
30 Analyse : C15 Hy, Ny 0, S (304)
Calculé % : C 51,31 H 7,89 N 9,21
Trouvé % : C 51,32 H 7,84 N 9,23
Spectre IR (KBr)  cm™! : 3340-3280 (NH); 3100-2980-
2940 (CH-CH,-CHy); 1695-1685-1640 (C = 0); 1570-1535
35 (amide I).
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Spectre de RMN (CDC15) d ppm : 5,‘73(8-1H)NH-COCH5 ;
5,35(m ~ 1H)NE gly. ; 4,10(d=-2H)CH,) gly. ; 3,40({8-2H)
S-CH, ; 1,90(8~3H)C0-CH3 ; 1,48(5-9H)H-terbutyl ;

1,57 (8-6H)C=(CHy) 5 |

2éme méthode, faisant intervenir la glycine N-protégée
et le bromhydrate de thioacétamido-1 méthyl-2 amino-2
propane en présence d'un agent de couplage (DCC).
Réactifs utilisés : 6,75 g (3,86 x 10~ mole) de BOC-
gly, 40 ml de DIF, 8,8 g (3,8 x 1072 mole) de bromhy-
drate de thioacétamido-1 méthyl-2 amino-2 propane,
6,65 ml de DIEA, 7,95 g (3,85 x 102 mole) de DCC,
Temps réactionnel : © heures.

Aprés filtration de la DCU formée et évapora-
tion de la OIMF, la p&te obtenue est reprise par de
l'acétate d'édthyle et on procéde aux différents lavages.
Aprés évaporation des phases organiques, on recueille
4.6 g d'un composé qui est en tous points identique au
précédent (COM-IR-RIN).

EXEMPLE 24
TRIFLUOROACETATE DE GLYCYLTiIO-2 DIMETHYL-1,1 ACETANMIDO=-

-1 EMHaNE : I 107
La déprotection du 30C-glycylthio-2 diméthyl=-
1,1 acétamido-1 éthane est réalisée selon la méthode

générale.
Réactifs utilisés : 1,9 g (6,2 x 16=2 mole) de BOC,
6 ml de TFA.

La réaction suivie par CCM (dichlorométhane=-
méthanol : v/v : 9-1) est totale en 90 minutes et le
composé I 107, aprés avoir été précipité par addition
d'éther anhydre, est recristallisé dans un mélange de
méthanol et d'éther. On recueille 1,9 g de trifluoro-
-acétate. F = 165°C.

Spectre IR (KBr) : VYem™ : 3300-3260 (NH);
3080-3000-2950 (CH-CHE-CHB); plusieurs bandes entre
2950 et 2500 en particulier 2740-2660 indiquent la

/‘




WO 85/00167

10

15

25

30

PCT/FR84/00159
~Ble

présence du trifluoroacétate; 1690-1645 (C=0) ; 1565

(amide I). -t

Spectre RMN (D20) O ppm : 4,’13(5—2H)CH2 gly ;

3,50(8-2H)8-CH, ; 1,88(S-3H(CO~CHy ; 1,29(S-6H)C-(CHs),.
| EXEMFLE 25

BOC-GLYCYLAMINO=-2 DIMETHYL-2,2 THIQACETYL-1 ETHANE

2,33(8-3H) CO-CH

La svnthése de ce composé est réalisée selon
la méthode générale faisant intervenir la glycine N=-
protégée et le bromhydrate de thiocacétamido-1 méthyl-2
amino-2 propane en présence d'un agent de couplage
(t-PNC).

Réactifs utilisés : 4,53 g (2,5 g x 10~ mole) de BOC-
gly, 50 ml d'acétate d'éthyle, 4,51 g (12,9 x ﬂ0_5 mole)
de t-PNC, 3,61 ml de TEA, 5,9 g (2,59 x 10”2 mole) de
bromhydrate de thicacétamido-1 méthyl-2 amino-2 propane,
3.61 ml de TEA.

La réaction suivie par CCil est totale en
8 heures. Les lavages classiques sont alors réalisés et
aprés évaporation des phases organiques, on recueille
un produit huileux qui est purifié par chromatographie
sur colonne de silice en utilisant un mélange d‘'éluants
constitué d'acétate d'éthyle et de dichlorométhane v/v:
6-4. A nouveau le produit purifié se présente sous
forme huileuse . (= 2 g). CCI'I(_CHQCla-I‘ZeOH v/v : 4=6)

Rf = 0,6.

Analyse : Cq3H24N2045 (304),

Calculé % : C 51,31 H 7,89 N 9,21.

Trouvé % : C 51,29 H 7,90 N 9,24.

Spectre de RMN(CDClB) ® ppm : 6,57(S-1H)NH-C~ ; 5,70
(m-1H)NH gly ; 3,66 (m—2H’)CH2 gly ; 3,34(5=2H) S-CH, ;
5 3 1,50 & 1,10(n=15H) C-(CH;), et H~
terbutyl.
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EXEMPLE 26
TRIFLUOROACETATE DE GLYCYLAMINO-2 DIMETHYL-2,2
THIOACETYL-1 ETHANE : I 108
La déprotection du BOC-glycylamino-2 diméthyl-
2,2 thioacétyl-1 éthane est réalisée selon la méthode

générale : ,
Réactifs utilisés : 1,9 g (6,2 x 10-5 mole) de BOC-
glycylamino-2 diméthyl-2,2 thioacétyl-1 éthane, 6 ml de
TFA.

La réaction suivie par CCl est totale en
60 minutes et le composé I 108 ne cristallisant pas
aprés les traitements & 1l'éther anhydre sera repris par
de l'eau distillée puis lyophilisé. On recueille 1,8 g
d'une huile légerement jaune.
Spectre de RIIN(D20) & ppm : 3,50(8-2H)CH2 gly ; 3,16
(5=-2H)S=CH 2,19 (S-’j’H)CO--CH5 s 1,13 (S—6H)C-(CH3)2.

EXEMPLE 27

BOC-GLYCYLGLYCYL-N-(S~ACETYL}-CYSTEANINE

2 )

L'obtention de ce composé est réalisée selon
la méthode générale faisant intervenir la glycvlglycine
N protégée et le chlorhydrate de S-acétylcystéamine en
présence du t-PNC comme agent de couplage.

Réactifs utilisés : 7 g (3,02 x 107° mole) de BOC-
21ygly, 70 ml de THF, 10,5 g (3,02 x 107 mole) de
£-ENC, 4,21 ml (3,02 x 1072 mole) de IEA, 4,7 g (3,02 x
10'2 mole) de chlorhydrate de S-acétvlcystéamine.

