ROYAUME DE BELGIQUE BREVET DINVENTION

N’ 885.575
Classif. Internat. : Co ¥C/C°?D/ﬁ°7/v

MINISTERE DES AFFAIRES SCONOMIQUER Mis en lecture le: 10 -06" 1981

\

Le Ministre des Affaires Economiques,
Vu la loi du 24 mai 1854 sur les brevets dinvention;

Vu la Convention d'Union pour la Protection de la Propriété Industrielle ;
Vu le procés-verbal dressé le 10 décernbre 19%20 @ 41 h (O

au Service de la Propriété iudustrielle;

ARRETE :

Article 1. — Il est délivié @  1la Sté dite : ELI LILLY AND COIMPANY,
307 East Mc Carty Street, City of Indianapolis, Indianz
(Ztats-Unis d'Amérique),

repr. par Langner Parry, c/o iir. Frank Seifert, 77 Frans
De Ceusterlei, 2120 Schoten,

un brevet d'invention powr: Dirivés de noyaux peptidiques cycligues,
leur préparation et leur utilisation comme agents
antifongiques,
(Inv. : H. Debono)

qu'elle déclare avoir fait 1'objet de demandes de brevet
déposées aux Etats-Unis d'Amérique le 13 décembre 1979,
n°s 102.012, 103.018, 103.019, 103.145 et “103.150 et le
25 aolt 1680, n° 181.034, 181.035, 181.037, 181.434 et

181.442 au nom de M. Debono dont elle est 1'ayant cause.

Article 2. — Ce brevet lui est déliwé sans examen préalable, & ses risques et
périls, sans garantie soit de la réalité, de la nouveawé ou du mérite de Finvention, soit
de Texactitude de la description, et sans préjudice’ du droit des tiers.

Au présent arrété demeurera joint un des doubles de la spécification de l’invemiorg
(mémoire descriptif et éventuellement dessins) signés par lintéressé et déposés @ l'appui
de sa demande de brevet.

Bruxelles, le 10 juin 19281
PAR DELEGATION SPECIALE :
Le Directeur

%

L. SALPETEUR
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Dérivés de noyaux peptidiques cycliques, leur préparation et leur
utilisation comme agents antifongiques.

Société dite : ELI LILLY AND COMPANY

Priorité conventionnelle des demandes de brevet déposées aux Etats-
Unis d'Amérigue N° 103,012-103,018—103,019-103,146-103,150

le 13 Décembre 1979 et N° 181,034-181,035+ B1,037-181,434-181,442
le 25 Aolit 19€0 au nom de Manuel DEBONO.

Onv : M.'Mlou

Yie




10

[
(§3]

20

25

30

35

Lzee wLto
< ° e
6o s4e S . a8
. . ' e .
L4 e

es o
e

Celte invention concerne de nouveaux composés anti-
fongicques semi-synthétiques que 1l'on prépare par acylation
de noyaux peptidiques cycliques obtenus par désacylation
enzymatique de l'antibiotique peptidique cycligue
correspondant.

L'antibiotique peptidique cyclique est un composeé

antifongique ayant la formule générale

. 3
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dans laqueclle R, R, Rz, R” et R sont définis ci-dessous.

Dans toule cette demande, les formules des peptides cycliques,

comme la formule I, supposent que les amino-acides représentés

sont cn conf{iguration L.
Leos facteurs A, B, D et H de A-30912 sont des

antibiotiques peptidiques cycliques de formule générale I ol
R est le yroupement linoléoyle [cis,cis CH3(CH2)4-CH=CHCH2CH=
CH—(CH2)7-CO~I.

Le facteur A de
et R4
Le facteur B de
sont tous deux H
Le facteur D de

Rl, Rz, R3 ct R4
Le facteur Il de

1 3

R, R sont tous OH

Rl et R2

Rl et R4 sont tous deux OH, R2 est H et R

A-30912 a la formule I dans laquelle

et R2 est H.

A-30912 a la formule I dans laquelle
et R3 et R4 sont tous deux OH.
A-30912 a la formule I dans laquelle

sont tous H.

A-30912 a la formule I dans laquelle

3 est CH30.
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L'antibiotique S 31794/F-1 est un peptide cyclique
antifongique de formule I dans laquelle R est un groupenment
myristoyle ct Rl, R3 et R4 sont OH et R2 est -CO-NH,.

Chaque facteur est isolé du complexe A30912 qui
contient les autres facteurs arbitrairement appelés facteurs
B, C, D, E, Fet G. Le complexe A-30912 et les facteurs A a
G individuecls sont décrits par M. Hoehn et K. Michel dans
le brevet des E.U.A. N° 4.024.245. Le facteur A de
l1'antibiotique A-30912 est identique a 1l'antibiotigue A-22802
qui est décrit dans le brevet des E.U.A. N° 4.024.246. Il a.
égalemcht CLté trouvé que le facteur A est identique & |
1'échinocandine B antibiotique [voir F. Benz et al., Helv.
Chim. Acta, 57, 2459 (1974} et brevet suisse N° 568.386] et
d@ l'antibiotique SL 7810/F [voir C. Keller-Juslen et al.
Tetrahedron Letters, 4147 (1976) et brevet belge N° 834.289].

l.e facteur A de l'antibiotique A-30912 est préparé
par fcrmentation aérobie en immersion en utilisant 1'un de
plusicurs organismes différents, a savoir : (a) Aspergillus
rugulosus NRRL 8113 ; (b) Aspergillus nidulans NRRL 8112 ;
(c) Aspergillus nidulans var. echinulatus A-32204, NRRL
3860 ; (d) Aspergillus rugulosus NRRL 8039 ; ou {e)
Aspergillus nidulans Qar. roseus NRRL 11440.

On a également trouvé que le facteur B est identique
d l'echinccandine C antibiotique [voir R. Traber et al., Helv.
Chim. Acta, 62, 1252 (1979)] et & l'antibiotique SL 7810/F-II
Ivoir le brevet belge N° 834,289].

On prépare le facteur B de 1l'antibiotique A-30912

par fermentation aérobie en immersion en utilisant 1'un de

plusicurs organismes diff{érents, 3 savoir : (a) Aspergillus

rugulosus NRRL 8113 ; (b) Aspergillus nidulans var. echinulatus
A-32204, NRRI 3860 ; (c) Aspergillus ruqgulosus NRRL 8039 ; ou

(d) Aspergillus nidulans var. roscus NRRL 1440,
On a &galement trouvé que le facteur D est identique
d l'échinocandine D antibiotique [voir R. Traber et al.,
Helv. Chim. Acta, 62, 1252 (1979)) et 3 1l'antibiotique SL
7810/F-111 [voir le brevet belge N° 834.289].
On prépare le facteur D de l'antibiotique A-30912

par fermentation aérobic cn immersion en utilisant 1'un de
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plusieurs organismes différents, a savoir : (a) Aspergillus

L rugulosus NRRL 8113 ; (b) Asperciiius nidulans var.
echinulatus A-32204, NRRL 3860 ; (c) Aspergillus rugulosus
_ NRRL 8039 (voir le brevet belge N° 834.289) ; ou (d)
ﬁ- 5 Asperaillus nidulans var. roseus NRRL 11440.
i Le facteur H est un facteur de 1'antibiotigue A-30912

découvert plus tard, et il est décrit dans la demande de
brévet frangais N° g, jz212-lont la description est incorporée
ici par voie de référence.

10 Le facteur H de A-30912 est préparé par
fermentation en utilisant 1'un de plusieurs organismes
différents, a savoir : (a) Aspergillus rugulosus NRRL 8113 ;

: ~ ou (b) Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440.
: Une sous-culture de A. nidulans var. roseus a été
15 déposée et fait partie de la collection de cultures
permanentes du Northern Regional Research Laboratory,
U.S. Department of AgriculEure, Agricultural Research Service,
Peoria, Illinois 61604, ol elle est disponible au public
sous le numGro NRRL 11440,
20 Quand on utilise une souche de A. nidulans var.
i roseus NRRL 11440 pour produire 1l'un quelconque des facteurs
; A-30912, on obtient un enséemble complexe de facteurs qui
pour des raisons de commodité est appelé complexe antibiotigque
A-42355. Le facteur A de A-30912 est le facteur principal du
25 complexe anlLibiotique A-42355, tandis que les facteurs B, D
et Il sont des facteurs mineurs. Les préparations 2 a3 7
suivantes illustrent la préparation du complexe A-42355
et 1l'isolement et la purification des différents facteurs de
A-30912.
30 Dans la molécule antibiotique de [ormule I, la
chaine latérale linoléoyle (R) est fixGée au noyau peptidique
t cyclique sur le quupement a-amino du reste ornithine. On a
trouvé de fagon surprenante que la chafinc latérale linoléoyle
peut &trc coupée du noyau par une enzyme sans modifier
35 1l'int&qgrité chimique du noyau. L'anzyme utilisée pour effectuer
la réaction de dadsacvlation est produite par un micro-organisme
de la famille Actinoplanaceae, de préférence le micro-organisme
Actinoplancs utahensis NRRL 12052 ou un de ses variants.
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Pour cffectuer la désacyiation, on'ajoute le facteur approprié

de l'antibiotigue A-30912 3 une culture du micro-organisme

et on laisse la culture incuber avec lec substrat jusqu'a ce

que la désacylation soit pratiquement compléte. Le noyau
cyclique ainsi obtenu est séparé du bouillon de fermentation
par des procédés connus dans le domaine. Au contraire des
factcurs A, B, D et H de l'antibiotique A~-30912, le noyau
cyelique (ne possédant pas la chaine latérale linoléoyle)
est esscnticllement exempt d'activité antifongique.

10 L'antibiotique §31794/F-1, qui est décrit dans la
demande de brevet allemand publiée aprés examen N°® 2.628.965
et dans le brevet des E.U.A. N° 4.173.629, est produit par
Acrophialthora limonispora nov. spec. Dreyfuss et Muller
NRRL 8095. S31794/F-1 a les caractéristiques suivantes :

i i5 p-£. 178-180°C (avec décomposition) (amorphe) ou 181-183°C

' (avec décomposition) (cristallisé) ; [algc - 24° (¢ 0,5,

,w.l.-s-mnm!;rs'.l.ﬂ'-\":%'r‘:"r-*:\'i-‘:ﬂ‘ﬁ."-“'!‘-‘"’E’fﬁ.‘.‘»‘Fﬁ EVEI | TR
U

CH,OH) ou + 37° (c 0,5, pyridine) (cristallisé) ; maxima

!
| 4" absorption UV dans le méthanol 3 194 nm (£} b = 807),
| 225 nm (Spaulement) E) o = 132), 276 nm €' F__=12,8),
20 284 nm (Epaulement) Ei gm = 10,5) ; un spectre RMN du
carbone 13C dans le deuterométhanol (190 mg dans 1,5 ml de
deutcromcthanol, en utilisant le tétraméthylsilane comme
étalon internc) ayant les caractéristiques suivantes
(3 1l'état cristallisé) : )
25 prM PPM DY
176,2 75,5 51,2
175,0 74,0 39,7
173,7 71,0 38,8
172,6 70,5 36,0
30 172,0 69,7 34,8
171,8 68,0 32,8
171,7 62,2 30,6
168,6 58,3 26,7
157,7 57,0 23,5
35 132,5 56,2 19,7
129,0 55,4 14,3
l 115,9 52,9 11,1
' 76,6

Sttt isinkoinn Sng b A NSRS | DR
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une analyse CGlémentaire approximative (aprées séchage du
matériau cristallisé pendant deux heures sous vide poussé 3
100°C) conme suit : 55,5-56,5 % de carbone, 7,5-7,7 %
d'hydrogyéne, 10,5-10,8 % d'azote et 25,5-26,0 3 d'oxygdne ; il
est facilement soluble dans le méthanol, 1'éthanol, la pyrldine,
le dlmcthylsulfoxyde et faiblement soluble dans 1'eau, le

‘chloroforme, l'acétate d' éthyle, 1'éther diéthylique, le

banzéne et 1'hexane ; et a une activité antlfonglque, en
partlculler contre Candida albicans.

On prépare 1l'antibiotique S31794/F-1 par culture _
aérobic cn immersion de Acrophialophora limonispora NRRL
8095 comme décrit dans les préparations 8 et 9. Ce micro-

organisme fait partie de la collection de cultures
permancntes du Northern Regional Research Center, U.S.
bepartment of Agriculture, Agricultural Research Culture
Collection, North Central Region, Peoria, Illinois 61604,
ol elle est disponible au public sous le numéro d'acces
NRRL indiqué.

L'ahtibiotique S31794/F-1 a une activité anti-
iongique, cn particulier contre les souches Candida comme
Candida albicans. Ainsi, la pProduction et l'isolement de
l'antibiotique peuvent @tre contrdlés par biocautographe en
utilisant unc espdce Candida comme Candida albicans.

Dans la moléculc de l'antibiotique S$S31794/F-1
de formule I, ob R ' r3 ot rY. sont tous des groupements
hydroxy ct R2 est un groupement ~CO-NII,, la chalne latérale

‘myristoyle (R) est fixée au noyau peptidique cyclique gur le

groupement c-amino du reste dihydroxyornithine. 0On a trouvé
de facon surprenante que la ‘chaine latérale myristovle peut
étre coupée du noyau par une enzyme sans nuire 3 1'intégrité
chimique du noyau. L'enzyme utilisée pour cffectuer la
réaction de désacylation est produite par un micro-organisme
de la famille Actinoplanaceae,.de préférence le micro-
organisme Actinoplanes utahensis NRRL 12052 ou un de ses
variants. Pour effectuer la désacylation, on ajoute
1l'antibiotique 531794/F-1 3 une culture du micro-organisme
et on laissc la culture incuber avec le substrat jusqu'a ce
que la désacylation soit pratiquement compldte. Le noYau

RAAR At bt s b it kBt e ..
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S".':,'_):'!‘.’C" du bouwillon de fermentation

o

cyclicue ainst obionu oS
par des procédés connus dans le domaine. Au contraire de
1'antibiotique S31794/F~1, le noyau cycligue (ne présentant

—— A

pas la chaine latérale myristoyle) est essentieiloment evempt
5 d'activité antifongique.

Les noyaux peptidiques cycliques fournis par les
réactions de désacylations enzymatiques susmentionnées des
antibiotiques de formule I sont représentés par la formule
générale II.

10

15 }'{

20 ¢ /. 0=.\ | =e 'H OH

.=.\ /.

1 . [ ] .l I
OH f .
0 H ”___—['OH
25 H
I1

e composé de formule II ol Rl, R3 et R4 sont tous

30 dos groupcments hydroxy et R2 est H est le novau du facteur A

de A-30912 et, pour des raisons de commodité&, sera appelé
ici "noyau de A-30912A". Le noyau de A-30912A a une formule
brute de C34H51N7O15 et un poids moléculaire de 797,83,
Le composé de formule II ol R1 et R2 sont tous deux
35 H et R3 et R4 sont tous deux OH ost le noyau du facteur B
de A-30912 et, pour des raisons de commodité&, sera appelé
ici "noyau de A-30912B". Le noyau de A-30912B a une formule

empirique de C34H51N7014 et un poids mol&culaire de 781,81,

\({¢
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Le composé de formule II ou R, RT, R et R’ sont

tous des alomes d'hydrog®ne est le noyau du facteur D de
A=30912 ol sera apwelé ici pour des raisons de commodité
"noyau de A-30912D". Le noyau de A-30912D a une formule
brute de C34I151N7O12 et un poids moléculaire de 749,83.

Le composé de formule II ol Rl et R4 sont tous deux

CH, R2 cst 1l et R3 est CH3O- est le noyau du facteur H de
A=30912 et, pour des raisons de commodité, sera appelé ici
"novau de A-307%12H".

Le composé de formule II dans laquelle Rl, R3 et
R'4 sont Ol et R2 est —CO-NH2 est le noyau de 1l'antibiotique
S 31794/F-1 ct sera appelé& ici "noyau de S 31794/F-1". Le
noyau de § 3179%94/F-1 a une formule brute de C35H52N8016 et .
un poids moléculaire de 840,87.

L'enlévement de la chaine latérale fournit un
groupcment wu—amino primaire libre dans le reste ornithine du
peptide cyclique. Comme le verra 1l'homme de 1'art, les noyaux
peuvent Ctre obtenus sous la forme de l'amine libre ou sous
la forme d'un sel d'addition d'acide . Bien que 1l'on puisse
utiliser un queclconque sel d'addition d'acide appropri&, on
préfére ccux qui sont non toxiques et acceptables sur le
plan pharmaccutique.

l.e procédé de préparation de chaque noyau d partir
de l'antibiotique approprié 3 l'aide d'une fermentation
utilisant Actinoplancs utahensis NRRL 12052 est décrit dans
la dcemande de brevet déposée le méme jour que la présente

demandc dc brevet sous le N°
Dcs cultures d'espéces représcentatives d'Actino-

pnanaccac sonk miscs a la disposition du public au Northern

Regional Rescarch Laboratory sous les numéros d'accés

suivants
Actinoplanes utahensis NRRL 12052
Actinoplanes missouriensis  NRRL 12053
Actinoplanes sp. NRRL 8122
Actinoplanes sp. NRRL 12065
Streptosporangium roseum
var. hollandensis NRRL 12064

&
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l'efficacité d'une quelconque souchc donnée de
micro-organismes appartenant 3 la famille des Actinoplanaceae

pour la misc cn ocuvre de la désacylation dc cette invention

est déterminée par le mode opératoire suivant. On inocule
avec le micro-organisme un milieu de culture approprié. On
fait incuber la culture 3 environ 28°C pendant deux ou trois
jours sur un agitateur rotatif. Puis on ajoute & la culture
l'un des antibiotiques utilisés comme substrat. On maintient
le pii du milieu de fermentation 3 environ 6,5. On contréle

la culture pour son activité en utilisant wune a2nz2lyse par
Candida albicans. La perte de l'activité antibiotique est ﬁne

indication que le micro-organisme a produit !'enzyme
nécessaire pour la désacylation. Ceci doit cependant &tre
vérifié en utilisant 1l'un des procédés suivants : 1) analyse
par chromatographie liquide soues pression ur
détermincr la présence du noyau intact ; ou 2) réacylation
avec une chaine latérale appropriée (par exenmple linoléoyle,
stéaroyle, palmitoyle ou myristoyle) pour rétablir 1'activité.
On sait que d'autres substances antibiotiques
posstdcnt le méme noyau qgue celui de factcur A de l'antibio-
tique A-30912. Ces antibiotiques différent du facteur A de
1'antibiotique A-30912 en ce que des groupcments acyle
différents sont présents & la place du groupement linoléoyle
(R) de la formule I. De tels antibiotiques sont : (a) le
facteur A de A-30912-tétrahydrogéné (tétrahydro-SL 7810/F ;
tétrahydro échinocandine B) décxit dans lec brevet belge
N°® 834.289 ct par F. Benz et al., lielv. Chim. Acta, 57
2459 (1974), composé qui est décrit par la formule I quand R
est un qroupement stéaroyle ; et (b) l'aculaédcine A, qui est
un compoasant du complexe d'aculaécine (priéparée par
fermentation en utilisant Aspergillus aculcatus NRRL 8075)
et est décrit dans le brevet des E.U.A. N° 3.978.210., Comme
décrit dans le brevet belge N° 859.067, dans l'aculaé&cine A,
la chaine latérale palmitoyle est présente 3 la place du
groupcment linoléoyle. Le facteur A de A-30912 tétrahydrogéné

- peut Ctre préparé a partir du facteur A de A-30912 par

hydrogénation catalytique en utilisant PtO2 dans 1'é&thanol
sous unc pression positive. Le facteur A de A-30912

ric
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tétrahydrogrn® ot 1l'aculadeine A peuvent Lous deux, 8tre
utilis¢s comme substrats pour la désacylaiion enzymatique
en utilisant les modes opératoires décrits ici.

On sait également qu'une autre substance
antibiotiquec posséde le méme noyau que le facteur B de
l'antibiotique A-30912. Cette substance, qui différe du
facteur B de l'antibiotique A-30912 en ce qu'un groupement
asyle différent est présent 3 la place du groupement
lineléoyle R de la formule I, est le facteur B de A-30912
tétrahydrogéné (tétrahydro-sSL 7810/F-II ; tétrahydro
échinocandine C) décrit par R. Traber et al., Helv.

