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Dans le brevet prineipal ont ete oécrits de nouveaux tétra-
ou pentapeptides de formule peneraln ]

R - NH - CH - CO - NH - on -Co - R, -
ci, CH,CH,, - €O - NH - CH - 0O - Ry
(CH.., ).
(1H2)3
'Rj,-NH-CH—R,";

éventuellement leurs sels, leur. preparatjon et 1es medicaments qui

les contiennent.

Dans la formule générale (1), 7
R représente un atome d'hydrogéne ou un reste d' acide gras,

R1 représente un radical hydroxy ou amino,.

Rz représente un atome d'hydrog¥ne ou un reste diacIde gras ou un
reste glycyle ou D alanyle dont la fonction amine est eventuellement
substituéepér un reste d'acide gras, etant entendu que l'un au moins
des symboles R et R3 représente un reste glycyle ou D alanyie et

que 1l'un au moins des symboles R et R represente ou contient un

>
reste d'acide gras, et ’

R4 représente un atome d'hydrogéne ouruh radical'cafbamoyle.

Dans la formule générale (I), l'alanine 1iée & 1'acide

(1)

R, représente un radical hydroxy ou un reste N-glycyie ou N-D alanyle,

glutamique est sous forme L, 1' acide glutamique est sous - forme D, la

lysine, lorsque R représente un atome d'hydrogdne, est sous forme L
N

et 1l'acide diamino-2,6 pimélamique, lorsque R# represente un radical

carbamoyle, est sous forme D,D; L,L; DD,LL (racémique) ou D,L (meso)

) Par reste d' acide gras, il faut entendre un radical alca-
noyle contenant 1 a 45 atomes de carbone éventuellement substitue
par un radical hydroxy, phényle ou cyclohexyle, un radical alcénoyle
contenant 3 a 30 atomes de carbone pouvant contenir plus a' une double
liaison ou un reste d'acide. mycolique tel que rencontré dans 1a
structure de la paroi bacterienne de mycobactéries, de Nocardia ou
de corynébactéries.
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ILes produits de formule générale (I) sont ‘particulidrement

utiles comme adjuvants 'immunqlogiques et comme immunostimulants .

Selon le brevet principal, les. tétra- ou pentapeptides

*de formule générale (I) peuvent &tre obtenus selon les méthodes

généralement -utilisées en synthése peptidique; les différentes.

Vréa.ction_s sont mises en Jjeu apr®s blocage par des groupements pro-

tecteurs convenables des fonctions amines ou acides qui ne doivent

pas participer a ces reaetions, et suivies du déblocage de ces

'fonetions .

Ia présente addition a pour objet un procédé de pre’paratién

" des produits de formule générale (I) par synthdse peptidique de

Merrifield en phase solide. ) -

7 Ie procédé consiste essentiellement & fixer sur un support
appropi‘ie un di- ou tripeptide de formule generale
RGfNH—(')H-CO—R2 7 .
CH,) S .
(IH2’3 (11)

Ry - M- G- R,

dans lagquelle R2 représente unr radical hydroxy ou un reste N-glycyle

ou N-D alanyle, R4 représente un atome d ‘hydrogéne ou un radical
carbamoyle, R5 représente un reste d'acide gras ou un groupement pro-
teeteur de la fonction amine ou un radical glycyle ou D ala.nyle dont

la fonction amine est substituée par un reste 4! acide gras ou un

-groupement protecteur de la fonction amine et R6 représente un

' groupement protecteur de la fohction a,rﬁine, étant eni:ehdu que, lorsque -

R_ et R6 représentent ou contiennent un groupement protecteur de la

5

fonetion amine , ces groupements protecteurs sont différents, puis,

apres déblocage de la fonction amine protégée par R6' a condenser :

- soit 1'acide D glutamique dont les fonctions amine et «-carboxy scnt
convenablement protégées, c'est-i-dire le produit de formule générale :

Rg - NH - CH - CO - R,

. CHaCHz- COOH

(111)
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dans laquelle R7 représente un radical amino ou un rad1ca1 aleoyloxy ,
contenant 1 & 4 atomes de carbone eventuel]ement substitué par-un
radical phényle ou nitrqphenyle etrﬁé est définircqmme ci-dessps,"puis,
aprds déblocage de la fonetion amine protégée par lg radieal H6,

- soit un dérivé de la L alanine de formule générale :

Rg - NH - CH - COOH -

,7 ,(IV)'

~dans laquelle R6 est défini comme précedemment, puis aprés déblocage

des fonctions amines protégées par Rg et/bu RS éventuellement ‘1! acide
gras de formule générale : :
R'-CO-O0H - L)

dans laguelle R'-CO- représente un reste d' acide gras défini précé-
demment . N )
- soit un dérivé de la L alanine de rormg;g'générale : -

R~ NH - CH - COOH ; _
' -(vI)

CH
dans laquelle R représente un reste d'acide gras,r
- soit le dipeptide de formule générale :
Ry - NH - CH - CO - NH - CH - CO - R, S
l : viz)

‘ ch .CH20H2 - cooH o

dans laquelle R7 est défini comme precedemment et RB représente un
reste d'acide Bras ou un groupement protecteur de: la. fonction amine,
étant entendu que, lorsque R8 repnesente un groupement protecteur de
la fonction amine, celui-ci peut Stre different du groupement protee—
teur R5 du peptide de formule générale (II) et que on falt ensuite
eventuellement réagir 1'acide de. formule générale (V) aprés déblocage
des fonctions amines protégées par les radicaux R8 et/bu RS

puis a séparer le produit obtenu de son. support et & eliminer, even-

tuellement, les groupements protecteurs des fonctions amine et .