La réaction est traitée aprés 8 heures d'agi-
tation. Le THF est évaporé & sec sous pression réduite.
Le résidu est repris par de l'acétate d'éthyle et on
procéde aux différents lavages Aprés évaporation des
phases organiques, on recueille 12 g d'un mélange hui-
leux impur en CCM. Le produit de couplage est isolé pur,
aprés deux chromatographies sur colonne de gel de si-
lice en utilisant de 1l'acétate d'éthyle comme éluant.
On recueille 2,5 g (24,8 %) d'une huile qui cristallise

BAD ORIGINAL
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dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'éther de pé-
trole. F=109-111°C. CCI'I(_CHzcle-HeOH v/v : 9:1) Rf = 0,3.
Analyse : 43 H25 N3 05 S (333),
Calculd % : C 46,84 H 6,90 N 12,61
Trouvé % : C 46,84 H 6,92 N 12,58.
Spectre IR (KBr) Yem™ ' : 3290 (NH) ; 3070-2980-2950
(Cq-CHe—Cq ); 1680-1640 (C=0); 1550 (amide I).
Spectre de RMN(CDCl, ) & ppm : 7,33 (m-2H)2NH gly ;
5,80(m-1H) Nq(cysteamlne) 3, 88(dd-4H)C gly.;
3,35(m-2H)N-C (cysteamlne) 2 98(m-2H)S-CH2 :
2,34(5—5H)CO-CH5 s 1,44/S5-SH)H-terbutyl.

EXEMPLE 28
LUOXCACEDATE DE GLYCYLGLYCYL-N-(S-ACETYL)-CYSTEAMINE

IRI
11

)
09

La déprotection du BOC-glycylglycyl-N-(S-
acétyl)-cystéamine est réalisée selon la méthode géné-
rale :
Réactifs utilisés : 1,05 g (3,15 x 10~ mole) de BOC,
6 ml de TFA.

. La réaction suivie par CCli est compléte en
0 minutes et le composé I 109, aprés avoir été précipi-
té par addition d'éther anhydre, es: recristallisé dans
un mélange de méthanol et d'éther. On recueille 1,100 g
de trifluoroacétate, F = 117-118°C. '
Spectre IR (KBr) V em™ : 3300(NH); 3130-3090-2960
(CH-CHa-CH ) ; plusieurs bandes entre 2980 et 2350 en
particulier 2880-2760-2600-2370 indiquent la présence du
trifluoroacétate; 1680-1650 (C=0); 1540 (amide I).
Spectre de RMN (D,0) & ppm : 3,78 et 3,75 (2s-4H)
CH, gly ; 3,26 (m-2H) N-CH, ; 2,90 (m-2H) S-CH, ; 2,23
(S-3H) 00-CH.

EXEMPLE 29
BOC-GLYCYLAMINO-B BROMO-1 PROPANOL-2
I1 est obtenu selon la méthode générale et

il fait intervenir l'ester O-NSu de la glycine N proté-
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gée ainsi que le bromhydrate de bromo-1 amino-3 propa-
nol-2 décrit par D.M. BALL et Coll., J. Org. Chem. 1963,
28, 1580. '
Réactifs utilisés : 9,21 g (3,38 x_10_2 mole) de BOC-
gly-ONSu, 100 ml de DMF, 7,95 g (3,38 x 1072 mole) de
bromhydrate de bromo-1 amino-3 propanol-2, 4,75 ml
(3,%8 x 1072 mole) de TEA.

La réaction suivie par CClM est compléte en
6 heures. Le DHF est alors évaporé 4 sec sous vide. La
gomme restante est reprise par de l'acétate d'éthyle et
on procéde aux différents lavages. Aprés évaporation
des solvants, on recueille 6,20 g d'une huile qui re-
cristallise dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'é-
ther de pétrole. F=94-9%6°C. CCM(CHacla-MeOH v/v : 9-1)
Rf = 0,5 (détection aux vapeurs d'iode ou chauffage de
la plaque~température > 200°C).
Analyse : Cyq Hyg ¥y BrO, (311)
Calculé % : C %8,58 H 6,10 N 9,00
Trouvé % : C 38,61 H 6,08 N 9,03
Spectre IR(KBr) v e~ : 3380(NH-0H) bande large ;
2980-294O(CH-CH2) ; 1690 (C=0); 1525 (amide I).
Spectre de RIWN (CDCIB) & ppm : 7,10 et 5,66 (2m-2H),
ONH ; 4,45 & 3,30 (30-8H)CH, gly, CH,-CH, CH-OH, CH,Br;
1,47(8-9H)H~-terbutyl.

EXEMPLE 30

BOC-GLYCYLAMINO-3 ACETOXY-2 THIOACETYL-1 PROPANE et

DI-(BOC-GLYCYLAMINO-3 ACETOXY-2 PROPYL)-1,2 DISULFURE

Une solution agitée de 1,01 g (8,8 x 1077
mole) de thioacétate de potassium dans 20 ml de DITF
est agitée a 0°C durant 15 minutes et additionnée de
2,10 g (6,7 x 10™7 mole) de BOC-glycylamino=-3 bromo-1
propanol-2. Le mélange réactionnel est maintenu a 0°C
durant 2 heures puis abandonné 10 heures & la tempéra-
ture ambiante. Le solvant est ensuite évaporé a sec
sous vide et la pite restante est coévaporée avec de

BAD ORIGINAL |
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1'éther de pétrole. Par CCM avec une double migration
dans l'éther, on note la présence de plusieurs spots en
parﬁiculier les deux produits attendus et un troisiéme_
qui est positif au test du nitroprussiate de sodium.

I1 s'agit donc d'un dérivé contenant un thiol. Les trois
produits étant difficilement séparables par chromatogra-
phie sur colonne de silice, nous avons soumis toute 1la
pidte obtenue précédemment & une oxydation dans du mé=-
thanol en présence d'iode et d'acétate de sodium. L'iode
est additionné jusqu'a coloration persistante de la so-
lution. La CCM de ce milieu ne montre plus que deux

spots négatifs au test des SH.

Le mélange est alors évaporé a sec sous vide,
repris par de l'acétate d'éthyle et lavé au.thiosulfate
de sodium puis & l'eau. Les phases organiques sont ras-
semblées, séchées sur sulfate de sodium et évaporées a
sec sous vide. On recueille environ 2 g d'une huile in-
colore qui sera chromatographiée sur colonne de silice
avec un éluant constitué d'un mélange de dichlorométhane
et d'éther v/v : 6-4. 7

Le composé le moins polaire en CCM (éluant
CH,C1,-MeOH v/v : 9=1) Rf = 0,8 a été identifié comme
étant le BOC-glycylamino-3 acétoxy-2 thioacétyl-1 pro-
pane. Isolé sous forme huileuse, ce produit cristallise
dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'hexane. F = 74~
76°C. '
Analyse : C14 H’24 N2 O6 S (348)

Calculé % : C 48,27 H 6,89 N 8,04

Trouvé % : C 48,29 H 6,85 N 8,07

Spectre IR(KBr) Vecm™' : 3330-3260(NH) ; 3080-2980-
2940 (CH-CHp=CH;) ; 1740-1690-1650 (C = 0); 1520-1510
(amide I). 7

Spectre de RN (CDCls) O ppm : 6,93 et 5,53 (2m-2H)2NH ;
4,98 (m-1H)CH ; 3,80(d-2H)CH, gly. ; 3,48(m-2H)N-CH, ;

3,15(u-2H)S-CH, ; 2,33(5-3H)S-COCH; ; 2,07(8-3H)0-CO-CE; ;

2 3 3 3
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1,48(S-9H)H-terbutyl.