Chim. Acta, 62 1252 (1979). Le facteur B de A-30912
tétrahydrogéné est décrit par la formule I quand R est un
groupement stéaroyle. Le facteur B de A-30912 tétrahydrogéné

peut 8tre prénare & partir du facteur B de A-30912 par

hydrogénation catalytique en utilisant PtO2 dans 1'é&thanol
sous pressiorn positive. Le facteur B de A-30912 té&trahydrogéné
peut &étre utilisé comme substrat 3 la place du facteur B de
l'antibiotlique A-30912 pour la dé&sacylation enzymatique en
utilisant les modes opératoires décrits ici.

On sait en outre qu'une autre substance antibiotique
possédc le méme noyau que le facteur D de A-30912. Cette
substancec, qui différe du facteur D de l'antibiotique
A-30912 cn cc gqu'un groupement acyle différent est présent a
la place du groupement linoléoyle (R) de la formule I, est
le factcur D de A-30912 tétrahydrogéné {tétrahydro-SL
7810/F-I11 ; tétrahydro-é&chinocandine D) dé&écrit par R.

Traber et al., lelv. Chim. Acta, 62 1252 (1979). Le facteur B
de A-30912 tétrahydrogéné est décrit par la formule I quand

R est un groupcment stéaroyle. Le facteur D de A-30912
tétrahydrogéné peuf étre préparé a partir du facteur D de
l'antibiotique A-30912 par hydrogénation catalytique en
utilisant Pto, dans l'&thanol sous pression positive. Le
facteur D de A-30912 tétrahydrogéné peut étre utilisé comme
substrat 3 la place du facteur D de A-30912 antibiotique pour
la désacylation enzymatique en utilisant les modes opératoires

décrits ici.
Dans le facteur H de l'antibiotique A-30912, le

Yic
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10
groupaemenl S5-hydroxy présent dans le réslc dihydroxy-
ornithine du noyav peptidique ost méthylé, tandis que dans
le facteur A de l'antibiotique A-30912, 1le groupement 5-
hydroxy n'est pas substitué. On verra donc que 1'on peut
préparcr le facteur H de fagonlsynthétique en méthylant le
facteur A sclen des procédés classiques pour préparer un
éther aliphatique 2 partir d'un alcooi. On verra &galement
que le facteur A peut &tre alkylé avec d'autres groupements
alkyle inférieur pour former des homologues 3 groupements
alkyloxy de la molécule du facteur H. Les homologues i
groupements alkyloxy du facteur H que l'on peut préparer par
synthése & partir du facteur A, sont connus sous le nom
d'homologues du type facteur H de A-30912. Les composés de
formule II oi R1 et R4 sont tous deux Ol, R2 est H et R3 est
un groupement alkyloxy en C2-C6 sont ici appelés comme les
"noyaux du type A=-30912H".

On verra également que la chairc latérale linoléoyle
du factcur H de A-30912 ou des homologues de type facteur H
de A-30912 pcut é&tre hydrogénée selon des tcchniques
classiques pour former le facteur H de A-309]2 tétrahydrogéné
ou le dérivé tétrahydrogéné correspondant des homologues 3
groupements alkyloxy (R est un groupement stéaroyle). On peut
€galement préparer les dérivés tetrahydrogénés en hydrogé&nant
d'abord lec facteur A de 1‘antibiotique A-30912 pour obtenir
le factcur A de A-30912 tétrahydrogéné puis en formant le
dérivé alkyloxy désiré.

Il est entendu que le facteur H de 1l'antibiotique
A=30912, le facteur H de A-30912 tétrahydrogéné, un
homologue A groupements alkyloxy en C,-C, du facteur H ou un ‘
dérivé tcétrahydrogéné d'un homolioguc du facteur H 3 |
groupcment alkyloxy en Cz--C6 peuvent Cétre utilisés comme
substrat pour la désacylation enzymatique en utilisant
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les modes opfratoires décrits ici.
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L'invention qui fait

demande décrit de nouveaux composés obtenus par acylation
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d'un noyau peptidique cyclique de formule II. Les composés
de la présente invention ont la structure chimique décrite

5 par la formule III :
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déns lésquelles A est un radical divalent oxygéne, soufre,
sulfinyle ou sulfonyle ; Al est un radical divalent oxygéne,
soufre, sulfinyle, sulfonyle ou -NH- ; X est un radical
hydrogéne, chloro, bromo, iodo, nitro, alkyle en 81-03,
hydroxy, alcoxy en CI-C3, mercapto, alky%thio en Cl-C3,
carbamyle ou alkylcarbamyle en Cl-C3 ; X* est un atome de
chlore, de brome ou d'iode ; R6 est un atome d'hydrogéne ou
un groupement alkyle en Cl-C18 ou alcényle en C2‘°18’ W est
un groupement alkyléne en CI-C10 ou alcényléne en Cz—Cio ;
m, n et p valent 0 ou 1, mais si m = 0, n doit é&tre égal a
zéro ; pourvu que : la somme des atomes de carbone des .
groupements R6 et W soit supérieure a 4 mais ne puisse pas
dépasser 21 ; que, quand X est un groupement mercapto, A et
al ne puissent pas 8&tre un groupement sulfinyle ou éulfonylg ;
et que, quand A et Al sont des groupements sulfinyle ou
sulfonyle, ils soient dans des &tats d'oxydation &gaux.

Un sous~-groupe préféré de composés de formule III
sont ceux ol R1 a la formule (a) oUmet n=0, p=1 et
R6 est un groupement alkyle en CS-C18 ou alcényle en CS-CIB'

L'nomme de l‘art verra que, dans le noyau

substitu& du groupement Rs, la fonction
¢

-C-W-Al- et la fonction —ARG peuvent &tre placées sur le
noyau benzéne en position ortho, méta ou para 1l"une par

rapport &8 1l'autre. On pr&fére que ces groupements soient én
position para. Le sqbstituant représenté par X peut étre
placé en une quelconque position disponible du noyau benzine
non occupfe par ces deux groupements. l

- Tels qu'utilisés ici, les termes "alkyle" ou
"alcényle" désignent les chafnes hydrocarbonées ramifiées ou
droites. Par "alcényle", on désigne un groupement hydrocarboné&
insaturé contenant une, deux ou trois doubles liaisons qui
peuvent &tre en configuration cis ou trans. '

Des exemples de radicaux alkyle en Cg=C;g que l'on
préfére pour r® pour les besoins de la présente invention -

sont :
(a) -(CHz)n.CH3 ol n' est un. entier de 4 2 17 H

et

"
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CH3'
'
(b) -(CHz)rCH(CHZ)SCH3 ol r et s sunt
indépendamment un entier de 0 a 15, pourvu

que la somme r + s ne soit pas supérieure da

5 15 ou inférieure 3 2.

, Des exemples de radicaux alcényle en C5-C18 que
l'on préfére pour R6 pour les besoins de cette invention
sont :

(a) -(CHz)t-CH=CH-(CH2)n..-CH3 ol t est un entier
10 de 1 3 15 et n'' est un entier de 0 3 15,
pourvu que t + n'' ne soit pas supérieur
d 15 ou ne soit pas inférieur a 2 ;
{b) -(CH2)V-CH=CH-(CH2)y-CH=CH-(CHz)z-CH3-oﬁ v
et z sont indépendamment un entier de 0 & 12
15 et y est un entier de 0 3 13 pourvu que v + ¥
+ z ne soit - pas supérieur a 13.
Des exemples de radicaux alkyléne en CI'CIO' qui
sont les groupements W préf&rés pour les besoins de cette
invention sont : ‘

20 (@) =(CHy) ,,,~ 00 n''' est un entier de 1 a 10 ;
(b) les groupements méthyléne et &thyléne ; et
CH3
(c) -(CHZ):"CH(CHZ)S'- od r' et s' sont
indépendamment des entiers de 0 3 8 pourvu
25 que r' + s8' ne gpoit pas supérieur & 8 ou

ne soit pas inférieur a 1.

Des exemples de radicaux alcényléne enC,-C,, qui sont

des groupements W préférés pour les besoins de cette

invention, sont :

30 . (a) -(CBZ)t.—CH=CH-(CH2)v.- ol t' et v' sont
indépendamment des entiers de 0 3 8, pourvu
gue t' + v' ne soit pas supérieur & 8 ;

(b} - (CH,),,~CH=CH-~ (CH,) _,~CH=CH- (CH,) ;o= ol X'
et z' sont indépendamment des entiers de 0 &

35 5 et y' est un entier de 1 3 5, pourvu que x'
+ y' + z' ne puisse pas &tre supérievr &
10.

L'invention fournit en pafticulier un composé de

Ne
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formule :

H
1 .
dans laguelle R est H ou OH et
vy v nl P T 1 “2 Q-L." e n3 P n4 b demrvre o meew
AL AL AN < W« 43 p N CoOe A4 S 4 e I [-1¥ T X " WWUUD WS

=
H ou tous deux OH,

et
quand rR! est oh, R? est H, R> est OH ou un
groupement alkyloxy en C,-C. et R est oH, ou
bien R2 est -CO-NH2 et R3 et R4 sont tous deux
CH,

et

R5 est un groupement de formule :

() —@—(w)m—(.«\’)n | -@—(A) R®

(b) -@—_(w)m—(l«’), | —ﬁ—_(n) R® ; ou
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ol A est un radical divalent oxygéne, soufre, sulfinyle cu
sulfonyle ; Al est un radical divalent oxygéne, soufre,
sulfinyle, sulfonyle ou -NH-; X est un atome d'hydrogéne ou
un radical chloro, bromo, icdo, nitro, alkyle en Cl-c3,
hydroxy, alcoxy en Cl—C3, mercapto, alkylthio en Cl-C3,
carbamyle ou alkylcarbamyle en Cl--C3 ; X~ est un atome de
chlore, de brome ou d’'iode ; R6 est un atome d'hydrogéne ou
un groupement alkyle en CI-CIB ou alcényle en C,=Cyg i W est
un groupement alkyléne en Cl--C10 ou alcényléne en C2-C10 H
m, n et p sont 0 ou 1l mais sim= 0, ndoit é&tre égal a
zéro ; pourvu : que la somme des atomes de carbone dans les
groupements R6 et W soit supérieure a 4 mais ne pulsse
dépasser 21 ; que, quand X est un groupement mercapto, A et
Al ne puissent pas étre des groupements sulfinyle ou
sulfonyle ; et que, quand A et Al sont des groupements
sulfinyle ou sulfonyle, ils soient dans des états d'oxydation
égaux.

Les composés de formule III inhibent la croissance
des champignons pathogénes comme le montrent les modes
opératoires d'essai biologique classiques. Les composés
sont donc utilisables pour lutter contre la croissance des
champignons sur les surfaces environnementales (en tant
qu'antiseptiques) ou dans le traitement des infections
provoguées par des champignons. L'activité antifongique des
composés a &t& démontrée vis-3a-vis de Candida albicans in

vitro dans des essais de diffusion de disque sur plaque de

gélose ou des essals de diffusion sur tube de gélose, ou

dans des essais in vivo chez des souris infectées par C.
albicans. Les composés sont donc particuliérement utilisables
pour le traitement d'infections provoguées par des souches

de C. albicans (candidose) . Les composés de formule III ont
également présenté une activité in vitro dans des essais de
diffusion de disque sur plaque de gélose vis-3-vis de
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Tricophyton mentagrophytes, un organisme dermatophyte. Oon a
&galement trouvé une activité dans les essais de diffusion

de disque sur plaque de gé€lose in vitro vis-3-vis de
Yaccharomyces pastorianus et de Neurospora crassa. Certains
composés (comme indiqué dans 1'Bxemple 24, Tableau 11)
donnent des taux significatifs dans le sang apreés

administration par voie orale chez les souris.

intraveinzuse i raison de 100 mg/kg par jour pendant cing

jours, le composé de formule III od R est un groupement p-

(n-octyloxy)benzoyle, ne présente aucun signe extérieur de
toxicité, bien que 1'on observe des taux accrus en
transamirase glutamo-pyruvigue sérique.

On prépare les composés de formule III en acylant

un noyau approprié sur le groupement a-amino de 1'ornithine
avec la chalne latérale appropriée, en utilisant les
procédés classiques dans le domaine pour la formation d'une
liaison amide. L'acylation est généralement effectuée en
faisant réagir le noyau avec un dérivé activé du composé
substitué de formule IV {(a), (b) ou (c) , correspondant au

groupement chalue latérale acyle désiré (RS).

/N,
IV (a) Ho—ﬁ—(w)m—(A‘)n——l— —1.1-——(;\)pR‘5
N

. 1

L L
v () Ho-b—0n —(a) —-  d Rt ;o
N, P

X

/\
IV (c) Ho-ﬁ—(w)m—ﬁ -J:J—(A) R®
N T

Quand on 1'administre 3 un chien par administration

yie
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(A, Al, W, m, n, pet R6 sont tels quec définis précédemmcnt).-

Par 1'expression "dérivé activé™, on désigne un
dérivé qui rend la fonction carboxy de 1l'agent d'acylation
réactive i la copulation avec le groupement amino primaire
pour former la liaison amide qui lie la chaine latérale au
noyau. Des dériveés activés appropriés, leurs procédés de
préparation et leurs procédés d'utilisation comme agents
d'acylation d'une amine primaire sont connus de l'homme de
l'art. Les dérivés activeés préférés sont : (a) un halogénure
d'acide (par exemple un chlorure d'acide), (b) un anhydride
d'acide (par exemple un anhydride d'acide alcoxyformique
ou un anhydride d'acide aryloxyformigue) ou (¢) un ester
activé (par exemple un ester 2,4,S-trichlorOphénylique, un
ester de N-hydroxybenzotriazole ou un ester de N-hydroxy-
succinimide). D'autres procédés d'activation de la fonction
carboxy comprennent la réaction de 1l'acide carboxyviigue avéc
un carbonyldiimide (par exemple le N,N'-dicyclohexylcarbo-
diimide ou le N,N'-diisopropyicarbodiimide) pour donner un
intermédiaire réactif qui, en raison de son instabilité,
n'est pas isolé, la réaction avec 1'amine primaire étant
alors effectuée in situ.

Un procédé préféré de préparation des composés de
formule III est le proc&dé par l'ester actif. On préfére
nettement 1l'utilisation de l'ester 2,4,5-trichlorophénylique
de l'acide correspondant 3 la chaine latérale désirée
(formule IV) comme agent d'acylation. Dans ce procédé,
on fait réagir un excés de 1'ester actif avec le noyau
a la température ambiante dans un solvant organique non
réactif comme le diméthylformamide (DMF). La durée de la
réaction n'est pas déterminante, bien que l'on préfére une
durée d'environ 24 2 environ 120 heures. A la fin de la
réaction, on enlédve le solvant et on purifie le résidu par
chromatographie, par exemple sur gel de silice en utilisant
comme &luant un mélange 3:2 en volume d'acétate d'Ethyle et
de méthanol, ou par chromatographie liguide sous pression

&levée (CLPE) 3 phase inversée en utilisant une résine a

phase inversée de gel de silice/C18 comme phase fixe et un

mélange d'eau, de méthanol etvd'acétonitrile comme mélange

solvant.

yle
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On prépare commodément les esters 2,4,5-trichloro-
phényliques en traitant 1'acide constituant la chaine
latérale (formule IV) par le 2,4,5-trichlorophénol en présence
d'un agent de copulation, comme le N,N'-dicyclohexylcarbo-
diimide. D' autres procédés de préparation des esters actifs
apparaftront 3 1'homme de 1'art.

Les acides substitués de formule IV et leurs
dérivés activés sont des composés connus ou bien peuvent
étre préparés 3 partir de composés connus par des procédés
connus dans le domaine. Les acides benzoIques, phénylalkyl-
carboxyliques, phénylalcénylcarboxyliques, phénoxyalkyl-
carboxyliques, phénoxyalcénylcarboxyliques, phénylthioalkyl-
carboxyliques, phénylthioalcénylcarboxyliques, phényl-
sulfinylalkylcarboxyliques, phénylsulfinylalcénylcarboxyliques,
phénylsulfonylalkylcarboxyliques, phénylsulfonylalcényl-
carboxyliques, pyridinylcarboxyliques, pyridinylalkyl-
carboxyliques et pyridinylalcénylcarboxvliques de formule IV
sont prépar&s par des modes opératoires similaires. Pour
illustrer ces modes opératoires, on donne une description de
la préparation du sous-groupe' des acides benzoigques.

Les acides alcoxybenzolIques ou alcényloxy-
benzoliques peuvent &tre commodément préparés 2 pdrtir d‘'un
acide hydroxybenzolque approprié en faisant réagir un
halogénure d'alkyle ou d'alcényle approprié avec le sel
disodique de 1'acide hydroxybenzoique approprié. Les acides
(alkylthio)benzoliques ou (alcénylthio)benzoliques peuvent &tre
préparés commodément par traitement du diméthylthiocarbamate
de S-{(4~carbométhoxyphényle) substitué de fagon appropriée
de formule générale CH3C02C6H3XS(CO)N(CH3)2 par 1'hydroxyde
de sodium agqueux 3 65-85 %, puis addition du bromure d'alkyle
ou d'alcényle approprié et poursuite du chauffage pendant
2 & 4 heures. On peut préparer les dim&thylthiocarbanates
de S-(4-carbométhoxyphényle) & partir des acides hydroxy-
benzolques appropriés par le procédé de M. Newman et H.
Kanes, J. Org. Chem., 31, 3980 (1966).

Quand on désire pré&parer un composé de formule III
ol A est un groupement sulfinyle ou sulfonyle, on peut
utiliser pour l'acylation du noyau le dérivé sulfoxyde ou

e
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sulfone approprié de 1'acide (alcénylthio)- ou (alkylthio)~-
benzoIque (formule IV). Les sulfoxydes ou sulfones appropriés
peuvent &tre préparés par oxydation du thio&ther correspon-
dant, en utilisant des agents d'oxydation classiques, comme
1'acide m-chloroperbenzolque, 1l'hypochlorite de t-butyle,
le métaperiodate de sodiumou le peroxvde d'hvdrogéne. Si une
double liaison est présente dans le thio&ther, il faut
utiliser des conditions trés modérées pour é&viter
1'époxydation. Si l'on utilise des quantités &quimoliaires
des réactifs, le produit est un sulfoxyde (A est un
groupement sulfinyle) que 1l'on oxyde facilement en sulfone '
(A est un groupement sulfonyle) par une mole supplémentaire
d'agent d'oxydation. Les acides hydroxybenzolques et leurs
dérivés substitués utilisés comme substances de départ dans
les procédés décrits ici sont des composés connus ou bien ils
peuvent &tre préparés par des procédés classiques connus dans

le domaine.
Quand ils sont utilisés de fagon systémique, la

" dose des composés de formule III variera selon le composé

20

25

30

35

particulier que 1'on utilise, la sévérité et la nature de
1'infection et 1'&tat physique du sujet que 1l'on traite.

La thérapeutique doit &tre amorcée 3 de faibles doses, la
dose’ &tant augmentée jusqu'ad ce gue 1l'on obtienne l'effet
antifongique désiré. Les composés peuvent gtre administrés
par vole intraveineuse ou intramusculaire par injection sous
la forme d'une solution ou suspension agueuse stérile a
laquelle on peut ajouter, si on le désire, divers agents

classiques pharmaceutiquement acceptables comme des agents

3z conscrvatisn, des tamnons,; des agents de solubilisation

ou des agents de mise en suspension. D'autres additifs,

comme du sel ou du glucose, peuvent &tre ajoutés pour rendre

les solutions isotoniques. Les proportions et la nature

de ces additifs seront 8videntes pour 1l'homme de l'art.
Certains composés de formule III donnent des taux

dans le sang significatifs apr2s administration orale (voir

' 1'Exemple 24, Tableau 11) et peuvent é&tre adninistrés de

fagon systémique par voie orale. Pour 1'utilisation par volie
orale, de tels composés peuvent &tre administrés en

ne
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20
combinaison avec des supports ou excipients pharmaceutiquement
acceptables, sous forme de capsules, comprimés ou poudres.
La nature et la proportion de ces supports ou excipients
sont bien connues de l'homme de 1l'art.

