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69 Tétrapeptides et composition thérapeutique les contenant.

@ On divulgue des composés de formule générale
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et leurs sels d’addition d’acide non toxiques pharmaceu-
tiquement acceptables, ol R; et R, sont H ou des grou-
pements alkyle primaire en C;-C3; R3 est un groupement
alkyle primaire ou secondaire en C;-C4 ou -CH, CH,-S-
CH3; R4 et R sont des atomes d’hydrogéne ou des grou-
pements alkyle primaire en C;-C3; Y est H ou -CH;3CO;

¢

|
et Z est -CII-NHz ,-CH,OH ou -CN pourvu que 'un de R4
et Rs soit un groupement alkyle et Pautre un atome
d’hydrogéne.
Ces composés ont une activité thérapeutique et en
particulier une activité analgésique.
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REVENDICATIONS

1. Composé thérapeutiquement actif de formule générale
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et ses sels d’addition d’acide non toxiques pharmaceutiquement ac-
ceptables, dans laquelle L et D définissent "asymétrie quand elle
existe;

R, et R, sont indépendamment des atomes d’hydrogéne ou des
groupements alkyle primaire en C,-C;;

R; est un groupement alkyle primaire ou secondaire en C,-C, ou
un groupement —CH;CH, —S—CHj,;

R, est un atome d’hydrogéne ou un groupement alkyle primaire
en C,-Cs;

R est un atome d’hydrogéne ou un groupement alkyle primaire
en C;-Cs;

Y est un atome d’hydrogéne ou un groupement acétyle, et

Z est un groupement

Il
—C—NH,,

—CH,O0H ou —CN, pourvu que I'un de R, et R soit un groupe-
ment alkyle primaire en C;-C; et I'autre un atome d’hydrogéne.

2. Composé selon la revendication 1, o1t R, est un groupement
alkyle primaire en C;-C;.

3. Composé selon la revendication 1, ait R est un groupement
alkyle primaire en C,-C;.

4. Composé selon la revendication 1, ol Z est un groupement

0]
[l
—C—NH,.

5. Composé selon la revendication 1, ou Y est un atome d’hydro-
géne.

6. Composé selon la revendication 1, ou R, et R, sont des ato-
mes d*hydrogéne.

7. Composeé selon la revendication 1, ot R; est un groupement
méthyle.

8. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Ne-méthyl-L-phényl-
alanylamide selon la revendication 1.

9. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-L-a-méthylphénylalanyl-
amide selon la revendication 1.

10. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-n-propyl-L-phényl-
alanylamide selon la revendication 1.

11. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-éthyl-L-phényl-
alanylamide selon la revendication 1.

12. Procédé de préparation d*un composé selon la revendica-
tion 1, qui consiste & couper les agents de blocage du groupement
amino et, si présent, du groupement hydroxy d’un composé protégé
correspondant de formule (I) 4 I'aide d*un milieu acide.

13. Composition pharmaceutique comprenant un excipient et,
comme ingrédient actif, un composé selon la revendication 1.

)]

Cette invention concerne une nouvelle catégorie de composés qui
présentent une activité analgésique par administration parentérale.

Récemment, des substances endogénes ayant des propriétés simi-
Taires 4 celles de la morphine ont été extraites du cerveau des mammi-

5 féres ou du liquide cérébro-spinal. Ces substances, nommées enké-
phalines, ont été identifiées par Hughes et al., «Nature», 258, 577
(1975) comme étant des pentapeptides ayant les structures suivantes:

H—Tyr—Gly—Gly—Phe —Met—OH

H—Tyr—Gly—Gly—Phe—Leu—OH

10 Ces composés sont appelés respectivement méthionine-
enképhaline et leucine-enképhaline.

Bien que ces composés se soient révélés présenter une activité
analgésique chez les souris par administration par voie intracérébro-
ventriculaire [Buscher et al., «Nature», 261, 423 (1976)), ils sont pra-

15 tiquement exempts de toute activité analgésique utilisable quand ils
sont administrés par voie parentérale.

On a maintenant découvert une nouvelle catégorie de composés
qui présentent une activité analgésique significative et démontrable
quand ils sont administrés par voie systémique. C’est cette catégorie

20 de composés que la présente invention concerne.

Ainsi, cette invention concerne une catégorie de composés de for-
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et leurs sels d’addition d’acide non toxiques pharmaceutiquement ac-
ceptables, ou L et D définissent 'asymétrie, quand elle existe;
R, et R, sont indépendamment des atomes d’hydrogene ou des
groupements alkyle primaire en C,-C;;
R, est un groupement alkyle primaire ou secondaire en C,-C, ou
un groupement —CH,CH, —S—CHj;;
R, est un atome d’hydrogéne ou un groupement alkyle primaire
en C,-Cy;
R est un atome d’hydrogéne ou un groupement alkyle primaire
en C,-Cs;
Y est un atome d’hydrogéne ou un groupement acétyle, et
Zest
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—CH,0H ou —CN, pourvu que I'un de R, et R soit un groupe-
ment alkyle primaire en C,-C; et 'autre un atome d’hydrogene.

On prépare les composés de formule (I) en coupant les agents de
blocage des composés protégés de fagon correspondante de formule
(I) a I'aide d’un milieu acide essentiellement sec.

Les sels d’addition d’acide non toxiques pharmaceutiquement ac-
ceptables comprennent les sels d’addition d’acides organiques et mi-
néraux, par exemple ceux préparés a partir des acides comme les aci-
des chlorhydrique, sulfurique, sulfonique, tartrique, fumarique,
bromhydrique, glycolique, citrique, maléique, phosphorique, succini-
que, acétique, nitrique, benzoique, ascorbique, p-toluénesulfonique,
benzénesulfonique, naphtalénesulfonique et propionique. De préfé-
rence, les sels d’addition d’acide sont ceux préparés a partir de Pacide
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chlorhydrique, de Iacide acétique ou de I'acide succinique. Tous les
sels précédents sont préparés par des procédés classiques.

Comme on le verra d’aprés la définition des divers substituants
qui apparaissent dans la formule (I), les composés qui sont définis
par cette formule développée sont des dérivés amide primaire, alcool
primaire ou nitrile de tétrapeptides définis de fagon particuliére. La
configuration stéréochimique des composés de formule (I) est une de
leurs caractéristiques essentielles. Pour des raisons de commodité, les
restes aminoacides des tétrapeptides modifiés de formule (I) sont nu-
mérotés séquentiellement en partant du reste 4 la fonction amino-
terminale. L’asymétrie des restes aminoacides, en allant de la posi-
tion 1 4 la position 3, est L, D et aucune. Le reste en position 3 est un
reste glycine et il n’existe dont pas d’asymétrie concernant ce reste.
Quant 4 Ia position 4 (position 4 C terminal) qui est un amide pri-
maire, un alcool primaire ou un nitrile, son asymétrie est définie
comme celle qui est compatible avec le reste L-aminoacide putatif
correspondant.

Les groupements R, R;, R, et R; tels qu’utilisés ici sont définis
pour désigner des groupements alkyle primaire en C,-Cs. Par cette
expression, on désigne les groupements méthyle, éthyle et n-propyle.

Le groupement R; apparaissant dans la formule développée pré-
cédente comprend les groupements alkyle primaire ou secondaire en
C,-C,. Par cette expression, on désigne des groupements méthyle,
éthyle, n-propyle, isopropyle, n-butyle, isobutyle et s-butyle.

En ce qui concerne les restes particuliers en chacune des positions
des tétrapeptides modifiés de formule (I), les considérations suivantes
existent:

A. Position 1

Cette position représente la portion aminoterminale du peptide.
Le reste est celui qui provient de la L-tyrosine ou de la L-(O-acétyl)-
tyrosine. Dans chaque cas, le reste peut étre non substitué sur I'azote,
auquel cas R; et R, sont tous deux des atomes d’hydrogéne. En ou-
tre, le reste peut étre substitué par un ou deux groupements alkyle
primaire, auquel cas R, et/ou R, sont des groupements alkyle pri-
maire en C,-C;. Des illustrations types de la substitution par un
groupement alkyle primaire en C,-C; comprennent les dérivés &
groupements N-méthyle, N-éthyle, N-n-propyle, N,N-diméthyle,
N,N-diéthyle, N,N-di-n-propyle, N-méthyl-N-éthyle, N-méthyl-N-n-
propyle et N-éthyl-N-n-propyle. De préférence, le reste tyrosyle ou
O-acétyltyrosyle qui est présent en position 1 du peptide de formule
(I) est non substitué sur I'azote. En outre, on préfére que le reste soit
un reste tyrosyle.

B. Position 2

Le reste aminoacide qui est présent en seconde position du pep-
tide de formule (I) doit étre le stéréo-isomére D et peut &tre I'un quel-
conque de plusieurs restes aminoacide. Ils comprennent les restes
provenant de Ia D-alanine (Ala) (R; est un groupgment méthyle), de
I'acide D-a-aminobutyrique (Abu) (R; est un groupement éthyle), de
la D-norvaline (Nva) (R est un groupement n-propyle), de la D-
valine (Val) (R; est un groupement isopropyle), de la D-norleucine
(Nle) (R; est un groupement n-butyle), de la D-leucine (Leu) (R est
un groupement isobutyle), de la D-isoleucine (Ile) (R est un groupe-
ment s-butyle), et de la D-méthionine (Met) (R ; est un groupement
—CH,CH, —8—CHj,). De préférence, le reste provient de la D-
alanine.

C. Position 3
Le reste aminoacide présent dans cette position est celui dérivé de
la glycine (Gly).

D. Position 4

Le reste présent dans la position & C terminal est celui provenant
de la L-phénylalanine (Phe) ou de son dérivé alcool primaire ou ni-
trile. Le reste peut étre un amide primaire (Phe — NH,) (Z est

1
—C—NH,),
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un alcool primaire (Phe—A) (Z est —CH,OH), ou un nitrile
(Phe—CN) (Z est —CN). Une catégorie préférée de composés com-
prend ceux dans lesquels Z est

o]
I
—C—NH,.

