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NOUVEAUX DERIVES DE L'a,a'-TREHALOSE ET MEDICAMENTS LES
CONTENANT

L'invention est relative 3 de nouveaux composés
doués de propriétés biologiques et pharmacologiques de
grande valeur, et notamment parmi ces produits 3 ceux qui
présentent des propriétés régulatrices des mécanismes immu-

5 nitaires.

"~ L'invention concerne aussi les applications de
ces nouveaux produits, ainsi que les compositions spéciale~-
ment appropriées 3 leur mise en oeuvre. '

Les composés selon l'invention sont des dérivés

10 de 1l'a-D-glucopyranosyl-a-D-glucopyranoside (o,a'-tréhalose),
substitué asymétriquement sur ses deux fonctions alcools
primaires, en position C-6 de chacun des monosaccharides
constituants, selon la formule générale

D
XI-XZ—NH-CH—COR2

i
CH,
éo-xq-.o

o |
OH fol (1)
HO “";

OH

o
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dans laquelle

' - R1 est un groupe lipophile comprenant au moins
30 atomes de carbone, de préférence de 60 i 90 atomes, notam-
ment un acide mycolique comprenant de 80 3 90 atomes de car-
bone ;

- R, est soit OH, soit un ester OR dans lequel R
est un radical comprenant de 1 3 10 carbones, soit un NH2,
les hydrogénes du groupe amino pouvant étre substitués par
des restes alcoyles de 1 3 4 carbones, un résidu aminoacyle
substltue ou non ;

- X1 est soit un hydrogéne, soit un résidu mura-
myle ou nor-muramyle ou homo-muramyle pouvant ou non &tre
substitué sur la fonetion amino en C-2 par des groupements
acétyle ou glycolyle, sur la fonction hydroxyle en C-U par
un groupement acyle comprenant au plus 4 carbones et sur la
fonection hydroxyle en C-6 par un groupement acyle comprenant
Jusqu'd 90 carbones ;

- X2 est un résidu aminoacyle du groupe <ompre-
nant : L-alanyle, L-arginyle, L-asparaginyl, L-aspartyle,

L-cysteinyle, L-glutaminyle, L-glutamyle, glycyle, L-histidyle,

L-hydroxyprolyle, L-isoleucyle, L-leucyle, L-lysyle, L-
méthionyle, L-ornithyle, L-phénylalanyle, L-prolyle,
L-séryle, L-thréonyle, L-tryptophanyle, L-tyrosyle et
L-valyle, l'atome d'azote de 1'él8ment de chaine caractéris-
tique -NH-GH-CO- dudit résidu aminoacyle &tant le cas
€chéant N- substitué par un groupe hydrocarboné, notamment
alcoyle, comprenant de 1 3 4 atomes de carbone ;

- X3 peut soit ne pas exister, soit &tre un rési-
du amlnoacyle du groupe indiqué ci-dessus ou bien un reste
hydrocarboné comprenant jusqu'i 10 carbones dans la for-
mule duquel se trouvent deux fonctions, telles que par
exemple alcool, amine ou carboxyle, aptes i 8tre couplées,
d'une part avec la fonection Y-carboxylique du résidu
D-glutamyle et,d'autre part, avec la fonction alcool en
C-6 du résidu glucopyranosyle.

Le groupe Xl peut plus particuliérement 8tre re-

présenté par la formule :

JUREAT
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dans laquelle :

-R, est un atome d'hydrogéne ou un groupe CH,,0H

3
ou CH

’ - R4 ext de 1l'hydrogéne ou un groupe acyle compre-
nant au plus 4 atomes de carbone;

- R6 est de lfhydrogéne ou un groupe acyle compre-
nant jusqu'a 90 atomes de carbone ; _

- R7 est un atome d'hydrogéne ou un radical méthyle
ou éthyle. '

Les composés préférés selon l'invention sont ceux
dans lesquels X2 est un résidu L-alanyle, -N-méthyl-L-alanyl
ou L-séryle.

Dans ces composés, le groupe R3 est plus particu-
liérement un groupe methyle.