Quand on les utilise pour traiter des infections
vaginales dues 2 Candida, les composés de formule III
peuvent &tre administrés en combinaison avec des excipients
classiques pharmaceutiguement acceptables convenant pour
1'utilisation intravaginale. Les compositions congues pour
1'administration intravaginale sont connues de l'homme de

l'art.

e
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Ia préparation ct 1'utilisation des composés de la
présentc invention sont illustrées dans les exemples suilvants :
Préparation 1
Fermentation d'Actinoplanes utahensis NRRL 12052

On prépare une culture mére d'Actinoplanes
utahensis NRRL 12052 ct on l'entretient sur une culture
inclinée de gélose. Le milieu utilisé pour préparer la culture

inclinée est choisi parmi 1l'un des suivants :

Milieu A
Ingrédient Quantité
Farine d'avoine pour bébé& ' 60,0 ¢
Levure 2,5 ¢
KZHPO4 A 1,0 ¢
Solution minérale de Czapek ¥ 5,0 ml
Gélose 25,0 ¢q

Fau désionisée g.s.p. 1 litre

le pll avant passage a 1l'autoclave est environ 5,9 ; on ajuste
le pil & 7,2 par addition de NaOH ; aprés passage 3 1l'autoclave,

le pH est d'environ 6,7.
La solution minérale de Czapek a la composition suivante :

Ingrédicnt Quantité
FeS0,.711,0 (dissous dans 2 ml

d'HCl Concentré) 2 g
KC1 100 g
MgS0, . 711,0 100 g
Eau désionisée g.s.p.- 1 litre

Milieu B

Ingrédient Quantité
Lextrine de pomme de terre 5,0 ¢
Extrait dc levure 0,5 q
ilydrolysat enzymatique de caséine * 3,0 g
Extrait de boeuf : 0,5 ¢
Dextrose 12,5 ¢g
Amidon de mais | 5,0 g
Peptone de viande 5,0 ¢g
Mélasse noire 2,5¢
MgSs0, . 71i,0 0,25 g

CaCos . 1,0 g
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Golution minérale de Czapek ' 2,0 ml
Géloso 20,0 0
tLau désionisée g.s.p. 1 litre

N-Z-Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, New

Jersey, U.S.A.
Oon inocule la culture inclinée avec ‘Actinoplanes

utahensis NRRL 12052, =t on fait incuber la culture inoculée
3.30°C pendant environ 8 3 10 jours. On utilise 3 peu prés

la moiiti¢ de la culture pour inoculer 50 ml d'un milieu

végétatif ayant la composition suivante :
Ingrédicnt Quantité
Farine d'avoine pour b&bé 20,0 g
Saccharose 20,0 g
Levure 2,5¢9g
Grains séchés de distillation ¥ 5,0 g
K,liPo, 1,0 g
Solution minérale de Czapek 5,0 ml
Eau désionisée q.s.p- 1 litre

ajuster & pll 7,4 avec NaOll ; aprés passage 4 1'autoclave, le

pH est d'environ 6,8. '

3 . National Distiliers ducte Co., 99 Park Ave., New York,
New York, U.S.A.

on fait incuber le milieu végétatif inoculé dans
un flacon Exlenmeyer de 250 ml 2 large encolure 3 30°C
pendant cnviron 72 heures sur un agitateur tournant sur un
arc de 5 cm de diamétre 250 tours par minute.

On peut utiliser ce milieu végétatif incubé
directement pour inoculer un milieu végétatif de second stade.
Ou bien et de préférence, on peut le conserver pour un usage
ultéricur en maintenént la culture dans la phase vapeur de
1l'azote liQuide. On prépare la culture pour une telle
conservation dans de nombreuses petites ampoules comme suit :
dans chaque ampoule, on place 2 ml de milieu végétatif incubé
et 2 ml d'une solution de glycérol et de lactose [voir W.A.
Dailey et C.E. Higgens, "preservation and Storage of Micro-
organisms in the Gas Phase of Liquid Nitrogen, Cryobiol 10,

364-367 (1973) pour les détails]. Les suspensions ainsi

préparées sont conservées dans la phase vapeur de l'azote

ylc
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On utilise unc suspension conservée (1 ml) ainsi
préparie pour inoculer 50 ml d'un milicu viégltatif de premier
stade (ayant la composition décrite ci-avant). On fait
incuber comme décrit précédemment le milieu végétatif de
premier stade inoculé.

Pour obtenir un plus grand volume d'inoculum, on
utilisc 10 ml du milieu végétatif de premicr stade incubé
pour inoculer 400 ml d'un milieu végétatif de second stade
ayant la méme composition que le milieu végétatif de premier
stade. On fait incuber le milieu de second stade dans un
flacon Erlenmeyer de 2 litres & large cncclure a 30°C pendant
environ 48 heures sur un agitateur tournant d'un arc de 5 cm
de diamétre d 250 tours par minute.

On utilise le milieu végétatif de second stade
incubé (800 ml), préparé comme décrit ci-dessus. pour inoculer
100 1 d'un milieu de production stérile choisi parmi 1l'un

des suivants

Milieu I
Ingrédicnt Quantité (g/l)
Farine d'arachide 10,0
Peptone de viande soluble 5,0
Saccharose 20,0
KHZPO4 0,5
Kzlll‘()4 1,2
MyS0, . 11,0 0,25

_Lau du robinect g.s.p. 1 litre
Le pH du milieu cst environ 6,9 aprés stérilisation
par passage & l'autoclave A 121°C pendant 45 minutes sous une

pression d'environ 1,1 a 1,24 bar.

Milieu II )
Ingrédient Quantité (g/l1)
Saccharose 30,0
Peptone 5,0
K,1IPO, ' 1,0
KCl ' 0,5
MySO, - 711,0 0,5
FcSO4.7H20 0,002
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Kan désionisée (j-s.p. 1 litre

On ajuste le pi @ 7,0 avec HCl ; aprés passage d 1'autoclave,
le pll est d'environ 7,0.

. Milicu III
Quantité& {g/1)

Ingrédicnt
Glucose "z0,0
N114Cl 3,0

. Nazso4 2,0
ZnCl2 0,019
Mgcl 6“2 0,304
FeCl 6H2 0,062
MnLl 4H2 0,035
Luul 2H20 0,005
Cac_o3 6,0
KH2PO4:: 0,67
Cau du robinet q.s.p. 1 litre

Stérilisé séparément et ajouté de fagcon aseptique
Le pll final est d'enviren 6,6.
On laisse le milieu de production inoculé fermenter
i une température
On agite le milieu

dans unc cuve de fermentation de 165 1

d'environ 30°C pendant environ 42 heures.

de fermentation avec des agitateurs classiques 3 environ 200

tours par minute et on l'aére avec de l'air stérile pour

maintenir le taux d'oxygine dissous supéricur & 30 § 2 la

saturation par l'air & la pression atmosphérique.
Préparation 2

Préparation du mClange antibiotique A-42355

A. Fermentation cn flacon agité
On prépare une culture d'Aspergillus nidulans var.
roscus NRRL 11440 et on la maintient sur unc gélose inclinée

de 18 x 150 ml, préparée avec un milieu ayant la composition

suivante :

Ingrédient Quantité
Glucose 5¢g
Extrait de levure 2 g
CaCo, 3 g
Jus de légumes * 200 ml
GEélosc ** 20 g

¥ic
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Eau désionisée ' g.s.p. 1 litre
tpil initial 6,1}
Jus V-8, Campbell Soup Co., Camden, N.J., U.S.A.

Mecr Corp.
La culture inclinée est inoculle avec Aspergillus

nidulans var. roseus NRRL 11440 puis on fait incuber la

culture 3 25°C pendant environ sept jours. On recouvre d'eau

la_culture inclinée midre et on la gratte avec une anse

stérile pour libérer les spores. La suspension ré&sultante est

ensujite mise en suspension dans 10 ml d'eau désionisée stérile.
On utilise 1 ml de la culture inclinée en suspension

pour inoculer 55 ml de milieu végétatif dans un flacon de

250 ml. Le milieu végétatif a la composition suivante :

Ingrédient Quantité
Saccharose 25 g
Mé&lasse noire 36 g
Liqueur de macération de mals 6 g
Extrait de malt 10 g
K,1IPO, 2 g
llydrolysat enzymatique

de caséine * 10 g
Eau du robinet 1100 ml

(pH initial 6,5-6,7)
-N-Z-Casé, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J., U.S.A.

On fait incuber le milieu végétatif inoculé a 25°C
pendant 48 heures, 3 250 tours par minute, sur un agitateur
de type rotatif. Aprés 24 heures, on homogénéise le milieu
pendant une minute 3 faible vitesse dans un mélangeur
(de type Waring), puis on le fait incuber 3 nouveau pendant
les 24 hourcs restantes. Ou bien, on peut faire incuber le
milicu végétatif inoculé pendant 48 heurcs puis 1'homogénéiser
pendant 15 sccondes d faible vitesse.

Ce milieu végétatif incubé peut étre utilisé pour
jnoculer un milieu de culture de fermentation en Elacon agité
ou pour inoculer un milieu végétatif de second stade. On peut
également le conserver pour une utilisation ultérieure, en
maintenant la culture dans la phase vapeur de 1'azote
liquide. On prépare la culture pour cette conservation dans

vie
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de nombrcusces petites ampoules, comme suit
Oon mélange les cultures végltatives volume/volume

avec une solution de suspension ayant la composition suivante :

Ingrédient Quantité
Glycérol 20 ml
Lactose 10 g
Zau désionisée g.s.p. 100 ml

. On répartit les suspensions préparées dans de petits
tubes stériles a bouchon vissé (4 ml par tube}. On conserve
ces tubes dans la phasc vapeur de 1'azote liquide.

On peut utiliser une suspension conservée ainsi
préparée pour inoculer des cultures inclinées ou des milieux
d'ensemencement liquides. On fait incuber les cultures
inclincées a 25°C a la lumiére pendant 7 jours.

B. Fermentation en réservoir

Pour obtenir un plus grand volume d’inoculum, on
utilise 10 ml de la culture végdtative de premier stade
incubé pour inoculer 400 ml d'un milieu de croissance
végétatif de second stade ayant la néme composition que celui
du milieu végétatif. Le milieu de second stade est incubé
dans un flacon Erlenmeyer 3 large ouverture de deux litres, a
25°C pendant 24 heures, sur un agitateur tournant d'un arc de

5 cm de diamétre & 250 tours par minute.
Le milieu de second stade incubé (800 ml), préparé

comme décrit ci-dessus, est utilisé& pour inoculer 100 litres
d'un milicu de production stérile choisi parmi 1l'un des

suivants
Milieu 1V

Ingrédient Quantité
7nS0,, . TH,0 0,00455 g/1
Peptone de viande soluble® 30,5 g/l
Farine de soja 15,5 g/1
Dextrine de taploca** 2,0 g/1
Mélasse noire 10,5 g/1
Hydrolysat enzymatique
de caséine:: . 8,5 g/1 -

NazllPO4 4,5 g/l
MgSO, . 7H,0 - 5,5 g/1

e
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i Fes0,.71,0 . ' 0,1 g/1
fiuile de coton 40 0 ml
Antimoussant®##* 1,0 ml
Eau du robinet 1000,0 ml
(pH initial 6,8-7,0)
= Peptone, Amber Laboratories, Juneau Wisconsin, U.S.A.
G Stadex 11, A.E. Staley Co., Decatur, Illinois, U.S.A.
L3 N-Z-Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J.
U.S.A.
uxi:  p2000, Dow Corning, Midland, Michigan, U.S.A.
Milieu V
Ingrédicnt Quantité
Glucose 2,5 %
Amidon ' 1,0 8
Peptone de viande soluble® 1,0 §
Mélasse noire 1,0 %
CaCO3 0,2 §
MgS0, . 7H,0 0,05 %
Hydrolysat enzymatique
+ " deo casdine®¥ . 0,4 %
Antimoussant®#¥ | 0,02 %
Eau du robinet q.s.p. volume
0.M. Peptone
R N-Z-Amine A

weid Antifoam "A", Dow Corning

on laisse le milieu de production inoculé fermenter dans un
réservoir de fermentation de 165 1 & une température de 25°C
pendant 7 jours. On adre le milieu de fermentation avec de
1%air stérile, en maintenant le niveau d‘oxygéne dissous
supSricur 3 environ 50 % de la saturation cn air
C. Milicu végétatif de troisidme stade

Si 1'on effectue la fermentation dans des r&servoirs
plus grands que ceux utilisés pour la fermentation parx
100 litres, il est recommandé d’utiliser une culture
végétative de troisiéme stade pour ensemencer le résexvolr
plus grand. Un milieu vEgétatif de troisisme stade pré&féré

a la composition suivante :

lggrédicnt Quantité
Saccharose 25 g

el

no
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Mélasse noire . 25 g
Liguour GS muciration de mals 6 g
L . -
Hydrolysat enzymatigue aec
caséine® 10 g
5 Extrait de malt 10 g
K,HPO, 24
Eau du robinet 1000 ml
(pH initial 6,1)
%X N-2-Case
10 : pPréparation 3

Séparation du mélange antibiotique A-42355
On agite soigneusement le bouillon de fermentation

entier (4127 litres), obtenu par le procédé décrit dans
l'Exempie 1 en utilisant le milieu de production 1I, avec

15 4280 litres de méthanol pendant une heure, puis on filtre,
en utilisant un adjuvant de filtration (Hyflo Supercel, une
terre de diatomées, Johns—Manville products Corp.). On ajuste
le pll du filtrat a 4,0 par addition 4'HC1 5 N. On extrait le
filtrat acidifié deux fois avec des volumes égaux de

20 chloroforme. On réunit les extraits chloroformiques ¢t on les
concentre sous vide jusqu'id un volume de 20 litres. On ajoute
ce concentré 3 200 litres d'éther diéthylique pour faire
précipiter le mélange A-42355. On sépare le précipité par
filtration et l'on obtient 2775 g du mélange A-42355 sous

25 forme d'une poudre blanc gris. ,
Séparation ct jdentification des facteurs de A-30912
préparation 4

Séparation du facteur A de A-30912
" on dissout ! g du mélange antibiotique A-42355,
30 préparé comme décrit dans les Préparations 2 et 3, dans 7 ml
" d'un mélange 7:2:1 de méthanol, d'eau et d'acétonitrile. On
filtre cette solution et on 1'introduit dans une colonne en
" verre de 3,7 cm de diamétre intérieur et de 35 cm de longueur
[Colonne de Chromatographie CLFPCE # (chromatographie liquide
35 sous faible pression de caractéristiques élevées) Michel-
Miller, Ace Glass Incorporated, Vineland, NJ 08360]'93rnie de
résine 3 phase inverse de gel de silice LP-l/ClB_(IO-ZO
microns), qui a &té& prépatée‘cohme décrit dans la Préparation

—— !
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-y M

3 vannes. lLa colonne est garnie dans le systome 7:2:1 de
—~Zthnnnd. d'oau ok d4'aeftonitrile, a 1'aide du mode opératoire

tetia -~

de garnissage en suspensicn d8cxit dans la Préparation ti.
Une pompe F.M.I. avec une conception de piston sans vannes
(débit maximal 19,5 ml/minute) est utilisée pour déplacer le
solvant dans la colonne 3 un débit de 9 ml/minute 3 7 bars,
des fractions étant recueillies toutes les minutes. L'é&lution
de 1l'antibiotique est contrdlée 3 280 nm en vtilisart un
appareil de contrdle UV (ISCO Model UA-5, Instrument Specialist
Co., 4700 Superior Ave., Lincoln, Nebraska 68504) .éguipé '
d'une unité& optique (ISCO Type 6).

préparation 5

Séparation du facteur B de A-30912
On sépare le mélange A-42355 comme décrit dans la

Préparation 3, mais on chromatographie les extraits
chlorofcrmiques concentrés (285 1) sur une colonne de gel de
silice (150 1 de gel de silice Grace, qualité 62) 2 un débit
de 2 1/minute. On lave la colonne avec 200 litres de
chloroforme, on 1'élue avec 500 litres d'acétonitrile, puis
on 1'élue continuellement avec un mélange 98:2 d'acétonitrile
et d'eau 3 un débit de 1 1/minute. On recueille des fractions
ayant un volume de 200 litres et on les analyse sé&parément
pour déterminer leur activité biologique. L'analyse '
biologique est effectuée par une analyse sur disque de papier
sur plaque de gélose, ensemencée par Candida albicans. On
réunit les fractions 77 3 103 (1365 litres) et on les
concentre sous vide. La solution concentrée (4,5 litres)
contient un précipité qu'on enléve par filtration et 1l'on

obtient ii% ¢y de m&langc A 22258 enrichi en facteur B. On

concentre le filtrat 3 siccité. On redissout le r&gidu obtenu
dans un volume approprié de méthanol. On ajoute la solution
méthanolique 3 10 volumes d'éther diéthylique pour faire
précipltex' le complexe antibiotique contenant le facteur B.
On sépare &galement ce précipité par filtration et on le
siche, ct 1l'on obtient 24 g supplémentaires de mélange
A-42355 cnrichi de facteur B sous forme &'une poudre grise.

Le mél&nge A-42355 enrichi en facteur B ainsi obtenu

e
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réthanol, o cau cu 2izzftanitriie. On filtre cette solution

r

on 1'introduit sur une colonne de gel de silice (Colonne

0

Michel-M1iier ge 5,7 om d2 Fiamdire intérieur x 33 cm) par
1'intermédiaire d'une boucle a 1'aide d'un Systimc 3 vannes.
La colonne est garnie d'une résine a phase inversé&e de gel de
silice LP-1/C,g (10-20 micrbns) préparée comme décrit dans
la_ Préparation 10, a 1'aide du mElange 7:2:1 de n&thanol,
d'eau ct d'acétonitrile, comme décrit dans la Préparation 11.
Le solvant se déplace dans la colonne 3 un débit de 10 ml/ .
minuté 3 environ 7 bars, en utilisant une pompe FMI 3 piston
sans vannes. On recueille une fraction toutes les minutes. On
contrdle l'élution de l'antibiotique a 280 nm comme dans la
Préparation 15. On réunit les fractions 102-11i0 et on les
concentre sous vide pour obtenir une huile. On dissout l'huile
dans un petit volume de t-butanol et on la lyophilise, ce qui
donne 22 mg du facteur B de A-30912. |

Préparation 6

Isolement du facteur D de A-30912
Oon réunit et on chromatographie sur une colonne de

gel de silice (Grace, qualité_62) les extraits chloroiormigues
concentrés de deux essais de fermentation (3800 1 et 4007 1)
obtenus par le procédé décrit dans la Préparation 3. On lave
la colonnec avec du chloroforme puis on &élue avec de 1'acéto-
nitrile ot un mélange 98:2 d'acétonitrile et d'eau. On
recucille des fractions ayant un volume d'environ 200 1 et on
les soumet i une analyse bicloaique sur disque de papier sur gélose

ensemencée avec Candida albicans. On réunit les fractions

actives (850 1) et on les concentre sous vide. On ajoute la

LAt
[

35

concentrée (0.7 1) 2 10 volumes d'éther dié&thylique

S b d

solutiocn
pour faire précipiter le fi&élange A-42355 enrichi en facteur
D. On enldve ce précipité par‘fiitration ct on le séche, ce
qui donne 32 g de mélange A-42355 enrichi en facteur D sous
forme d'une poudre grise. '

on dissout le mélange A-42355 enrichi en facteur D
ainsi obtenu (1,0 g) dans 5 ml d'un mélange 7:2:1 de méthanol,
d'eau et d'acétonitrile. On filtre cette solution et on

1'introduit sur une colonne de gel de silice (colonne Michel-
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Miiler, 3,7 cm de diamitre intérieur x 30 cm) par
1'intermédiaire d'une boucle & l'aide d'un systtme a vannes.
La colonne a été garnie de résine a phase inversée de gel de
silice LP-l/C18
Préparation 10. Le garnissage a é&té effectué dans un mélange
7:2:1 de méthanol, d'eau et d'acétonitrile, seclon le mode
opératoire de garnissage de la Préparation 1. Le solvant se
déplace dans la colonne i un débit de 8 ml/minute 3 environ
3,1 bars, en utilisant une pompe FMI i conception de piston
sans vannes. On recueille une fraction toutes les 2 minutes.
L'é&lution de l'antibiotique est contréléc a 280 nm comme
décrit dans la Préparation 4. On réunit les fractions 96-108
et on les concentre sous vide pour obtenir une huile. On
dissout cette huile dans un petit volume de t-butanol et on
lyophilise pour obtenir 89 mg du facteur D de A-30912.