Le reste peut &tre non substitué ou substitué sur I’atome d’azote
du groupement amino (R,). Au cas oi le reste est substitué sur
I'azote, il s’agit d’un groupement N-méthyle, N-éthyle ou N-n-
propyle. En outre, au cas ol le reste est non substitué sur 'atome
d'azote, il doit étre substitué sur 'atome de carbone o (R;). Dans de
tels cas, R 5 est un groupement méthyle, éthyle ou n-propyle. La seule
limitation est que I'un de R, et R soit un groupement alkyle pri-
maire en C,-C; et 'autre un atome d’hydrogéne. De préférence, le
groupement alkyle primaire en C,-C; est un groupement méthyle.
Ainsi, les composés nettement préférés sont ceux dans lesquels R, ou
R; est un groupement méthyle et, mieux encore, ceux dans lesquels
R, est un groupement méthyle.

Dans cette description, on utilise les abréviations suivantes dont
la plupart sont bien connues et couramment utilisées dans le
domaine:

Abu: acide a-aminobutyrique
Ala: alanine

Cys: cystéine

Gly: glycine

Hse: homosérine

Ile: isoleucine

Leu: leucine

Met: méthionine

Nle: norleucine

Nva: norvaline

Phe: phénylalanine
Phe—NH,: amide de phénylalanine
Phe—A: dérivé alcool primaire de la phénylalanine
Phe—CN: dérive nitrile de la phénylalanine
Ser: sérine

Tyr: tyrosine

Val: valine

Ac: acétyle

Me: méthyle

Et: éthyle

Ip: isopropyle

Pr: n-propyle

Bu: n-butyle

i-Bu: isobutyle

t-Bu: t-butyle

s-Bu: s-butyle

BOC: t-butyloxycarbonyle

Bzl: benzyle

DCC: N,N’"-dicyclohexylcarbodiimide
HBT: 1-hydroxybenzotriazole
DMF: N,N-diméthylformamide
TFA: acide trifluoroacétique
THF: tétrahydrofuranne
DEAE: diéthylaminoéthyle
DCHA: dicyclohexylamine

Des exemples de composés types de formule (I) comprennent les
suivants;
H—L—Tyr—D~-Ala—Gly—L—(N~Et)Phe—NH, ;
H-L-Tyr—D~Ala—Gly~L~—(N—Pr)Phe—NH,;
H-L~Tyr—D—Ala—Gly—L~(N—Pr)Phe—A;
H-L~Tyr—D~-Ala—Gly—L—(¢—~Me)Phe—~NH,;
H—-L-Tyr—D~—Ala—Gly—L—(N—Me)Phe—NH,;
H—-L-Tyr—D—Ala—Gly—L—(c—Et)Phe—NH,;
H~L-Tyr—D—Ala—Gly—L—(N—Me)Phe—CN;
H-L-Tyr—D—Ala—Gly—L—(N—Me)Phe—A;
H—-L—Tyr—D—Met—Gly—L—~(N—Et)Phe—NH,;
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H—-L—Tyr—D—Met—Gly—L—(N—Me)Phe—~NH,;
H-L—Tyr—D—Met—Gly—L—(N—Me)Phe—A;
H—L-Tyr—D—Met—Gly—L—(N—Et)Phe~CN;
H-L-Tyr—D—Met—Gly—L—(a—Ef)Phe—NH,;
H—L—Tyr—D—Met—Gly—L—(a—Pr)Phe—NH,;
H—L—Tyr(Ac)—-D—Ala—Gly—L—(N—Me)Phe—NH,;
H—L—Tyr(Ac)—D—Nle—Gly—L—(a—Me)Phe—NH,;
(N—Et)—L—Tyr—D—Abu—Gly —L—(N—Et)Phe —NH,;
(N,N—Di—Pr)—L—Tyr—D—Val—Gly—L—(¢—Me)Phe—NH,;
(N—Pr)—L—Tyr—~D—Leu—Gly—L—(a—Et)Phe—NH,;
(N,N—Di—Et)—L—Tyr~D—Met—Gly—L—(a—Pr)Phe—NH,;
(N—Me,N—Et)—L-Tyr(Ac)-D—Nle—~Gly—-L—(a
—Me)Phe—NH,;
(N,N—Di—Me)—L—Tyr(Ac}—D—Ile—~Gly—L—(c
—Et)Phe—NH,;;
(N—Me)—L—Tyr(Ac)—D—Leu—Gly—L—(a—Me)Phe —CN;
(N—Me)—L—Tyr(Ac)—D—Nva—Gly—~L— (o.—Pr)Phe—A;
(N—Me)—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(a—Me)Phe—NH;;
(N—Et)—L—Tyr(Ac)—D—Abu—Gly—L—(a—Pr)Phe—NH,;
H-L—Tyr—D—-Ala—Gly—L—(0.—Me)Phe—CN;
H-L-Tyr—D—Ala—Gly—L—(a—Me)Phe—A;
H—L-Tyr—D—Ala—Gly—L—(a—Et)Phe—A;
H—L—Tyr—D-Ala—Gly—L—(a—Pr)Phe—NH,;;
H—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(a—Pr)Phe—CN;
(N,N—Di—Me)—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(a—Ef)Phe—A;
(N,N—Di—Me)—L—Tyr—D~Ala—Gly—L—(N—Me)Phe—
NH_;
(N,N-Di—Et)—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(N—Et)Phe—CN;
(N—Me)—L—Tyr—D—Ala—Gly—~L—(N—Me)Phe—A;
(N—Me)—L—Tyr—-D—Ala—Gly—L—(N-—Me)Phe—NH,;
(N,N —Di—Me)—L—Tyr—D—Val—Gly—L—(N—Me)Phe—
NH,;
(N,N—Di—Pr)—L—Tyr—D—Ala—Gly—L—(N—Pr)Phe—NH;
(N—Me)—L—Tyr~D—Ala—Gly—L—(a—Et)Phe—-NH,;
(N,N—Di—Me)—L—Tyr(Ac)—D—Ala—Gly—L—(N—Et)-
Phe—-CN;

(N,N—DiPr)—L—Tyr(Ac)—D—Met— Gly—L—(N—Me)Phe —A;
(N—Et)—L—Tyr(Ac)— D—Met — Gly—L—(N—Pr)Phe—NH,, et
(N—Me)—L—Tyr(Ac) - D—Met— Gly — L —(0.—Me)Phe —NH.

On prépare les composés de formule (I) par des procédés classi-
ques de synthése des peptides. Il est possible, pendant la synthése de
certains des composés de formule (I), qu’une racémisation partielle
puisse se produire. Cependant, le degré de racémisation, si elle se pro-
duit, n’est pas suffisant pour modifier de fagon importante I'activité
analgésique des composés de formule (I).

Les procédés de préparation des composés de formule (I) com-
prennent le couplage d’aminoacides ou de fragments peptidiques par
réaction de la fonction carboxyle de I'un avec la fonction amino de
l’autre pour produire une liaison amide. Pour obtenir efficacement le
couplage, il est indiqué d’abord que toutes les fonctions réactives ne
participant pas directement & I’action soient inactivées en utilisant
des groupements de blocage appropriés, et ensuite que la fonction
carboxyle qui est 4 coupler soit activée de fagon appropriée pour per-
mettre au couplage de se faire. Tout cela implique une sélection soi-
gneuse de 'ordre de réaction et des conditions de réaction ainsi que
I'utilisation de groupements de blocage spécifiques de fagon 4 pou-
voir obtenir le produit peptidique désiré. Chacun des aminoacides
qui est utilisé pour produire les composés de formule (I) et qui a les
groupements protecteurs choisis de fagon particuliére et/ou les fonc-
tions d’activation choisies de fagon particuliére est préparé par des
techniques bien connues dans le domaine.

On utilise des combinaisons choisies de groupements de blocage a
chaque point de la synthése globale des composés de formule (I). On
a trouvé que ces combinaisons particuliéres fonctionnaient le plus ré-
guliérement. D’autres combinaisons fonctionneraient dans la syn-
thése des composés de formule (), bien que peut-étre avec un degré
de succés moindre. Ainsi, les groupements benzyloxycarbonyle
(CBz), t-butyloxycarbonyle (BOC), t-amyloxycarbonyle (AOC), p-
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méthoxybenzyloxycarbonyle (MBOC), adamantyloxycarbonyle
(AdOC) et isobornyloxycarbonyle peuvent étre diversement utilisés
comme groupements de blocage du groupement amino dans la syn-
thése des composés de formule (I). En outre, le groupement benzyle
(Bzl) est généralement utilisé comme groupement protecteur du grou-
pement hydroxy du reste tyrosyle, méme si d’autres groupements,
comme les groupements p-nitrobenzyle (PNB) et p-méthoxybenzyle
(PMB), peuvent étre utilisés également.

Les groupements de blocage du groupement carboxyle utilisés
pour préparer les composés de formule (I) peuvent étre 'un quelcon-
que des groupements formateurs d’esters types comprenant par
exemple des groupements méthyle, &thyle, benzyle, p-nitrobenzyle, p-
méthoxybenzyle et 2,2,2-trichloroéthyle.

Le couplage de 'aminoacide ou fragment peptidique N-bloqué
protégé de fagon appropriée avec un aminoacide ou un fragment
peptidique 4 groupement carboxy bloqué protégé de fagon appro-
priée dans la préparation des composés de formule (T) consiste 4 ren-
dre Ia fonction carboxy libre de 'aminoacide ou du fragment peptidi-
que active vis-d-vis de la réaction de couplage. Cela peut &tre effectué
en utilisant I"'une quelconque de techniques bien connues. L'une de
ces techniques d’activation implique la transformation de la fonction
carboxy en un anhydride mixte. On active la fonction carboxy libre
par réaction avec un autre acide, typiquement un dérivé de I'acide
carbonique, comme un de ses chlorures d’acide. Des exemples des
chlorures d’acide utilisés pour former des anhydrides mixtes sont le
chloroformiate d’éthyle, le chloroformiate de phényle, le chloro-
formiate de s-butyle, le chloroformiate d’isobutyle et le chlorure de
pivaloyle. On utilise de préférence le chloroformiate d’isobutyle.