-
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~ carboxy’,

Selon une variante du procede, il est possible de fixer sur
un support approprle, le peptlde de formule générale :

R: -"NH - CH - CO - R- .
39 _NH, | 7 .-

(CH,CH, ~ CO « NH - CH - CO-~ R

dans - laquelle R s Rys R et R7 sont* définis comme ci-dessus et R9
représente un groupement protecteur de la fonction amine, étant
entendu que, lorsque R5'et R9 representent ou contiennent chacun un
groupement protecteur de la fonction amine ces groupements protecteurs
sont différents, puls, aprds deblocage de la fonotion amine protégée
par R9, de condenser : ’

- soit un'dérivé de la L alanine de formule générale (IV) puis, apras

déblocage des fonctlons amines protégées par R et/bu » €ventuelle-~
6 - =

‘ment 1’ acide gras de formule générale (V),

- soit un dérivé de la L alanine de formule generale (VI), puis de N
séparer le produit obtenu de son 'support et d'éliminer, si nécessaire,
les groupements protecteurs des fonetions amine et carboxy. '

Selon une~autre'variante du procédé, il est possibie de
fixer sur un support approprié le peptide de formule générale :

‘R —NI«I-CH-CO—MJI-CH-'CO-R?

10 S
CHy - cHeH, - CO - NH - ,cl:H - €0 - R,
T ((I:'He,)j '
Ry -:NH - CH - R, (1X)

dans laquelle R )0 B et R7 sont definis comme ci—dessus et R1

- représente un groupement protecteur de la fonetion amine, étant

entendu que, lorsqgue R5 et RiO representent ou contiennent chacun -

. un groupement protecteur de larfonction,amine,rces _.groupements

peuvent ftre différents, puis, aprés’déblocage des fonctions amines

protégées par R, . et/ou RS,

10 de condenser 1'acide de formule générale
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(v), puis de séparer le produft obtcnu de som - support et d'éliminer,
éventuellement, les groupements prnLeeteurs des fOnctions amine et
carboxy. '
la synthdse peptidique de Merrifield péux aussi Stre mise

en ceuvre en fixant sur un support approprie un produit de formule
générale (III) ou (VII) dans lesquelles B7 represente un radical ?ydro-
xy et les symboles R6 et R8_sont respectivement définis comme prece~
demment et le radical Y-carboxy est protégé, puis, aprés déblocage

du groupement protecteur puis aetivation de la fonction acide; en
faisant réagir le di- ou tripeptide de formule générale (II) dont

‘les fonctions amine et carboxy sont convenablement protégées, puis,

le cas échéant, un dérivé de la L alanine de formule generalerirr

Ry, - NH - CH - COOH- .
] | » C(x)

CH3

dans laguelle R11 représente un reste d'acide gras ou un groupement

protecteur de la fonction amine, et évehtuellemenﬁ lorsque R,, repré-

11
sente un groupement protecteur de la fonct:on amine, un acide de
formule générale (V) aprés deblocage de la fonction amine protégée

par R11

Lorsque dans la formule générale (i)_le symbole R2 repré-
sente-un reste glycyle ou D alanyle, il est possible de fixer sur un
support convenablerla glycine ou la D=a1ah1ne dont la fonction amine
est protégée, puis, aprés deblocage de la fonction amine, de condenser

un aminoacide ou un peptide de formule generale :

,B12 - NH - CH - coln 7 ) .
(Cii-e)3 - ‘(XI)
RS - Ni - CH - Ru:

dans laquelle R, et R_ sont definis comme preoedemment et R, . repré-
4 5 12

sente un groupement protecteur -de 1a fonctlon amine, ou un reste al un

D aminocacide de formule générale :
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K. - NH - CH - CO ~
5 . (XTT)
cn,,(‘ua - COOH o

re résente:un
13 TP

groupement protecteur de la feonction amlne ou un reste d'un L amino-

dans laquelle B7 est défini comme precedemment et R
acide de formule générale :

R

i T NH -,CH - ¢ooH

|
,C_H}

(XIII)

- dans laquelle R 14 représente un groupement protecteﬁr de la fonction

amine ou un reste d acide gras défini- précedemment, etant entendu

que lorsque R1 . 13 ou R14 représéntent un groupement protecteur de

la fonction amine ce groupement est differenf de R5 lorsque celui-ci
représente ou contient un groupement protecteur de la fonction amine,

Ry pouvant cependant 8tre identique & Ryy» et :

- lorsque R12

d'éliminer ce’ groupement protecteur, puis de condenser 3

représenﬁeAun groupement protecteur de la fonction amine,

~ soit un dérive de 1'acide D glutamique de formule générale
(XII) dans laguelle R