Préparation 7

Séparation du facteur H de A-30912
On dissout 5,0 g du mélange antibiotique A-42355,

préparé comme décrit dans les Préparations 2 et 3, dans 35 ml

du mélange 7:2:1 de méthanol, d'eau et d'acétonitrile, on
filtre la solution résultante et on l'introduit sur une
colonne de verre de 3,7 cm de diamétre intéricur x 42 cm
(colonnc Michel-Miller) par 1l'intermédiairc d'une boucle a
1'aide d'un systéme de vannes. La colonne cst garnie de
résine a phase inversée de gel de silice LP-l/C18 (10-20
microns) (Préparation 10) dans un mélange 7:2:1 de méthanol,
d'eau et d'acétonitrile comme décrit dans-la Préparation 11.
Le solvant se déplace dans la colonne 3 un débit de 13 ml/
minute a environ 8,3 bars, en utilisant unc pompe FMI a
conception de piston sans vannes, et l'on reccueille une
fraction toutes les deux minutes. On contrGle 1'élution de
1'antibiotique 3 280 nm comme décrit dans la Préparation 19,
paragraphe C. On réunit les fractions 112-132 avec les
fractions 106-117 d'une seconde purification similaire. Les
fractions réunies sont concentrées sous vide jusqu'a une
huile. On dissout l'huile dans un petit volume de t-butanol
et on lyophilise pour obtenir 173 mg du facteur H brut de
A-30912.

(10-20 microns) préparée comme décric dans la

Yl¢
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on dissout le facteur H Brut de A-30912 (150 mg)
dans 8 ml d'un mélange 7:2:1 de méthanol, d’cau et
d'acétonitrile ; on filtre la solution résultante et on la
réintroduit sur une colonne de verre de 2,0 cm de diamétre
intéricur x 32 cm, comme décrit ci-dessus. Le solvant se
déplace dans la colonne 3 un débit de 8 ml/mihute 3 environ
5,5 bars, et on recueille une
ffaction toutes les 3 minutes. On contrdle 1'élution de
1'antibiotique & 280 nm. On réunit les fractions 17 et 18
et on les conccentre sous vide pour obtenir une huile. On
dissout !’huile dans un petit volume de t-butanol et on
lyophilisc pour obtenir 29 mg du facteur il de A-30912.
Identification des facteurs de A-30912

Les différents facteurs de A-30912 peuvent étre
identifice par chrcmatographie sur couche mince (CCM). Les Rf
des facteurs A 3 G de A-30912, en utilisant la CCM sur gel de
silice (Mcrck, Darmstadt) ,un systéme solvant 7:3 de benzéne

et de méthanol et un bioautographe par candida albicans sont

indiqués dans le Tableau VII.
TABLEAU VII

Facteur de

t30912 R
A 0,35
B 0,45
c 0,54
D 0,59
E 0,27
F 0,18
G 0,13

L.es Rf approximatifs des facteurs A, B, C, Det H de
A-30912 dans différents systémes solvants, en utilisant une
CCM sur gel de silice (plagues de gel de silice n°® 60 de Merck
Darmstadt, 20 x 20 cm) et un bioautographe par Candida albicans,

sont donnés dans le Tableau VIII.

{107
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TABLEAU  VITI

Facteur de A-30912 Rf - Syst?mes solvants
L — -
2 b g d
5 Facteur A 0,28 0,14 0,28 0,43
Factcur B 0,39 0,21 0,42 0,47
Facteur C 0,46 0,3 0,51 0,58
. Facteur D 0,50 0,38 0,57 0,61
Facteur 1l ' 0,42 0,27 0,36 0,53
10 Systiémes solvants
a acétate d'éthyle:méthanol (3:2)
b : acétate d'éthyle:méthanol {7:3)
c : acftonitrile:eau (95:5)
15 d : acétate d'é&thyle:éthanol:acide acétique (40:60:0,25)

On peut &galement identifier les facteurs A, B, D et
H de A-30912, par chromatographie liquide sous faible pression
de caractéristiques €élevées (CLPFCE) analytique, dans les
conditions suivantes :
20 Colonne verre, 0,8 x 15,0 cm
Garnissage Nucleosil IO-C18 (Machery Nagel
and Company) ; garni en utilisant
le mode cpératoire de garnissage
en suspension de la Préparation
25 11
Solvant Mélange 7:2:1 de méthanol, d'eau

et d'acétonitrile

Voluwpe de
1'échantillon 8 pl
30 Dimension de
1'échantillon 8 ug
Température de la
colonne ambiante
Débit 1,8 ml/minute
Pression environ 14 bars
35 Détecteur UV 3 222 nm (ISCO Model 1800

Variable Wavelength UV-visible
Absorbance Monitor)
Pompe LDC Duplex Minipump
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S Injection injection sur bouele
Les durces de rétention approximatives pour les facteurs A,
B, D et Il de A-3091L2 dans ces conditions sonlt résumées dans

le Tableau IX.
TABLEAU IX

Facteur de A~30912 '~ Temps de rétention (s)
A 792
. B 870
H 990
D 1.140

Préparation 8§

Préparation de 1l'antibiotique $31794/F-1

On produit l'antibiotique S31794/F-1 par culture
en immersion d'Acrophialophora limonispora NRRL 8095, en
agitant, remuant et/ou aérant i pH 3-8, de pr&férence 5-7,
et 3 15~30°C, de pré&férence 3 18-27°C, pendant 48 i 260
heures, dc préférence pendant 120 3 288 heures.

On isole l'antibiotique $31794/F-1 par traitement du
bouillon de culture (90 L) avec un mélange 4:1 (90 L)
d'acétate d'Cthyle et d'isopropanol et en homogénéisant
pendant 30 minutes & la température ambiante. On sépare la
phase organique et on 1l'évapore sous vide 3 environ 40°C. On
chromatographie le résidu ainsi obtenu sur environ dix .fois
sa quantité de gel de silice, en utilisant des mélanges de
chloroforme ct de méthanol (95:5 & 60:40). On réunit les
fractions qui ont une activité antifongique et on les
chromatographie sur 100 fois leur quantité de "Sephadex
LiH-20" avec du méthanol. Les fractions provenant de la
colonne de Scphadex et gqui ont une activité antifongique sont
réunies ct rechromatographiées sur 100 fois leur quantité
de gel de silice (0,05-0,2 mm) avec un systéme solvant
71:25:4 de chloroforme, de méthanol et d'eau. Les fractions
€luées qui ont une activité antifongique sont réunies et
évaporées sous vide pour obtenir l'antibiotique brut

§31794/F-1. On dissout ce produit dans de petites quantités

de méthanol et on le précipite avec de 1'éther diéthylique
pour obtenir S31794/F-1 sous forme d'une poudre amorphe
blanche, p.f. 178-180°C {décomposition) aprés séchage sous

e
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Préparation 9

Séparation de l'antibiotigue $31794/F-1

on introduit 1l'antibiotique S31794/F-1 brut, obtenu
comme décrit dans la Préparation 8 aprés chromatographie sur
Sephadex, sur une colonne de gel de silice (colonne Michel-
Miller) par 1'intermédiaire d'une boucle 3 l'aide d'un systéme

i vannes. On utilise le mode opératoire de garnissage en
1. On déplace le

suspension décrit dans la préparation 1

Solvant dans la colonne en utilisant une pompe FMI avec une
conception de piston sans vannes. On contréle l'é&lution de
1'antibiotique en utilisant un appareil de contr8le UV A
280 nm comme dans la Préparation 22. On réunit les fractions
ayant une activité antifongique et on les concentre sous

vide pour obtenir 1'antibiotique $31794/F-1.
S31794/F-1 a les Rg sulvants par chromatographie

sur couche mince de gel de silice (Merck, 0,25 mmj :

Systoéme solvant

Chloroforme:méthanol:eau
(71:25:4)

Chloroforme:méthanol:acide
acétique concentré (70:29:1)

Chloroforme:méthanol (2:1)

Re

0,17

0,19
0,27

S31794/F-1 pcut également &tre détecté par de la vapeur

d'iode.
Préparation 10

gcl de silice/

Préparation de la résinc 3 phase inversce de

Ci8
Etape 1 : liydrolyse

Oh ajoute 1000 g de gel de silice LP-1 (Quantum

Corp., maintenant Whatman) A un mélange de 1650 ml d'acide
sulfurique concentré et de 1650 ml d'acide nitrique concentré
dans un ballon 3 fond rond de 5 1 et on agite pour obtenir

une suspension appropriée. On chauffe lc mélang

de vapcur pcndant une nuit (16 heures)

avec u

e sur un bain
n réfrigérant
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d relroidissement d'cau [ixE sur le ballon.

On reiroidit lé¢ wélanye dans un bain de glace et on
le filtre soiyneusement cn utilisant un entonnoir en verre
fritté. On lave le gel de silice avec de 1'eau d8sinnisée
jusgu'a pii neuire. Puls, on lave ie yel de silice avec 4 1
d'acétone et on le s&che sous vide a 100°C pendant deux
jours.

Etapc 2 : ircmiére silylation

Le gel de silice sec de 1'Etape 1 est transféré

dans un ballon 3 fond rond et mis en suspension dansg 3,5 1 .

- de toluéne. On chauffe le ballon au bain de vapeur pendant
deux heurcs pour chasser toute l'eau résiduclle par

15

20

distillation azéotrope. On ajoute 321 ml d'octadécyl-
trichlorosilane (Aldrich Chemical Companyj, et on chauffe le
mélange réactionnel 3 reflux pendant une nuit (16 heures)
avec une lente agitation mécanique 3 60°C. On prend soin
d'éviter que l'agitateur ne soit trop prés de la partie
inférieurc du ballon, pour éviter un broyage des particules
de gel de silice.

On laisse le m&lange refroidir. On recueille le gel
de silice silanisé, on le lave avec 3 1 de tolu2ne et 3 1
d'acétone, puis on le s@che 3 1l'air pendant une nuit (16-20
heures) . On met le gel de silice séché en suspension dans

,'3,5 1l d'un mélange 1:1 d'acétonitrile et d'eau dans un

25

30

35

ballon de 5 1, on agite soigneusement 3 la température
ambiante pendant deux heures, on filtre, on lave avec 3 1
d'acétone et on séche 2 l'air pendant une nuit.
Etape 3 : Dcuxiéme silylation

On répéte le mode opératoire de la premidre
silylation en utilisant 200 ml'd'octadécthrichlorosilane. On
chauffe la suspension 3 reflux 3 60°C pendant deux heures,
tout en agitant soigneusement. On recueille le produit final
par filtration, on lave avec 3 1 de tolu2ne et 61l de’
méthanol, puis on le sé&che sous vide 3 50°C pendant une nuit

{16=20 hcures).

Préparation 11

Mode opératoire de garnissage en suspension pour les colonnes
Michel-Miller S '
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Renscignements généraux

ca oo mode Q{_\érafr_\i re npour garnir une
colonne de résine a phase inversée de gel de silice/‘C‘l8 comme
celle préparée par le procédé de la Préparation 10.
2 - e X v 4 l\.-\v e

] ot

L4 =3
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des débits compris entre 5 et 40 ml/minute sont nécessaires

. pour cette technique de garnissage en suspension ; ceci
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dépend du volume et des dimensions de la colonne. La pression
de garnissaqge doit &tre supérieure 3 la pression utilisée
pendant la séparation réelle de 2 & 3,5 bars ; ceci assure .
qu'il ne se produit pas de tassement ultérieur de 1l'adsorbant
pendant les séparations.

" '!ac diminution soudaine de la pression peut
provogquer des craquelures ou des canaux dans le matériau de
garnissage, ce qui réduirait de fagon importante 1l'efficacité
de la colonne. Il est donc important de laisser la pression
descendre lentement jusqu'd z&ro chaque fois que l'on arré&te

la pompe.

Volume approximatif des colonnes {(Colonnes en verre
de Ace, Catéaorie No.; non aarnies) : 5795-04. 12 ml ;
5795-10, 110 ml ; 5795-16, 300 ml ; 5795-24, 635 ml ; et 5796~
34, 34 ml.

Le temps n&cessaire pour garnir une colonne en verre
peut varier de quelques minutes 3 quelques hcures, selon la
dimension de la colonne et l'expérience de l'op€rateur.

Etapcs :

1. Relier la colonne de verre 3 une colonne réservoir par un
accouplement (le volume de la colonne réscrvoir doit étre
deux fois ceclui de la colonne). Placer les deux colonnes
verticalcment avec la colonne réservolr au-dessus.

2. Peser le matériau de garnissage (100 g pour 200 ml de

coionne) .

3. Ajouter environ 5 volumes de solvant au pmatSriau de garnis-

sage ; utiliser un mélange de.70-80 % de méthanol et de 20-

’

30 % d'cau.
4. Bien agiter jusqu'id ce que toutes les particules scient

mouillées, laisser reposer pendant une nuit ou plus longtemps

'pohr assurer une imprégnation compldte des particules par le
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8. Si la pression dépassait les valeurs max
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solvant. Bécanter la liqueur surnageante.
5. Délayer la résine avec suffisamment de solvant pour |

lement 3ans le

rempliv la <©
r&servoir. La colonne doit &tre préremplie avec le méme
solvant et la colonne réservoir doit étre partiellement
remplie du solvant avant de verser la suspension.
L'utilisation de volumes de suspension plus crands peut
également donner de bons résultats ; cependant, cecl nécessite
(ai un réservoir plus grand ou {b) plusiecurs remplissages

du réservoir pendant 1'opération de garnissage.

6. Fermer le réservoir avec le bouchon de Teflon en-dessous
de la colonne (voir la Figure 1 du brevet deos E.U.A.

N°® 4.131.547, bouchon N° 3) ; relier & 1la pompe ; et

commencer immédiatement le pompage du solvant dans les
dispositifs au débit maximum si l'on utilise une pompe.Ace
Cat. No. 13625-25, ou un syst2me de distribution de solvant
similaire (20 ml/minute). '

7. Continuer jusqu'd ce que la colonne soit compl&tement
remplie de 1'adsorbant. La pression ne doit pas dépasser la

tolérance maximale de la colonne pendant cette opération
------- tos et 21 bars pour les

colonnes analytiques) . Dans la plupart des cas, des pressions

inféricurcs & 14 bars scront suf fisantcs. |
imales, réduire
e débit et la pression diminuera.

9. Aprés remplissage de la colonne par 1'adsorbant, afréter
la pompe ; laisser la pression tomber 3 zéro ; débrancher le
résérvoir ; remplacer le réservoir par une pré-colonne ;
remplir la pré-colonne de solvant et d'une petite quantité
d'adsorbant, ct pomper 2 ia pression maximale jusqu'd ce que
la colonne soit compldtement garnie. Pour une information
supplémentaire, voir le mode opé€ratoire général. Toujours
laisser la pression descendre lentement aprés arrét de la
pompe ; ceci empéchera la formation de toutes craquelures ou
canaux préférentiels dans le macériau de garnissage.

10. Supprimer la pression et débrancher soigneusement la
pré-colonne. Avec une petite spatule, enlever quelques
millimatres (2-4) de garnissage au sommet de la colonne ;

placer 1 ou 2 filtres an sommet de la colonne ; appuyer

e
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douccenment: jusqu'au sommet du matériau de qgarnissage, et
placer un bouchen de Teflon au sommet de la colonne jusqu'a
confirmation (e 1'étanchéité. Relier la colonne a la pompe,
introduire la pression (généralement moins de 14 bars) et
observer par la paroi de verre au sommet de la colonne si
la résine se tasse davantage. Si le matériau de garnissage
doit continuer & se déposer (ceci peut étre le cas avec les
celonnes de dimensions importantes), un certain espace mort
apparaitra ou bien, il se formera des canaux préférentiels
et l'étape 9 doit étre répétée.

Préparation 12

Préparation du noyau de A-30912A

A. Dé&sacylaticon du facteur A de l'antibiotique A-30912

On cf fectue une fermentation de A. utahensis comme
décrit dans la Préparation 1, en utilisant le milieu de
culture inclinde A et le milieu de production I et en faisant
incuber le milieu de production pendant environ 42 heures.

On ajoutec au milieu de fermentation une quantité de facteur
A de A-30912 (340 g de substrat brut qui contient environ
19,7 ¢ de facteur A de A-30912, dissous dans 1,51

~d'éthanol). On contrdle la désacylation du facteur A de A-

25
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35

30912 par titrage vis-3-vis de Candida albicans. On laisse

la fermentation se poursuivre jusqu'd désacylaticn compléte

el

comme le montre la disparition de l'activité vis-a-vis de C.

albicans.

B. Géparation du noyau de A-30912A
Oon filtre le bouillon de fermentation entier (100

litres), obtenu comme décrit dans le paragraphe A et contenant
le noyau provenant d‘environ 20 g de facteur A de A-30912.

On rcjette le giteau mycélien. On fait passcr le filtrat
limpide ainsi obtenu {environ 93 1) sur une colonne contenant
4,5 1 de résine HP (polymére tré&s poreux DIAION, HP~-Series,
Mitsubishi Chemical Industries Limited, Tokyo, Japon) & un
débit de 200 ml/minute. On rejette l'effluent ainsi obtenu.

‘Puis on lave la colonre avec jusqu'd huit volumes (volume de

colonne) d'eau désionisée & pH 6,5-7,5 pour enlever le
bouillon filtré résiduel. On rejette cette ecau de lavage.

Puis on &lue la colonne avec une solution 7:3 d'eau et de
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“méthano! (8% 1) 3 un débit de 200-300 ml/minulc.
. On contrdle 1l'élution en utilisant le mode
opératoire cuivant : on préléve deux parties aliquotes de
chaque fraction éluée. On concentre l'une de ces parties
5 jusqu'd un petit volume et on la traite par un chlorure
d'acide comme le chlorure de myristoyle. Ce produit et
1'autre partie non traitée sont testés pour déterminer leur
activité vis-a-vis de Candida albicans. Si la partie aliquote

non traitée n'a pas d'activité et que la partie aliquote

10 acylée a unc activité, la fraction contient le noyau de
A-30G912A. On concentre l'6éluat contenant le noyau de
A-30912A, sous vide jusqu'd un petit volume, et on iyophilise
pour obtenir environ 97 g du noyau brut.

C. DPurification du noyau de A-30912A par chromatographie

15 liquide sur_ phase inversée
On dissout 25 g du noyau de A-30912A brut, obtenu

comme décrit dans le paragraphe C, dans 300 ml d'un mélange
96:2:1:1 d’cau, d'acétonitrile; d'acide acétique et de
pyridine. On chromatographie cette solution sur une colonne

20 d'acier inoxydable de 41 (B cm x 80 cm) rcmplie de Lichroprep
RP-18, qgranulométrie 25-40 microns (MC/B Manufacturing
Chemists, Inc. E/M, Cincinnati, OH). La colonne fait partie
d'une unité Chromatospac Prep 100 (Jobin Yvon, 16-18 rue du
Canal,91160 Longjumeau, France). On fait fonctionner la

25 colonne A une pression de 6,2-6,9 bars, donnant un‘débit
d'environ 60 ml/minute, en utilisant le méme solvant. On
contrdle la séparation & 280 nm en utilisant un appareil de
contrdle UV (ISCO Absorption Monitor Model UA-5, Instrumention
Specialtics Co., 4700 Supcrior Ave. Lincoln, Nebraska 68504)

30 avec unc unité optigue (1ISCO Type 6). On recueille par minute
des fractions ayant un volume d'environ 500 ml.

En sc basant sur l'absorption 3 280 nm, on réunit
les fractions contenant le noyau de A-30912A, on les évapore
sous vide ct on les lyophilise; ce qui donne 2,6 g du noyau.

35 La quantité de solvant nécessaire pour achever ce mode
opératoire de séparation chromatographique varie de 7 3 8 1.

D. Caractéristiques du hoyau de A-30912A

(a) formule brute : C34H51N7015.
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(hb) poids molCculaire : 797,83,

(¢) solide amorpho blanc, soluble dans 1l'eau, le
diméthylformamide, le diméthylsulfoxyde et le
méthanol ; insoluble dans le chloroforme, le
toludne et l'éther diéthylique.