Un autre procédé d’activation de la fonction carboxy pour effec-
tuer la réaction de couplage est la transformation en son dérivé d’es-
ter actif. De tels esters actifs comprennent, par exemple, les esters
2,4,5-trichlorophényliques, les esters pentachlorophényliques et les
esters p-nitrophényliques. Un autre procédé de couplage disponible
est le procédé de couplage par I’azide bien connu.

Le procédé de couplage préféré dans la préparation des composés
de formule (I) implique Putilisation du N,N’-dicyclohexylcarbodi-
imide (DCC) pour activer la fonction carboxy libre en permettant
ainsi au couplage de se faire. Cette technique d’activation et de cou-
plage est effectuée en utilisant une quantité équimolaire de DCC par
rapport 4 'aminoacide ou au fragment peptidique et est effectuée en
présence d’une quantité équimolaire de 1-hydroxybenzotriazole
(HBT). La présence de HBT supprime les réactions secondaires indé-
sirables, y compris la possibilité de racémisation.

La coupure de groupements de blocage choisis est nécessaire 8
des points particuliers de la séquence de synthése utilisée dans la pré-
paration des composés de formule (I). L’homme de I'art peut facile-
ment choisir & partir de groupements protecteurs types les groupe-
ments qui sont compatibles au sens que la coupure sélective du pro-
duit peut &tre effectuée en permettant I'élimination de un ou plu-
sieurs, mais pas de la totalité des groupements protecteurs présents
sur Paminoacide ou le fragment peptidique. Ces techniques sont bien
connues dans le domaine. On trouvera une discussion plus compléte
des techniques dont on dispose pour une coupure sélective dans
Schroder et Liibke, «The Peptides», vol. I, Academic Press, New
York (1965), et plus particuliérement dans le tableau que'on'y
trouve pp. 724 75.

La coupure des groupements protecteurs du groupement carboxy
peut &tre effectuée par saponification alcaline. On utilise générale-
ment, pour désestérifier le groupement carboxy protégé, des condi-
tions alcalines relativement fortes, en utilisant typiquement un hy-
droxyde de métal alcalin comme I’hydroxyde de sodium, 'hydroxyde
de potassium et I'hydroxyde de lithium. Les conditions de réaction
dans lesquelles on effectue la saponification sont bien connues dans le
domaine. On peut également éliminer les groupements de blocage du
groupement carboxyle par hydrogénolyse catalytique comprenant,
par exemple, ’hydrogénolyse en présence d’un catalyseur comme le
palladium sur charbon. En outre, dans le cas oti le groupement de
blocage est un groupement p-nitrobenzyle ou 2,2,2-trichloroéthyle, le



déblocage peut étre effectué par réduction en présence de zinc et
d’acide chlorhydrique.

On coupe les groupements de blocage du groupement amino en
traitant 'aminoacide ou le peptide protégé par un acide comme
I'acide formique, acide trifluoroacétique (TFA), I'acide p-toluéne- 5
sulfonique (TSA), ’acide benzénesulfonique (BSA) et I'acide
naphtalénesulfonique, pour former le sel d’addition d’acide corres-
pondant. La coupure du groupement de blocage du groupement
amino peut également &tre effectuée en traitant I'aminoacide ou le
peptide bloqué par un mélange de HBr ou de HCl et d’acide acétique 1o
pour former le bromhydrate ou le chlorhydrate correspondant. Le
procédé particulier ou le réactif particulier que I'on utilise dépend des
caractéristiques chimiques ou physiques des matériaux utilisés dans
la réaction de déblocage particuliére. On a découvert que, dans le cas
ot le groupement R, est autre que ’hydrogéne et que I'on désire dé- |5
bloquer un peptide contenant au moins trois restes aminoacides, il
est nettement préféré que le peptide soit débloqué avec de I’acide tri-
fluoroaceétique ou de Iacide formique pour former le sel d’addition
d’acide correspondant. Le sel peut &tre transformeé en une forme plus
acceptable au point de vue pharmaceutique, par traitement par une
résine échangeuse d’ions appropriée, comme DEAE Sephadex A25 et
Amberlite A-27.

Le groupement protecteur du groupement hydroxy présent sur le
reste tyrosyle peut étre conservé sur le peptide pendant toute la pré-
paration, et étre éliminé pendant 1’étape de synthése finale en méme
temps que le groupement de blocage du groupement amino. Cepen-
dant, en fonction des conditions utilisées pour I’élimination du grou-
pement de blocage du groupement carboxy, il peut étre &liminé plus
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t6t dans la séquence de préparation. Quand le groupement carboxy
est coupé par saponification alcaline, le groupement protecteur du
groupement hydroxy est conservé; cependant, quand on utilise I"hy-
drogénolyse catalytique pour I'élimination du groupement protecteur
du groupement carboxy, le groupement protecteur du groupement
hydroxy est également coupé. Ce dernier cas ne pose pas un pro-
bléme sérieux, car la préparation des composés de formule (I) peut
étre effectuée en présence d’un reste tyrosyle ayant un groupement
hydroxy libre.

Un procédé particulier préféré de préparation des composés de
formule (I) comprend la copulation d’un tripeptide 4 N terminal pré-
paré séparément avec un phénylalanylamide a C terminal préparé sé-
parément (Z est

1
—C~NH,)

ou I'alcool correspondant (Z est —CH,OH) ou le nitrile correspon-
dant (Z est —CN) suivi d"un déblocage approprié de tous les groupe-
ments bloqués restants. Ou bien le composé de phénylalanyle a C ter-
minal préparé précédemment que I'on fait réagir avec le tripeptide 4
N terminal peut avoir une formule telle qu’il contient un groupement
qui représente un précurseur de 'un quelconque des groupements
amide, alcool ou nitrile. La séquence générale illustrant la prépara-
tion d’un tétrapeptide de formule (I) peut &tre décrite comme suit.
Dans la séquence suivante, le symbole AA représente le reste de
P'aminoacide et le numéro annexé représente la position de I'amino-
acide dans le produit peptide final.

A. Préparation du segment tripeptidique.

BOC-L-Tyr~CH
|
0Bz!

+

H-D-(AA) 2-0Bz|

occ
HBT

\i/
BOC-L-Tyr-D-(AA) 2~08z!

|
0Bzt

OH

\i7
BOC-L-Tyr-0-(AA) 2-0H

|
0BzI

H-Gly~0Bz |
oce
HBT

N/

BOC-L-Tyr—D~(AA) 2-Gly-0Bz|
i

0B8z|

H=2
Pd/C

AN Ve
BOC~L~Tyr~0-(AA) 2-GI y~OH
|

OH

NaOH
THF /H20

\i/
BOC-L-Tyr-0-(AA) 2-Gly—OH
|

08zl
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B. Couplage du tripeptide et du groupement phénylalanyle terminal.

Ra Rs
| {
BOC-L-Tyr-D-{AA) 2~G| y~OH +
| |
oY
|
Ph
nce
HBT
\t/ .
Ra Rs
Lo
80C-L-Tyr—0-(AA) 2-G | y=N——C~Q
! |
oY CH2
|
Ph

Dans la réaction précédente, Ph représente un groupement phé-
nyle et Q représente un groupement

(0] (o] o
0 I I

—C—NH,, —CH,0H, —CN, — COCH,, —C—OCH,Ph,
et d’autres groupements similaires.

Quand Q est un groupement

(0] (0]
I I

—C—-0CH;, —C—OCH,Ph
ou d’autres groupements esters similaires, il peut étre transforme,
aprés couplage, en groupement —CH,OH par traitement par

NaBH,. Cette technique de réduction est décrite dans le brevet des
EUA N 3700651. Quand Q représente un groupement ester benzyli-

que ou un autre ester comprenant un groupement facilement élimina-

ble par hydrogénolyse, il peut étre transformé en un acide libre par
hydrogénolyse en présence de palladium sur charbon. L’acide libre
est transformable en amide par traitement par 'ammoniac en pré-
sence de DCC et HBT.

La partie amide peut étre déshydratée en nitrile par traitement
par le chlorure de p-toluénesulfonyle et la pyridine selon le procédé
décrit par Yamada et al., «Bull. of the Chem. Soc. of Japan», 50,
1088-1093 (1977).

Pour préparer les composés de formule (I) par la séquence décrite

précédemment, on préfére nettement utiliser comme réactif 4 C ter-

CHz

1

2

3

3

4

" minal un composé qui contient le groupement Z du produit final re-

HN--C-Q s

=)

S

=3

[y

0

45

cherché.

Une fois que I'on a préparé le tétrapeptide modifié recherché
ayant un groupement 4 C terminal, on peut enlever le groupement
protecteur de Poxygéne sur le groupement tyrosyle (s'il y en a) par
hydrogénolyse et enlever le groupement protecteur N—BOC par
traitement par ’acide trifluoroacétique. ) )

Ce qui précéde représente seulement une séquence permettant de
préparer des composés de formule (I). D’autres séquences réaction-
nelles sont possibles. Un autre procédé que I'on peut utiliser com-
prend I'addition séquentielle par étape d’aminoacides uniques ou de
leurs dérivés pour construire la chaine peptidique en partant de la
partie carboxamide, alcool ou nitrile terminale. Des techniques de
réaction similaires 4 celles décrites précédemment seraient utilisées
dans cette séquence réactionnelle, ainsi que dans toute autre séquence
de préparation envisagée.

