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Dans le prevet principal ont été déerits de nouveaux dipeptides

de formule générale :

R-CO- NHwCH~CO~NH~CH=~CO - R1 . .
. , (1)
CH3 C}-IQCH2 - CO - R1

éventuellement leurs sels non toxiques, leur préparation et les médica-
ments qui les contiennent. ' '

Dans la formule générale (I),
R - CO représente un reste d'acide gras etr
les symboles Ri' identiques ou différents, représentent uniradical hydroxy
ou amino ou un radical alcoyloxy contenant de 1 & 4 atomes de carbone
éventuellement substitué par un radical phényle ou nitrophényle, étant
enterndu que 1'alanine [NHE-CH(CHB)COOHU est sous forme L et que 1'acide
glutamique [NH,-CH(CH,CH,COOH)COOH] ou ses dérivés (amides, esters) sont

sous forme D,

Dans le reste d'acide gras R-CO, R représente un atome d'hydro-
géne ou un radical alcoyle contenant de 1 a 44 atomes de carbone (éventuel-
lement substitué par un radical hydroxy, phénylerou cyclohexyle), un
radical alcényle contenant de 2 & 29 atomes de carbone et pouvant contenir
plus d'une double liaison, ou un reste d'acide mycolique tel que rencontré
dans la structure de la paroi bactérienne des mycobac%ériés; de Noéardié
ou de corynébactéries, T

les nouveaux produits de formule générale (i)VSOnt'ﬁafticulié-
rement utiles comme adjuvants ihmunologiques'et comme immmostimulants.

Ia présente addition a pour obJjet un procédé de préparation des

produits de formule générale (I) dans laquelle 1les symbples R,, ldentiques

1
ou différents, représentent un radical hydroxy ou amino, 1'un au moins
étant un radical hydroxy et R est défini comme précédemment, par synthese

peptidique de Merrifield en phase solide,

Selon la présente addition, les produits de formule générale (I)

peuvent Etre obtenus en réalisant la succession des phases suivantes :

1) fixation du groupement &- ou y— carboxylique de 1l'acide D glutamique
dont la fonction amine est protégée et dont la fonction Y- ou ¥—carbo-

xylique, seion le cas, est protégée sous forme d'amide ou d'ester, sur
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un support approprié,
2) éiimination du groupement protecieur de la fonction amine sans toucher
4 la liaison acide glutamique-support et, éventuellement, & la fonction

ester du deuxidme groupement carboxylique de 1'acide D glutamique,

3) condensation de la L alanine, dont la fonction amine est protégée par
un groupenment protecteur convenable, sur 1'acide D glutamique fixé sur

son support,

4) élimination du groupement protecteur de la fonction amine du reste
L -alanyle sans toucher a la liaison acide D glutamique-support et, éven-
tuellement, & la fonction ester du deuxizme groupement carboxylique de

1'acide D glutamique,
5) condensation de 1'acide gras sur le dipeptide-support obtenu,

6) coupure de la liaison acide D glutamique-support avec éventuellement
élimination du groupément protecteur de la fonetion @- ou y—carboxylique

de 1'acide glutamique, et
7) séparation du dipeptide de formule générale (I) ainsi obtenu.

Iles supports qui conviennent particuligrement bienrsont les
copolymeres styréne-divinylbenzene ghlorométhyiés ou hydroxyméthylés., De
préférence, les copolymeres styr2ne-divinylbenzene (98-2 ou 99-1) chloro-
méthylés sont utilisés.- 7 7

La fixation de l'acide D glutamique convenablement protégé sur
le support ehlorométhylé s'effeetue selon les méthodes habituelles en
faisant réagir 1'aminoacide, en solution dans un solvaht organique tel
que 1'éthanol, sur la résine en présence d'une base organique telle qué
la triéthylamine. Il est particulidrement avantageux de chauffer le
mélange réactionnel jusqu'a une températuré voisine de la température

d'ébullition du solvant.

Les groupemengs protecteurs de la fonetion amine et,'éventuel-
lement, d'une des fonctions acides de 1'acide D glutamique doivent €tre
choisis de telle manigre que 1'élimination du groupement protecteur de la
fonetion amine s'effectue sans toucher ni 4 la liaison aminoacide-support

ni au groupement protecteur de la fonction acide.
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Généralement, la fonction acide de 1'acide D-glutamique qui
doit 8tre protégée, est sous la forme d'ester benzylique qui s'élimine
en milieu acide au moyen, par exemple, d'un mélangeracide bromhydrigque-~
acide trifluorocacétique anhydre et le groupement protecteur de la fonqﬁion
amine est le radical t-butyloxycarbonyle qui s'élimine, par exemple, au

moyen d'un mélange acide trifluoroacétique-chlorure de méthylzne.,

La L alanine, dont la fonetion amine est protégée, de préférence
par un groupement t-butyloxycarbonyle, est condensée sur 1'acide D gluta-
mique~support selon les méthodes habituelles utilisées en chimie pepti-

dique.