Le composé le plus polaire en CCM (méme éluant
que précédemment) a un Rf de 0,75 et a été identifié
comme étant le di-(BOC-glycylamino-3 acétoxy-2 propyl)-
1,2 disulfure. Ce produit a été obtenu sous forme hui-
leuse.

Analyse : Cyy Hyo N, O10 52 (610)

Caleuld % : C 47,21 H 6,88 N 9,18

Trouvé % : C 47,23 H 6,84 N 9,22

Spectre de RMN(CDCIB) % ppm : 7,12 et 5,80 (2m-4H)NH;
5,16(n-2H)CH ; 3,80(d-4H)CH, gly.; 3,56(n-4H)N-CH, ;
2,93(d-4H)S=CH, ; 2,06($-6H)0-C0-CHz ; 1,33(S-18H)H~
terbutyl. :

2 ’

Un échantillon du dérivé présentant un thiol
libre a pu 8tre isolé du mélange, avant l'oxydation
par l'iode. et identifié. Il s'agit bien du BOC-glycyl-
-amino-3 acétoxy-2 propanethiol-1.

Spectre de RMN(CDCIB) S ppm : 7,13 et 5,84 (2m-2H)NH ;
4,90(n-1H)CH ; 3,80(d-2H)CH, gly.; 3,59(m-2H)N-CH, ;
2,72 (m-2H)$=CH, ; 2,06(8-3H)0-CO-CHy ; 1,70 (£-TH)SH ;
1,46(5-9H)H-terbutyl.

- EXEMPLE 31
DI-TRIFLUOROACETATE DE DI-(GLYCYLAKRINO-3 ACETOXY-2
PROPYL)-1,2 DISULFURE : I 110

La déprotection du di-(B0C-glycylamino=-3
acétoxy-2 propyl)-1,2 disulfure est réalisée selon la
méthode générale.

Réactifs utilisés : 940 mg (1,5 x 1072 moles) de di-
(BOC-glycylamino=3 acétoxy-2 propyl)-1,2 disulfure;
8 ml de TFA.

La réaction suivie par'CCM est totale en
90 minutes et le composé ne cristallisant pas aprés les
lavages 4 1'éther anhydre sera lyophilisé. On recueille
859,4 mg d'une huile (Rdt = 87,4 %).

Spectre de RMN (D20) 5 ppm : 4,96(m-2H)CH; 3,60(S-4H)

BUREQ
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CH, gly.; 3,33(m-4H)N-CHj ; 2,74(d-4H)S-CH, ; 1,88(s-
6H)O-CO-CH3.
EXEMPLE 32 _
TRIFLUOROACETATE DE GLYCYLAMINO-3 ACETOXY-2 THIOACZTYL-
1 PROPAKNE : I 111
La déprotection du BOC-glycylamino-3 acétoxy-

2 thioacétyl-1 propane est réalisée selon la méthode

générale.
Réactifs utilisés : 1,4 g (4 x 10™2 moie) de BOC-
glycylamino-% acétoxyv-2 thioacétyl-1 propane, 6 ml -de
IFA. |

La réaction suivie par CCiI est totale en
G0 minutes et le composé I 111 ne cristallisant pas
aprés les lavages a 1'éther anhydre sera lyophilisé.
On recueille 1,383 g d'une huile (Rdt = 95,5 %).
Spectre de W' D,0) © ppm : 5,01(m-T1H)CH ; 3,80(8-2H)
CH, gly.; 3,49(n-2H)N-CH, ; 3,13{n-2H)S-CH, ; 2,28(S-
5 3 2,0878-3H)0-C0-Ci,.

EXEMPLE 33
BOC-GLYCYL-S5=(N-ACETYL)-CYSTEAMINE
Une solution contenant 7 g (4 x 10™° mole)
de BOC-glycine dans 60 ml de DMF est agitée et refroidie

a 0°C puis additionnée de 8,24 g (4 x 107 mole) de DgC.

2

On verse ensuite sur le mélange & 0°C 6,22 g (4 x 107
mole) de chlorhydrate de S-acétylcystéamine puis goutte
a goutte une sclution de 5,56 ml de TXA dans 20 ml de
DMF. Lorsque la TEA est additionnée, on laisse le mé-
lange revenir a la température ambiante et on poursuit
l'agitation 12 heures. Le précipité de DCU formé est
essoré et le filtrat est concentré & sec sous vide. La
pdte résiduelle est reprise par de l'acétate d'éthyle
et on procéde aux différents lavages de la solution :
eau; bicarbonate de sodium aqueux saturé et glacé; eau;
acide citrique aqueux 1N; eau jusqu'd neutralité. Les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur sulfate
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de sodium et évaporées & sec sous vide. On recueille
une huile impure en CCM (éluant : acétate d'éthyle).
Deux spots & Rf 0,4 et 0,25 sont prédominants. Les
deux produits séparés par chromatographie sur colonne
de silice (éluant : CH,Cl, contenant 2 % de méthanol).
Le composé le moins polaire (Rf 0,4), 3 g, a été isolé
et identifié au BOC-glycyl-N-(S-acétyl)-cystéamine.

Le composé le plus polaire (Rf 0,25) a été
recueilli sous forme d'une huile (2,55 g) qui recris-
tallise dans un mélange d'acétate d'éthyle et d'éther
de pétrole. F = 120°C, ,

Analyse : 011 HZO N2 8 O4 (276)
Calculé % : C 47,82 H 7,24 N 10,14
Trouvé % : C 47,79 H 7,26 N 10,16
Spectre IR(KBr) ¥ cm™! : 3340-3260(NH); 3060-3000-2960
(CH-CZ—I2-CH5) ; 1695=-1660 (C = 0); 1550 (amide I).
Spectre RMN(CDClB) & ppm : 7,22 et 6,28 (2n-2H)NH ;
4,14(d-2H)CH, gly.: 3,48(m-2H)N-CH, ; 3,26 (m-2H)-S-CH,;
2,10(8-3H)CO-CH; ; 1,58 (8-9H)H-terbutyl.

EXEMPLE 34
TRIFLUORCACETATE DE GLYCYL-5-(N-ACETYL)=-CYSTEAMINE :

I 114

La déprotection du BOC-glycyl-S-(N-acétvl)-

cystéamine est réalisée selon la méthode générale.
Réactifs utilisés : 2,072 g (7,5 x 10”2 mole) de BOC.

3 ml de TFA.