Un autre procédé de préparation de composés de formule () est
la synthése en phase solide. Dans ce procédé, le reste & C terminal est
fixé 4 un support polymére approprié, et on prolonge le peptide d'un
reste 4 la fois jusqu’a ce qu’on synthétise le peptide désiré encore fixé
4 son support polymére. Puis on enléve le peptide du support en utili-
sant un réactif de déblocage approprié. Par exemple, le groupement &
C terminal, protégé sur le groupement a-amino par un groupement t-
butyloxycarbonyle, est couplé a un polymére de benzhydrylamine
par activation par DCC. On enléve le groupement N—BOC par réac-
tion du reste fixé au polymére avec I'acide trifluoroacétique dans le
chlorure de méthyléne. On neutralise le sl résultant avec une amine
tertiaire appropriée et 'on répéte la séquence par addition de chaque
aminoacide successif. Une fois terminée la préparation de la séquence
peptidique recherchée, on enléve le peptide bloqué du support poly-
mére par traitement par HF & 0°C. Puis on purifie le produit par
chromatographie. Les conditions de la synthése, par exemple les du-
rées de réaction, les températures de réaction, les durées de lavage, les
réactifs, les groupements protecteurs, etc., sont celles que I'homme de
P’art connait bien.

La coupure du peptide et du support polymére permet I'élimina-
tion de tous les groupements protecteurs avec formation du tétra-
peptide intermédiaire. Comme il est fortement indiqué de conserver
de tels groupements protecteurs dans la transformation du produit
en dérivé nitrile, la synthése en phase solide n’est pas un procédé indi-
qué pour préparer les composés de formule (T) dans laquelle Z est un
groupement —CN.

Dans certains des composés de formule (I), un ou plusieurs des
groupements R, R, et R, sont des groupements alkyle primaire en
C,-C,. Dans ce cas, on utilise, dans la séquence de préparation,
’aminoacide N-substitué approprié. On peut préparer I'un quelcon-
que des aminoacides N-monosubstitués par la méme séquence que
celle qui est décrite ci-dessous en utilisant un aminoacide N-protégé
comme substance de départ:

+
; o ':
50C-N~-(AA)—COOH Y gog-M~(AA)-C00 K"
&ther (6) couronne (18)
THF iodure d'alkyle primaire
DMF

Comme le schéma précédent I'indique, on traite d’abord 'amino-

en Cl-C3 (Ra I)
N/

R
a

|
80C-N—-(AA) -COOH

L’homme de I’art verra que la racémisation sur l'atome de car-

acide No-protégé par hydrure de potassium en présence d’un éther 65 bone a peut se produire dans des conditions fortement alcalines

en couronne approprié pour former le dianion. Puis on traite 'inter-
médiaire par I'iodure d’alkyle approprié¢ pour obtenir 'aminoacide
N-substitué désiré.

comme celles utilisées dans le mode opératoire d’alkylation précé-
dent. Le degré de racémisation peut varier selon I'aminoacide parti-
culier qui est utilisé, On peut minimiser la racémisation en utilisant



un excés d’agent d’alkylation et en maintenant la durée de réaction
aussi courte que possible. Néanmoins, méme au cas ol une racémisa-
tion excessive se produit, on peut purifier le produit par recristallisa-
tion sous la forme du sel d’une amine asymétrique appropriée, par
exemple sous la forme du sel de 1a d(+)— o — phényléthylamine. 5

L’aminoacide résultant, dans lequel R, est un groupement alkyle
primaire en C,-C;, peut étre transformé en son amide, alcool ou ni-
trile correspondant par I'une quelconque des techniques décrites pré-
cédemment.

Dans le cas ot R; et R, sont tous deux le méme groupement al-
kyle primaire, on peut préparer la tyrosine N,N-disubstituée désirée
par la réaction suivante:

=)

R CH
R CHO 2\
HaN— ( A /-\) -COOH XD /N" (AA) —COOH

/ I
Hz‘ Pd/C RXCHz

[

Dans ce qui précéde, R,CHO représente le formaldéhyde, I'acétal-
déhyde, le propionaldéhyde.

Dans le cas ot R, et R, sont des groupements alkyle primaire dif-
férents, on obtient la tyrosine N,N-disubstituée en traitant la tyrosine
N-monosubstituée appropriée, préparée selon le schéma précédent,
par le formaldéhyde ou I'acétaldéhyde comme décrit ci-avant.

Dans certains des composés de formule (1), le groupement R ; est
un groupement alkyle primaire en C,-C;. Dans ce cas, on utilise dans
la séquence de préparation I"aminoacide substitué sur le carbone o de
fagon appropriée ou son dérivé ester, amide, alcool ou nitrile corres-
pondant. La phénylalanine substituée sur 'atome de carbone o, parti-
culiére peut étre préparée en utilisant le procédé décrit par Stein et
al., «Journal of the American Chemical Society», vol. 77, 700-703
(1955). Le dedoublement du mélange racémique est effectué selon
Turk et al., «J. Org. Chem.», vol. 40, No 7, 953-955 (1975). La phé-
nylalanine a-substituée résultante peut étre transformée en amide, al-
cool ou nitrile correspondant selon le procédé décrit précédemment.
Cela peut étre effectué avant ou aprés son utilisation dans la prépara-
tion du tétrapeptide; cependant, on préfére nettement que cela soit
effectué avant la préparation du tétrapeptide.

On prépare les composés de formule (I) dans laquelle Y est un
groupement acétyle & partir du peptide correspondant, dans lequel Y
est un atome d’hydrogéne, et le groupement amino terminal est blo-
queé de fagon appropriée. On traite ce dernier composé par I'anhy-
dride acétique en présence de pyridine pour obtenir le O-acétyl-
peptide N-bloqué correspondant. Par déblocage avec un mélange
d’acide chlorhydrique et d’acide acétique, on obtient le composé dé-
siré.

Les composés de formule (I) sont des agents pharmaceutiques
intéressants. Ils présentent une activité analgésique et sont particulié-
rement utiles par administration parentérale aux mammiféres, y com-
pris 'homme.

Les composés de formule (I) peuvent étre administrés tels quels
ou bien ils peuvent étre transformés en préparations pharmaceuti-
ques sous forme d’unité posologique pour ’administration parenté-
rale. Dans la préparation, on peut utiliser les solides et/ou les liquides
organiques ou minéraux qui sont des supports pharmaceutiquement
acceptables. De tels supports appropriés sont bien connus de
'homme de P’art. Les compositions peuvent prendre la forme de
comprimés, de poudres, de granulés, de capsules, de suspensions, de
solutions, etc.

Les composés de formule (I), quand on les administre en une
quantité efficace, produiront un effet analgésique. Les doses peuvent
aller de maniére générale d’environ 0,1 4 environ 100 mg par kilo de
poids corporel. La dose préférée est généralement comprise entre en-
viron 1,0 et environ 20 mg par kilo de poids corporel. 6
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Les exemples suivants sont donnés pour illustrer la préparation et
Pactivité des composés de formule (I). Ils ne doivent pas étre considé-
rés comme limitant le domaine de I'invention.
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Exemple 1:

Préparation de I'acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-méthyl-L-
phénylalanylamide.

A. p-Toluénesulfonate du D-alinate de benzyle

A un mélange de 100 ml d’alcool benzylique et de 200 ml de ben-
zéne contenant 55,1 g (0,29 mol) d’acide p-toluénesulfonique mono-
hydraté, on ajoute 25 g (0,281 mol) de D-alanine. On porte le mé-
lange 4 reflux et on enléve de I’eau de fagon azéotrope dans un piége
Dean-Stark. On chauffe le mélange pendant 15 h, puis on le refroidit
a la température ambiante et on le dilue avec de éther. On recueille
le précipité résultant et on le recristallise dans un mélange de métha-
nol et d’éther, et I'on obtient 55,3 g (56%) du composé cité en titre,
p.f. 112-115°.

Analyse pour C,,H,,NO,S (351,42):
C58,10 H6,02 N3,99%
C58,19 H6,06 N3,82%

Calculé:
Trouve:

B. Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alinate de benzyle.
A 200 ml de N,N-diméthylformamide sec (DMF), on ajoute
35,1 g (0,1 mol) du produit de la partie A. On agite et on refroidit a
0°Cle mélange résultant et on ajoute 11,2 g (0,1 mol) de
diazabicyclo-octane (DABCO). On agite le mélange pendant 10 min
4 0°C, puis on ajoute 37,1 g (0,1 mol) de No-t-butyloxycarbonyl-O-
benzyl-L-tyrosine, puis 13,5 g (0,1 mol) de 1-hydroxybenzotriazole
(HBT) et 20,6 g (0,1 mol) de N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC).
On agite le mélange 4 0°C pendant 3 h, puis 4 la température am-
biante pendant 24 h. Puis on refroidit le mélange 4 0°C, on filtre la
suspension résultante et on concentre le filtrat sous vide. On redis-
sout ensuite le résidu résultant dans de I'acétate d’éthyle et on le lave
successivement avec NaHCOj; 1N, de I'eau, de I'acide citrique froid
0,75N, et de I'eau. Puis on séche la couche organique sur sulfate de
magnésium, on filtre et on concentre sous vide. On dissout alors Ie
résidu résultant dans de I’éthanol chaud. La cristallisation se fait au
cours du refroidissement. Aprés une recristallisation dans I’éthanol,
on obtient 41,5 g (80%) du composé cité en titre pur, p.f. 121-123°C.

Analyse pour C3,H;36N,04(520,63):
C69,21 H6,97 N5,38%
C68,99 H675 N517%

Calcule:
Trouve:

C. Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanine

A un mélange de 200 ml de tétrahydrofuranne (THF) et de 20 ml
d’eau, on ajoute 31,2 g (0,06 mol) du produit de la partie B. On re-
froidit a 0°C la solution résultante et on ajoute lentement 13,2 ml (1,1
Eq) d’hydroxyde de sodium SN. On agite le mélange résultant et on
le laisse lentement se réchauffer jusqu’a la température ambiante.
Apreés 5 h, on répartit le mélange entre de I'eau et de I’éther. On sé-
pare et on refroidit la couche aqueuse, on ajuste le pH 4 2 par addi-
tion d’acide citrique et on extrait le mélange avec de I'acétate
d’éthyle. On lave l'extrait d’acétate d’éthyle avec de I’eau, on le séche
sur sulfate de magnésium, on le filtre et on le dilue avec de ’éther. On
recueille le précipité résultant et 'on obtient 17,7 g (67%) du com-

5 poseé cité en titre, p.f. 160-162°C.