(d) Spectre d'absorption infrarouge (pastille de
XBr)

présente des maximas d'absorption & :

3340 large (O#, liaison hydrogére) ; 2970, 2930 et 2890
(étirement de CH, groupements CH,, CH,, CH aliphatiques),
1660 et 1625 (plusieurs groupements carbonyle C=0) ; 1510-
1550 ; 1430-1450 (déformation de CH "wag"), 1310-1340 ; 1230-
1260 ; 1080 ; 835, 650 large et 550 large, en” !

(c) le titrage 8lectrométriguc dans le diméthyl-
formamide aqueux 3 66 % indigue la présence
d'un groupement titrable avec un pKa d'environ
7,35 (pH initial 7,32}.

(f) durée de rétention en chromatographie liquide
sous pression é&levée (K') : 11,52 ninutes dans
les conditions suivantes
Colonne : 4 x 300 mm
Garniture : gel de silice/c18
Solvant : mélange 1:2:97 d'acétate d'ammonium,
d*acétonitrile et d'eau
Débit : 3 ml/minute
pression : 172,5 bars
Détecteur : UV & longueur d'onde variable,

a 230 nm
Sensibilité : 0-0,4 A.U.F.S5.
rréparation 13

On prépare le noyau de A-309122 ct on le purifie par

le procédé de la Préparation 12, mais on utilise comme substrat

A-30912A tétrahydrogéné.
préparation 14
On prépare le noyau de A-30912A et on le purifie

par lc procédé de la Préparation 12 mais cn utilisant comme

substrat l'aculéacine A.

e
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Préparation 15

Préparation du noyau de A-30912B
A. Désacylation du factcur B de 1'antibiotique A-30912

On cffectue une fermentation de A. utahensis comme
décrit dans la Préparation 1, en utilisant le¢ milieu de
production I. Aprés incubation de la culturec pendant environ
48 heures, on ajoute au milieu de fermentation le facteur B
de-A-30912 dissous dans une petite quantité de méthanol.

On contrdle la désacylation du facteur B de a-
30912 par cssai sur disque de papler vis-i-vis de Candida
albicans ou de Neurospora crassa. On laisse la fermentation

se poursuivre jusqu'ad ce que'la désacylation soit compléte

L]

comme le montre la disparition de l'activité.
B. Séparation du noyau de A-30512B
On filtre le bouillon de fermentation ainsi obtenu

comme décrit dans le paragraphe A. On rejette le gdteau
mycélien. On fait passer le filtrat limpide ainsi obtenu
dans une colonne contenant de la résine HP-20 (polymére trés
poreux DIAION, HP-Series, Mitsubishi Chemical Industries
Limited, Tokyo, Japcn). On rejette 1l'effluent ainsi obtenu.
Puis on lave la colonne avec jusqu'd huit volumes d'eau
désionisée 3 pH 6,5-7,5 pour enlever le bouillon filtré
résiduel. On rejette cette cau de lavage. Puis on €élue la
colonne avec une solution 7:3 d'eau et de méthanol. On

contrdéle 1'élution selon le mode opératoire suivant : on

préléve deux parties aliquotes de chaque fraction &luée. On

" concentre l'une des parties aliguotes jusqu'd un petit volume

30

35

et on la traite avec un chlorure d'acidc comme le chlorure

de myristoyle. Ce produit et l'autre partie non traitée sont
titrés pour déterminer leur activité vis-a-vis de Candida
albicans. Si la partie non traitée n'a pas d'activité et que
la partie aliquote acylée a une activité, la fraction contient
le noyau de A-30912B. On concentre 1'é&luat contenant le

noyau de A-30912B sous vide jusgu'a un petit volume et on le
lyophilise pour obtenir le noyau brut.

C. Purification du noyau de A-30912B par chromatographie

liquide & phase inversée
On dissout le noyau de A-30912B brut, obtenu comme

=
<

R R LV AP SR

L U PLEPRRGIE NP

T



10

15

20

25

(Y]
<

35

.
oo eoee 000 o 00
.... * 3> @ [

[ : . o9
- 43 ...o-..oo..'.." s et
décerit dans le paragraphe €, dans un mélange 96:2:i:1 d°cau,
d'aclitonitrile, d'acide acdtique et de pyridine. On

chromatographie cette solution sur une colonne garmie de
Lichroprep RP-18, granulométrie 25-40 microns (MC/B
Manufacturing Chemists, Inc. E/M, Cincinnati, OH). La colonne

fait partie d'une unité Chromatospac Prep 100 -(Jobin Yvon, 16-

18 rue du Canal, Longjumeau, France). On fait foictionner la
colonne 3 une pression de 6,2-6,9 bars, donnant un débit
d'éhvirOn 60 ml par minuté, en utilisant le méme solvant.

On contrdle la séparation 3 280 nm en utilisant un appareil
de contrdle UV (ISCO Absorption Monitor Model UA-5, '
Instrumentation Specialties Co., 4700 Supcrior Ave., Lincoln,
Nebraska 68504) avec une unité optique (1SCO ‘Type 6).

En se basant sur l'absorption & 280 nm, on réunit
les fractions contenant le noyau de A-30912B, on les &vapore
sous vide et on les lyophilise pour obtenir le noyau de -
A-30912B purifié.

Préparation 16

On prépare le noyau de A-30912B et on le purifie
par le procédé de la Préparation 15, mais on utilise comme
substrat A-30912B t&trahydrogéné.

Préparation 17

Préparation du noyau de A-30912D
A. Désacylalion du facteur D de A-30912

On effectue une fermentation de Q; utahensis comme
décrit dans la Préparation i, en utilisant le mil;eu de
production I. Aprés avoir fait incuber la culture pendant
environ 48 heures, on ajoute au milieu de fermentation le
facteur D de A-30912 dissous dans une petite quantité de

méthanol.
On contrdle la désacylation du facteur D de .

A-30912 par essal sur disque de papier vis-a-vis de Candida
albicans cu de Neurospora crassa. On laisse la fermentation
se poursuivre jusqu'a ce que la désacylation soit complite
comme lc montre la disparition de l'activité.
B. Séparation du noyau de A-30912D

On filtre le bouillon de fermentation entier obtenu

comme décrit dans le paragraphe A. On rejette le g&teau

Yi.(
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mycélien. on fait passer le Filtrat limpide ainsi obtenu
sur une coienne conienant de la résinc NP-20 (pclymére trés
poreux DIAIbN, lip-Series, Mitsubishi Chemical Indﬁstries
Limited, Tokyo, Japon). On rejette l'effluent ainsi obtenu.
Puis on lave la colonne avec jusgu'd huit volumes d'eau
désionisée a pH 6,5-7,5 pour enlever le bouillon filtré
résiducl. On rejette cette eau de lavage. Puis on é&lue la
c6lonne avec une solution 7:3 d'eau et de méthanol. On
contréle 1'élution en utilisant le mode opératoire suivant :
on préléve deux parties aliquotes de chaque fraction éluée..
on concentre 1'une des parties aliquotes jusqu'a un petit
volume et on la traite par un chlorure d'acide comme'le
chlorure dec myristoyle. On titre ce produit et 1'autre partie
non traitée pour déterminer leur activité vis-a-vis de

andida albicans. Si la partie non traitée n'a pas d'activité
et que la partie aliquote acylée a une activité, la fraction
contient le noyau de A-30912D. L'éluat contenant le noyau

de A-30912D est concentré& sous vide juéqu'a un petit volume et

lyophilisé pour obtenir le noyau brut.

C. Purification du noyau de A-30912D par chromatograpnle

liquide en phase inversde
On dissout dans un mélange 96:2:1:1 d'eau,
d*acétonitrile, d'acide acétique et de pyridine le noyau de
A-30912D brut obtenu comme décrit dans le paragraphe C. On
chromatoqraphie cette solution sur une colonne garnie de

Lichroprep RP-18, granulométrie 25-40 microns (MC/B
Manufacturing Chemists, 1Inc. E/M, Cincinnati, OH). La colonne.
fait partie d'une unité Chromatospac Prep 100 (Jobin ¥Yvon,
Canal; 91160 Longiumeau, France) On fait
fonctionner la colonne a une pression de 6,2-6,9 bars, ce
qui donne un débit 4’ environ 60 ml/minute, en utilisant le
méme solvant. On contrble la séparation a 280 nm en utilisant
un appareil de contrble UV (ISCO Absorption Monitor Model
UA-5, Instrumentation Specialties Co., 4700 Superior Ave.,
Lincoln, Nebraska 68504) avec une unité optique (ISCO Type 6).
En se basant sur 1'absorption 3 280 nm, on combine
les fractions contenant le noyau de A-30912D, on les évapore
sous vide et on les lyophilise pour obtenir le noyau de

vie
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A-30912D purifié. |
Préparation 18 ‘
On prépare le noyau de A-30912D ct on le purifie par
le procédé de la Préparation 17, mais on utilise comme
substrat A-30912D tétrahydrcgéné.
Préparation 19

Préparation du noyau de A-30912H
A:_  Désacylation du facteur H_de 1'antibiotique A=-30912

On effectue une fermentation de A. utahensis comme
décrit dans la Préparation 1, en utilisant le milieu de
production I. Aprds avoir fait incuber la culture pendant
environ 48 heures, on ajoute au milieu de fermentation le
facteur H de A-30912 dissous dans une petite gquantité de.
méthanol.

On contrble la désacylation du facteur H de
2-30912 par une analyse sur disque de papier vis-a-vis de

Candida albicans ou Neurospora crassa. On laisse-la

fermentation se poursuivre jusqu'd ce que la désacylation
soit compléte comme le montre la disparition de l'activité.
tion du novan de A-30912H

- - =

On filtre le bouillon de fermentation entier obtenu
comme décrit dans le paragraphe A. On rcjette le. gdteau
mycélicn. On fait passer le filtrat limpide ainsi obtenu
dans unec colonne contenant de la x&sine HP-20 (polymére treés
poreux DIAION, HP-Series, Mitsubishi Chemical Industries -

n CAnarn
2. sopara

. Limited, Tokyo, Japon). Oh rejette l'effluent ainsi obtenu.

30

35

Puis on lave la colonne avec jusqu'd huit volumes d'eau
désionisée 3 pH 6,5-7,5 pour enlever le bouillon filtré
résiducl. On rejette cette eau de lavage. Puis on é&lue la
coloanc avec unc solution 7:3 dieau et de méthanoli. -On
contrdle 1'élution en utilisant le mode opératoire suivant :
on préléve deux parties aliquotes de chaque fraction &éluée.
On concentre l'une des parties aliquotes jusqu'i un petit
volume et on la traite avec un chlorure d'acide comme le
chlorure de myristoyle. On détermine l'activit& de ce produit
ct de 1'autre partie aliquote non traitéc vis--vis de
Candida albicans. Si la partie aliquote non traitée n'a pas

" d'activité ot que la partié aliduote acylée a une activité,
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la fraction contient le noyau de A-30912ll. On concentre
1'éluat contenant le noyau de A-30912H sous vide jusqu'a
un pectit volume et on le lyophilise pour obtenir le noyau
brut.

novap de A-30912H par chromafographie
liquide en phase inversée ' |
On dissout le noyau de A-30912H brut, obtenu
copme décrit dans le paragraphe C, dans un mélange 96:2:1:1
d'eau, d'acétenitrile, d'acide acétidue et de pyridine. On
chromatographie cette solution sur une colonne garnie de
Lichroprep RP-18, granulométrie 25-40 microns (MC/B
Manufacturing Chemists, Inc. E/M, Cincinnati, OH). La colonne
fait partie d'une unité Chromatospac Prep 100 (Jobin Y¥Yvon,
16-18 rue du Canal 91160 Longjumeau, France). On fait fonctionner
la colonne & une pression de 6,2-6,9 bars, donnant un
débit d'environ 60 ml/minute, en utilisant le mé&éme solvant.
On contrdle la séparation & 280 nm en utilisant un appareil
. de contrdle UV (ISCO Absorption Monitor Model UA-5, .
Instrumentation Specialties Co., 4700 Superior Ave., Lincoln,
Nebraska 68504) équipé d'une unité optique (ISCO Type 6).
Préparation 20
On prépare le ncyau de A-30912H et on le purifie
par le procédé de la Préparation 19 mais on utilise comme
substrat A-30912H té&trahydrogéné.
Préparation 21

Préparation du noyau S31794/F-1
A. Désacylation de l'antibiotigue S31794/F-1 ‘

On effectue une fermentation de A. utahensis comme -
décrit dans la Préparation 1, en utilisant le milieu de
production 1. Aprés avoir fait incuber la culture pendant
environ 48 heures, on ajoute au milieu de fermentation
l'antibiotique S$31794/F-1 dissous dans une petite quantité
de mé&thanol.

On contrdle la désacylation de S31794/F-1 par
analyse avec disque de papier vis-3a-vis de Candida albicans.
On laisse la fermentation se poursuivre jusqu'a ce que la
désacylation soit complite comme léAmontre la diéparition'

S U R — e ———
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de L'activild.
B. SCparation du noyau de $31794/F-1
On filtre le bouillon de fermentation entier obtenu

comme décrit dans le paragraphe A. On rejette le giteau

5 mycélicn, on fait passer le filtrat limpide ainsi obtenu
dans unc colonne contenant de la résinc HP=20 (polymére
trés poreux DIAION, HP-Series, Mitsubishi Chemical Indﬁstrics
Limited, Tokyo, Japon). On rejette 1l'effluent ainsi obtenu.
On lave ensuite la colonne avec jusqu'a huit volumes d'eau

10 désionisée a pll 6,5-7,5 pour chasser le bouilion filtré
résiduel. On rejette cette eau de lavage. Puis on &lue 1la
colonnec avec une solution 7:3 d'eau et de miéthanol. On
contrdie 1'é&lution en utilisant le mode opératoire suivant :
on préléve deux parties aliguotes a partir de chaque fraction

15 €luée. On concentre 1'une des parties aliquotes jusqu'ad un
petit volume et on la traite par un chlorure d'acide comme le
chlorure dec myristoyle. On titre ce produit et l'autre partie
aliquote non traitée pour déterminer leur activits vis-a-vis
de Candida albicans. Si la partie aliguote non traitée n'a

20 pas d'activit?® et gue la partie aliquote acylée a une
activité, la fraction contient le noyau dec S31794/F-1. On
concentre 1'Gluat contenant le noyau de S31794/F-1, sous vide
jusqu'a un petit volume, et on le lyophilisc pour obtenir le

noyau brut.
25 C. Purification du noyau de S31794/F-) par chromatoaraphie

liquide en phase inversée
On dissout dans un mélange 96:2:1:1 d'eau,
d'accétonitrile, d'acide acttique et de pyridine le noyau de
S31794/F-1 brut obtenu comme d&crit dans le paragraphe B.
30 On chromatographie cette solution sur une colonne garnie de
Lichroprep RP-18, granulom&trie 25-40 microns (MC/B
- Manufacturing Chemists, Inc. E/¥, Cincinnati, OH). La colonne
fait partie d'une unité Chromatospac Prep 100 (Jobin Yvon,
. 16-18 rue du Canal 91160 Longjumeau, France). On fait
35 fonctionner la colonne 3 une pression de 6,2-6,9 bars, donnant
un-débit d'environ 60 ml/minute, en utilisant le méme solvant.
On contrdle la séparation 3 280 nm en utilisant un appareil
de contrble UV (ISCO Absorption Monitor Model Ua-5,

vie
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Instrumentation Specialties Co., 4700 Superior Ave.,
Lincoln, Nebraska 68504) squip& d'une unité optigue (ISCO
Type §).

En se basant sur 1"absorption 3 280 nm, on rdunit
les fractions contenant le noyau de S31794/F-1, on les
évaporc sous vide ¢t on les lyophilise pour obtenir le noyau
de S$31794/r-1 purifié.

Préparation 22

Préparation de A-30912A tétrahydrogéné
On dissout le facteur A de A-30912 dans 1'éthanol.

On réduit Pt02 dans 1'éthanol absolu pour former Pt gque l'on
utilise 4 son tour pour réduire par voie catalytique 1le
facteur A de A-30912, par hydrogénation sous pression
positive jusqu'd ce que la réaction soit terminée (environ
2 4 3 heures). On filtre le mélange réactionnel et on le
concentre sous vide. On dissout le résidu dans une petite
quantité de t-butanol et on le lyophilise pour obtenir
A-30912A tétrahydrogéné.
Préparation 23

Préparation de A-30912B tétrahydrogéné

On dissout dans l'€thanol le facteur B de A-30912.
On réduit Pto2 dans de 1'éthanol absolu pour former du
platine que 1l'on utilise 3 sor tcur pour réduire par voie
catalytique le factcur B de A-30912 par hydrogénation sous
pression-positive‘jusqu'a ce que la réaction soit terminée
(environ 2 3 3 heures). On filtre le mélange réactionnel et

on le concentre sous vide. On dissout le résidu dans une
petite quantit& de t-butanol et on le lyophilise pour obtenir
A-30912B tétrahydrogéné.
‘ Préparation 24
Préparation de A=-30912D tétrahydrogéné

On dissout dans de 1l'éthanol le facteur D de
A-30912. On réduit PtO2 dans 1'éthanol absolu pour former
Pt que l'on utilise 3 son tour pour réduire par voie
catalytique le facteur D de A-30912, par hydrogénation sous
pression positive jusqu'a ce que la réaction soit terminée
-(environ 2 34 3 heures). On filtre le mélange réactionnel et

(1
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on le concenbre sous vide., 0n dissout e résido dans une

petite gquantitdé de t-butanol et on le lyophilisc pour
obtenir A-30912D tétrahydrogéné.
Préparation 25

Préparation de A-30912i] tétrahydrogéné

On dissout le facteur H de A-30912 dans de
1'éthanol. On réduit Pto, dans l'éthanol absolu pour former
Pt que 1'on utilise & son tour pour réduire par voie
catalytique le facteur H de A-30912, par hydrogénation sous

pression positive jusqu'a ce que la réaction soit terminée
(environ 2 3 3 heures). On filtre le m2lange réactionnel

ct on lc¢ concentre sous vide. On dissout le résidu dans une
petite quantité de t-butanol et on lc lyophilise pour obtenir
A-3091211 tCétrahydrogéné.
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Pré&paration 26

La préparation des acides de formule IV est
x 1 3 7 ci-dessous

exemplifiée par les composés des Tableau
qui donnent la préparation de divers acides alcoxy-
benzoiques, acides (alkylthio)benzolques, acides alcoxy-
phénylacétiques, acides alcoxyphénylpropanoliques, acides
alcoxycinnamigues, acides alcoxyphénoxyacétiques et acides
alcoxynicotiniques.

La préparation de ces acides de formule 1V est
exemplifiée par la préparation des acides alcoxybenzolques
du Tableau 1 et des acides (alkylthio)benzolques du Tableau
2. Le mode opératoire gé&h&ral pour la préparation de ces
acides est décrit dans les paragraphes suivants.

On prépare les acides alcoxybenzoiques du Tableau
1 selon le mode opératoire général suivant :

Oon dissout de 1'acide p-hydroxybenzolque dans de 1l'hydroxyde
de sodium aqueux 3 10 % (deux équivalents) et on ajoute la
solution résultante a 200 ml de dim&thylsul foxyde (DMSO).

On ajoute un é&quivalent du bromure d'alkyle & la solution

3 65-80°C. Puis on agite la solution pendant deux heures,
aprés quoi on la verse dans un grand volume (600 ml) d'eau
et on 1'acidifie avec de l'acide chlorhydrique. On recueille
par filtration et on cristallise dans le méthanol 1tacide

alcoxybenzolque qui précipite de la solution.