La réaction suivie par CCM est compléte en
2 heures et le composé I 114, aprés avoir été lavé
avec de 1l'éther anhydre, est repris par de l'eau dis-
tillée puis lyophilisé. On recueille 2,1 g d'une huile
jaune. Rdt = 96 %.
Spectre de RMN(D20) o ppm : 4,12(8-2H)CH, gly. ; de
3,58 & 2,83 (m-4H)S=CH,=CH,-N ; 1,92 (S-3H)C0-CHj.
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EXEMPLE 35
DI- BOC-DI—GLYuYLGuYuYL—V N'-CYSTAIINE
Des trois méthodes envisagées et réalisées,

sur le schéma 5 nous ne décrirons que celle nous ayant
fourni le composé avec les meilleurs rendements selon
la méthode générale qui fait intervenir un ester activé
d'un dipeptide et la cystamine.
Géactifs utilisés : 1,19 g (5,3 x 1070 mole) de di-
chlorhydrate de cystamine dans 40 nl de DMF et 1,48 ml
de TEA. 3,5 g d'ester Boc-glycylglycyl-O-N-succinimide.
Le mélange réactionnel est agité 12 heures &
température ambiante puis évaporé & sec sous vide. La
pidte restante est reprise par de l'acétate d'éthyle.
Cn procéde alors aux lavages classiques (eau, bicarbo-
nate de sodium aqueuxrsaturé glacé, eau, dCl 1 %, eau
jusqu'a pH neutre). La phase organicue est séchée sur
sulfate de sodium puis évaporée & sec sous vide. On
recueille 2,3 g d'une poudre incolore - qui recristal-
lise dans un mélange d'acétate d'éthyle e% d'éther de
pétrole. F = 118-120°C, RF = (Butanol-éthanol-eau-
v/v/v : 2-1=-1.) 0,8.

Analyse : 22 H@O N6 S O (580)
Calculé % : C 45,51 & 6, &0 N 14,48
Trouvé % : C 45,49 H 6,91 N 14,48

Spectre de RMN (DMSO) & ppm : 7,40 et 5,80 (2m-oH) ONH;
4,0 (2d-8H)CH2 gly ; 3,53 (m=4i) N-CH, ;2,95 (m=4H)
S=CH, ; 1,44 (S-18H) terbutyl.

EXEMPLE 36
DI-TRIFLUOROACETATE DE DI-GLYCYLGLYCYL N,N'-CYSTAMINE :

I 116

Réaction effectuée selom la méthode générale déja dé-

crite. 7 ,

Réactifs utilisés : 2,3 g (3,9 x 10=2 mole) de di-Boc-

di-glycylglycyl-N,N'=cystamine. 6 ml de TFA. '
Au bout de 2 heures d'agitation a températuré

*
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ambiante, on ne distingue plus de produit de départ
sur la CCM. On procéde alors aux traitements déja dé-
crits et on recueille, aprés lyophilisation, 2,22 g de
produit sous forme huileuse (Rdt = 93,6 %).
Ce sel sera conservé sous atmosphére d'azote
ou sous vide.
Spectre de RMN (D,0) & ppm : 3,95 et 3,86 (25-8H)
CH, gly ;5 3,51 (m-4H) N-CH, ; 2,93 (m-4H) S-CH,.
EXEMPLE 37
BOC—GLYCYL—[N-(METHYL-Q ACETYLMERCAPTO-2 ETHYL)] AMIDE
Une solution agitée de 6,8 g (25 x 10"57mole)

- d'ester Boc-glycyl-O-N-succinimide dans 100 ml d'acéto-

-nitrile est refroidie & 0°C et additionnée de 4,23 g
(25 x 10~2 mole) de chlorhydrate de méthyl-2 acétyl-
-mercapto-2 éthylamine puis goutte & goutte d'une solu-
tion de 3,48 ml (25 x 10'3 mole) de triéthylamine dans
10 ml d'acétonitrile. La température réactionnelle est
maintenue & 0°C durant toute l'addition de la TEA puis
on laisse le mélange revenir a la température ambiante
et on prolonge l'agitation durant 8 heures. La solution
est alors évaporée & sec sous vide. Le résidu blanc est
repris par du dichlorométhane et on procéde aux diffé-
rents lavages (eau, bicarbonate de sodium aqueux saturé
et glacé, eau, acide citrique 10 % dans l'eau, eau)
jusqu'a pH neutre. Les phases organiques sont rassem-
blées, séchées sur sulfate de sodium et évaporées & sec
sous vide. On obtient 7,6 g de produit brut qui sera
chromatographié sur colonne de silicagel en utilisant un
éluant constitué d'un mélange de benzéne et d'acétate
d'éthyle v/v : 7-3. On recueille aprés cristallisation
dans un mélange d'éther et d'hexane ou d'acétate d'é-
thyle et d'éther de pétrole 1,38 g de cristaux incolores
CCM (Benzéne-acétate d'éthyle 5-5). RF = 0,3. Rdt = 19%.
F = 70-73°C.

Analyse : 012 H22 N, ) 04 (290)
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Calculé % : C 49,65 H 7,58 N 9,65

Trouvé % : C 49,63 H 7,54 N 9,62 |

Spectre IR (KBr) ¥ ecm™| : 3360,3320 (NH) ; 2990,2923

(CH-CH,) ; 1685,1660 (C=0) ; 1525 (amide I).

Spectre de RMN (CDClB) d ppm : 6,70 et 5,40 (2m-2H) 2NH;

3,78 (d-2H) CH, gly ; 3,43 (m-3H) N-CH,-CH ; 2,33 (S-

3H) COCH; ; 1,46 (5-9H) terbutyl ; 1,29 (d-3H) CHj.
EXEMPLE 38

TRIFLUOROACETATE DE GLYCYL-N-{ (METHYL-2 ACETYLMERCAPTO-

2 ETHYL)JAMIDE : I 118

Méthode générale de déprotection d'un BOC (déja décrite).
Réactifs utilisés : 1,38 g (47 x 10™2 mole) de BOC-
glyeyl-N-[ (méthyl-2 acétylmercapto-2 éthyl)]-amide.

7 ml de TFA.

La réaction suivie par CCM jusqu'ad disparition
du Boc est totale en 2 heures. Le mélange réactionnel
est ensuite évaporé & sec sous vide et l'huile obtenue
est reprise par 50 ml d'eau distillée. La phase aqueuse
lavée au dichlorométhane (3 x 50 ml) puis lyophilisée
fournit 1,38 g de trifluoroacétate sous forme huileuse
et hygroscopique. Rdt = 97,18 %.

Spectre de RMN (DEO) d ppm : 3,69 (S-2H) CH, gly ; de
3,65 & 3,15 (2m-3H) N-CH,-CH ; 2,28 (S-3H) COCH; ;
1,20 (4-3H) CH,. |
EXEMPLE 39

BOC-SARCOSYL-N-(S-ACETYL)-CYSTEAMINE
Réaction entre la BOC-Sarcosine et la S-acétyl-cystéa-
mine faisant intervenir un agent de couplage selon la
méthode générale déja décrite.
Réactifs utilisés : 9,58 g (50,7 x 10-3 mole) de BOC-
Sarcosine dans 70 ml d'acétonitrile, 8,82 g (25,3 x
10~2 mole) de t-PNC dans 90 ml d'acétonitrile. 7,08 ml
(50,7 x 10™2 mole) de TEA. Le mélange est agité & 0°C
durant 15 minutes et additionné de 8,97 g (57 x 10™3
mole) de chlorhydrate de S-acétyl-cystéamine et d'une
solution de 10,86 ml (77 x 10~ mole) de TEA dans 30 ml
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d'acétonitrile.,
Le mélange réactionnel est agité 12 heures &

température ambiante puis évaporé & sec sous vide. Le
résidu est repris par 400 ml de dichlorométhane et on
procéde aux différents lavages (eau, bicarbonate de
sodium aqueux saturé et glacé, eau, acide citrique 10 %
dans l'eau, eau jusqu'd pH neutre). La phase organique
séchée sur sulfate de sodium puis évaporée & sec sous
vide fournit 11,9 g de produit brut qui sera chromato-
graphié sur colonne de silicagel en utilisant un éluant
constitué d'un mélange d'acétate d'éthyle contenant 20 %
d'éther de pétrole. On recueille aprés cristallisation
dans un mélange d‘'acétate d'éthyle et d'éther de pé-
trole 5,52 g de cristaux incolores. CCM (Acétate d'é-
thyle contenant 20 % d'éther de pétrole). RF = 0,5.