Généralement la réaction est effectude en présence d'un agent
de condensation tel que le dieyclohexylcarbodiimide, dans un solvant

organique tel que le chlorure de méthylene.

L'élimination du groupement protecteur de la fonction amine du
reste L-alanyle s'effectue dans les. conditions indiquées précédemment
pour 1'élimination du groupement protecteur de la fonction amine de

1'acide D glutamique.

L'acide gras est condensé sur le dipeptide-support.ainsi obtenu
selon les méthodes habituelles et en particulier selon celle qui est indi-
quée précédemment pour la condensation de la L alanine sur 1*'acide D glﬁ—

tamique~-support.

Ia coupure de la liaison acide D glutamique-support, qui est
de nature ester benzylique, et éventuellement 1'éIimination du groupement
protecteur de la fonction carboxylique de 1'acide D glutamique sont ]
généralement effectuées simultanément. De préférence on utilise un mélange
acide bromhydrique-acide trifluoroacétique anhydre.

Ie produit de formule générale (I) est séparé du mélange réac-
tionnel selon les méthodes habituelles. Le support est séparé par filtra-
tion et le dipeptide de formule générale (I) est sép;ré du filtrat aprds
concentration 4 sec et apréds purification selon les méthodes physico- '

chimiques.
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Selon une variante du procédé de la présente addition, il est
possible ve condenser sur L'acide D glutamique-support la L -alanine dont
la fonction amine est protégde par un resie d'acide gras tel que défini
précédemment. Dans ces conditions, la coundensation de la L-alanine sur
1'aeide D glutamigue-suppurt conduit directement au produit de formule
sénérale (I) qui est séparé apres coupure de la liaison acide b glutami-
que-support, et élimination éventuelle du groupement protecteur de la

fonction acide de l'acide L glutamique.

Selon une variante du procédé de la présente addition, il est
pussible de fixer sur le support appfoprié le dipeptide provenant de la
condensation de la L alanine sur 1'acide D glutamique, puis'de condenser
1'acide gras sur le dipeptide ainsi fixé et enfin séparer le produit
obtenu. Lors de la fixation du dipeptide sur le support, il est nécessaire
de protéger la fonction amine du reste L alanyle et €éventuellement la
la fonetion <-acide de l'acide D glutamique en utilisant de préférence
les groupements proteéteurs indiqués précédemment. Dans ces.conditions,
la condensation de 1'acide gras sur le dipeptide fixé suf son support,
dont le groupement protecteur de la fonction amine a été éliminé, conduit
directement au produit de formule générzle (I) qui est séparé aprds cou-
pure de la liaison acide D glutamigue-support et élimination éventuelle

du groupement protecteur de la fonction acide de 1'acide D glutamiéue.

Ies dipeptides de formule générale (I) obtenus selon le procédé
de la présente addition peuvent 8&tre éventuellement purifiés par des
méthodes physiques telles que la cristallisation ou la chromatographie
et &tre transformés en sels métalliques ou en sels d'addition avec les

bases azotées.

les exemples sulvants, donnés & titre non limitatif montrent
comment 1'invention peut éfre mise en pratique. les produits obtenus
peuvent former des complexes avec les métaux alcalins ou alcalino-terreux;
il en résulte que les résultats de 1'analyse élémentaire peuvent sensi-
blement s'écarter des valeurs théoriques. Cependant la structure des pro-
duifs est confirmée par le rapport C/N qui est en accord avec la théorie,
par la teneur en aminoacides et par.leur homogénéité en chromatographie.