Analyse pour C,,H;,N,0, (442,51):
Cé6514 H683 N6,63%
C64,73 H6,70 N6,20%

Calculé:
Trouvé:

D. Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanylglycinate de
benzyle.

A 70 ml de DMF sec on ajoute 6,74 g (0,02 mol) du sel de I'acide
p-toluénesulfonique du glycinate de benzyle. On refroidit le mélange
résultant 4 0°C et on ajoute 2,24 g (0,020 mol) de DABCO. On
agite le mélange pendant quelques minutes, puis on ajoute 8,84 g
(0,020 mol) du produit de la partie C, puis 2,7 g (0,020 mol) de HBT
et 4,12 g (0,020 mol) de DCC. On agite le mélange réactionnel pen-
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dant 21 4 0°C, puis pendant 24 h 4 la température ambiante. On
refroidit la suspension résultante & 0°C, on la filtre et on concentre
le filtrat sous vide. On dissout le résidu résultant dans de I'acé-

tate d’éthyle et on le lave successivement avec du bicarbonate de so-
dium 1IN, de I'eau, de I'acide citrique 0,75N froid et de I’eau. On sé-
che la phase organique sur sulfate de magnésium, on la filtre et on la
concentre sous vide. On cristallise le résidu résultant dans I’éthanol,
ce qui donne 10,8 g (92%) du composé cité en titre pur, p.f. 145-
147°C.

Analyse pour C33H3,N;0, (589,69):
Calculé: C67,22 H6,67 N7,13%
Trouvé: C67,32 H683 N691%

E. Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanylglycine.

A 150 ml d’un mélange 9:1 de tétrahydrofuranne et d’eau, on
ajoute 15,95 g (27 mmol) du produit de la partie D. On refroidit le
mélange 4 0°C en agitant et on ajoute goutte & goutte au mélange ré-
sultant 30 ml d’hydroxyde de sodium 1N. On agite le mélange pen-
dant 2 h une fois terminée ’addition goutte & goutte, puis on I'extrait
deux fois avec de I’éther. On acidifie 4 pH 2,5 la couche aqueuse sépa-
rée, par addition de 30 ml d’acide chlorhydrique 1N. Le composé cité
en titre cristallise, on le recueille par filtration et on le recristallise une
fois dans un mélange de méthanol et d’eau et deux fois dans I'acétate
d’éthyle, ce qui donne 11,43 g (85% du rendement théorique), p.f.
104-107°C, [o]35= +31,4° (C=0,5, MeOH).

Analyse pour C,6H33N;0, (499,54):
C6251 H666 N8AI%
C6231 H683 NB812%

Calcule:

Trouveé:

F. Sel de d( + )-a-méthylbenzylamine de la Na-t-butyloxycarbonyl-
Na-méthyl-L-phénylalanine.

A 75 mi de tétrahydrofuranne on ajoute 13,26 g (0,05 mol) de No-
t-butyloxycarbonyl-L-phénylalanine. On ajoute le mélange résultant
goutte & goutte en 30 min & une suspension agitée de fagon mécani-
que de 0,15 mol d’hydrure de potassium et de 0,5 g d’éther (6)-
couronne (18) & 0°C sous atmosphére d’azote. On agite le mélange
pendant 1 h supplémentaire 4 0°C. On ajoute goutte & goutte en
15 min une solution de 6,23 ml (0,1 mol) d’iodure de méthyle dans
15 ml de tétrahydrofuranne. On maintient le mélange pendant 2 b,
puis on ajoute goutte & goutte un mélange de 10 ml d’acide acétique
et de 10 ml de tétrahydrofuranne, puis 20 ml d’¢thanol. On verse
alors le mélange sur 400 ml de glace. On améne @ 12-13lepH dela
phase aqueuse résultante, par addition d’hydroxyde de sodium 2N.
On extrait le mélange aqueux deux fois avec I'éther, puis on I'acidifie
jusqu’a pH 3,0 par addition d’acide citrique solide. Puis on extrait le
mélange aqueux trois fois avec 200 ml d’éther. On réunit les extraits
éthérés, on les extrait avec de I’eau, on les séche sur sulfate de magné-
sium et on les évapore sous vide jusqu’a un sirop. On dissout le sirop
dans 50 ml d’éther et I’on ajoute 6,44 ml (0,05 mol) de d(+)-a-
méthylbenzylamine. On dilue la solution résultante avec 350 ml
d’hexane et on gratte les parois du récipient. On recueille le produit
par filtration, ce qui donne 15,83 g (79% du rendement théorique) du
composé cité en titre. Une recristallisation dans 'acétate d’éthyle
donne 13,70 g (68% du rendement théorique) du composé cité en ti-
tre, p.f. 136-139°C. fo}35= —28,2° (C=1, EtOH).

Analyse pour C,3H3,N,0, (400,50):
Calculé: C68,97 HB8,05 N699%
Trouvé: C68,75 HT7.81 N6,74%

G. Na-t-butyloxycarbonyl-Na-méthyl-L-phénylalanylamide.

On dissout dans 20 ml de N,N-diméthylformamide (DMF) 4,0 g
de Nuo-t-butyloxycarbonyl-Na-méthyl-L-phénylalanine (0,01 mol,
préparé par acidification du sel de d(+-)-a-méthylbenzylamine et ex-
traction dans I'éther). On refroidit le mélange a —15°C et on ajoute
1,56 ml (0,012 mol) de chloroformiate d’isobutyle, puis 1,32 ml

(0,012 mol) de N-méthylmorpholine. On agite le mélange réactionnel

pendant 10 min & — 15°C et on fait barboter de 'ammoniac anhydre

dans le mélange réactionnel pendant 1% h. On agite le mélange résul-

tant pendant 1 h 4 —15°C, puis on verse le mélange dans un récipient
5 contenant 200 ml de glace. On extrait la solution aqueuse avec de
Iacétate d’éthyle. On sépare la couche organique et on la lave succes-
sivement avec de I'acide citrique 1,5N, de I’eau, du bicarbonate de so-
dium IN et de I'eau. Puis on séche la solution d’acétate d’éthyle sur
sulfate de magnésium et on I'évapore sous vide jusqu’a un sirop que
’on cristallise dans un mélange d’éther et d’éther de pétrole, ce qui
donne 2,12 g (76% du rendement théorique) du composé cité en titre,
p.f. 91-92°C. [a}35= —111,2° (C=0,5, CHCl,).

Analyse pour C, sH,,N,0, (278,33):
C64,73 H797T N10,06%
C6495 H781 N979%

=l

Calculé:
Trouve:

H. Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Ne-

méthyl-L-phénylalanylamide.
20 A 20ml d’acide acétique glacial fraichement préparé contenant
du chlorure d’hydrogéne anhydre 1N et 2 ml d’anisole, on ajoute
1,95 g (0,007 mol) de Ne-t-butyloxycarbonyl-Na-méthyl-L-phényl-
alanylamide. On agite le mélange résultant 4 la température am-
biante pendant 30 min. Puis on verse le mélange dans de I'éther et on
recueille et on séche le précipité résultant (1,5 g). Puis on dissout le
chlorhydrate dans 30 ml de DMF. On refroidit la solution 4 0°Cet
I’on ajoute 1,4 ml (0,007 mol) de dicyclohexylamine. On agite le mé-
lange pendant quelques minutes, puis on ajoute 3,5 g (0,007 mol) de
Ne-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanylglycine, 950 mg
(0,007 mol) de HBT et 1,4 g (0,007 mol) de DCC. Puis on agite le mé-
lange réactionnel 4 0°C pendant 2 h, puis 4 4°C pendant 24 h. On
refroidit Ie mélange 4 0°C et on le filtre. On concentre le filtrat sous
vide jusqu’a une huile que I'on redissout dans de I'acétate d’éthyle.
On extrait la solution d’acétate d’éthyle successivement avec du bi-
carbonate de sodium 1N, de I’eau, de I’acide citrique 0,75N froid et
de I’eau. On séche la phase organique sur sulfate de magnésium et on
la concentre sous vide jusqu'a une huile. On chromatographie I’huile
sur une colonne de 40 x 3 cm de gel de silice Grace and Davison qua-
lité 62 dans du chloroforme. On élue le produit en utilisant un gra-
dient par degrés allant du chloroforme 4 un mélange de 10% de mé-
thanol dans du chloroforme. On isole le produit selon le profil en
chromatographie sur couche mince des fractions recueillies et 'on
obtient 3,55 g (77% du rendement théorique) du composé cité en
titre. [a]}3 = —9,2° (C=0,5, MeOH).

45
Analyse pour C36H,sN;O; (659,8):
Calcule: C6554 H6,57 N10,61%
C6546 H6,58 N10,36%
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Trouvé:

so I Na-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-méthyl-L-
phénylalanylamide.
On dissout 3,2 g (0,0485 mol) du produit de la partie H dans
60 ml d’éthanol et on ajoute au mélange, sous la forme d’une suspen-
sion aqueuse, 1,5 g de 5% de palladium sur charbon. On fait barbo-
55 ter de azote dans le mélange réactionnel par un tube de dispersion
de gaz pendant environ 5 min, puis on fait barboter de 'hydrogéne
gazeux pendant 6 h. Puis on purge le mélange réactionnel avec de
T'azote et on enléve par filtration le catalyseur au pailadium. On con-
centre le mélange sous vide jusqu’a un sirop. On dissout le sirop dans
6 du chloroforme et on I'absorbe sur une colonne chromatographique
de 40 x 3 cm contenant du gel de silice Grace and Davison qualité 62.
On élue le produit en utilisant un gradient par degrés allant du
chloroforme 4 10% de méthanol dans le chloroforme et on I'isole se-
lon le profil en chromatographie sur couche mince des fractions re-
65 cueillies, et I'on obtient 2,0 g de produit (74% du rendement théori-
que). [e]5=—9,9° (C=0,5, MeOH).
Analyse des aminoacides, trouvé: Gly, 1,01; Ala, 0,99; Tyr, 0,99;
NH,, 1,14.



J. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-méthyl-L-phénylalanyl-
amide.