Les acides (alkylthioc)benzolgues du Tableau 2
sont préparés selon le mode opératoire général suivant :
A une suspension d'hydrure de sodium (un équivalent, disper-
sion 4 50 % dans de l'huile minérale) dans du DMF (100 ml
pour 50 mmoles), refroidie 3 0°C, on ajoute lentement un
équivalent de p-hydroxybenzoate de méthyle. On agite le
mélange réactionnel sous atmosph2re d'azote jusqu'd ce que
le dégagement d'hydrogéne s'arréte. A la solution de 4-
carbomé&thoxyphénolate de sodium ainsi obtenue, on ajoute du
chlorure de N,N-dim&thylthiocarbamoyle [(CH3)2N(CS)C11
(un équivalent) en une fois. On chauffe la suspension
résultante & 70°C pendant 1-3 heures puis on la verse dans
une solution agueuse (1 %) d'hydroxyde de potassium (en

grand excés). On extrait la suspension deux fois avec un

Yo
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mélange 4:1 en volume de tolugne et d'hexane. Aprés

séchage sur sulfate de magnésium, on filtre les extraits

organiques et on les évapore jusqu'ad une huile. On purifie

1'huile par curomatographic sur gel de gilice en utilisant

2 § de méthanol dans du chiorure de méthylane nonr obtenir
le diméthylthiocarbamate de 0-(4-carbométhoxyphényle)
[E-CH3C02C6H4O(CS)N(CH3)2], p.£. 97-102°C. On chauffe ce
produit sous atmosphére d'azote 3 220°C pendant 30 & 60
minutes pour obtenir le diméthylthiocarbamate de S-(4-
carbomé thoxyphényle) [EfCH3COZCGH4S(CO)N(CH3)2] gque l'on
cristallise dans le méthanol. Au diméthylthiocarbamate de
S-(4-carbométhoxyphényle) , dissous dans le DMSO, on ajoute
2 équivalents_d'hydroxyde de sodium (solution agueuse a

10 %) . On chauffe le mélange 3 65-85°C et on ajoute le
bromure d'alkyle (1 équivalent). On poursuit le chauffage
pendant 2 2 4 heures apr&s quol on verse le mélange dans un
grand volume d'eau. Par acidification, i1 se forme un
précipité que 1'on recuellle'par filtration. On cristallise

1l'acide (alkylthio)benzoIque dans le méthanol.

e
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Préparatiocn 27
On prépare les esters 2,4.5-trichlorophényliques

des acides de formule 1V, Yy comprié les acides alcoxy-
benzoiques et les acides alkylthiobenzolgues selon le méme
mode opératoire général. Le Tableau 8 ci-dessous donne la
préparation des esters 2,4,5~trichlorophényliques d'un
certain nombre d'acides de formule IV, y compris les acides
alcoxybenzoiques du Tableau 1 et les acides (alkylthio) -
benzolques du Tableau 2. Les composés décrits dans le
Tableau 3 sont préparés selon le méme mode opératoire
général. Le mode opératoire suivant est donné & titre

illustratif :
On dissout danz du chlorure de méthyléne une mole

d'acide alcoxybenzbique ou d'acide (alkylthio)benzolque,

1,1 mole de 2,4,5-tri¢hlorophénol et 1 mole de N,N'-dicyclo-
hexvlcarbodiimide. On agite le mélange 3 la température
ambiante pendant 15-18 heures, aprés quoi on le filtre. On
gvavore le filtrat 3 siccité sous pression réduite et on
cristallise le ré&sidu dans un mélange d'acétonitrile et

d'eau. On sé&che le produit sous vide.

o e S >
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EXEMPLE 1
Préparation des dérivés de A-30912A
Le Tableau 9 ci-dessous donne la préparation des
dérivés du noyau de 2-30912A préparés a partir des esters
2,4,5-trichlorophényliques du Tableau 8. On prépare les
dérivés du noyau de A-30912, indigqués dans le Tableau 9, en

-

général selon le mode opératoire suivant :
. Au noyau de A-30912A dissous dans 10 & 50 ml de

DMF, on ajoute l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de l'acide
alcoxybenzoique ou de l'acide (alkylthio)benzoXIque (rapport
molaire 1:2). On agite le m&lange ré€actionnel pendant 15 & '
18 heures, aprés quoi on l'ame2ne 3 siccité& pour obtenir un
résidu. On lave le résidu deux fols avec un m&lange d'é&ther
diéthylique (50 ml) et de chlorure de méthyléne (50 ml). On
rejette les liquides de lavage. On dissout le résidu
résultant dans un mélange 3:2 en volume d'acétate d'éthyle
et de méthanol et on le chromatographie sur une colonne de
100 ml de gel de silice (Woelm, 99-210 1) en utilisant le
syst@me solvant susmentionné comme &luant. On contr&le les
fractions de la chromatographie par CCM sur gel de silice
(Merck) en utilisant un mElange 3:2 en volume d'acétate
d'éthyle et de méthanol comme systéme solvant. On réunit les
fractions contenant le produit désiré& et on chasse le
solvant pour obtenir le produit sous forme d'un résidu. On
peut analyser le produit par CLPE & phase inversée comme
suit : pour les composés 3 groupement alcoxy et pour les
composés 3 groupement alkylthio en C12 et C14, on dissout
1'8chantillor dans un mé&lange 1:2:2 en volume d'eau, de
méthanol et d'acétonitrile. On injecte la solution
d'échantillon (1 mg/ml) dans une colonne en acier

inoxydable de 0,63 cm x 30 cm garnie de résine Cig Micro
Bondapak (Waters Associates, Milford, Mass., U.S.A.}, et

on &lue la colonne avec un systéme solvant consistant en un
mélange 1:2:2 en volume d'eau, de méthanol et d'acétonitrile.
Pour les composés 3 groupement alkylthio en C8 et C18’ le
systéme solvant est un mélange 2:1:2 en volume d'eau, de
méthanol et d'acétonitrile. On effectue 1l'élution & une
pression de 103,5 bars avec un débit de 30 ml/minute en

¥/
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utilisant une pompe Waters 600A (Waters Associates, Inc.) et
une vitesse du papier de 0,5 cm/minute. On contr3dle 1'éluant
avec un appareil de détection UV Varian Vari-Chrom & 230 nm.
Les produits peuvent également &tre analysés par

S spectrométrie de masse 3 désorption de champ (MSDC).
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EXEMPLE 2

Préparation des dérivés de A-30912B
On prépare les dérivés du noyau de A-30912B er

-

général a partir des esters 2.4,5-trichlorophé&nyligues
décrits dans la Préparation 27, selon le mode opératoire
suivant :

Au noyau de A-30912B dissous dans 10 3 50 ml de
DMF, on ajoute l'ester 2,4,5~trichlorophénylique de 1l'acide
alcoxybenzoique ou de l'acide (alkylthio)benzoique (rapport
molaire 1:2). On agite le mélanée réactionnel pendant 15-18
heures, aprds quoi on l'améne 3 siccité pour obtenir un '
résidu. On lave le résidu (deux fois chaque) avec un
mélange de 50 mi d'é&ther di&thyligue et de 50 ml de chlorure
de méthyléne. On rejette les produits de lavage. On dissout
le résidu restant dans un mélange 3:2 en volume d'acétate
d'éthyle et de méthanol et on le chromatographie sur une
colonne de 100 ml de gel de silice (Woelm, 90-210 u) en
utiiisant coime €luan® le svstéme solvant susmentionné. On
contrdle les fractions de la chromatographie par CCM sur gel
de silice (Merck) en utilisant comme systéme solvant un
mélange 3:2 en volume d'acétate d'éthyle et de méthanol. On
réunit les fractions contenant le produit désiré et on
chasse le solvant pour obtenir le produit sous forme d'un
résidu. Le produit peut &tre analysé par CLPE i phase
inversée comme suit : dans les composés a groupement alcoxy
et les composés a groupement alkylthio en C12—C14, on
dissout 1'é&chantillon dans un mélange 1:2:2 en volume d'eau,
de méthanol et d'acétonitrile. On injecte la solution
d'6chantillon (1 mg/ml) dans une colonne en acier

inoxydable de 0,63 cm X 30 cm garnie de résine C;g Micro
on élue la colonne avec

de

Bondapak (Waters Associates Inc.) et
un systéme solvant consistant en un mélange 1:2:2 d'eau,
m&thanol et d'acétonitrile. Pour les composés 3 groupement
alkylthio en Cg et Ciqgr le syst@me solvant est un mélange
2:1:2 en volume d'eau, de méthanol et d'tacétonitrile. On
effectue 1'&lution 3 une pression de 103,5 bars 3@ un débit
de 3 ml/minute en utilisant une pompe Waters 600 A (Waters
Associates, Inc.) et une vitesse de papier de 0,5 cm/minute.
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On contrbSlc 1'éluant avec un appareil de dé&tection UV
Varian Vari-Chrom 3@ 230 nm. Les produits peuvent
également &tre analysés par spectrométrie de masse &
déscorption de champ (MSDC).

En suivant ce mode opfratoire général, on obtient

les composés suivants de formule III ol R1 et'R2 sont tous

deux H, R3 et R4 sont tous deux OH et R5 est :
p- (n-octylthio) benzoyle
p- (n~décylthio) benzoyle
p- (n-dodécylthio} benzoyle
p- (n-tétradécylthio) benzoyle
p- (n-octyl) benzoyle #
3~ [p- (n-hexyloxy)ph&nyl]lpropanoyle
3-[p-(n-octyloxy)ph&nyllpropanoyle
3-[p-(n-dodécyloxy)phényllpropanoyle
p- (n-hexyloxy) cinnamoyle
p- (n-octyloxy) cinnamoyle
[p- (n-octyloxy) phényllacétyle
[p- (n-dodécyloxy)phényllacétyle
3-[p—-(n-pentyloxy)phényl]propanoyle
3-[p-(n-heptyloxy)phényllpropanoyle
p-{n-octyloxy) phénoxyacétyle
p- (n-décyloxy) phénoxyacétyle
6=~ (n-octyloxy)nicotinoyle
6~ (n-dodécyloxy)nicotinoyle

* Mieux préparé par le procédé au chlorure d'acide, par
exemple en faisant réagir le chlorure de p-(n-octyl)-
benzoyle avec le noyau dans la pyridine a8 la température
ambiante sous azote pendant 24 heures.

EXEMPLE 3

Préparation des dérivés de A-30912D

On prépare les d&riv€s du noyau de A-30912D en
général a partir des esters 2,4,5-trichlorophényliques
illustrés dans la Préparation 27, selon le mode opératoire

suivant :
Au noyau de A-30912D dissous dans 10 & 50 ml de

DMF, on ajoute l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1'acide
alcoxybenzoique ou de l'acide (alkylthio)benzoique (rapport
molaire 1:2). On agite le mélange réactionnel pendant 15-18

([
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heures, apris quoi on l'amdne A siccitfé pour obtenir un
résidu. On lave le résidu (deux fois chaque) avec un
mé&lange de 50 ml d'&ther diéthylique et de 50 ml de chlorure
de méthyléne. On rejette les produits de lavage. On dissout
le résidu restant dans un mélange 3:2 en volume d’acétate
d'éthyle et de méthanol et on le chromatographie sur une
colonne de 100 ml de gel de silice (Woelm, 90-210 u) en
utilisant comme éluant le systéme solvant susmentionné. On
contrble les fractions de la chromatographie par CCM sur gel
de silice (Merck) en utilisant comme systéme solvant un
mélange 3:2 en volume d'acétate d'éthyle et de m&thanol. On
réunit les fractions contenant ie produit désiré et on
chasse le solvant pour cbtenir le produit sous forme d'un
résidu. Le produit peut &tre analysé par CLPE d phase
inversée comme suit : pour les composés 3 groupement alcoxy
et les composés a groupement alkylthio en Cy5Cyar ON
dissout l'échantillon dans un mélange 1:2:2 en volume d'eau,
de mé&thanol et d'acétonitrile. On irnjecte la solution
d'é&chantillon (1 mg/ml) dans une colonne en acier

inoxydable de 0,63 cm x 30 cm garnie de ré&sine C18 Micro
Bondapak (Waters Associates Inc.) et on &lue la colonne avec
un systéme solvant consistant en un mé€lange 1:2:2 d'eau, de
méthanol et d'acétonitrile. Pour les composés 3 groupement
alkylthio en Cg et Cipr le systéme solvant est un m&lange
2:1:2 en volume d'eau, de méthanol et d'acétonitrile. On
effectue 1'élution 3 une pression de 103,5 bars & un dé&bit
de 3 ml/minute en utilisant une pompe Waters 600 A (Waters
Associates, Inc.) et une vitesse de papier de 0,5 cm/nminute.
On contrdle 1'&luant avec un appareil de détection UV Varian
Vari~Chrom 3 230 nm. Les produits peuvent également é&tre
analysés par spectrométrie de masse 3 désorption de champ

(MsDC) .

En suivant ce mode opé&ratoire général, on obtient

1 2 .3 4

les composés suivants de formule III o R, R°, R® et R

sont tous H et R5 est :
p- (n-octylthio)benzoyle
p-{n-décylthio)benzoyle

p- (n-dodécylthio)benzoyle

Yo
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Ybenzovlie
3=ip-(n-hexyluxy;phinylipropannayvie
3-[p- (n-octyloxy) phényl]propanoyle
3-{p- (n-dodé&cyloxy) phényl]propanoyle
p- (n-hexyloxy)cinnamoyle '
p- (n-octyloxy)cinnamoyle

[p- (n-octyloxy)phénylJacétyle

[p- (n-dod&cyloxy) phényllacétyle
3-[p-(n-pentyloxy) phényl]lpropanoyle
3-[p-(n-heptyloxy)phényl]propanoyle
p- (n-octyloxy) phénoxyacétyle

p- (n-décyloxy) phénoxyacétyle

6- (n~octyloxy) nicotinoyle

6- (n-dodécyloxy)nicotinoyle

* Mieux préparé par le procé&dé au chlorure 4d'acide, par
exemple en faisant rB8agir le chlorure de p-(n-octyl)-
benzoyle avec le noyau dans la pyridine 3 la température
ambiante sous azote pendant 24 heures.

EXEMPLE 4

Préparation des dérivés du noyau de A-30912H

On prépare les dérivés du noyau de A-30912H ou de
ses homologues 3 groupement alkyloxy, en général a partir
des esters 2,4,5-trichlorophényliques illustrés dans la
Préparation 27, selon le mode opératoire suivant :

Au noyau de A-30912H dissous dans 10 & 50 ml de
DMF, on ajoute l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de l'acide
alcoxybenzoIque ou de l'acide (alkylthio)benzolque (rapport
molaire 1:2). On agite le m&lange r&actionnel pendant 15-18
heures, aprés gquoi on 1'améne 2 siccité pour obtenir un
résidu. On lave le résidu (deux fois chaque) avec un
mélange de 50 ml d'éther diéthylique et de 50 ml de chlorure
de méthyléne. On rejette les produits de lavage. On dissout
le résidu restant dans un mélange 3:2 en volume d'acétate
d'éthyle et de méthanol et on le chromatcgraphie sur une
colonne de 100 ml de gel de silice (Woelm, 90-210 u) en
utilisant comme &luant le systéme solvant susmentionné. On
contrdle les fractions de la chromatographie par CCM sur gel
de silice (Merck) en utilisant comme systéme solvant un




10

15

20

25

30

35

T (X} e o000 2058 200
s - - ” w

o8 aeo 80 e 080

L] [ X ] L ] 1 ) L ]

« &6

-
*e
re o

76

m8lange 3:2 en volume d'ac&tate d'éthyle et de méthanol. On

réunit les fractions contenant le produit désiré et on

-

inversée comme suit : dans les composés & groupement alcoxy
et les composés 3 groupement alkylthio en 0124C14, on
dissout 1'é&chantillon dans un mélange 1:2:2 en volume d'eau,
de méthanol et d'acétonitrile. Or injecte la solution
d'échantillon (1 mg/ml) dans une colonne en acier

inoxydable de 0,63 cm x 30 cm garnie de résine C18 Micro
Bondapak (Waters Associates Inc.) et on &lue la colonne avec
un systéme solvant consistant en un mélange 1:2:2 d'eau, de
méthanol et d'acétonitrile. Pour les composés a groupement
alkylthio en Cq et C,, le systéme solvant est un m&lange
2:1:2 en volume d'eau, de méthanol et d'acétonitrile. On
effectue 1'élution 3 une pression de 103,5 bars & un débit
de 3lml/minute en utilisant une pompe Waters 600 A (Waters

Associates, Inc.) et une vitesse de papier de 0,5 cm/minute.

On contrSle 1'&luant avec un appareil de détection UV
Varian Vari-Chrom 3 230 nm. Les produits peuvent
également &tre -analysés par spectrométrie de masse 3

désorption de champ (MSDC).

Selon ce mode opératoire général, on obtient les

1 4 2

compos&s suivants de formule IIf od R™ et R° sont OH, R
5

est H,'R3 est un groupement alkyloxy en CI-CG et R est

p- (n-octylthio)benzoyle
p- (n-décylthio) benzoyle
p- (n-dodécylthio)benzoyie
p-{n-t&tradicylthiolbenzoyle
p-({n-octyl)benzoyle*
3-[p- (n~hexyloxy)phényl]propanoyle

. 3-[p-(n-octyloxy)phényl lpropanoyle
3-[p-(n-dodécyloxy) phényl]propanoyle
p- (n-hexyloxy)cinnamoyle
p- {(n-octyloxy)cinnamoyle '
[p- (n-octyloxy) phényl]acétyle
[p- (n-dod€&cyloxy) phényl]acétyle
3-[27(grpentyloxy)phéﬁyl]propanoyle
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3-|p-{n-heptyioxy) pi€ny 1] propanvyie
p~ (n-octyloxy) phénoxyacétyle
E—(g-décyloxy)pnénoxyacétyle
6- (n-octyloxy)nicotinoyle

c 4 5-(23404§qy1nxy)nicotinoyle

% Mieux préparé& par. le proc&dé au chlorure d'acide, par
exemple en faisant réagir le chlorure de p-(n-octyl)-
benzoyle avec le noyau dans la pyridine 3 la température
.ambiante sous azote pendant 24 heures.

EXEMPLE 5

10 Préparation des dérivés de $31794/F-1
On prépare les dérivés du noyau de S31794/F-1 en
général 3 partir des esters 2,4,5-trichlorophényliques
jllustrés dans la Préparation 27 selon le mode opératoire

suivant : :
15 Au noyau de S31794/F-1 dissous dans 10 3 50 ml de

DMF, on ajoute l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1'acide
alcoxybenzolque ou de 1'acide (alkylthio)benzolque (rapport
molaire 1:2). On agite le mélange réactionnel pendant 15-18
heures, aprés quoi on 1l'améne & siccité pour obtenir un
véeidu. On lave le résidu (deux fols chaque) avec un
mélange de 50 ml d'éther diéthylique et de 50 ml de chlorure
de méthyléne. On rejette les produits de lavage. On dissout
le résidu restant dans un mélange 3:2 en volume d'acétate
d'éthyle et de mé&thanol et on le chromatographie sur une
25 colonne de 100 ml de gel de silice (Woelm, 90-210 u) en
utilisant comme &luant le systé&me solvant susmentionn&. On
contrdle les fractions de la chromatographie par CCM sur gel
de silice (Merck) en utilisant comme syst2me solvant un
mélange 3:2 en volume d'acétate d'éthyle et de méthanol. On

to
[&=]

I+vA At An

30 réunit les fractions contenani & produit dEsirf ot on
chasse le solvant pour obtenir le produit sous forme d'un
résidu. Le produit peut étre analysé& par CLPE 3 phase
invers&e comme suit : dans les coﬁposés 3 groupement alcoxy
et les cbmposés 3 groupement alkylthio en C12'914' on

35 dissout 1l'é&chantillon dans un mélange 1:2:2 en volume d'eau,
de méthanol et d'acétonitrile. On injecte la solution
d'échantillon (i mg/ml) dans une colonne en acier

inoxydable de 0,63 cm x 30 cm garnie de résine C,g Micro
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Dondzgsk fuzssoc Ascocistes Tne.) et on &lue la colonne avec
stant en un mélange 1:2:2 Alean. de
le. Pour tes cowposés 3 groupement
le syst®me solvant est un mélange

1%ewr1+hin on C et C

alkylthic en .
2:1:2 en volumg d'eai? de méthanol et dfacétonitriie. On
effectue l'&lution 3 une pression de 103,5 bars & un débit
de 3 ml/minute en utilisant une pompe Waters 600 A (Waters
Associates, Inc.) et une vitesse de papier de 0,5 cm/minute.
Oon contréle 1'é&luant avec un appareil de détection UV
Varian Vari-Chrom 3 230 nm. Les produits peuvent

également &tre analysés par spectrométrie de masse 2
désorption de champ (MSDC).