Rdt = 37.6 %. F = 77-79°C.

Analyse : C,‘2 H22 N, 8 0, (290)

Calculé % : C 49,65 H 7,58 N 9,65

Trouvé % : C 49,62 H 7,61 N 9,67

Spectre IR (KBr) Ycm™| = 3270 (NH) ; 3080,2980,2930
(CH-CHg) s 1700,1655 (C=0) ; 1560 (Amide).

Spectre RIMN (CDCIB) 5 ppm : 6,50 (m-1H) NH ; 3,88 (8-2H)
CH, gly ; 3,47 (m=2H) N-CH, ; 3,04 (m-2H) S-CH, ; 2,93
(S-3H) N-CHy ; 2,36 (S-3H) COCHy ; 1,50 (S-9H) terbutyl.

EXEMPLE 40
TRIFLUOROACETATE DE SARCOSYL-N=-(S-ACETYL)-CYSTEAMINE :
I 123

Méthode générale de déprotection d'un BOC (déja décrite).
Réactifs utiliséds : 2 g (6,8 x 10~ mole) de BOC-Sarco-
syl-N-(S-acétyl)-cystéamine. 7 ml de TFA. La réaction
suivie par CCM est compléte en 2 heures. Apres les diffé-
rents lavages on recueille 1,87 g de poudre incolore.

Rdt = 89,6 %. F = 91-93°C.

Spectre IR (KBr) ) cm'1 : plusieurs bandes indiquant la
présence d'un sel d'amine, 3240, 3090, 2975, 2840, 2620,
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2260 ; 1700, 1670 (C=0) ; 1580 (ami¢e). 7
Spectre de RMN (D50) & ppm : 3,83 (S-2H) CH, gl7 ;
3,47 (m-2H) N-CH, ; 3,06 (m-2H) S~CH, ; 2,75 (S-3H)
N-CH; ; 2,39 (S-3H) COCHj.
EXEMPLE 41

DI-BOC-SARCOSYL-N,N'=-CYSTAMINE
Réaction effectuée selon la méthode générale déja dé-
crite qui fait intervenir un ester activé de la BOC-
Sarcosine et la cystamine. .
Réactifs utilisés : 3,15 g (14 x 10™2 mole) de dichlor-
hydrate de cystamine dans 50 ml de DMF et 3,9 ml de TEA.
7,15 g (25 x 10™2 mole) d'ester BOC-Sarcosyl=0O-N-
Succinimide.

Le mélange réactionnel est agité 12 heures &
température ambiante puis évaporé a sec sous vide. La
pite restante est reprise par 200 ml d'eau distillée
et le précipité blanc formé est essoré puis cristallisé
dans un mélange d'acétate d'éthyle de méthanol et d'é-
ther de pétrole. On recueille 4,5 g du composé attendu.
Rdt = 65 %. F = 178-180°C. CCM (dichlorométhane conte-
nant 5 % de méthanol). RF = 0,3.

Analyse : 020 H58 N, S2 O6 (494)
Calculé % : C 48,58 H 7,69 N 11,33
Trouvé % : C 48,54 H 7,66 N 11,35
Spectre IR (KBr) ) em™' : 3270 (NH) ; 3080,2980,2930
(CH—CH2 ; 1700,1660 (C=0) ; 1560 (Amide).
Spectre RMN (DMSO) & ppm : 8,15 (t-2H) NH ; 3,84 (S-4H)
CH2 gly ; 3,42 (m-4H) N--CH2 ; 2,86 (m=4H) S-CH2 ; 2,86
(s-6H) CH3 s 1,42 (S-18H) terbutyl.

EXEMPLE 42
DI-TRIFLUOROACETATE DE DI-SARCOSYL-N,N'-CYSTAMINE :
I 124
Méthode générale de déprotection d'un BOC (déja décrite).
Réactifs utilisés : 2 g (4 x 10™2 mole) de Di-BOC-
sarcosyl-N,N'-cystamine. 7 ml de TFA, La réaction suivie
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par CCM est compléte en 1 heure. Aprés les différents
lavages on recueille 1,96 g de poudre incolore et hy-
groscopique. Rdt = 93,8 %.
Spectre de RMN (D20) 5 ppm : 3,83 (S-4H) CH, gly ;
5 3,52 (t-4H) N-CH, 3 2,83 (t-4H) S-CH2 ; 2,75 (S-6H) CHB'
EXEMPLE 43
ACIDE (GLYCYLAMINO-2)-ETHYLTHIOSULFURIQUE : I 125
Une solution, contenant 1,31 g (5 x 10™2 mole)
de bromhydrate de glycyl[N-(bromo-Z-étnﬁD]-amide :
10 1,24 g (5x 10=2 mole) de thiosulfate de sodium 5 H;O ;
0,68 g (5 x 10~ mole) d'acétate de sodium 3 H20 ; et
6 ml d'eau distillée; est chauffée & 90-95°C jusqu'a
disparition du bromure de départ. La réaction est sui-
vie par CCM (butanol-éthanol-eau v.v.v : 2-1-1). RF du
15 bromure 0,7. (Dans le méme éluant RF du composé attendu
0,15). Le temps réactionnel est d'environ 2 heures. Par
addition d'éthanol il y a apparition d'une huile. Le
surnageant est décanté, l'huile est redissoute dans le
minimum d'eau distillée et & nouveau on additionne de
20 1'éthanol. Cette opération de lavage de l'huile est ré-
pétée 5 fois. La phase huileuse obtenue est alors re-
prise par de 1l'eau distillée et décolorée par du noir
animal. La solution incolore est ensuite lyophilisée et
fournit une poudre hygroscopique qui contient encore du