On dissout 1,6 g (0,00281 mol) du produit de la partie I dans
10 ml d’acide trifluoroacétique contenant 0,5 ml d’anisole. On agite
le mélange 4 0°C pendant 30 min. Puis on verse le mélange dans de
Iéther et I'on recueille et on séche le précipité résultant (1,1 g). On
dissout le solide dans suffisamment d’une solution-tampon aqueuse
(1% de pyridine et 0,05% d’acide acétique) pour obtenir 15 mlet 'on
applique la solution sur une colonne de 2,5 x 99 cm de DEAE-
Sephadex A-25 (acétate) qui a été équilibrée avec le méme tampon.
On controle I'éluat 4 280 nm et I"on combine les fractions appro-
priées qu’on lyophilise. Une nouvelle lyophilisation dans de I’acide
acétique a 10%, puis une autre dans un mélange 75/25 d’eau et d’acé-
tonitrile, donnent 0,84 g du composé cité en titre. [o]}5= +27,8°
(C=1,HCI IN). !

Analyse des aminoacides, trouvée: Tyr, 0,98; Ala, 1,03; Gly,
1,00; NH;, 1,05.
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Exemple 2:

Préparation de l'acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-L-a-méthyl- *

phénylalanylamide.
A. Tosylate de 'ester benzylique de la L-a-méthylphénylalanine.

A 100 ml de benzéne on ajoute 3,0 g (0,0168 mol) de L-a-méthyl-
phénylalanine. A la suspension résultante on ajoute alors 3,5g (1,1
Eq) d’acide p-toluénesulfonique hydraté et 10 ml d’alcool benzylique.
On chauffe le mélange 4 reflux en présence d’un piége 4 eau Dean-
Stark pendant 4 d. Puis on refroidit le mélange 4 la température am-
biante et on ajoute de I'éther pour faire précipiter le tosylate. On re-
cueille le précipité résultant et on le séche, ce qui donne 7,0 g (94%)
du composé cité en titre, p.f. 129-131°C. [0} = —10,7° (C=0,5,
MeOH IN).

Analyse pour C,,H,,NO;S (441,5):
N3,17% 3
N2,87%
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Calculé:

[y

Trouvé:

B. Ester benzylique de la Na-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-
D-alanylglycyl-L-a-méthylphénylalanine.

A 80 ml de DMF on ajoute 5,74 g (0,013 mol) du produit de la
partie A. On refroidit le mélange résultant 4 0°C pendant 5 min et on
ajoute 6,5 g (13mmol) de No-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-
tyrosyl-D-alanylglycine (préparée comme dans I'exemple 1), 1,8 g
(13 mmol) de HBT et 2,7 g (13 mmol) de DCC. On agite le mélange a
0°C pendant 2 h, puis 4 la température ambiante pendant 24 h. Puis 4
on refroidit le mélange a 0°C et I'on recueille par filtration le préci-
pité résultant. On évapore le filtrat sous vide. On dissout le résidu ré-
sultant dans de I'acétate d’éthyle et on extrait la solution d’acétate
d’éthyle successivement avec du bicarbonate de sodium IN, de I'eau,
de I'acide citrique 0,75N et de I’eau. Puis on séche la phase organique
sur sulfate de magnésium et on I'évapore sous vide jusqu’a une huile.
On cristallise I'huile dans I’éther et on la recristallise dans un mélange
d'acétate d’éthyle et d’éther, ce qui donne 7,0 g (72%) de composé
cité en titre [a}3= +7,9° (C=0,5, MeOH).

Analyse pour C,3H;oN,O5 (750,86):
C68,78 H6,71 N746%
C68,75 H6,46 N721%
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55

Calculé:
Trouvé:

C. Sel de dicyclohexylamine de la Na-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-
alanylglycyl-L-a-méthylphénylalanine.

A 50 ml d*¢thanol on ajoute 4,0 g (0,0053 mol) du produit de la
partie B. Puis on ajoute une suspension de 2,0 g de palladium sur
charbon & 5% dans du DMF. On fait barboter 'azote dans le mé-
lange par un tube de dispersion de gaz pendant 5 min, puis on fait 6
barboter de I'hydrogéne gazeux pendant 4 h. Puis on purge le mé-
lange avec de I'azote et on enléve par filtration le catalyseur au palla-
dium. On concentre le filtrat sous vide jusqu'a un sirop. On applique
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le sirop dans du chloroforme 4 une colonne de 10 x 2 cm contenant
du gel de silice Grace and Davison qualité 62. On élue la colonne
avec un gradient par degrés allant du chloroforme 4 une mélange
9,5/0,5 de chloroforme et de méthanol. On réunit les fractions princi-
pales et on évapore le solvant. On dissout I'huile résultante dans de
I'acétate d’éthyle et on ajoute 1 ml de dicyclohexylamine. On recueille
le précipité résultant et on le séche, ce qui donne 2,6 g (65%) du com-
posé cité en titre, p.f. 142-146°C. [a]}5= +46,3° (C=0,5, MeOH).

D. No-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-alanylglycyl-L-a-méthyl-
phénylalanylamide.

On neutralise le produit de la partie C (2,0 g, 0,0027 mol) avec un
mélange d’acétate d’éthyle et d’acide citrique 0,75N. On sépare la
couche organique résultante, on I'extrait avec de I'eau, on la séche
sur sulfate de magnésium et on I’évapore sous vide jusqu’a une huile
(1,5 g). On dissout I'acide libre résultant dans 30 ml de DMF et on
refroidit la solution & 0°C dans un flacon sous pression. On ajoute
560 mg (0,0027 mol) de DCC et on agite le mélange pendant4h 4
0°C, puis pendant 3 h a la température ambiante. Puis on refroidit le
flacon & —78°C et I'on ajoute 30 ml d’ammoniac anhydre. On ferme
a nouveau hermétiquement le flacon et on laisse le mélange sous agi-
tation a la température ambiante pendant 48 h. On refroidit le mé-
lange & —78°C, on ouvre le flacon et on laisse 'ammoniac s’évaporer
a la température ambiante. Puis on évapore le solvant sous vide. On
dissout le résidu résultant dans de I"acétate d’éthyle et on extrait
d’abord la solution d’acétate d’éthyle avec de I'acide citrique 0,75N
puis avec de ’eau. On seche la solution sur sulfate de magnésium et
on évapore le solvant sous vide. On dissout le résidu dans du chloro-
forme et on I'applique sur une colonne de 3 x 45 cm de gel de silice
Grace and Davison qualité 62. On élue la colonne avec un gradient
par degrés allant du chloroforme a un mélange 9/1 de chloroforme et
de méthanol. On réunit les fractions sur la base du profil en CCM, et
’on obtient aprés évaporation du solvant 1,1 g (72%) du composé
cité en titre. [o]35= —26° (C=0,4, MeOH).

Analyse des aminoacides, trouvée: Gly, 0,99; Ala, 1,00; Tyr,
0,99; NH;, 1,12,

E. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-L-a-méthylphénylalanylamide.

A 20 ml d’'un mélange de gaz chlorhydrique 1N dans de I'acide
acétique glacial et contenant 0,3 ml d’anisole, on ajoute 900 mg
(0,0016 mol) du produit de la partie D. On agite le mélange a la tem-
pérature ambiante pendant 30 min, puis on le verse dans de I’éther.
On recueille le précipité résultant et on le séche (720 mg). On dissout
le solide dans suffisamment de solution-tampon aqueuse (1% de py-
ridine et 0,05% d’acide acétique) pour obtenir un volume de 5 ml et
on applique la solution sur une colonne de 2,5 x 99 cm de DEAE-
Sephadex A-25 (acétate) qui a préalablement été équilibrée avec le
méme tampon. On contrdle 'éluat & 280 nm et 'on combine les frac-
tions appropriées qu’on lyophilise. Une nouvelle lyophilisation dans
de I’acide acétique & 10% puis une lyophilisation dans un mélange &
75/25 d’eau et d’acétonitrile donne 400 mg du composé cité en titre.
[a]3=+23,9° (C=0,5, HC1 IN).

Analyse pour C,H; N0, (529,60):
C5897 H6,66 NI13,22
C59,02 Hé636 NI12,99

021,15%
021,41%

Calculé:
Trouve:

Analyse des aminoacides, trouvée: Tyr, 0,96; Ala, 1,01; Gly,
1,00; NH3, 1,03.

Exemple 3:
Préparation de I'acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-n-propyl-L-
phénylalanylamide.
A. Na-t-butyloxycarbonyl-Na-n-propyl-L-phénylalanine.

A 70 ml de tétrahydrofuranne on ajoute 10,6 g (0,04 mol) de Na-
t-butyloxycarbonyl-L-phénylalanine. On ajoute le mélange résultant

goutte a goutte en 30 min a une suspension mécaniquement agitée de
0,12 mol d’hydrure de potassium dans 220 ml de tétrahydrofuranne
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et 0,5 g d’éther(6)-couronne(18) & 0°C sous atomsphére d’azote. On
agite le mélange pendant 10 min supplémentaires 4 0°C. On ajoute
goutte 4 goutte en 20 min une solution de 23,3 mi (0,24 mol) de 1-
iodopropane dans 40 ml de tétrahydrofuranne. On maintient le mé-
lange pendant 2% h 4 0°C, puis on ajoute goutte i goutte au mélange
11,5 ml supplémentaires (0,12 mol) de 1-iodopropane. On agite le
mélange pendant 2 h supplémentaires & 0°C, on ajoute 10 ml d’acide
acétique glacial et 'on agite le mélange pendant 10 min. Puis on verse
le mélange sur de la glace pilée. Puis on éléve a 8,0 le pH de la solu-
tion aqueuse résultante avec de I’hydroxyde de sodium 2N. On ex-
trait le mélange aqueux deux fois avec de P’éther, puis on I'acidifie &
pH 2,5 par addition de HCI 2N froid. Puis on extrait le mélange
aqueux avec de I'acétate d*éthyle. On extrait I’acétate d’éthyle une
fois avec de I'eau, on le séche sur MgSO, et on I'évapore sous vide
jusqu’a un sirop. On dissout le sirop dans 200 ml d’éther et on ajoute
8 ml (0,04 mol) de DCHA. On filtre le précipité et on extrait le filtrat
une fois avec de I'acide citrique 1,5N et de I’eau. On séche la couche
éthérée sur MgSO, et on I’évapore sous vide jusqu’a une huile. On
chromatographie 'huile sur une colonne de 40 x 3 cm de gel de silice
Grace and Davison qualité 62 dans du chloroforme. On élue le pro-
duit avec un gradient par degrés allant du chloroforme a un mélange
de 5% de méthanol dans du chloroforme. On isole le produit selon le
profil en chromatographie sur couche mince des fractions recueillies,
et ’on obtient 3,6 g (31% du rendement théorique) du composé cité
en titre. [o}35= —153,3° (C=1, MeOH). RMN §(—CO,H)=10,47;
8 (Me;C—)=1,50.