15 ) )
fonction amine, puis apr2s élimination de R de condenser un défivé

13
de la L alanine de formule genérale (XIII), dans laquelle R, 14 est

représente un groupement protecteur de la

défini précedemment gt, lorsque qu et/ou R5 représentent ou contien-
nent un groupement protecteur de la fonction amine, d'éliminer les
radicaux‘R14 et /ou R5, puisrde condenser lfacige gras de formule
générale (V), '
- soit un dérivé de 1'acide D glutamique de formule génerale
(XII) dans laguelle R13 représente un reste d'un L aminoacide de -

formule générale (XIII), dans laquelle R,y est défini précédemment,

et lorsque Riu_et/bu R5 représentent ou contiennent un groupement

protecteur'de la fonction amine, d'éliminer les radicaux R14 et fou
R5 puis de condenser l'acide gras de formule générale ),

- lorsque RiQ représente un raste a'un aminoacide de formule générale
(XII), dans laquelle R13
fonction amine, d'éliminer ce groupement protecteur, puis de condenser

un dérivé de la L alanine de formule générale (XIII), dans laquelle

représente un groupement protecteur de la
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R 14 est défini préce’dermnenf et 16}-sque Rl et/oﬁ 1&5 representent
ou contlennent un groupement protecteur de la 1onct10n amine, a' €liminer
les radicaux Rﬂ et/ou RS’ puis.de con@enser 71, _aclde,gras de fgrmule :
générale (V), : ' , ' '

-~ lorsque R 12 représente un reste da'uni aminoacide de formule gene-

rale (XII) dans laquelle R représente un reste d 'in L aminoaeide _

de formule générale (XIII) dans laquelle R 4 représente un groupement
protecteur de la fonetion amine, d'éliminer les radicaux R " et/ou h

5, puis de condenser 1'acide gras de formule génér-a.le {v). -

Lorsque dans la formule generale (1), R3 représente uwn radical 7
glycyle ou D alanyle dont la fonction amine est eventuellement substi-
tuée par un reste 4' acide gras, 1! introduction d'un tel rad:lcal .
peut 8tre effectuée & n' importe quel stade de 1a synthése de’ Merrif:leld.'
Par exemple, il est possible de fixer sur wn supporh a.pproprle e
produit de formule generale (11) dans laquelle R5 represente un srou-
Vpement protecteur de la fonction amine différent de R6’ puis d'éliminer
R_. sans toucher a R6 et de condenser un dérivé de 1a glycine ou de la

5

-D alanine dont la fonction amine est substltuée par un groupement

protecteur de la fonction amine ou un reste d'acide gras, puis, aprés
elimination de R6’ de condenser le produit de formule générale (III)
ou (VII) dans les conditions indiquées preeedemment .ou bien, il

est possible de fixer le produit de formule générale (II) dans laquelle
R5 représente un groupement protecteur de la fonction amine, puis de'
condenser un produit de formule génerale (III) ou (VII) dans les _
conditions indiquées précédemment, puis; apras élimination de R,j de 1
condenser la glycine ou la D alanine dont la fonction amine est .
substitude par un groupement protecteur de la fonc!;ion amineo ou un
reste d'acide gras. ' )

~ ) les supports qul conviennent partieuliérelrént Eien sont les"
copolyméres styr&ne-divinylbenzane chlorométhylés ou hydroxyméthylés. '
De préférence, le copolymire styréne—divinylbenzéne (98-2 ou 99-1)
chlor‘ométhylé est utilisé o : ST
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La fixation des peptideé de formule générale (II), (ITI),

: (VII) (VIII) ou. (IX) sur le support'chloroméfhylé s'effectue selon

les méthodes habituelles, en particulier; en faisantxeagir le peptide

de formule générale (II) (III), (vir),. (VIII) ou (IX) en solution dans

un solvant organique tel que. 1'éthanol et en présence -d"un accepteur
d acide tel que la triéthylamine, Il est partlculiérement avantageux
de chauffer le mé€lange réaetionnel -Jusqu'a une temperature voisine de

la températume a' bullition du solvant

Dags les procedés decrits ci—dessus la condensation des )
aminoacides, peptides ou acides sur un ‘aminoacide ou un peptide fixé
sur un support approprié s'effectue selon les méthodes habituelles

—utilisées en chimie peptidique. Il en est de méme en ce qui concerne

le blocage ou le deblocage des differentes fonctions qui ne partieipent
pas aux réactions. )

Ies groupehents pfotecteurs des fonctions amines dés’pepﬁides
de formule générale (II), (III), (VII), (VIII) ou (IX) doivent ftre
choisis de telle manlére que leur élimlnation s effectue sans toucher -
a la lialson peptide-support. En particuller les radicaux R6, RB,_;(-
R9 et RiO doivent &tre dlfferents du radical RS lorsque ce dernier
représente ou contient un groupement protecteur de la fonction amine
et 8tre tels que leur elimination s'effectue sans toucher au groupement

protecteur R5 et a 1a liaison peptide-support

Genéralement, 1e ‘radical R7 lorsqu'! 11 represente avec le

radical carbonyle une fonetion ester, est choisi de telle mani®re que

son remplacement par un radical hydroxy s effectue simultanément avec

] la coupure de la lialson peptide-support.