sur couche mince de silicagel,

>
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Exemple 1 -

© A une solution de 6,07 g de N-t-butyloxycarbonyl «-L glutamate
de benzyle dans 70 ¢m? d'éthanol, on ajoute 12,5 g de copolymére styrdne-
divinylbenz2ne (98-2) chlorométhylé contenant 1,2 milliéquivalent de chlore
par gramme, On agite le mélange réactionnel pendant 1/4 heure & 28°C. On
ajoute alors 2,25 cm’ de triéthylamine et on agite le mélange réaction-
nel pendant 65 heures & 78°C. le polymere est filtré; lavé-Suécessivement
par 3 fois 300 em3 au total d'éthanol et %.fois 300 cm> au total de chlo-
rure de méthyl2ne, puis séché sous pression réduite (20 mm de ﬁercure) a
40°C, On obtient ainsi 17 g de Oi—benzyl N;t.-butyloxycarbonyl D gluta-

myl-polymeére, L'alanine est condensée sur le O1

-benzyl N-t.-butyloxycar-
vonyl D glutamyl-polymere en effectuant la suite d'opérations suivantes
dans un réacteur muni d'un agitateur et, & sa base, d'un filtre én verre

fritté,

1) On effectue 3 lavages successifs du polymeére par 100 cm3 de chlorure
de méthyleéne & chaque fois. Chaque addition de solvant est sulvie d'une

agitation pendant 3 minutes, puis a'un essorage.

2) Ie groupement protecteur t.-butyloxycarbonyle de 1'acide glutamique est
ensuite éliminé par addition de 100 cm3 d'un mélange acide trifluoroacéti-
que~chlorure de méthyl¥ne (1/1 en volumes), phis agitation'pendant 20

minutes et enfin essorage.

%) la résine est alors lavée successivement par :
a) 3 fois 100 cm3 de chlorure de méthyldne,
b) 3 fois 100 em3 de méthanol, _
¢) 3 fois 100 cm3 de chlorure de méthyléne
en agitant pendant 3 minutes apr2s chaque additlion de solvant et en eéso-

rant & chaque fois.

4) On neutralise alors le polymere par addition de 100 em3 d'un mélange
chlorure de méthylene-N-méthylmorpholine (9/1 en volumes), agitation -

pendant 10 minutes puls essorage.

5) 1a résine est lavée ensuite par :
% fois 100 cm3 de chlorure de méthylene
en agitant pendant 3 minutes apr2s chaque additlon de solvant et en esso-=

rant & chaque fois.
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) un ajoute alors successivement

a) 3,76 g de N-t.-butyloxycarbonyl L -alanine en solution dans 50 em3
de chlorure de méthyléne et on agite pendant 10 minutes;

b) h,ij g de dicyclohexylcarbodiimide en -solution dans 50 .cm3.de

chlorure de méthylegne, on agite pendant 20 heures et essore,

7) On lave la résiné sucecessivement par :
-a) 3 fois 100 em3 de chlorure de méthyléﬁe
b) 3 fois 100 cm3 d'acide acétique
c¢) 3 fois 160 cm’3 de chlorure de méthyléne' R

en agitant pendant 3 minutes apreés chaque éddition de solvant et en

essoruant a chaque fols,

On obtient ainsi le Ol—benzyl N-(t.-butyloxycarbonyl L alanyl)-
D glutamyl-polymere.

L'acide heptadécanoTque est condensé sur le dipeptide~polymbre
en répétant les opérations 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7. L'opération n°% est
modifiée comme suit : 7 . 7
On ajoute successivement :

a) 5,4 g d’acidevheptadécanoIQue en sclution dans 50 em3 de chlorure
de méthyléneret on agite pendant 107minutes; h '

b) 4,ij é de dicyclohexylecarbodiimide en.solutioﬁ dans 50 cm3 de chlo-
rure de méthyl2ne, on agite pendant 20 heures et on essore.

On obtient ainsi le Oifbénzyl;N-(N-heptadécanoyl L alanyl)-D

glutamyl-polymeére, 7

Ce polymére est mis en suspension dans 100 cni3 d'acide trifluoro-
acétique contenu dans un réacteur muni d'un agitateur et, & sa base, d'un
filtre en éerre ffitﬁé. Dahs cette suSpension, on fait passer un courant
d'acide bromhydrique pendant 90 minﬁtes. Ensuite, on essore la résine et
on la lave 3 fols par 300 em® au total d'acide acétique en agitant pendant
3 minutes aprés chaque addition de 1'acide acétique et en essorant &.
chaque fois. Les filtrats sont réunis et concentrés a sec sous - pression

réduite (20 mm de mercure) i 50°C.