Analyse pour C,,H,,NO, (307,4):
Calcule: C66,43 HB820 N4,56%

Trouvé: C66,16 H799 N445%

B. Na-t-butyloxycarbonyl-Na-n-propyl-L-phénylalanylamide.

On dissout la No-t-butyloxycarbonyl-Na-n-propyl-L-phényl-
alanine (préparée dans la partie A) dans le N,N-dimeéthylformamide
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(DMF). On refroidit le mélange & —15°C et on ajoute un équivalent 35

de chloroformiate d’isobutyle, puis un équivalent de N-méthyl-
morpholine. On agite le mélange pendant 10 min & —15°C et I'on fait
barboter de Pammoniac anhydre dans le mélange pendant 30 min.
On agite le mélange résultant pendant 1 ha —15°C, puis on verse le
mélange dans un récipient contenant 200 ml de glace. On extrait la
solution aqueuse avec de I"acétate d’éthyle. On sépare la couche orga-
nique et on la lave successivement avec de P’acide citrique 1,5N, de
I’eau, du bicarbonate de sodium 1N et de 'eaun. Puis on séche la solu-
tion d’acétate d’éthyle sur MgSO, et on I’évapore sous vide pour ob-
tenir le composé cité en titre.

C. Na-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-analylglycyl-Na-n-propyl-L-
phénylalanylamide.

A 20 ml d’acide acétique glacial fraichement préparé contenant
du chlorure d’hydrogéne anhydre (1N) et 2 ml d’anisole on ajoute un
équivalent de No-t-butyloxycarbonyl-Na-n-propyl-L-phénylalanyl-
amide. On agite le mélange résultant 4 la température ambiante pen-
dant 30 min. Puis on verse le mélange dans de ’éther et on recueille et
on séche le précipité résultant. Puis on dissout le chlorhydrate dans
30 ml de DMF. On refroidit la solution & 0°C et on ajoute un équiva-
lent de dicyclohexylamine. On agite le mélange pendant quelques mi-
nutes, puis on ajoute un équivalent de No-t-butyloxycarbonyl-O-
benzyl-L-tyrosyl-D-alanylglycine (préparée comme dans 'exemple
1E), un équivalent de HBT et un équivalent de DCC. Puis on agite le
mélange réactionnel & 0°C pendant 2 h, puis 4 4°C pendant 24 h. On
refroidit le mélange 4 0°C et on le filtre. On concentre le filtrat sous
vide jusqu'a une huile que Pon redissout dans de 'acétate d’éthyle.
On extrait la solution d’acétate d’éthyle successivement avec du bi-
carbonate de sodium 1N, de I'eau, de I'acide citrique 0,75N froid et
de I'eau. On séche la phase organique sur sulfate de magnésium et on
la concentre sous vide jusqu’a une huile. On chromatographie I'huile
sur une colonne de 40 x 3 ¢m de gel de silice Grace and Davison qua-
lité 62 dans du chloroforme. On ¢€lue le produit en utilisant un gra-
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dient par degrés allant du chloroforme & un mélange de 10% de mé-
thanol dans du chloroforme. On isole le produit selon le profil en
chromatographie sur couche mince des fractions recueillies et I'on
obtient le No-t-butyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanyl-
glycyl-Na-n-propyl-L-phénylalanylamide.

On dissout le produit du paragraphe précédent dans 60 ml d’étha-
nol et I'on ajoute au mélange 1,5 g de 5% de palladium sur charbon
sous la forme d*une suspension aqueuse. On fait barboter de I'azote
dans le mélange réactionnel par un tube de dispersion de gaz pendant
environ 5 min, puis on fait barboter de ’hydrogéne gazeux pendant
6 h. Puis on purge le mélange réactionnel avec de I'azote et on enléve
par filtration le catalyseur au palladium. On concentre le mélange
sous vide jusqu’a un sirop. On dissout le sirop dans du chloroforme
et on 'adsorbe sur une colonne chromatographique de 40 x 3 cm
contenant du gel de silice Grace and Davison de qualité 62. On élue
le produit en utilisant un gradient par degrés allant du chloroforme 4
10% de méthanol dans du chloroforme et on I'isole selon le profil en
CCM des fractions recueillies et I’on obtient le composé cité en titre.
[0]3=—34,8° (C=0,5, McOH).

Analyse pour C3,H,;N;0, (597,7):
Calculé: C€62,29 H725 NI11,72%

Trouvé: C62,13 H724 NI11,70%

D. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-n-propyl-L-phénylalanyl-
amide.

On dissout 800 mg (1,34 mmol) du produit de la partie C dans
10 ml d’acide trifluoroacétique contenant 0,5 ml d’anisole. On agite
le mélange 4 0°C pendant 30 min. On lyophilise le mélange réaction-
nel. On dissout le solide dans suffisamment d’une solution-tampon
aqueuse (1% de pyridine et 0,05% d’acide acétique) pour faire 10 ml
et on applique la solution sur une colonne de 2,5 x 99 cm de DEAE-
Sephadex A-25 (acétate) que I'on a équilibrée avec le méme tampon.
On contrdle 'éluat 4 280 nm et 'on combine les fractions appro-
priées qu’on lyophilise. Une nouvelle lyophilisation a partir d’acide
acétique 1M donne 655 mg du composé cité en titre. [e]}5= —11,0°
(C=0,5, HCL IN).

Analyse pour C,H;3,N;0, (557,6):
C60,31 H7,05 NI12,56%
C60,23 H698 N12,49%

Analyse des aminoacides, trouvée: Tyr, 0,99; Ala, 1,00; Gly,
1,01; NHj, 0,96.

Calculé:
Trouvé:

Exemple 4:

Préparation de I'acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-éthyl-L-
phénylalanylamide.
A. Na-butyloxycarbonyl-Na-éthyl-L-phénylalanine.

A 70 ml de tétrahydrofuranne on ajoute 10,6 g (0,04 mol) de No-
butyloxycarbonyl-L-phénylalanine. On ajoute le mélange résultant
goutte & goutte en 30 min 4 une suspension agitée mécaniquement de
0,12 mol d’hydrure de potassium dans 220 ml de tétrahydrofuranne
et 0,5 g d’éther(6)-couronne(18) a 0°C sous atmosphére d’azote. On
agite le mélange pendant 10 min supplémentaires 4 0°C. On ajoute
goutte a goutte en 20 min une solution de 19,4 ml (0,24 mol) d’iodure
d’éthyle dans 40 ml de tétrahydrofuranne. On maintient le mélange
pendant 4 h 4 0°C. On ajoute au mélange en deux portions égales
19,4 ml (0,24 mol) supplémentaires d’iodure d’éthyle. On agite le meé-
lange pendant 2 h supplémentaires & 0°C, puis on ajoute 10 ml
d’acide acétique glacial. Aprés avoir agité le mélange pendant
10 min, on le verse sur 400 m! de glace pilée. On éléve 4 8,0 le pH de
la phase aqueuse résultante par addition d’hydroxyde de sodium 2N.
On extrait le mélange aqueux deux fois avec de I’éther, puis on I'aci-
difie 4 pH 2,5 par addition d’acide chlorhydrique 2N froid. Puis on
extrait le mélange aqueux avec de 'acétate d’éthyle. On lave 'extrait
avec de I'eau, on le séche sur MgSO, et on I'évapore sous vide jus-
qu’a un sirop. On dissout le sirop dans 200 ml d’éther et 'on ajoute
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8ml (0,04 mol) de DCHA. On filtre le précipité et on extrait le filtrat
avec de I'acide citrique 1,5N et de 'eau. On séche la couche éthérée
sur MgSO, et on I'évapore sous vide, ce qui donne 4,6 g (39% du
rendement théorique) du composé cité en titre. RMN § (phényle)=
7.2; 5
0]
I

5 (Me,COC—) = 1,4.

B. Na—t-butyloxycarbonyl-Na-ézhyl—L-phénylalanylamide.

On dissout 4,3 g (0,0146 mol, préparé dans la partie A) de No-t-
butyloxycarbonyl-Na-éthyl-L-phénylalanine dans 60 ml de N,N-
diméthylformamide. On refroidit le mélange 4 0°C et on ajoute 3,0 g
(0,0146 mol) de N,N"-dicyclohexylcarbodiimide. On agite le mélange
réactionnel pendant 2 h 4 0°C, puis pendant 72 h i la température
ambiante. Puis on refroidit le mélange 4 0°C et on le filtre. On con-
centre le filtrat sous vide jusqu’a une huile que I'on redissout dans de
P'acétate d’éthyle. On extrait la solution avec du bicarbonate de so-
dium IN, de I'eau, de I'acide citrique 1,5N froid et de I’eau. On séche
la phase organique sur MgSO, et on la concentre, ce qui donne
3,93 g(91% du rendement théorique) du composé cité en titre. [a]5
=—101,51° (C=1, MeOH).

Analyse pour C, sH,,N,0, (292,4):
Calculé: C6573 HS27 N9,58% 2
Trouve: C66,03 HS8,13 N9,85%
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C. Chlorhydrate du Na-éthyl-L-phénylalanylarhide.