Plus particuliérement la 1iaison peptide~support, qui est
de nature benzylique, est coupée par traitement au moyen d'un mélange
acide bromhydrique-acide trifluorocacétique en régénérant ume fonction

acide.

les tétra- ou pentapeptideérde formule générale (I) obtenus
selon 1e procédé de la présente addition peuvent'étre-éventuellement
purifiés par des méthodes physiques telles que la cristallisation ou

: 1a chromatographie et ils peuvent étre transformés en sels métalliques
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ou en sels d'addition avec les bases azotées ou avec les acides.

les exemples suivants, donnés & titre noﬁ Yimitatif, illﬁs-_
trent la présente addition. Ies produits obienus,pguvéntiformef-des
complexes avec les métaux alcalins ou alcéiin&-terreux;'il en résulte
que les résultats des analyses élémentaires peuvent sensiblemeﬁt
s'écarter des valeurs théoriques. Cependant la structure des prbduits
est confirmée par le rapport C/N qui est en accord avee la théorie,
par la teneur en aminoacides et par leur homogé€néité en chromatographie

sur couche mince de silicagel.
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Exemple 1 -

A une solution de 10 g de N&—[pi~benzyl N~(t.-butyloxy-
carbonyl L alényl)—y—D glutamyl}'NE—(benzyloxycarbonyl glyecyl) L lyéine
dans 50 cm3 d'éthanol, om ajoute 15 g de copolymdre styréne-divinyl-
benzéne (98-2)'chloromethyle contenant 1,2 milliéquivalent de chlore
par gramme. On agite le milieu réactionnel pendant 10 minutes & 20°C,
ensuite, on ajoute 1,92 cm3 de triéthylamine et on agite le milieu
réactionnél,pendant 65 heures a 78°C. 'Le polyméfe,est filtré, lavé

 successivement par 3 fois 300 cm3 au total d'éthanol et 3 fois 300 em3

au total de chlorure de méthjléne, puls séché sous pression réduite
(0,3 mm de_mercure) & 2060 On obtient ainsi 18,8 g de NU-[bi-benzyl~
NL(t —butyloxycarbonyl L alany1)~v~D glutamyl] NE- (benzyloxycarbonyl
glyeyl) L lysyl-polymere.

Apres hydrolyse totale, 1'analyse sur autoanalyseur Tbchntmn

révdle la présence dés acides aminés suivants : -

Ala = 0, 19 mmole par gramme de polymére
Glu = 0,18 mmole par gramme de polymdre
Gly = 0,18 mmole par gramme de polymdre
Iys = 0,17 mmole par gramme de . polymdre

1L'acide hexanofIque est accroché sur le tétrapéptide
blogué-polymere en effectuant la -suite d'opérations suivante dans
un réacteur muni d'un agitateur et & sa base d'un filtre en verrei ’
fritté : » 7 _

1) On effectue 3 lavageé successifs du tétrapeptide blogqué-
polym&re 5ar 100 cm3 de chlorure de méthyldne a chaque fois. Chaque
addition de solvant est suivie d'une . agitatlon,de 3 minutes, puis

d'un essorage.

2) Ie groupement protecteur t,-butyloxycarbonyle de 1'alanine

est ensuite éliminé par addition de 100 cm3 d'un mélange acide

trifluoroacétique-chlorure de méthyldne (1/1 en volumes), agitation

. pendant 20 minutes puis essorage.

~

3) la résine est glors 1avéeisubéessivement paf ﬁ
a) 3 fois 100 em3 de chlorure de méthyl¥ne
~ b) 3 fois 100 cm3 de méthanol '
¢) 3 fois 100 em3 de chlorure de méthylane

en agitant pendant 3 minutes apr2s chaquec addivion de solvant et em

9
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éssorant & chayue fo o - -
ﬁ) On nuu+rallse dlu" le fctxapeptide—polymére par addltion
de 100 e’ 3'un mP¢in?L chlorure de methyléne-N—methylmorphol*ne

(9/1 en volumes), apatatjnn,pendant 10 mnnuteu puis essorage.

5) Ia résine est lavée ensuite par’
3 fois 100 cm3 de chlorure de methyléne ;1 )
en agltant pendant 3 minutes aprds chaque addition de splvant et en

essorant a chaque fois,

6) On ajoute alors successivement P -
a) 1,16 g d'acide hexanoi@ue en solution dans 100 em}
de chlorure de méthyl2ne et on agite pendant 10 minutes -
b) 2,06 g de dicyclohexylca.rbod:limide et on agite pendant
20 heures et essore. . i
7) On lave la résine succes31vement par,:“
a) 3 foils 100 cm3 de chlorure de methyléne
'b) 3 fois 100 em> 4" acide acétique -
c) 3 fois 100 em3 de chlorure de méthyldne.

. en agitant pendant 3 minutes aprés chague addition de solvant et

en essorant & chaque fois.