En suivant ce mode opératoire général, on obtient
les composés suivants de formule III ol Rl, R3 et R4 sont

tous OH, R2 est -CO—NH2 et Rs est :
p- (n-octylthio)benzoyle
p- (n-décylthio)benzoyle
p- (n-dodécylthio)benzoyle
p- (n-tétradécylthio) benzoyle
p- (n-octyl)benzoyle*
3-[p- (n-hexy 1oxy) phényllpropanoyle
3-[p- (n-octyloxy) phényllpropanoy le
3-[p- (n-dodécyloxy) phényl Ipropanoyle
p- (n-hexyloxy) cinnamoyle
p- (n-octyloxy) cinnamoyle
[p- (n—octyloxy)phényl Jacétyle
[p- (n-dodécyloxy) phényllacstyle '
3-[p- (n-pentyloxy) phényllpropanoyle
3-[p- (n-heptyloxy) phényl]propanoyle
p- {n-oCctyloxy) phinocxyacstyle
p- (n-décyloxy) phénoxyacétyle
6= (n-cctyloxy) nicotinoyle
6= (n-dodécyloxy) nicotinoyle

* Mieux préparé par le procédé au chlorure d'acide, par
exemple en faisant réagir le chlorure de p- (n-octyl)-
benzoyle avec le noyau dans la pyridine 3 la température
ambiante sous azote pendant 24 heures.

Le mode opératoire suivant illustre la préparation des
composés de formule III. Les composés _particuliers préparés

{14



10

15

20

25

30

35

(X ] e (1) S0P BORS SOAS
L LN 3

¢ w0
[ X ‘e a8 830 s o8e
[ .0 L | I ] [ ]
e »

LI X 4

79 ‘e et et ene® L ees
par le mode opératcire donné ci-dessous sont les composés
de formule III oul R5 est un groupement p-(n-octyloxy)-
benzoyle.

Préparation 28

Préparation de 1l'acide p-(n-octyloxy}benzoique

On ajoute une solution de 19,2 g (150 mmoles)
d'acide p-hydroxybenzoique dans 120 ml d'hydroxyde de sodium
aqueux & 10 & 3 480 ml de DMSO préalablement chauffés a
80°C. On ajoute goutte & goutte & la solution 28,95 g
(150 mmoles) de bromure de n-octyle. On agite le mélange
réactionnel pendant 4 heures 3 la température ambiante,
aprés quoi on le verse dans 1200 ml d‘eau glacée. On ajoute
30 ml d'acide chlorhydrique concentré et on laisse ie mélange
reposer jusqu'd la fin de la précipitation. On recueille le
précipité, on le sa&che et on le cristallise dans un mélange

d'acétonitrile et d'eau, p.f. 97-99°C.
Analyse pour C1582203 :
Calculé&e : C, 71,97 ; H, 8,86
Trouvée : C, 71,72 ; H, 9,10.
Préparation 29
Préparation de l'ester 2,4,5——trichlorophénylique de 1l'acide

p- (n-octyloxy) benzoique

On dissout dans 200 ml de chlorure de méthyléne
6,18 g (24,7 mmoles) d'acide p-(n-octyloxy)benzolique,
5,39 g (27,2 mmoles) de 2,4,5-trichlorophénol et 4,94 g
(24,7 mmoles) de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide. On agite le
mélange 3 la température ambilante pendant 18 heures puis on
le filtre. On évapore le filtrat pour obtenir une huile que
1l'on cristallise dans un mélange d'acétonitrile et d'eau
pour obtenir 1l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1l'acide

p- (n-octyloxy)benzoique.
Analyse RMN : & 4,02 (2H, t, J = 3Hz), & 7,0 (1H, 4,
J = 4 Hz), 7,23 (s, 1H), 7,3 (s, 1H), 8,08 (4, 1H, J =
4 Hz).
EXEMPLE 8

Acylation du noyau de A-30912A

On dissout dans 150 ml de dimé&thylformamide
14,2 g (17,8 mmoles) du noyau de A-30912A et 15,32 g (35,7
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2—(g-octyloxy)benzoique. On agite la solution d la

température ambiante pendant i16-20 heures. On chasse le

solvant sous vide et on lave le résidu deux fois avec de

1'&ther diéthylique et deux fois avec du chlorure de
méthyléne. On rejette les liquides de lavage. On dissout
le résidu lavé dans 80 ml de 25 % d'acétate d'éthyle dans
du méthanol et on le purifie par CLPE en utilisant une
unité "Prep LC/Systen 500" (Waters Associates, Inc.,) en
utilisant du gel de silice comme phase stationnaire. On é&lue
la colonne par é&tapes avec des systemes solvante contenant
de 20 % 3 40 3 de méthanol dans de l'ac&tate d'éthyle. On
analyse les fractions par CCM en utilisant du gel de silice
(Merck) et un mélange 3:2 en volume d'acétate d'éthyle et
de méthanol comme systéme solvant. On réunit les fractions
exemptes de noyau de A-30912A et on les lyophilise pour
obtenir le dérivé E—(g-octyloxy)benzoylé du noyau de
A-30912A. On en obtient 7,13 g M+ 23 = 1052 (par SMDC) .
EXEMPLE 9

Acylation du noyau de A-30912B

‘on dissout dans 150 ml de diméthylformamide 17,8
mmoles du noyau de A-30912B et 35,7 mmoles d'ester 2,4,5-
trichlorophénylique d'acide E-(g-octyloxy)benzoique. On
agite la solution a la température ambiante pendant 16-20
heures. On chasse le solvant sous vide et on lave le résidu
deux fois avec de 1'éther diéthyligque et deux fois avec du
chlorure de mé&thyléne. On rejette les liquides de lavage.
on dissout le résidu lavé dans 80 ml d'un mélange 3 25 %
d'acétate d'éthyle dans du méthanol et on le purifie par
CLPE en utilisant une unité& "Prep LC/System 500" (Waters
Associates, Inc.) en utilisant le gel de silice comme
phase stationnaire. On &lue la colonne par &tapes avec des
systémes solvants contenant de 20 % 3 40 % de méthanol dans
de 1'acé&tate d'éthyle. On analyse les fractions par CCM en
utilisant du gel de silice (Merck) et un m&lange 3:2 en

volume d'acétate d'6thyle et de mé&thanol comme systéme solvant.

on réunit les fractions exemptes de noyau A-30912B et on les
lyophilise pour obtenir le dérivé g-(g-octyloxy)benzoylé |
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du noyau de A-30912B.
EXEMPLE 10
En suivant le mode opératoire de 1'Exemple 9 mais
en substituant le bromure d'alkyle approprié, l'acide p-
{alkyloxy)benzoIque approprié et l'ester 2,4,5-trichloro-
phénylique dec l'acide p-(alkyloxy)benzolque approprié, on

obtient les composés suivants de formule III :
5

R
p- (n-décyloxy)benzoyle
p— (n-dodécyloxy}benzoyle
p—(n-tétradécyloxy) benzoyle
p- (n-hexyloxy)benzoyle
EXEMPLE 11

Acylation du noyau de A-30212D

On dissout dans 150 ml de DMF 17,8 mmoles du
noyau de A-30912D et 35,7 mmoles de l'ester 2,4,5-
trichlorophénylique de 1'acide p-{n-octyloxy)benzolque. On
agite la solution & la temp&rature ambiante pendant 16-20
heures. On chasse le solvant sous vide et on lave le résidu
deux fois avec de l'éther diéthylique et deux fois avec du
chlorure de mé&thyléne. On rejette les liquides de lavage.
Cn dissout le résidu lavé dans 80 ml d'un mélange de 25 %
d'acétate d'éthyle dans du méthanol et on le purifie par
CLPE en utilisant une unité "Prep LC/System 500" (Waters
Associates, Inc.) en utilisant du gel de silice comme phase
fixe. On &lue la colonne par €tapes avec des systémes solvants
contenant de 20 ¢ 3 40 % de méthanol dans de l'acétate

d'sthyle. On analyse les fractions par CCM en utilisant du
gel de silice (Merck) et un mélange 3:? en volume d'acétate
d'éthyle et de méthanol comme systéme solvant. On réunit les
fractions exemptes de noyau 2-30912D et on les lyophilise
pour cbtenir le dérivé p-(n-octyloxy)benzoylé du noyau de
A-30912D. ‘
EXEMPLE 12

En suivant le mode opératoire de l'Exemple 11 mais
en substituant le bromure d'alkyle approprié&, 1l'acide
p-alkyloxybenzoique ﬁpproprié et 1l'ester 2,4,5-trichloro-
phénylique de 1'acide p-alkyloxybenzolque appropri&, on

110
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obtient les compos&s suivants de formule III :
R5
p- (n-décyloxy)benzoyle
p~ (n-dodécyloxy) benzoyle
p- (n-tétradécyloxy)benzoyle
2—(g—hexyloxy)bénzoyle
EXEMPLE 13

Acylation du noyau de A-309i2H
On dissout dans 150 ml de DMF 17,8 mmoles de noyau

de A-30912H et 35,7 mmoles de l'ester 2,4,5-trichloro-
phénylique de l'acide p-(n-octyloxy)benzoique. On agite la |
sclution & la température ambiante pendant 16-20 heures. On
chasse le solvant sous vide et on lave le résidu deux fois
avec de l'é&ther diéthylique et deux fois avec du chlorure de
méthyléne. On rejette les liquides de lavage. On dissout le
résidu lavé dans 8C ml d'un mélange contenant 25 % d'acétate
d'éthyle et du méthanol et on le purifie par CLPE 2n
utilisant une unité "Prep LC/System 500" (Waters Associates,
Inc.) en utilisant du gel de silice comme phase fixe. On
€élue la colonne par &tapes avec des systimes solvants
contenant de 20 % & 40 % de méthanol et d'acétate d'éthyle.
On analyse les fractions par CCM en utilisant du gel de
silice (Merck) et un mélange 3:2 en volume d'acétate d'é&thyle

et de méthanol comme systéme solvant. On réunit les

- e

pour obtenir le dérivé p-(n-octyloxy)benzoylé du noyau de
A-30912H.
EXEMPLE 14

En suivant le mode opératoire de l'Exemple 13 mais
en utilisant le bromure d'alkyle approprié, l'acide p-
alkyloxybenzoique approprié et 1l'ester 2,4,5-trichloro-
phénylique d'acide p-alkyloxybenzoique approprié, on obtient
les composés suivants de formule III :

R5

p-(n-décyloxy) benzoyle

p-(n-dodécyloxy)benzoyle

p- (n-tétradécyloxy)benzoyle

2—(g-hexyloxy)beﬁzoyle
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Le mode opératoire suivant illustre la préparation
du dérivé Er(g—octyloxy)benzoylé du noyau de A-30912H a
partir du soyau de A-30512A.

On traite le noyau de A-30912A par le p-(n-octyl-
oxy)benzoate de 2,4 ,5-trichlorophényie seion le mode
opératoire de 1'Exemple 1. On méthyle le dérivé ainsi obtenu
en traitant le produit (20 mg) avec 0,06 ml de 3 % d'HC]
dans du m&thanol dans 1 ml de DMF. On laisse la solution
reposer sous agitation pendant 16 heures, aprés quoi on
chasse le solvant sous pression réduite et on obtient un
résidu. On purifie le résidu par CLPE 3 phase inversée en
utilisant une ré&sine gel de silice/cla.

EXEMPLE 16
Acylation du noyau de S§31794/F-1

On dissout dans 150 ml de diméthylformamide 17,8
mmoles du noyau de S31794/F-1 et 35,7 mmoles de l'ester 2,
4,5~trichlorophénylique de 1'acide E—(g-octyloxy)benzo!que.
On agite la solution & la température ambiante pendant 16-
20 heures. On chasse le solvant sous vide et on lave le
résidu deux fois avec de 1l'éther diéthylique et deux fois
avec du ¢ lorure de méthyl2ne. On rejette les liquides de
lavage. On dissout le résidu lavé dans 80 ml d'un mélange
contenant 25 % d'ac&tate d'éthyle dans du mEthanol et on le
purifie par CLPE en utilisant une unité "Prep IC/System 500"
(Waters Associates, Inc.) en utilisant du gel de silice
comme phase fixe. On €lue la colonne par étapes avec des

systdmes solvants contenant de 20 § 3 40 % de méthanol dans

de l'ac&tate d'Sthyle. On analyse les fractions par CCM en

utilisant du gel de silice (Merck) et un mélange 3:2 en

volume d'acétate d'&thyle et de méthanol comme systéme solvant.

On réunit les fractions exemptes de noyau de S31794/F-1 et
on les lyophilise pour obtenir le dé&rivé p- (n—octyloxy) -
benzoyié du noyau de S31794/F-1.

’ EXEMPLE 17

En suivant le mode opératoire de l'Exemple 16 mais

en utilisant le bromure d'alkyle approprié avec l'acide p-
alkyloxybenzolque approprié et 1'ester 2,4,5-trichloro-
phénylique de 1l'acide Efalkyloxybenzoique approprié, on
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p-{n —décyloxy)benzoy
p- {n=dcd&cyloxy)benzoyle
p- (n-t&tradécyloxy)benzoyle
p- (n-hexyloxy)benzoyle
Le mode opératoire suaivant illustre la préparation
de§ composés de formule IXI od.A est un groupement sulfonyle
ou sulfinyle.
Préparation 30
Préparation de l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1'acide
p-{alkylsulfonyl) benzolique
A une solution de 970 mg (2 mmoles) de p-(n-
décylthio)benzoate de 2,4,5-trichlorophényle dans 20 ml de
chlorure de méthyl2ne refroidie dans un bain de glace, on
ajbute 442 mg (2,0 mmoles) d'acide g-chloroperbenzotque.'
Apr@s avoir laissé le m&lange réactionnel se réchauffer
jusqu'a la température ambiante (15 minutes), on le lave
deux fois avec 25 ml d'hydroxyde de sodium 0,1 N. On
cristallise dans l'acétonitrile la phase organique apres
1'avoir séchée sur sulfate de sodium anhydre. On obtient
470 mg de produit. On réoxyde le produit comme décrit
précédemment en utilisant 108 mg d'acide perbenzoIque dans
20 ml de chlorure de méthyl2ne et une dur€e de r&action de
50 minutes. Le produit est puiifié comme décrit ci~dessus
et 1'on obtient 260 mg de produit.
Analyse pour C23H2704CI3S : : }
Calculée : C, 54,61 % ; H, 5,38 %
Trouvée : C, 54,90 ¢ ; H, 5,45 %
On peut préparer d'autres esters 2,4,5-trichloro~
phényliques d'acides p-(alkylsulfonyl)benzoIques par le '
mode opératoire décrit ci-dessus, les produits obtenus é&tant

tels qu'indiqués ci-dessous :
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p-Alikyisuifonyi- Poids de Poids d'a- Poids de
benzoate de 2,4,5- réactif ester gent oxydant produit
trichlorophényle (mg) {mg) (mg)
n-octyie 850 451 68,8
n-dodécyle 1260 686 400
n-tétradécyle 1150 651 - 400
EXEMPLE 18

Acylation du novau de A-30912A _
On laisse sous agitation 3 la température ambiante

pendant 18 heures une solution de 400 mg (0,5 mmole) du
noyau de A-30912A et de 260 mg (0,514 mmole) de l'ester
2,4 ,5-trichlorophénylique de l'acide p-(n-décylsulfonyl)-
benzolque dans 50 ml de diméthylformamide. On évapore le
mélange réactionnel 2 siccité sous vide et on extrait le
résidu deux fois avec de l'&ther diéthylique et du chlorure
de méthylene. Puis on applique le résidu, dissous dans une
quantité minimale d'un mélange 3:2 en volume d'acétate
d'éthyle et de méthanol, sur une colonne de gel de silice
(50 ml) et on élus avec le méme systéme solvant. On suit
le cours de la chromatographie par CCM sur gel de silice
(Merck) en utilisant comme systéme solvant un mélange 3:2
d'acétate d'éthyle et de méthanol. On réunit les fractions
contenant le produit (Rf = 0,6j, on les &vapore 3 siccité
et on les lyophilise. On cbtient 415 mg du dérivé p-(n-
décylsulfonyl) benzoylé du noyau de A-30912A. L'analyse de
spectre de masse avec désorption de champ indique que
(M+ 4+ 23) = 1128. La CLPE analytique montre gue le produit
est constitué par un seul composant.

En suivant le mode opératoire précédent, on peut.
préparer comme indiqué ci-dessous d'autres dérivés p-(alkyl-
sulfonyl)benzoylés du noyau de A-30912A. -
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Préparation 31
Préparation de 1l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1'acide

p-(alkylsulfinyl)benzolique

A une solution de 2,23 g (5 mmoles) de p-(n-
octylthio)benzoate de 2,4,5-trichlorophényle dans 50 ml
de chlorure de méthyléne, refroidie dans un bain de glace,
on ajoute goutte & gcutte une solution de 1,39 g (8 mmoles)
d'acide m-chloroperbenzoique dans 50 ml de chlorure de
méthyléne. On agite la solution & 5°C pendant environ deux
heures puis 3 la température ambiante pendant environ deux
heures. Apres addition de 2 3 3 gouttes d'un solution a 20 %

de Na2503, on lave le mélange r&actionnel une fois avec une
solution a 10 % de NaHCO3 et deux fois avec de 1'eau. On
séche la couche organique sur sulfate de magnésium et on

la concentre sous vide, ce qui donne un résidu qu'on
cristallise dans un nmélange 1:4 d'éther diéthylique et
d'éther de pétrole, pour obtenir 1,7 g d'un produit qui est
un mélange des dérivés sulfinylé et sulfonylé,

EXEMPLE 19

Acylation du noyau de A-30912A7

On fait réagir une solution de 800 mg (1 mmole)
de noyau de A-30912A dans 25 ml de DMF avec le produit obtenu
dans la Préparation 31 (922 mg, 2 moles) comme décrit dans
1'Exemple 18 pour obtenir 952 mg de produit mixte. On
chromatographie ce produit sur gel de silice (100 g d'une
dimension de 74-149 u), en utilisant un systéme solvant
3:2 d'acétate d'éEthyle et de méthanol. On rechromatographie
sur gel de silice les premiéres fractions obtenues de cette

colonne (554 mg), en utilisant comme solvant d'élution de
1'acétate d'éthyle auquel on ajoute des gquantités croissantes
de méthanol. On réunit les fractions en se basant sur les
résultats obtenus en CCM. Aprés Elution du dérivé p-(n-
octylsulfonyl)benzoylé du noyau de A-30912A (58 mg), on
&élue le dérivé p—(n-octylsulfinyl)benzoylé du noyau de
A-30912A et 1'on obtient 145 mg de ce produit.
EXEMPLE 20

Acylation du noyau de A-30912B

On effectue l'acylation du noyau de A-30912B par le
mode opératoire décrit dans l'Exemple 18 en utilisant.l'ester

no
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2,4,5-trichlorophénylique de 1'acide alkylsulfonylbenzoique
approprié.

Des oxemples des dérivés d groupement p-(alkyl-
sulfonyl)benzoyle du noyau de A-30912B sont ceux de formule
III dans laquelle Rs 3%+ un gjroupement p-(n-octylsulfonyl)-
benzoyle, p-(n-décylsulfonyl)benzoyle, p-(n-dodécylsulfonyl) -
benzoyle et E—(E—tétradécylsulfonyl)benzoyle.

Quand A est un groupement sulfinyle, on modifie en
conséquence les conditions précé&dentes. Quand la réaction
donne un mélange de produits, par exemple le produit
sulfinylé et le produit sulfonylé&, des séparations
chromatographiques peuvent &tre né&cessaires pour obtenir le
produit sulfinylé désiré. Le composé de formule III ol R
est un groupement p-(n-octylsulfinyl)benzoyle est un
exemple d'un tel produit.

EXEMPLE 21

Acylation du noyau de A-30912D

On effectue l'acylation du noyau de A-30912D par
le mode opératoire décrit dans 1'Exemple 18, en utilisant
1'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1l'acide alkylsulfonyl-
benzoique approprié.