On dissout 3,5 g (11,95 mmol, préparé dans la partie B) de No-t-
butyloxycarbonyl-No-éthyl-L-phénylalanylamide dans 40 ml d’acide
acétique glacial fraichement préparé contenant du chlorure d’hydro-
géne anhydre (IN) et 1,5 ml d’anisole, et 1,5 ml de (C,H,);SiH. On
agite le mélange résultant 4 la température ambiante pendant 30 min.
Puis on verse le mélange dans de Iéther et on recucille le précipité ré-
sultant que 'on séche, ce qui donne 2,6 g (96% du rendement théori-
que) du composé cité en titre, p.f. 276-277°C.

Analyse pour C,;H, N,0C! (227,7):
Calcule: C58,02 H7,08 N12,30%
Trouvé: C57,97 H726 N12,54%
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D. Ne-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-éth 1yl-L-
phénylalanylamide.

A 50 ml de DMF, on ajoute 1,14 g (0,005 mol) du chlorhydrate de
No-éthyl-L-phénylalanylamide (préparé dans la partie C). On refroi- 45
dit le mélange 4 0°C, puis on ajoute 2,95 g (0,005 mol) du sel de
DCHA de No-t-butyloxycarbonyl-L-tyrosyl-D-alanylglycine. On
agite le mélange 4 0°C pendant 5 min, puis on ajoute 675 mg (0,005
mol) de HBT et 1,03 g (0,005 mol) de DCC. On agite le mélange réac-
tionnel 4 0°C pendant 6,5 h, puis 4 la température ambiante pendant 50
20 h. On refroidit le mélange a 0°C et on le filtre. On concentre le fil-
trat sous vide jusqu’a une huile que I’on redissout dans de I'acétate
d’éthyle, on I'extrait avec du bicarbonate de sodium IN, de 'eau, de
I'acide citrique 1,5N froid et de I'eau. On séche Ia phase organique
sur MgSO, et on la concentre sous vide jusqu’a une huile. On chro-
matographie I'huile sur une colonne de 40 x 3 cm de gel de silice
Grace and Davison qualité 62 dans du chloroforme. On &lue le pro-
duit en utilisant un gradient par degrés allant du chloroforme 4 un
mélange de 15% de méthanol dans du chloroforme. On isole le pro-
duit selon le profil en CCM des fractions recueillies et I'on obtient
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1,13 g (39% du rendement théorique) du composé cité en titre. [elFs
—21,0°(C=0,5, MeOH).
Analyse pour C;,H,, N0, (583,7):
Calcule: C61,73 H7,08 N12,00%
Trouvé: C60,35 H7,26 N11,25%

E. Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-éth 1yl-L-phénylalanyl-
amide.

On dissout le produit de la partie D (1 g; 1,71 mmol) dans 1 ml
d’acide trifluoroacétique contenant 3 ml d’anisole et 3 ml de
(C,H;);SiH. On agite le mélange 4 0°C pendant 30 min. Puis on
verse le mélange dans de I'éther et on recueille le précipité résultant
que 'on séche (660 mg). On dissout le solide dans suffisamment
d’une solution-tampon aqueuse (1% de pyridine et 0,05% d’acide
acétique) pour faire 10 ml et on applique la solution sur une colonne
de 2,5x 90 cm de DEAE-Sephadex A-25 (acétate) que 'on a équili-
brée avec le méme tampon. On contrdle I'éluat 4 280 nm et I'on réu-
nit les fractions appropriées quon lyophilise. On dissout le solide
dans 10 ml d’acide acétique 0,2M et on chromatographie la solution
sur une colonne de 2,5 x 99 cm de Sephadex G-10 que I'on a équili-
brée avec le méme solvant. On contrdle I'éluat 4 280 nm et I'on com-
bine les fractions appropriées qu’on lyophilise pour obtenir 448 mg
(48% du rendement théorique) du composé cité en titre.
[o}F=—10,6°(C=0,5, HCI IN).

Analyse pour C,,H;,N;0, (543,6):

Calcule: C59,65 HG6,86 N12,88%

Trouve: C35941 H726 NI13,18%

Analyse des aminoacides, trouvée: Tyr, 1,03; Ala, 0,99; Gly,
0,97; NH,, 0,98.

Les composés de formule (I) sont utiles en tant qu’analgésiques.
Lactivité analgésique des composés de formule (I) est démontrée par
Iessai de plaque chauffante sur la souris. Dans cet essai, on place une
souris & 'intérieur d’un cylindre vertical en matiére acrylique com-
prenant, comme base, une plaque chauffante qui est maintenue a
52°C. Dans cet essai, on administre 4 la souris par injection sous-
cutanée une quantité prédéterminée du composé d’essai dissous ou en
suspension dans un support approprié. On laisse s’écouler une pé-
riode prédéterminée aprés I'administration du composé d’essai, puis
on place la souris sur la plaque chauffante. On enregistre les temps de
latence en secondes avant 'apparition de deux phénoménes distincts.
On enregistre d’abord le temps de latence avant que la souris ne sou-
léve ses pattes arriére et ensuite le temps de latence avant que la sou-
ris ne saute de la plaque chaude. Un agent qui présente une activité
analgésique produit une augmentation de ces deux temps de latence
par rapport a des souris témoins qui regoivent des injections seule-
ment du support. Cela doit se produire dans un intervalle de doses
qui ne produit pas d'incoordination motrice ou d’impossibilité physi-
que. Les tableaux suivants donnent les résultats obtenus dans cet es-
sai, en les comparant avec un témoin de solution saline. Le tableau I
donne le temps de latence jusqu’au soulévement des pattes arriére et
le tableau IT donne le temps de latence jusqu’au saut que fait la souris
pour tenter d’échapper 4 la plaque chauffante. Les critéres pour un
effet analgésique affirmatif sont les suivants: Ie temps de latence pour
le soulévement de Ia patte arriére ou le saut pour un animal traité
doit étre égal ou supérieur au temps de latence témoin moyen plus
deux écarts types de la moyenne. Chaque résultat fourni dans les
tableaux I et I représentent la valeur moyenne plus ou moins I'erreur

type.
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Tableau I

Activité analgésique
Temps de latence jusqu’au soulévement des pattes arriére (s)

Temps
Composéb | écoule Dose (mg/kg)?

(min)
Témoin 0,3 1 3 10 30
A 15 26,6+1,7 — — 33,242,23 | 114,4+24,4> | —
15 31,4+3,1 — 33,3422 48,1+7,63 — —
15 33,4422 — — — 101,7£159t | —
30 32,0127 — — — 71,2+ 7,1 | —
60 28,240,9 — — — 462+ 6,32 | —
90 28,2+0,9 — — — 32,0+ 3,5 | —
15 269+3,1 29,4+2,7 — — — —
15 250419 34,0+1,5? — — — —
120 28,017 — — — 3024+ 29 | —
B 15 292+1,7 — — 35,7+2,3% | 634+12,6° | —
15 31,4+1,7 — 348425 40,5+2,7% — —
30 29,8+6,9 — — — 59,4410,03 [ —
60 29,846,9 — — — 434+ 6,1 —
15 250+1,9 31,9+1,9 — — — —
60 30,0£2,6 — — — 37,0+ 38 | —
90 30,0+2,6 — — — 30,1+ 39 | —
120 23,7414 — — — 296+ 36 | —
120 28,04+1,7 — — — 258+ 1,6 —
C 15 26,441,8 32,9+2,33 32,4+243 — — —
15 26,1£1,7 — — 35,242,772 | 58,1+ 51t | —
D 15 30,2427 32,0127 42,24+3,9% — — —
15 25,7+1,1 — — 54,247,21 | 240,0+ 0! —

Tableau II
Activité analgésique
Temps de latence jusqu’au saut (s)
Temps
Composé? | écoulé Dose (mg/kg)?

(min)
Témoin 0,3 1 3 10 30
A 15 484+ 4,7 — — 133,1+14,81 | 2222+ 9,1' | —
15 62,1+ 9,1 — 126,5+ 5,7 | 140,4+19,0! — —
i5 80,2+ 7,4 — — — 23734+ 2,7V | —
30 60,2+ 6,1 — — — 189,24+12,8 [ —
60 80,5+ 8,8 — — — 105,04+142 | —
90 80,54 8,8 — — — 110,24+ 9,83 | —
15 73,7+ 6,9 | 126,24+14,72 — — — —
15 63,7+ 9,1 | 107,0+ 81! — — - —
120 69,8+ 4,2 — — — 104,74+ 7,00 | —
B 15 438+ 5,5 — — 152,4+17,5* | 2262+ 7,7' | —
15 62,9410,3 — 112,2421,2° | 14434132} — —
30 73,8+14,6 — — — 218,3+164 | —
60 73,8+14,6 — — — 89,4+ 16,7 _
15 63,7+ 9,1 | 130,7+15,8" — — — —
60 59,2+ 58 — — — 84,3+13,2% | —
90 59,2+ 5.8 — — — 89,4+ 7,5 | —
120 794+ 57 —_ -— — 104,14+ 58% | —
120 69,84 4,2 — — — 126,4+11,7* | —
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Tableau II (suite)
Temps
Composéb | écoulé Dose (mg/kg)?
(min)
Témoin 0,3 1 3 10 30
C 15 62,7+ 7,5 | 118,9+15,5% | 120,6+14,2! — — —
15 75,6+ 5,7 — — 1550+£17,9' | 237,6+ 24! | —
D 15 638+ 7,7 | 121,2+15,7% | 185,1 415,01 — — —
15 9.1+ 7,7 — — 218,4+16,21 | 240,04+ 01 -—

2 Les numéros 1, 2 et 3 apparaissant en indices supérieurs indiquent que le résultat est significatif respectivement
aP<0,001, P<0,01 et P<0,05.

b Les lettres représentent les composés suivants:

A Acetate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-méthyl-L-phénylalanylamide.

B Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-L-a-méthylphénylalanylamide.

C Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-n-propyl-L-phénylalanylamide.

D Acétate du L-tyrosyl-D-alanylglycyl-Na-éthyl-L-phénylalanylamide.
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