Dans les composés selon l'invention, le groupe R7
est de préférence un atome d'hydrogéne ou un groupe méthyle.
De préférence encore, et dans les différentes classes de
composés envisagées ci-dessus, R, est un groupe amino ou
ester, notamment ester n-butylique.

D'une facon générale, 1'invention concerne égale-
ment encore a titre de composés préférés ceux dans lesquels
les groupes R4 et R6 sont tous deux de lfhydrggéne.

X3 est avantageusement un groupe L-alanyle.
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Les produits selon l'invention sont avantageuse-
ment fabriqués par réaction entre

un composé de formule

5 Ts-0

HO (ITI)
OH
10 0
Rl-O N
H ;7u ,
a
H
15 OH

dans laguelle Ts est un groupe tosyle, capable de réagir avec
le sel alcalin, par exemple de potassium d'une forction carbo-
xylique, et un composé de formule -

Xl—Xz-—NH-(‘ZH—COR

2
20 CHy (V)

dans laquelle :

_ -Xl, Xé et X3 ont les significations sus-indiquées,
25 1les autres fonctions du produit de formule IV, notamment

les fonctions amine, étant protégées de facon en soi connue.

Les dérivés de tréhalose de formule III peuvent

étre préparés selon la méthode décrite dans POLONSKY et al.

Carbohydr. Res. 65 (1978),295-300. -
30 : Les dérivés de formule IV peuvent également, de

leur coté, etre fabrigués par toute méthode générale connue,

par exemple celle décrite dans la demande de brevet européen

publiée n° 79400183.4 déposée le 20 mars 1979.




10

15

30

35

4o

W0-81/02576
5 PCT/FR81/00032

Des caractéristiques supplémentaires de l'invention
apparaitront encore au cours de la description d'exemples
de fabrication de composés préférés selon l'invention, de
leurs propriétés biologiques et des conditions dans les-
quelles ils peuvent étre mis en oeuvre, afin que se mani-
festent les différentes activités biologiques qui les carac-
térisent.
6~ (Boc-L-alanyl) 6'-(Mycoloyl) -«,<-tréhalose (I)

T

A 34 mg du sel de potassium de la Boc-l-alanine
(150 ymoles) et d 40 mg d'un éther du type de celui connu
sous la désignation "18-CROWN-6" solubilisés dans 2 ml de
benzéne anhydre, sont ajoutés 170 mg du 6, (tosyl) 6°
(mycoloyl)-a;a'-tréhaIODe (100 yumoles) en ¢olucvion dans
2 ml de benzéne. Le mélange réactionne! est porté & reflux
dahs des conditions rigoureusement anhydres, puils, eu bout
de 6 heures, concentré 2 sec. Le sirop ob%enu est chromato-
graphié sur une colunne de geli de silice &luée par le mé-
lange chloroforme-méthanol (7/1):132 mg.

6,~(L-alarvl) 6' (mycoloyl) —-X,<-tréhalose, chlorhydrate (II)
132 mg de (I) sont traités pendant 45 minutes pour
1'ml d'C1l N dans ltacide acétique glacial. Le mflarge réac-

tionnel est concentré 3 sec . 109 mg.

a,a-tréhalose (ILI) (ou DP-L-Ala-tréhalose mycolate)

A 25 mg de Bec-L-Ala-D-isoGln _(BLEFRANCIER ct
E. BRICAS, Bull. Soc. Chim. Biol, (1967, , _Ll_g, 135) dissous
dans 2 ml de THF anhydre sont ajoutés 10 ul de chlorofor-
miate d'éthyle et 6 pl de N-éthyimcrpnoline, 3 - 15°. Aprés