25 thiosulfate de sodium.
Le produit pur sera isolé aprés filtration sur

colonne de silicagel en utilisant un gradiant d'éluants
constitué d'acétonitrile et d'eau. Rdt = 40 %. Ce com-
posé sera conservé sous atmosphére d'azote.
30 Spectre de RN (D20) : 3,85 (8-2H) CH, gly ; 3,63 (m=-2H)
N-CH, : 3,25 (m-2H) SCHj.
EXEMPLE 44
GLYCYLAMINO-2 S-ETHYLPHOSPHOROTHIOATE DE SODIUM : I 126
Dans 9,4 ml d'eau agitée & 15-20°C on addi-
%5 tionne en maintenant cette température 1,714 g (9,52 x
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10_3»mole)'de phosphorothiocate de sodium*. On obtient
une suspension blanche. On ajoute ensuite 2,5 g (9,54 x
10™2 mole) de bromhydrate de glycyl[N-(bromo-2 é&thyl)]-
amide. Lorsque le mélange est devenu homogéne (1 heure),
5 on additionne goutte & goutte, en maintenant toujours
la température entre 15 et 20°C, 4,7 ml de DMF. L'agita-
tion & température ambiante est poursuivie durant 1 h 30
puis la solution est versée sur 60 ml de méthanol et
placée au réfrigérateur durant 12 heures. Le précipité
10 formé est essoré, repris par 10 ml d'eau et versé sur
60 ml de méthanol. La solution est maintenue & 0°C du-
rant 2 heures et les cristaux du dérivé monosodé de
1'acide S-(glycylamino-2) éthyl phosphorothioique sont
essorés et séchés sous vide dans un dessicateur conte-
15 nant de l'anhydre phosphorique. On recueille environ
1,4 g de sel trés hygroscopique.
Spectre de RMN (D20) 5 ppm : 3,86 (S-2H) CH, gly ;
3,40 et 2,80 (2m-4H) NfCHa-Cﬁa-S.
' EXEMPLE 45
20 DI-TRIFLUOROCACETATE DE DI-ALANYL-N,N'-CYSTAMINE -
’ La réaction est effectuée comme aux exemples
17 et 18 en remplagant la glycine par l'alanine, les
proportions molaires restant les mémes. Ce produit se

présente aprés lyophilisation sous forme d'une huile.
25 Spectre de RMN (D20) : 3,98 (m) CH ; 3,48 (m) N-CHé 3

2,76(t) S-CHy ; 1,46 (4) CHy.

EXEMPLE 46
ACTIVITE RADIOPROTECTRICE
Cette étude d'activité radioprotectrice a

30 été réalisée selon une technique décrite par M. Fatome

et coll., Eur. J. Med. Chem., 1977, 12, (1), 93. Les

substances ont été injectées par voie intra-péritonéale

* Le phosphorothioate trisodé est préparé selon la mé-
thode de S. AKERFELOT ; Acta. Chem. Scand., 1960, 14,
1080-84.
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aux doses indiquées sur le tableau I, 15 minutes avant
une irradiation a la DLﬁOO/BO jours. Cette dose étant
égale a 950 Rad.

Des études plus complétes sont rapportées dans

5 1le tableau II.
TABLEAU I

Taux de survie au 3%0éme Jjour

(injection des drogues 15' avant irradiation a 900 ou

950 Rad)
10 _
Composé de DLgq Doses % de
. _ A
1l'exemple (ng/¥e) (mg/kg i.p.) survie
2 1 500 750 100
15 187 67
4 1 500 750 80
188 40
20 6 800 400 . 60
8 1 200 750 93
10 800 800 40
16 1 500 750 100
25
18 1 200 750 100
19 800 400 100
45 1 200 600 100

30
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TABIEAU I (Suite)

Taux de survie au 30éme jour

(injection des drogues 15' avant irradiation & 900

ou 950 Rad)
" Composé de DLgq Doses % de
Llexemple  (ng/kg)  (mg/kg i.p.)  SEVi®
22 1 250 625 100
24 1 500 - 750 70
26 1 200 750 60
28 > 2 000 1 000 | 100
51 750 375 60
32 1 500 1 000 : 100
34 1 000 | 500 70

36 2 000 1 000 30
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Plusieurs remarques peuvent &tre faites sur
ces résultats.

Tout d'abord, les deux homologues supérieurs
I 106 (exemple 22) et I 105 (exemple 45) des I 102
(exemple 8) et I 103 (exemple 18) décrits présentent
une bonne radioprotection pour une faible toxicité. .
Cependant, le remplacement de la glycine par la L-ala-
nine n'apporte pas de grands changements quant 4 l'ac-
tivité radioprotectrice, l'amino-acide le meilleur res-
tant toutefois la glycine.

Les dérivés I 107 (exemple 24) et I 108 (exem-
ple 28) comportent une glycine pour les raisons qui ont
été invoquées et une cystéamine diméthylée en position
& de l'atome d'azote choisie par analogie avec un thio=-
-sulfate décrit par Piper et coll. :
HQN-C(CH3)2-CHé-S-SOBH (J.R. Piper et coll., J. Med.
Chem. 1966, 9, 911), composé présentant une bonne pro-
tection & 600 mg/kg. Ces deux produits, acétylés en
bout de chalne, montrent une activité radioprotectrice;
ceci était prévisible pour le I 108 mais un fait nou=-
veau est apparu car.le I 107 est un S-glycyl au lieu
d'un S-acétyle et cette fois l'amine terminale de la
cystéamine comporte le groupement acétyle. L'activité
étant liée & la libération in vivo du thiol, il doit
donc y avoir dans ce cas une libération du groupement
glyeyl. ,

La molécule I 109 (exemple 28) est particu=-
liérement intéressante. C'est la premiére & avoir une
séquence dipeptidique sur la cystéamine S-acétylée. En
utilisant un dipeptide (gly-gly). on souhaitait diminuer
la toxicité par rapport au I 102 tout en gardant une ac=-
tivité radioprotectrice.

Les premiers résultats obtenus sont trés en-
courageants puisque la DL 50 du I 109 est > 2000 mg/kg.
Son activité, qui demande & &tre encore étudiée, est
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agsez remarquable puiSque 1l'on constate une survie de
100 % & 30 jours sur des souris ayant regu 1 500 mg/kg
(i.p.) de drogue 15' avant une irradiation de 1 100 Rad.
| Les composés I 110 (exemple 31) et I 111
(exemple 32) ont été synthétisés par analogie avec le
WR 77913 (HaN-Cﬁa-CH(OH)-CH2-S-P03HNa) qui donne 100 %
de survie & 30 jours sur des souris ayant regu 400 ng/
kg (i.p.) 30' avant une irradiation de 950 ; 970 Rad.

(J.R. Piper et coll., J. lMed. Chem. 1975, 18, 804).

Les résultats sont encore partiels; néanmoins
le I 111 peu toxique (DL 50> 1 500) présente des sur-
vies & 30 jours de 80 % pour 1 000 ng/kg (1 100 Rad) et
de 70 % pour 250 mg/kg (900 Rad).

Quant au dérivé I 114 (exemple 34), il pré-
sente une conjugaison S-glycyl (voir le 1 107) et peut
atre considéré comme .l'inverse du I 102, il présente
une légére action radioprotectrice.

EXEMPLE 47
ACTIVITE ANTI-CARCINOGENE

Drogue utilisée :

_HBr, HEN-CHE-(C=O)-NH-(CHg)g-S-(C=O)—CH3 (I 102)

L'activité anti-carcinogéne a été déterminée
sur des souris porteuses de tumeurs ENMT6 ou HT™M9. On
injecte par voie i.p. 695 mg/kg 15 minutes avant le dé-
but de 1l'irradiation a 20 Gy.

Dans le premier cas, on observe pour la dose
de 20 Gy une survie de 10'2, mais avec l'administration
de la drogue la survie cellulaire est comprise entre 5
et 8.'10'2 (selon que l'on tient compte ou non du coeffi-
cient de clonage).