8) On ajoute alors successivement :

a) 1,16 g d'acide hexanofﬁue'ét'onfagiterpéndant 10
minutes ~ ' ) '

b) 2,06 g de dlcyclohexylcarbodlimide et on agite pen--
dant 20 heures et essore. . :

9) On lave la résine. suécessivement;par P

a) 3 fois 100 em3 de chlorure de méthyléne

b) 3 fois 100 ¢m3 d'acide acétique f,

e) 3 fols 100 cm? de chlorure de methylhne . o
en agitant pendant 3 minutes aprés ohaque addition de solvant et en -
essorant a chague fois. ' '

On obtient ainsi le Ne-[ot -benzyl N—(N—hexanoyl L alanyl)-'
¥-D glutamyl] NE-(benzyloxycarbonyl glycyl) L lysyl-polymére Ce
polymdre est mis en suspension dans 100 em3 d‘acide trifluoroacetique
contenu dans un réacteur muni d'un ‘agitateur et a sa base, ql un
filtre en verre fritté. Dans optte suspen31on, on fait passer un '

courant d'acide bromhydrique pendant 90 minutes. Ensuite, on essore '
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N ) 12 .

) la résine et on la 1ave 3 f‘01s par 500 c.m7 au to+al d acide acetique

en ag:ltant pendant 5 mmutes dprés Chaque addition de l'acide acetique

A et en essor'ant a c.haque fol.;. Ies filtratu sont réunis et concentrés

4 sec sous pression réduite (& mm de mercur'e) 4 55°%. le résidu
huileux ainsi obtenu est trituré dans 50 cm} d'acétate. d’ ethyle
Jusqu'a pulverisa.tlon totale, separe par filtration et lavé 3 fois par
90 em3 au total d'%her. On obtient ainsi 1 15 g de poudre beige que
1'on- chromatographie sur une colonne de. 1,8 cm de ‘dlamdtre contenant
15 £ de gel de silice .neutre (0, 04-0,063 mm). On élue par un mélange
a' acetate d'éthyle-acide acétique (1/1 en volumes) en recueillant

des fractions de 20 cm3, T.es fr-actions 13 a 24 reunies, sont concen~-
trées & sec sous ‘pression reduite (20 mm de mercure) a 50°C, -le
résidu obtenu est dissous dans 5 em3 d' acide acétique et preeip:lté

" par addition de 300 cin3 d'éther. Apres séparation’ par filtration et

séchage, on obtient 470 mg de bronhydrate de N~ [N-(N-hexanoyl L alanyl)-
{-D glutamyl] Ne-glycyl L lysine. N .
Rf = 0,26 [silicagel- n—butanol—pyrldine-acide acetique-—eau -
(50/20/6/24 en volumes)] - - 7
Analyse cale. % = 45,36 H= 6,92 N = 12, 02
' tr. k2,3 7,0 0 g,
Apras hydrolyse totale, 1! analyse sur autoanalyseur Technicon

révdle la présence des acides aminés suivants :

Ala 1,05  (théorie = 1) , o ;
- Glu 0,95 . (théorie = 1) ’
Gly 1,00 (théorie = 1)

Iys 0,97 (theome = 1)_71

Ia N®- [O -benzyl N-(t. -butyloxycarbonyl L alanyl) Y—D glu-
tamyl] NE-(benzyloxyearbonyl glyeyl) L lys:lne peut étre préparee de la
fagon suivante :

On ajoute 4,57 cm3 de chlorof‘ormiate d 1sobutyle & une solu-
tion, maintenue & -8°C, de 14,3 g de N-t .~butyloxyearbonyl L alanyl-
@-D glutamate de benzyle dans un mélange de 420 em? de tétrahydrofu- _
rarne et de 4,92 em3 de triéthylamine Ie mélange est agité pendant
20 minutes & -8°C, puis on ajoute une solution refroidie 4 5°C de

11,8 g de Nﬁ (benzyloxycarbonylglycyl) L lysine-dans un mélange de- _
}5 emy de soude 1IN et 35 cm3 d'eau. Ie. mélange réactionnel est agité

" pendant 10 minutes vers o°c, puis pendant 16 heures vers. 20 °C environ,
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Ensuite, on évapore le tétrahydrofuranne par concentration sous pres-

* sfon rédutte (20 mm de mereure) & 5C°C. On aeidifie le concentrat

refroidi & O°C &4 pH 2 par addition de 70 em3 d'acide chlorhydrique

1N, extrait 3 fois par 600 em3 au total d.’acétate d'éthyle. Les phases .
acétate d'éthyle réunies sont lavées par 100 cn3 d'ean et 100 cm3

d'une solution saturde de chlorure:de sodium, séchées ‘sur sulfate de
sodium et concentrées & sec sd—us' pression réduite (20 mm 'rde' merctir;a )

a4 50°C. On obtient ainsi 24,3 g de meringue que I'on chromatogra’.phie.
sur une colonne de 4,8 cm de diamdtre, contenant 450 g de gel de

silice neutre (0,04-0, 063 mn), On élue successivement par 520 cm}

d'un mélange acétate @' éthyle-cyclohexane (1/1 en volumes),

360 cm3 d'un mélange acétate d'éthyle cyclohexane (3/1 en volumes ),

480 em3 d'acétate d'éthyle,

520 cm3 d'un mélange acétate d'ethyle-aclde acetique (95/5 en volumes)
1040 cm3 d'un mélange acétate d'éthyle-acide acétique (90/10 en volumes)
520 cm3 d'un mélange acétate d'éthyle-acide acétique (80/20 en volumes)
1080 cm3 d"un mélange acétate d'éthyle-acide acétique (70/30 en volumes)
en recueillant des fractions de 40 cm3, Ies fractions 57 & 101 réunies,
sont concentrées & sec sous pression réduite (20 mm de mercure ) a ‘50 C.
1e produit ainsi obtenu est recristallisé dans 1! acétate alé thyle. '