Ie résidu ainsi obtenu est mis en suspension dans 30cm3 d'acétate
d'éthyle, séparé par filtration, lavé 2 fois par 60 cm3 au total d'éther
et séché. On obtient ainsi 1,97 g de solide que 1l'on chromatographie sur
une colonne de 2,2 cm de diamdtre contenant 40 g de gel de silice neutre
(0,04-0,063 mm).
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On élue successivement par 350 cm? d'un mélange cyclohexane-acé-
tate d'éthyle (1/1 en volumes), 400 em3 d'acét;te d'éthyle, 700 e¢m3 d'un
mélange acétate d'éthyle-acide acétique (95/5 en volumes), 950 ¢m3 d'un
mélange acétate d'éthyle-acide acétique (90/10 en volumes), 750 em% d'un
mélange acétate d'éthyle-acide acétique (80420 en volumes) et 1,6 litre
d'acide acétique en recueillant des fractions de 50 ecm3. Les fractions
65 & 94 réunies, sont concentrées & sec sous pression réduité (20 mm de
mercure) & 50°C, On obtient ainsi 0,88 g d'acide N-heptadécanoyl -L alanyl-
D glutamigue. '

Rf = 0,61 [silicagel; n-butanol-pyridine-acide aeétiqﬁe-eau (50/20/6/24

en volumes )]

Analyse : calculé % :C 63,80 H 9,85' N 5,95
trouvé % 60,1 9,3 - 5,8
Cendres sulfuriques  : 5,6 %,

Exemple 2 =

En’opérant de la méme munidre et a partir de matidres premidres
convenables, les produits suivants sont préparés . '
acide N-lauroyl L alanyl-D glutamique fondani & 138-142°C;
acide N-(phényl-5 valéryl)-L alanyl-D glutamique fondant entre 135 et
140°C (fusion pSteuse);
acide N-arachidonoyl L alanyl-D glutamique fondant vers 90°C (fusion
pSteuse ). o
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HEVENDICATIONS

1. Procédé de préparation de dipeptides de formule générale :

R-CO-NH~CH=~CO=-Ni~CH=-CO~ Bl

CH3 CHéCH2 - €0 - Rl

dans laquelle les symboles R identiques ou différents, représentent

un radical hydroxy ou amino,ll'un au moins étant ua radical hydroxy et
R-CO- représente un reste d'acide gras dans lequel R est un atome d'hydro-
gene ou un radical alcoyle contenant de 1 & 44 atomes de carbone'(éven—
tuellement substitué par un radical hydroxy, phényle ou eyclohexyle), un -
radical alcényle cpntenanf de 2 4 29 atomes de carbone et pouvant contenir
plus d'une double liaison, ou un reste d'acide mycolique, étant entendu que
1'alanine est sous forme L etrque 1'acide glutamique est sous forme D,
caractérisé en ce que 1'on fixe sur un supéort approprié le groupement

«- ou y—carboxylique de 1'acide D glutamique dont la fonction amine est
protégée et dont la fonction y- ou a—carboxylique selon le cas est pro-
tégée sous forme d'amide ou d'ester, élimine le groupement protecteur de
la fonction amine sans toucher a la liaison acide D glutamique-support,
condense la L alanine dont la fonction amine est protégée sur 1l'acide

D glutamique-support, puis éventuellement élimine le groupement protecteur
de la fonction amine du reste L alanyle et condense l'acide gras sur le
dipeptide-support, coupe la liaison acide D zlutamigque-support et élimine
le cas échéant le groupement protecteur de la fonction acide de 1'acide

D glutamique et isole le produit obtenu.

2. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le
support est un copolymére styréne-divinylbenzéne chlorométh&lé ou hydroxy-
méthylé,

3. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le
groupement protecteur de la fonction amine de 1'acide D-glutamique est
le radical t,.-butyloxycarbonyle et que la fonction a~-acide de 1'acide

D glutamique est protégée sous forme d'amide ou d'ester benzylique.
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4, Procédé selun la revendication 1 caractérisé en ce que, le
groupement protecteur de la fonction amine de la I-~alanine étant le
radical t.-butyloxycarbonyle, on élimine ce groupement protecteur puls

condense 1l'acide gras et isole le produit obtenu,

5. Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que, la
fonetion amine de la L-.alanine étant protégée par un reste d'acide gras,

on condense la L-alanine ainsi protégée puis on isole le dipeptide obtenu.

6. Procédé de préparation d'un dipeptide tel qu'il est défini
dans la revendication 1 caractérisé en ce que 1'on fixe sur un support
approprié le dipeptide provenant de la condensation de la I.-alanine sur
i'acide D glutamique puis on condense 1'acide gras sur le dipeptide ainsi
fixé et on isole le produit obtenu. '