Des exemples des dérivés p-alkylsulfonylbenzoylés
du noyau de A-30912D sont ceux de formule III dans laquelle
RS est un groupement p-(n-octylsulfonyl)benzcyle, p-(n-
décylsulfonyl) benzoyle, p-(n-dodécylsulfonyl)benzoyle et p-
(n-tétradécylsulfonyl)benzoyle.

Quand A est un groupement sulfinyle, les
conditions précédentes sont modifiées en conséquence. Quand
la féactiqn donne un mélange de produits, par exemple le
produit sulfinylé et le produit sulfonylé, des sé&parations
chromatographiques peuvent &tre nécessaires pour obtenir le
produit sulfinyl& désiré. Le composé de formule I1II dans
laquelle R5 est un groupement 2—(g-octylsulfinyl)benzoyle

est un exemple d‘'un tel produit.
EXEMPLE 22

Acylation du noyau de A-30912H

On effectue 1l'acylation du noyau de A-30912H par
le mode opératoire décrit dans 1'Exenple 18, en utilisant
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1'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1’acide alkylsulfonyl-
benzoique approprié.

Des exemples des dérivés p-alkylsulfonylbenzoylés
du noyau de A-30912H sont ceux de formule III ol RS est un
groupement E—(g-octylsulfonyl)benzoyle, p- (n-décylsulfonyl)-
benzoyle, p-(n-dodécylsulfonyl)benzoyle et p-{n-tétra-

décylsulfonyl)benzoyle.

. ouand A est un groupement sulfinyle, on modifie
en conséquence les conditions précédentes. Quand la réaction
donne un mélange de produits, par exemple le produit sulfinylé
et le produit sulfonylé&, des séparations chromatographiqueé
peuvent &tre nécessaires pour obtenir le produit sulfinylé
désiré. Le composé de formule III dans lagquelle R5 est un
groupement p-(n-octylsulfinyl)benzoylé et &% un groupement
méthoxy, est un exemple d'un tel produit.

EXEMPLE 23

Acylation du noyau de $31794/F-1

on effectue l'zcylation du noyau de §31794/F-1
par le mode opératoire décrit dans 1'Exemple 18, en
utilisant l'ester 2,4,5-trichlorophénylique de 1l'acide

alkylsulfonylbenzoIque approprié.
Des exemples des dérivés p-alkylsulfonylbenzoylés

du noyau de 531794/F-1 sont ceux de formule III dans laquelle

R5 est un groupement p- (n-octylsulfonyl)benzoyle, p-(n-
décylsulfonyl)benzoyle, p-(n-dodécylsulfonyl)benzoyle et
E—(g-tétradécylsulfonyl)benzoyle.

guand A est un groupement sulfinyle, on modifie
en conséquence les conditions précédentes. Quand la réaction
donne un mélange de produits, par exemple le produit
sulfinylé et le produit sulfonyl&, des séparations - .
chromatographiqgues peuvent &tre nécessaires pour obtenir le
produit sulfinylé désiré. Le composé de formule III dans
laquelle RS est un groupement E—(gfoctylsulfinyl)benzoyle
est un exemple d'un tel produit.

EXEMPLE 24
On peut démontrer et mettre en évidence l'activité

antifongique des composés de formule III in vitro dans des
essais de diffusion de disque et des essais de dilution sur
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gélosc classiques, et in vivo dans dec essais classiques
sur les souris qui montrent l'efficacité vis-i-vis d'une
infection fongique systémique. Les résultats des essais
antifongiques de composés types de formule III (Exemples 3
et 4) sont donnés dans les Tableaux 10, 11, 12 et 13.

Les Tableaux 10 et 11 donnent les résultats de
l'essal in vitro des composés dec Exemples 3 et 4 par les
méthodes de diffusion de disque sur plaque de g&lose. Dans
le Tableau 1€, l'activit& est mesurée par la dimension
(diamétre en mm) de la zone d'inhibition du micro-organisme
observée que produit le composé d'essai. Dans le Tableau
11, 1l'activité est mesurge par la concentration innibitrice
minimale (CIM) de la substance {ug/disque) nécessaire pour
inhiber la croissance de l'organisme d'essai. Le Tableau 12
donne les résultats de l'essai in vitro du d&rivé p-(n-
octyloxy)benzoylé du noyau de A-30912A [Formule IIT, Rs est
un groupement p-(n-octyloxy)benzoyle] vis-a-vis de cing
souches de Candida albicans par la méthode de dilution sur
gélose. Dans le Tableau 12, 1'activité est mesurée par la
CIM de la substance (ug/ml) nécessaire pour inhiber

l'organisme d'essai.
Les résultats d'essais in vivo destinés 2

démontrer l'efficacité des composé&s des Exemples 1 et 18
vis-d-vis d'une infection provoquée par Candida albicans
A-26 chez les souris sont donnés dans le Tableau 13, ot
l'activité& est mesurée par la DEg, (dose en mg/kg nécessaire
pour guérir 50 % des animaux d'essai). Dans un essai séparé,
dont les résultats sont &galement résumés dans le Tableau
13, 1'activité est indiquée par la plus faible dose 3
laquelle on observe un essai antifongique significatif.

Dans cet essai, onr infecte par voie intraveineuse avec
Candida albicans A-26 des groupes de souris albinos miles
(exemptes de pathogénes particuliers)'pesant 18 3 20 g. On
traite les animaux par rayons X 24 heures avant l'infection

a environ 50 roentgens par minute pendant 8 minutes (dose
totale de 400) pour réduire leurs réactions immunologiques
a l'organisme infectieux. A 0, 4 et 24 heures apres ’

1l'infection, on donne 3 chague groupe de souris des doses

(7
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progressives sous—cutanées du composé d'essai sous forme
d'unec suspensicn Jdans un mElange a 33 3 de polyfthyllne-
glycol (PEG) dans de l'eau. On note le jour de la mort pour
chaque animal. Une comparaison statistique par l'essai "t"

de Student du jour moyen de la mort est effectuée entre
chaque groupe d'animaux infecté&s-traités 3 une dose
particuli2re et un groupe de dix animaux infect&s-non traités
pour déterminer si le traitement prolonge de fagon

significative la durée de survie.
L. Tableau 14 donne les résultats de l'essai des

composés des Exemples 1 et 18 en vue de leur absorption
aprés administration par voie orale. Dans cet essai, on gave
des souris avec une dose de 416 mg/kg de composé d'essai

en suspension dans un mélange 3 33 % de PEG 400 dans de
1'eau. A des intervalles de temps, on préléve des
&échantillons de sang du sinus orbital et on détermine leur
activité antibiotique comme suit : on place un disque de

7 mm contenant 20 pl de sang entier sur de la gélose
ensemencée avec Aspergillus montevidensis A35137. Aprés

40 heures d'incubation 3 30°C, on compare les zones
d'inhibition provenant des échantillons de sang d une
référence obtenue 3 partir du composé d'essal et 1l'on calcule
la quantité de composé dans l'&chantillon de sang.

m

e
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REVENDICATIONS
1. Compos# de formule :
< 4
CHa HS‘H ﬁ i ‘. .'R
5 AT
H
\ // - -. I
H H— ¢ ~—ememnnti| — R

10 v Rotiae” > e
//o /;.. .iilH
N\ \

15 1 ] O ———
R . I I
OH | . .
; ' o OH

ITI

20 dans laquelle R1 est H ou OH et
quand R1 est H, R2 est H et R3 et R4 sont tous

deux H ou tous deux OH,

et
quand Rl est OH, R2 est H, R3 est OH ou un
25 groupement alkyloxy en Cl—C6 et R4 est OH, ou bien
R2 est —CO-NH2 et R3 et R4 sont tous deux OH,
et
R5 est un groupement de formule :
30 -ﬁ——(w) (AY) T/ :3 : 8
m I o—(A) R
N,
®
1
e
35  (b) -@—-(W)m—(ﬁ\') 4= R ou

AN

® 1

e

Yo
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AN
(c) _ﬁ__

ol A est un radical divalent oxygéene, soufre, sulfinyle ou
sulfonyle ; Al est un radical divalent oxygéne, soufre,
sylfinyle, sulfonyle ou -NH- ; X est un atome d'hydrog2ne
ou un radical chloro, bromo, iodo, nitro, alkyle en cl-CB’
hydroxy, alcoxy en Cl'CB’ mercapto, alkylthio en Cl-C3,
carbamyle ou alkylcarbamyle en Cl—c3 ; x1 est un atome de
chlore, de brome ou d'iode ; R6 est un atome d'hydrogéne ou
un groupement alkyle en Cl—C18 ou alcényle en C2—C18 ; W est
un groupement alkyléne en Cl--Clo ou alcényléne en C2-C10 H
m, net p sont 0 ou 1, mais si m = 0, n doit &tre égal 3
zéro ; pourvu que la somme des atomes de carbone des
groupements R6 et W soit supérieure & 4 mais ne puisse
dépasser 21 ; que, quand X est un groupement mercapto, A et
A1 ne puissent &tre des groupements sulfinyle ou sulfonyle
et que, quand A et A1 sont des groupements sulfinyle ou
sulfonyle, ils soient dans des états d'oxydation égaux.

2. Composé selon la revendication 1, ol R5 est

un groupement benzoyle substitué de formule :

VAN 6

ol A est un radical divalent oxygéne, soufre, sulfinyle ou
sulfonyle, X est un atome d'hydrogéne, de chlore, de brome
ou d'iode ou un groupement nitro, alkyle en Cl-C3, hydroxy,;
alcoxy en Cl-C3, mercapto, alkglthio en CI-C3, carbamyle ou
alkylcarbamyle en Cl-C3 ;i et R* est un groupement alkyle

en C,-C,g ou alcényle en C5=Cyg°
3. Composé selon 1l'une ou l'autre des revendica--

tions 1 et 2, ol A est un atome d'oxygéne.

e
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4. Composé selon larevendication 3, caractérisé en
ce gque R est un atome d'hydrogéne et R6 est un groupement
alkyle cn C,-C,q 3 chaine droite. |
5. Composé selon la revendication 2, caractérisé
en ce que R® est un groumement p-(n-octyloxy)benzoyle, p-(n-
décyloxy)benzoyle, E—(g-dodécyloxy)benonle, E—(E—tétra-
décyloxy)benzoyle ou p-(n-hexyloxy)benzoyle.

. 6. Composé& selon l'une ou l'autre des
revendications 1 et 2, caractérisé en ce gque A est un atome
de soufre. ' '
7. Composé selon la revendication 6, caractérisé
en ce que X est un atome d'hydrogéne et R6 est un groupement
alkyle en CS-C18 a chaine droite.

8. Composé selon la revendicaticn 6, caractérisé
en ce que R5 est un groupement p-(n-octylthio)benzoyle, p-(n-
décylthio)benzoyle, p-(n-dodécylthio)benzoyle ou p-(n-
tétradécylthio)benzoyle.

9. Composé selcn l'une ou l'autre des
revendications 1 et 2, caractérisé en ce que A est un

groupement sulfonyle.

10. Composé selon la revendication 9, caractérisé
6

en ce que X est un atome d'hydrogéne et R° est un groupement
alkyle en Cg=C, o a chalne droite. ‘

11. Composé selon la revendication 9, caractérisé
en ce gue is est un groupement p-(n-octylsulfonyl)benzoyle,
p-(n-décylsulfonyl)benzoyle, p-(n-dodécylsulfonyl)benzoyle
ou p-(n-tétradécylsulfonyl)benzoyle.

12. Composé selon la revendication 1, caractérisé
ue RS a la formule (a), X est un atome d'hvdrogdne et

la}
a1 rmu e
t

)
]
A

e

p sont &gaux & zéro.
13. Composé selon la revendication 12, caractérisé

m, ne

en ce que R5 est un groupement p-(n-octyl)benzoyle.
14. Composé selon la revendication 1, caractérisé

en ce que R5 a la formule (a), X est 1l'hydrogéne, A est

1'oxygéne et n est zéro.
15. Composé selon la revendication 14, caractérisé

en ce que R est un groupement 3-{p- (ri-hexyloxy) phényl]}-
propanoyle, 3-[2-(g-octyioxy)phényl]propanoyle, 3-[p-(n-
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dodécyloxy—phényl]propanoyle, E—(g—hexyloxy)cinnamoyle, P-
(n-octyloxy) cinnamoyle, [g-(g-octyloxy)phényl]acétyle, (p-
(g-dodécyloxy)phényl]acétyle, 3-[E-(g-pentyloxy)phényll-
propanoyle ou 3—[2—(g—heptyloxy)phényl]proPanoyle.

16. Composé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que R a la formule (a), X est un atome d'hydrogéne etA
et Al sont tous deux des atomes d'oxygéne.

17. Composé& selon la revendication 16, caractérisé
en ce que R5 est un groupement g-(gfoctyloxy)phénoxy-
acétyle ou g—(g—décyloxy)phénoxyacétyle.

18. Composé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que R5 a la formule (c).

19. . Composé& selon la revendication 18, caractérisé
en ce que R5 est un groupement 6-(g—octyloxy)nicotinoyle,
6-(g-dodécyloxy)nicotinoyle ou 2-(2-décyloxy)cinnamoyle.

20. Procédé de préparation d'un composé de
formule III, caractérisé en ce qu'il consiste & acyler un

noyau peptidique cyclique de formule

M B
v aand

\< Ty ’14 H—.:._-N_H.
HT?>>0——1//’=0 \\\\3==0

R®~CHe H.. -H " //// .

o—s _'\.__. /’"H

e N\

. r—
L]
L]
[ ]

7 oo S
\& o 'm::\;——_l__l
0 H I"O“
H -
IT

dans laquelle R1 est H ou OH et
est H, R? est H et R et R4 sont tous deux

w

qguand Rl
H ou tous deux OH,

e
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et

2 est H, R3 est CH ou un

guand R1 est OH, R
groupement alkyloxy en CI-C6 et R4 est OH; ou
. 2
bien R™ est un groupement
5 0
-C—NH2 et R3 et R4 sont tous deux OH,
avec un dérivé activé du compos& substitué de formule IV (a),

(R} ou (c) correspondant 3 la chaine latérale acyle désirée

(Rs) ol R5 a la formule :
10
| /™
(a) —(w)m—(A1)n-{ —g——(n)pa"
4 \.)g( :
15 ,
Leooor £ 5
(b) "‘("’m—("')n'!" —H—(A)pR“ : oU
'§\.><x1
20 ]
Lot 3
() =M= () R
N
25

o) A est un radical divalent oxygéne, soufre, sulfinyle ou
sulfonyle ; Al est un radical divalent oxygéne, soufre,
sulfinyle, sulfonyle ou -NH- ; X est un atome d'hydrogeéne
ou un radical chloro, bromo, iodo, nitro

Pt D04
-

...-.-c )
173

LY
<

hydroxy, alcoxy an C,-C,, mercapic, alky c
carbamyle ou alkylcarbamyle en CI-C3 ; X* est un atome de
chlore, de brome ou d'iode ; R6 est un atome d'hydroggne ou
un groupement alkyle en Cl-c18 ou alcényle en CZ-C18 ; West
un groupement alkyléne en Cl-Clo ou alcényléne en Cz-c10 ;
35m, n et p sont 0 ou 1, mais si m = 0, n doit é&tre &gal a
z6ro ; pourvu que la somme des atomes de carbone des
groupements R6 et W soit supérieure a3 4 mais ne puisse

dépasser 21 ; que, quand X est un groupement mercapto, A et

r.
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Al ne puissent &tre cdes groupements suifinyie ou sulionyie '%
et que, quand A et Al sont des groupements sulfinyle ou. :i
sulfonyle, ils soient dans des états d'oxydation égaux. E
21. Procédé selon la revendication 20, 3

substitué de formule

5 caractérisé en ce que RS est un groupement benzoyle

AN
-C —“——A—R"
10

\K :

->3 }

%

dans laquelle A est un radical divalent oxygéne, soufre, 3

sulfinyle ou sulfonyle, X est un atome d'hydrogéne, de '%

chlore, de brome ou d'iode ou un groupemant nitro, alkyle en %

15 Cl-c3, hydroxy, alcoxy en Cl—C3,‘mercapto, alkylthio en %

C,~C3s carbamyle ou alkylcarbamyle en Cy=Cqy i et R° est un 2

groupement alkyle en CS-C18 ou alcényle en CS'C18‘ q
22,

Proc6dé selon l'une ou l'autre des

revendications 20 et 21, caractérisé en ce que A est un
20 atome d'oxygé&ne.

23. Procédé selon la revendication zZ,

caractérisé en ce que X est un atome d'hydrogéne et R~ est
un groupement alkyle en CS-C18

i
3 chaline droite.
24.

Procédé selon la revendication 21, caractérisé
25 en ce que R~ est un groupement p- (n-octyloxy)benzoyle, p-(n-
décyloxy)benzoyle, Eﬁ(g-dodécyloxy)benzoyle, p- (n-té&tra-

décyloxy)benzoyle ou gf(g-hexyloxy)benzoyle.

25. Procédé selon l'une ou 1'autre des

revendications 20 et 21, caractérisé en ce que A est un
30 atome de soufre.

26. Procédé selon la revendicationlzs, caractérisé

en ce que X est un atome d'hydrogéne et R6 est un groupement
alkyle en CS-C18 3 chaine droite.

i oA L TNT g | el sl BN

27. Procédé selon la revendication 21, caractérisé
35 en ce que Rs est un groupement 2—(g-octy1thio)benzoyle,

p- (n-décylthio)benzoyle, E—(gfdodécylthio)benzoyle ou p-(a-
tétradécylthio)benzoyle.

28. Proc&dé selon l'une ou 1'autre des

i
g .
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revendications 20 et 21, caractérisé en ce que A est un

groupement sulfonyle.
29. Procédé selon la revendication 28, caract&risé

en ce que X est un atome d'hydrogéne et RS est un groupement

alkyle en CS-C18 a chaine droite.
30. Procédé selon la revendication 21, caract&risé

en ce qgue R5 est un groupement p-(n-octylsulfonyl)benzoyle,
p- (n-décylsulfonyl)benzoyle, p-(n-dodécylsulfonvl)benzoyle ou
p- (n—tétradécylsul fonyl)benzoyle.

31. Procédé selon la revendication 20, caractérisé
en ce que R5 a la formule (a), X est un atome d'hydrogéne

et m, n et p valent zé&ro.
32. Procéd€ selon la revendication 31, caractérisé

en ce que R® est un groupement p-(n-octyl)benzoyle.
33. Procédé selon la revendication 20, caractérisé
en ce gue RS a la formule (a), X est un atome d'hydrogéne,

A est un atome d'oxygéne et n est zéro.
34. Procédé selon la revendication 33, caractérisé

en ce que R5 est un groupement 3-[p-(n-hexyloxy)phényl]-
propanoyle, 3-[p-(n-octyloxy)phé&nyl]propanoyle, 3-[p-(n-
dodécyloxy) phényl]propancyle, p-(n-hexyloxy)cinnamoyle, p-
(n-octyloxy)cinnamoyle, [p-(n—octyloxy)phényl]acétyle, [p—
(n-dodécyloxy)phényllacétyle, 3-[p-(n-pentyloxy)phényl]-
propanoyle ou 3-[p-(n-heptyloxy)phé&nyl]propanoyle.

35. Procédé selon la revendication 20, caractérisé

en ce que R5 a la formule {a), X est un atome d'hydrogéne et

A et Al sont tous deux un atome d'oxygéne.
36. Procédé selon la revendication 35, caractérisé

en ce que R5 est un groupement p-(n-octyloxy)phénoxyacétyle
ou p- (n—décyloxy)phénoxyacétyle.
37. Procédé selon la revendication 20, caractérisé

en ce que R5 a la formule (c).
38. Procédé selon la revendication 37, caractérisé

en ce que RS est un groupement 6-(n-octyloxy)nicotinoyle,
6-(n-dodécyloxy)nicotinoyle ou p-(n-décyloxy)cinnamoyle.
39. Composition antifongique contenant comme
ingrédient actif un composé& selon la revendication 1.
40. Composé de formule III, en substance tel que

e
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décrit ci-avant avec réffrence particuliére aux Exemples 1

a 23.
. 41. DProcédé de préparation d'un composé de

formule III, en substance tel que décrit ci-avant avec

5 référence particulidre aux exemples 1 a 23.
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