On obtient ainsi 13,9 g de N%- [Oia-benzyl N-(t. -butyloxy-
carbonyl L alanyl)-Y-D glutamyl] NE—(benzyloxycar-bonyl glycyl) L lysine
fondant vers 90°C (point de fusion phteuse ). =~ .

Rf = 0,55 [silicagel, acétate d'éthyle-acide racétiq'ue

»

'(3/1 en volumes)] .

Aprds hydrolyse totale, 1l'analyse sur autoanalyseur Technicon

révele la présence des acides aminés suivants :

Ala 1,00 . (théorie = 1)
Glu 1,03  (théorie =1)
Gly 1,00 (théorie = 1)
Lys 0,94 - (théorie = 1)
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Exemple 2 - '

En opérant comme précédemment, a partir de matidres premidres
convenables, les produits suivants sont prepares :
- chlorhydrate de 1'acide N2 —(N-lauroyl L alanyl— {-D g,lutamyl) Nb-gly-
eyl DD,LL diamino-2,6 plmelamique

- chlorhydrate de Na- [N—(N-lauroyl L alanyl)-Y-D g,lutamyl] NE-glycyl .

L lysine
NK- [N-(N—lauroyl L alanyl )-Y-D glutamyl] L lysyl-D alanine fondant
a4 170°C (fusion pfteuse). .
Net— EN-(N—lauroyl L alanyl)-Y-D glutamyl} L lysyl—glyc:me fondant
165-170°C (fusion phteuse ) -
chlorhydrate de N&- [N-L alanyl-y-D glutamyl} NE-(N-lauroyl glyecyl)

o

L lysine

N %~ [N-( N—lauroyl L alanyl)-Y-D glut,amyl_] NE—( N-laur'oyl glycyl)
L lysine fondant & 167-171°C (fusion pfteuse)

- N2 [N—(N—lauroyl L alanyl)-Y-D glutamyl] DD, LL diamino-2, 6 piméla-
moyl-glycine fondant & 180-182°C -(fusion p&teuse) )

- acide N2— [N—(N—-lauroyl L alanyl) D isoglutaminyl] N6-glycyl

DD, LL diamino-2,6" pimélamique fondant 4 170-174°C (fusion p&teuse)
- acide N2 - [N-(N—octanoyl L alanyl )-Y-D glutamyl_] N°- glyeyl DD,LL
didmlvno-2,6 pimélamique fondant & 1 70-174°C (fusion piteuse) _
- acide Ne- [N—(N—palmitoyl L alanyl)-Y-D g;lutamyl] Ns—glycyl DD, LL
diamino-2,6 pimélamique fpndant ?i 198-200°C (fusion phteuse)

- N¥- [N—-( N-lauroyl L alanyl-Y-D glutamyl] NE-glycyl L lysyl-D alanine
fondant 2 155-158°C ’ : | |

- M- [N—(N—lauroyl L alanyl)-Y-D g;lutamyl] N6-'glycyl DD, LL diamino-

2,6 pimélamoyl-D alanine
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BEVEN'DICH:'; TICNS

1. Un pr-occde de preparanon ‘a'un’ tetra- ou pentdpeptide

de formule pénérale : : : N

R - M- CH-CO-MNI-CU-CO-R R

CH} - o CHQCHQ,'CO'VM{"?F'CO'REV:_
g “’“a";

dans laquelle R représente un atome g’ hydrogéne ou un reste d aeide
gras qui est un radical alcanoyle contenant 1 -a 45 atomes de

carbone éventuellement substitué par un. radical hydroxy, phenyle ou
cyclohexyle, alcénoyle contenant 3.a 30 atomev de carbone et pouvant
contenir plus d une double liaison, ou un reste d acide mycol:lque,

R 1 représente un radical “hydroxy ou am:lno, R2 represente un radical 7
hydroxy ou un reste N-glyeyle ou N-D. alanyle ” R3 représente un atome
d'hydrogéne ou un reste d'acide gras ou un reste glycyle ou D ala.nyle
dont la fonction amine est eventuellement substituee par un reste