Pour le second type de tumeur, on observe
pour la dose de 20 Gy une survie de 10'é mais avec ad-
ministration de la drogue la survie cellulaire est com-
prise entre 2,4 et 4,102 (méme remarque).
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7 On constate donc que ce composé, outre son
pouvoir radioprotecteur ne protége pas (ou peu) les
tumeurs, sauf si celles-ci sont nécrosées.
L'un des meilleurs radioprotecteurs actuels,
‘5 le WR 2721, est structurellement proche du I 102 puis-
qu'il contient une cystéamine conjuguée avec un groupe- .
ment propylamine et a sa fonction thiol protégée par un
groupement phosphorothioate (instable d'ailleurs, d'ou
les problémes rencontrés pour purifier le WR 2721). De
10 plus, il a été montré, principalement par les travaux
de Yuhas, que le WR 2721 présentait la propriété remar-
quable de se concentrer sélectivement dans les tissus
normaux (et non dans les cellules cancéreuses).
La conséquence est qu'il protége sélectivement
15 1les tissus normaux contre les dommages induits par les
radiations, tout en laissant les tumeurs solides suppor-
ter seules l'effet des radiations.
_ Or, dans la mesure ol le nombre de cancers
induits par la radiothérapie n'est pas négligeable, il
20 y aurait.donc la une drogue de choix pouvant étre uti-
lisée d'une maniére trés générale lors de tous les trai-
tements du cancer par cette approche.
De plus, il semblerait aussi que le WR 2721
puisse exercer un effet protecteur sélectif lors des
25 chimiothérapies effectuées avec les drogues alkylantes.
On a montré récemment que le composé type
I 102 présentait cette méme sélectivité.
Bien que le composé type de départ (I 102) -
présente un FRD moindre que le WR 2721 (respectivement
30 1.4 et 2.7 sur la moelle osseuse), le facteur de gain
(FRD moelle osseuse/FRD tumeurs) pour un niveau de sur-
vie de 5.107" sur les tumeurs EMT6, est identique pour
les deux produits et égal a 1.2.
De plus, le I 102 montre deux avantages par
35 rapport au WR 2721 :
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- une plus grande stabilité chimique (le WR 2721 en
effet n'est pas trés stable, ce qui conduit parfois a
des résultats non reproductibles),

. - une toxicité moindre (DL 50 respective > 1 500 mg/kg

5 et 950 mg/kg.

ABREVIATIONS UTILISEES DANS Li PARTIE EXPERIMENTALE
- Z : benzyloxycarbonyl
- £-PNC : hexachlorocyclotriphosphazéne
10 - THF : tétrahydrofuranne
- TEA : triéthylamine »
- CCM : chromatographie sur couche mince (Kieselgel
Merck 60F 254)
- BOC : ter-butoxycarbonyl
15 - AA : amino-acide ou un radical correspondant a Rq-CO-
- TFA : acide trifluorocacétique
-AcOEt : acétate d'éthyle
- Spectre de RMN : s = singulet, d = doublet, t = tri-
plet, m = multiplet
20 - Produits commerciaux de provenance Fluka
- MEA : B -mercapto-éthylanine (cystéamine)
- @ : température
- DMF : diméthylformamide
- MEA NH2-CH2-CH -SH ou le radical correspondant

) 2
25 - Chromatographies sur colonnes réalisées avec Kieselgel

Merck 60 (70,230 Mesch).
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- REVENDICATIONS -
1 - Composé de formule I :
- R,-CO-Y-[A]-Y'-R, (1)

dans laquelle l'un des Y et Y' représente S et 1l'autre
NR?-, R1 est un radical correspondant & un aminoacide
ou un di ou tripeptide R,-COOH, [A] est un radical
alkyléne en C, ou C3 gui peut &tre substitué par un ou
plusieurs radicaux alcoyles en C, a C3 , radical hydroxy
libre ou estérifié, hydroxycarbonyle libre ou estérifié
ou radical ~COR dans lequel R est un radical amino ou
-NH-CHE-Coa—H, R2 est un radical protecteur de la fonc=-
tion thiol qui libére la fonction thiol in vivo, R3 est
l'hydrogéne ou un radical alkyléne en C, a C3 ou, relié
au groupement R2, forme un cycle protecteur de la fonc-
tion thiolj
ainsi que les sels de ce composé avec des acides pharma-
ceutiquement acceptables. '

2 - Composé selon la revendication 1, dans
lequel R1 est un radical alcoylamino droit ou ramifié
en C, a C7.

3 - Composé selon l'une des revendications
1 ou 2, dans lequel R2 est le radical

. == Ry

ol R, = 0, S, NH, N(C,-Cr)alkyl, Ry = H, Cy=Co-alkyl,
aryl substitué ou nomn, NH,, SH.

4 - Composé selon la revendication 3, carac-
térisé en ce que R2 est -COCH3.

5 - Composé selon l'une des revendications
1 ou 2, dans lequel R, est un radical -S-Rg, By étant
une chaine

R,~CO -NH-[A]-

ou un radical aryl ou alkyl non substitué ou substitué.
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6 - Composé selon l'une des revendications

1 ou 2, dans lequel R, est -SOBH ou 'P05H2'
7 - Composé selon l'une des revendications

1 ou 2, de formule :

~ AN — . AN
Rq-CO-N::>><:: S ou Rq-CO-N\\\~ S
Rl R" '

p.¢

dans lesquelles R' = H, 01-07-a1kyl, aryl, NH2, R" = H,
01—07-alky1, aryl.
8 - Composé selon l'une des revendications 1

4 7, sous forme d'un sel d'ammonium quaternaire, l'anion
étant choisi parmi : Br~, Cl7, CF5C02', 5 ~CcH,, -SO5 .
CH'COE‘. -

3 ) .
9 - Composé selon la revendication 1 de for-
mule _
R7-NH-all;1-(C:O)-NH-alke-S-(C=O)'—alk5
et 7
-R7-NH-alk,1-(C=O)-S-alk2--NH-(C=O)-alk5

ol R7 est H ou un radical alkyle en C, a C3, alk, est
une chaine alkyléne droite ou ramifiée en C, a C7,
alka est une chaine éthylényl ou propylényl portant un
ou plusieurs radicaux néthyle ou hydroxy libre ou esté-
rifié, alk5 est un radical 01-07-alkyl non substitué ou
substltue par un ou plusieurs atomes de chlore.