‘d'acide gr'as, étant entendu qQue 1 un au-moins des symboles R et R3

représente un reste glycyle ou D alanyle et que 1 un au moins des
symboles R et R3 represente cu contlent un r-este d acide gras et Bl#
représente un atome 4' hydrogéne ou un- radical carba.moyle, etant
entendu que 1'alanine est sous forme L -1'acide glutamique est sous
forme D, la lysine, lorsque RI; représente un . atome - d hydrogéne est’
sous forme L et 1 acide d1amino-2 6 plmelamique, 1orsque Bl; represente
un radical carbamoyle, est sous forme D,D; L,L; DD,LL (racémique) ou
D,L (méso), caracferise en ce que 1'on fixe sur un support approprie

un di- ou tripeptide de forvnule génerale :

R_6-NH-CH,—V'CVO-R27

dans laquelle R représente un radical hydroxy ou N-glyeyle ou N-D
alanyle, Rl& represente un atome 4' hydrogéne ou un radical earbamoyle,

~
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R représente un reste 6 acide gras ou un groupenent ;motecteur'de_

5

la fenetion amine cu un radieal bly0y1e ou D alanyle dont 1a fonction
amine est substitude par un resLe al acide pras ou un groupement protec-
teur de 1a fonction amine et'R, represente un groupement protecteur

de la fonct}on amlne, étant entendu que, lorsque R5 et R6 représéhtent
ou contiennent un groupement protecteur de la fonction amine, -ces
groupements protecteurs sont différents, puis aprd¥s déblocage de la
fonction amine protégée par R6' condense '

- soit un dérivé de 1' acide D glutamique de formule générale :

. o 'R6--'Nu'- GH - CO -RT

CHQCHQ - ‘COOH

dans laquelle R7 represente un radical amino ou un radical alcoyloxyr'

' contenant 1 a 4 atomes de carbone éventuellement substitué par un.

radical phényle ou nitrophenyle et R6 est défini précédemment, puis,
aprds déblocage de la fonction amine protégée par R6,’ '
- soit un dérivé de la I alanine de formule

Rg = NH - CH - COOH

S : . CH. -
. ; )

dans laguelle R6 est défini preceaemment puis aprés deblocage des

fonctions amines protegees par- R( et/ou R_, eventuellement 1! acide

5
de formule generale :

"R'-cCO-oOH .
dans laquelle R'-CO- represente un reste d'acide gras,défini précé-
demment, . .
- soit un dérivé de la L alanine de formule

générale :
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R - NH - CH - Ccooll
CH,
i
- dans laquelle R représente- un reste'd'acide gras,

- solt le dipeptide de formule générale :

RB - NH-CH=~-CO~Nd~CH~-CO - R7}

53 CHéCHé ~ COOH . -
5 dans laguelle R7 est défint précedemment et Bé represente un reste
d'acide gras ou un groupement protecteur de la fonctlon amine, étant
'entendu que, lorsque Bg représente un groupement protecteur de la
fonction amine, celui-ci est différent du groupement protgcteur,ﬂé
défini précédemment; et que, dans ce cas, on fait éventuellement
10 réégir un acide de formule générale : ' '

R' - CcO - OH

dans laguelle R'-CO- représente un reste d'acide gras défini précé~

demment, aprds déblocage des fonctions amines protégées par R8 et/ou

R5, puis sépare le produit obtenu de son support, élimine eventuelle-
15 ment les groupements protecteurs des fonctions amine et aclde, et

isole le produit obtenu éventuellement sous forme de sel,

2. Un procédé de préparation d'un produit tel que défini
dans la revendication 1 caracterise en ce que 1'on fixe sur un support
approprié le peptide de formule générale :

Ry~ Nd~-CH=-CO-R

9 I 7 7
CH20H2 - CO ~ NH ~ fﬂ - CO °,R2
20 (CH. )
| e’
RS-NH-CH,-R4

dans laquelle R2 représente un radioal hydroxy, N;glycyle ou N;D
alanyle, R 4 représente un atome a' hydrogéne ou un radieal carbamoyle,
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R reprévnnte wn reste d acide gras ou,un.groupement protecteur de

1a fonction amine ou un radlcal glycyle ou N-D alanyle dont 1la fonc-

tion amine est substituée par un reste d'acide gras ou un groupement

- protecteur de la fonction amine, R7,represente un radical amino ou

un radical alcoyloxy contenant 1 & 4 atomes de carbone eventuellementr

substitué par un radical phényle ou nitrophényle et R9 représente un

groupement protecteur de la fonction amine, étant entendu que lorsque
R5 et R9 représentent ou contiennent un groupement protecteur de la
fonction amine, ces groupements protecteurs sont différents, puis,
apras déblocage de la fonction amine protégée par Rg, condense :

- soit wn dérivé de la L alanine de formule générale :

NH - CH - COOH
o

dans laquelle R représente un groupement protecteur de la fonetion

R6-

amine, puis éventuellement, aprés déblocage des fonctions amines

protégées par R6 et/ou R5, un acide de formule générale :

R' - CO - OH
dans laquelle'R'-CO- représente un reste d'acide gras

- soit un dérivé de la L alanine de formule générale :

R - NH - CH - COOH

- ,CH?

dans laquelle R représente un reste d'acide gras, ) _
puis sépare le prodult obtenu de son support, élimine, si nécessaire
les groupements protecteurs des fonctions amine et carboxy, et isdle .

1e produit obtenu éventuellement sous forme de sel.

. 3. ©n pnqcédé de préparation d'un produit tel que défini

dans la revemdication 1 caractérisé en ce que 1'on fixe sur un support

appropri€ le peptide de formule générale :
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1,07~ NI - CH - CO - Mi - CH - CO~ R,
Ry = NI - CH - CO - M TH Co - R,

CH3 L VCHECHz—C‘O— NH ~ CH - -CO—Rz"
, [
R
R5-NH—CH- R4

dans laquelle R2 re pvesente un radical hydroxy, N-glycyle ou N-D

alanyle, Rl; represente un atome d' hydrogene ou un radical carbamoyle,
RS représente un reste d'acide gras ou un groupement protecteur de la
fonction amine ou un reste glycyle ou D alanyle dont 1a fonction - -

" amine est éventuellement substituée par un reste d! acide gras ou un-

groupement protecteur de la fonction amme, R7 represente un radical
amino ou un radical alcoyloxy contenant 1 A4 4 atomes de carbone éven-
tuellement substitué par un radical phenyle ou nitrophémrle et R

10 -
représente un groupement; protecteur de la fonction amine €tant

‘entendu que, lorsque R. et R 10 representent ou contiennent un groupe- :

5

ment protecteur de 1a fonction amine, ces groupements protecteurs

' peuvent &tre- differents, puis, apreés deblocage des fonctiqns a.mines

protégées par R10 et/ou RS’ on condense l’acide de formule Vgén_érale :

R' - CO - OH
dans lagquelle R’'-CO- represente un r-este d’acide gras, puis sepa.re
le produit obtenu de son support, élimme, si necessaire, les groupe-
ments protecteurs des fonctions amine et carboxy, et isole le produit,
obtenu éventuellement sous forme de sel’,

4, Un procédé de préparation éi un pi-oduit tei i;ue défini :
dans la revendication 1 pour lequel R2 represente un_reste N—glycyle.
ou N-D alanyle caractérisé en ce que 1'on fixe sur un ‘support. appro- .
prié la glycine ou la D alanine dont la fonetion amme est protegee, g
puis, apres déblocage de la fonction amine, de . condenser R+ amino-

acide ou un peptide de f‘or-mule genérale
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R12 - NH - CH - Cool

(%H;_, ) 5

- - CH -
R5 NH H RH
dans laquelle Ry représente un atome d'hydrogene ou un radical carba-
moyle, R5 représente un reste d'acide gras ou un groupement protecteur
de la fonction amine ou_ un radical glycyle ou N-D alanyle dont la
fonction amine est substituée par un reste d'acide gras ou un groupe-
ment pro%ecteur de la fonction amine et R12 représente un groupemént
protecteur de la fonction amine ou un reste d'un D aﬁinoacide de

formule générale

R, -NH-CH-CO~R
13 | K4
: CHECH2 ~ COOH

dans laquelle R7 représente un radieal amino ou un radical alcoyloxy
contenant 1 & 4 atomes de carbone (éventuellement substitué par un .
radical phényle ou nitrophénylé) et Hl3 représente un groupement
protec?eur de la fonction amine ou un reste d'un L aminoacide de

formule générale :

le - NH - CH - COOH

CH
3
dans laquelle R14 représente un groupement protecteur de la fonction
amine ou un reste dfacide gras, étant entendu que, lorsque R12, R13
et Rih représentent un groupement protecteur de la fonction amine,
ce groupement est différent de R_, lorsque celul-ci représente ou

5

contient un groupement protecteur de fonction amine, R5 pouvant
cependant, tre identique & Riu,'et
= lorsque R12 représente un groupement protecteur de la fonction
amine, €limine ce groupement protecteur puis condense :

- soit un D aminoacide défini ci-dessus
pour leguel le représente un groupement proteéteur de la fonction

amine, puils élimine R . et condense un L aminocacide défini ci-dessus

13
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et, lorsgue “14 et fou RS représcutunt. ou conbiebnent un groupement
protecteur de la fonetion amine, élimiuc “L“ ct/bu,ﬁs puis candense
un acide gras de formule générale R'-C0-GH Gans laguelle R'-CO-
représente un reste d'acide gras tel gue défini dans la revendica-
tion 31, '

- lorsque R12 représente un reste d'un D aminoacide défini dessus,
pour lequel RIB représente un groupement protecteur de la fonetion
amine, élimine R, .

13 )
lorsque Rlu et /ou R5 représentent ou contiennent un groupement pro-

» puis condense le L aminoacide défini ci-dessus et

tecteur de la fonction émine, €limine Rih et/bu.RS puis condense
1'acide gras défini ci-dessus, et

- lorsque Rla_représente un reste d'un D aminoacide défini ci-dessus
pour lequel R13 représente un reste d'un L aminoacide défini ei»dessug
pour lequel Bih représente un groupement protecteur de la fonetion
amine, élimine Riu et/ou R5, puis condense 1'acide gras défini cl-
dessus, '

puis sépare le produit obtenue de son support, élimine éventuellement
les groupements protecteurs des fonctions amine et aclde, et isole

le produit obtenu éventuellement sous forme de sel,