10 - Composé selon la revendication 9 :
la glycyl—N—(S-acetyl)-cysteamlne,
la L-alanyl-N-(S-acétyl)-cystéamine,
1a ¥ -aminobutyryl-N-(S-acétyl)-cystéamine,
la glycyl-N-(S-dichlorcacétyl)-cystéamine,
le glycylamino-2 diméthyl-2,2 thioacétyl-1 éthane I 108,
la glyeylglycyl-N-(S-acétyl)-cystéamine I 109,
le glycylamino-3 acétoxy-2 thiocacétyl-1 propane I 111,
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le glycyl-N[ (méthyl-2 acétylmercapto-2 4thyl]-amide
I 118, '
la sarcosyl-N-(S-acétyl)-cystéamine I 123,
ainsi que les sels d'ammonium quaternaires correspon-
dants.
11 - Composé selon la revendication 1 de for-
mule : '

R -NH—alk1-(C=O)—NH-alk2-S

8 } '
R8-NH-alk1-(C:O)-NHAalka—S

dans laquelle,R8 est H ou un radical alkyle en C, a CB’
alk, est une chaine alkylényl droite ou ramifiée en C,
a C7 et alk, est une chaine éthylényl ou propylényl
portant un ou plusieurs radicaux méthyl ou hydroxy
libre ou estérifié; ainsi que les sels d'ammonium qua-
ternaires. ,
_ 12 - Composé selon la revendication 11 :
la diglycyl-N,N‘-cystamine,
la di-L-alanyl-N,N'~cystamine,
la di- ¥ -aminobutyryl-N,N'-cystamine,
le di-(glycylamino-3 acétoxy-2 propyl)-1,2 disulfure
I 110,
la di-glycylglycyl-N,N'-cystamine I 116,

la di-sarcosyl-N,N'=-cystamine I 124,
ainsi que les sels d'ammonium quaternaires correspon-
dants.

13 - Composé de formule :
-glycylthio-2 diméthyl-1,1 acétamido-1 éthane I 107
-glycyl-S-(N-acétyl)-cystéamine I 114.

' 14 - Procédé de préparation d'un composé se-
lon l'une des revendications 1 & 13, caractérisé en ce
qu'on déprotége un composé de formule :

(pro) Rq—CO-Y-[A]-Y'—Re
en éliminant le ou les groupements protecteurs pro du
radical amino.
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15 - Procédé selon la revendication 14, ca-
ractérisé en ce que le groupement protecteur est le
groupement benzyloxycarbonyl ou ter-butoxycarbonyl.

16 - Application des composés selon 1'une des

5 revendications 1 a 13 4 titre d'agent radioprotecteur.

17 - Composi+ion pharmaceutique comportant a

titre de principe actif au moins un composé selon l'une

des revendications 1 a 13.
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REVENDICATIONS MODIFIEES
[recues par le Bureau international le 19 novembre 1984 (19.11.84);
les revendications originales 1 4 17 ont été remplacées par les revendica-
tions modifiées 1 & 15]

V) Composé de forfmule |
R‘ -CO-NR 3-/A/ -S-Rz

dans laquelle R‘ est un radical correspondant A un aml'noactde
R‘-.COOH. /A/ est un radical alkyléne en C2 ou t:3 qul peut
Etre substitué par un radical alcoyle en C‘ & C3, un radical
hydroxy, hydroxycarbonyl ou un radical -COR ol R est un
radical amino ou -NH—CHz-COZH, Rz est un radica! protecteur
de la fongtlon thiol qui tibére 1a fonction thiol in vivo, Rs est
I'hydrogéne ou relié au groupement Rz forme un cycle protec-
teur de Rz fonction thiol,
a8 l'exception de la diglycyl-N,N'cystamine, de la di-
P-alanyl-N,N'-cystamine et de la di~-phénylalanyl-N,N'-
cystamine,
ainsi que les sels de ce composé‘ avec des acides pharmaceuti-
quement acceptables. '

2) Composé selon la r—evendica—tion 1 dans lequel R1 est
un radical alcoylamino droit ou ramifié en C & C7
3) Composé selon 1'une des revend:cations 1 ou 2,

dans lequel Rz est le radical
R
cé &

\R5

ol R, = 0, S, NH, N(C_'-C.,)alkyl, Rg = H, C;-C.-alky!, aryl
substitué ou non, NH,, SH. )

4) Composé selon {'une des revendications 1 ou 2,
dans lequel Rz est un radical 'S'RG’ ’R étant une chaftne

R,-CO-NH-/A/-

ou un radical aryl ou alkyl non substitué ou substitué,
sous ré&€serve gue lorsque A est le radical éthyléne, alors

Rlcooa n' est pas la glycyne, la P-alanine ou la phényl-
alanine.

223

13
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8) Compost selon i'une des revendications V ou 2,
dans lequel Rz (11 -SO,H ou -Poaﬂz.
6) Composé selon 1'une des revendications 1 ou 2, Ce

formule @
A
VAEEN AN
R‘-CO-NX 3 ou R‘-OD-N y -
R_' R" - x - R’

dans lesquelles R' = H, ,C‘-C.,-alkyl. aryl, NHz, R" = H, C‘-C7-
alkyl, aryl.

7) Composé selon |'une des revendications 1 & 6, sous
forme d'un sel d'ammonium quaternaire, 1'anion étant choisi

parmi : Br T, CI 7, CF,€0, =, CHy-C.H,-S0, ~, CH3C02 -,

B) Composé selon la revendication 1 de formule :

NH,-alk ,~CO-NH- nkz-s-co-alk

2 3

dans laquelle alk, est une chaine alkyléne droite ou ramifiée
en CI a C., alk, gst une chafne éthylény! ou propylény! por-
tant un ou plusieurs radicaux méthyle ou hydroxy, alk3 est un
radical C'—C7-alkyl substitué par un ou plusieurs atomes de
chlore. ' '

9) Composé selon la revendication 8 :
la giycyl-N-(S-acétyl)-cystéamine
la L-alanyl-N-(S-acétyl)-cystéamine
la ¥ -aminobutyryl-ﬂ-(soacétyl)-cystéamlﬁe
la glycyl-N-{S-dichloroacétyi)-cystéamine,
ainsi due jes sels d'ammonium quaternaires correspondants.
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IO) Con!posé selon ,.' revendication | de formule :

-5

NHz-l Ik 1 -ﬁ-NH-l ik 2

(o)

dans laguelle .lk‘ est une chalfne alkylény! droite ou ramifiée
en C, & C., et nlkz est une chalfne éthylény! ou propylényi por-

5 tant un ou plusieurs radicaux méthyle ou hydroxy,
sous réserve gue lorsque alkz est une chaine éthyléne,

alors alkl n'est pas une chaine &thyléne ou méthyléne.
11) Composé selon la revendication 10 :
10 la di-¥-aminobutyryl-N,N'-cystamine,
ainsi que les sels d'ammonium quaternaires correspondants.
12) Procédé de préparation d'un composé selon I'une
des revendications 1 & 11, caractérisé en ce qu'on déprotége
un composé de formule : -

I5
(pro) 'R,-CO-NRs-/A/-S—Rz
en éliminant le ou les gmupementi protecteur pro du radical
amino.
20 13) Procédé selon la revendication 12, caractérisé en

ce que le groupement protecteur est le groupement benzyloxy-
carbony! ou ter-butoxycarbonyl.
14) Application des composés selon l'une des
' revendications 1 & 11 ou de la diglycyl-N,N'-cystamine,
25 de la di-f-alanyl-N,N'-cystamine et di-phénylalanyl-N,N'-
cystamine & titre d'agent radioprotecteur.

)

z
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15) Composition pharmaceutigue comportant &
titre de principe actif au moins un composé selon 1'une
des revendications 1 4 11 ou la diglycyl-N,N'-cystamine,
la di-p-alanyl-N,N'-cystamine et la di-phénylalanyl-N,N'~

5 cystamine, '
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