5 minutes, sont ajoutés au mélange réactionnel 109 mg de (II)
dissous dans 1 ml de THF-anhydre contenant 5 pl de W-méthyl-
morpholine. Aprés * heures 3 température ordinaire, le mé-
lange réactionnel est étendu par 50 ml d'un mélange acétate
d'éthyle-éther (1-1) et est lavé successivement avec HaHCO3
M, eau, acide citrique 10 %, eau. La phase organique est sé-
chée sur Nagsou et concentrée en un sirop (129 mg). Celui-

ci est purifié par chromatographie sur une colonne de gel

de silice &luée avec le mélange chlorofnrme-méthanol (l-1),

puis par chromatographie préparative sur couche mince de gel

de silice, développée dans le mé&lange clhiloroforme-&thancl SOREA S
(1-1) : 32,5 mg (17 %). OMPL_

I v —————
e WIPO
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6
6,-(L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanyl)g: (mycoloyl)« «—
tréhalose, chlorhydrate (IV)

32,5 mg de (III) sont traités pendant U5 minutes

par 1 ml 4'HC1l N dans l'acide acétique glacial. Le mélange
5 réactionnel est concentré 2 sec : 29 mg. Rf.

(chloroforme-m&thanol 4-1). Analyse élémentaire : caloulé

pour C107H203017Nu01, 2, SCHBCOOH, 1CHCl3 : C % 64, 0,1-H ¢

10,1-N % 2,6 - Trouvé : C % 64,11-H % 10,0-N % 2,4,

_6,- (N-acétyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutaminyl-L-alanyl)-6'

10 (mycoloyl)a,a-tréhalose (V) (ou MDP-L-Ala-tréhalose-mycolate)

A 66,5 mg de N-acétyl-muramyl-L-alanyl-D-isogluta-

mine (3) en solution dans 5 ml d'un mélange THF-DMF (1-1)
contenant 15 ul de N-méthylmorpholine, sont ajoutés 18 ul
de chloroformiate d'isobutyle, 3§ -15°. Aprés 5 minutes, on

15 ajoute 148 mg de (II) en solution dans 5 ml de THF, contenant
10 pl de N-méthylmorpholine. Aprés 2 heures, on ajoute
200 ul de KHC032,5 M, puis 60 ml-d'eau, 3 0°C. L'émulsion est
~extraite par un mélange éther-acétate d'éthyle (1-1), puis
par le chloroforme. Les deux phases organiques sank réunies

20 et concentrées 3 sec : 140 mg. Le produit est obtenu par
chromatographie sur colonne de gel de silice &luée par le
mélange chloroforme-méthénol (7-1) : 82,3 mg. ]a]%? = +38°,1
(O,8~CHC13) analyse élémentairg : calculé pour C121H229024N5,
BCHBCOOH:C % 65,79 - H % 10,47-N % 3,02 - Trouvé : C % 65,

25 32-H % 10,68-N % 3,25.

Propriétés biologiques

Les composés selon l'invention ont des'propriétés
immunostimulantes non spécifiques, notamment adjuvantes de l'innppité et
anti-infectieuses. Ils présentent également des propriétés

30 antitumorales 3 1l'égard de certains types de tumeurs, notam-
ment celles qui sont susceptibles d'étre traitées par des
injections intra-lé&sionnelles.

Les propriétés adjuvantes se retrouvent. plus parti-
culidrement dans les composés de l'invention dans lesquels le

35 groupe X1 est un dérivé du type muramique . Elles
peuvent 8tre mises en évidence notamment par l'administration
de ces substances au sein d'une émulsion eau dans l'huile
chez le cobaye vis-3~vis de 1l'ovalbumine. Les résultats sont
indiqués dans le tableau I ‘, par comparaison

k0 a u x propriétés adjuvantes de la N-acétyl-muramyl-L-alan
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D-isoglutamine (MDP). La technique utilisée est celle dé-
crite dans la demande de brevet européén publiée mention-
née plus haut.

Tableau I

Adjuvanticité des composés chez le cobaye
"(administrés en émulsion eau dans 1l'huile
minérale) vis-d-vis de-l'ovalbumine.

Intradermo réaction Titre hémagglutinant
Témoins , _ 0 600
FMDP (50 yug) .15 , 32CO
DP-L-Ala-tréhalosc-
mycolate (50 ug) 0 800
MDP-L-Ala-tréhalose- |
mycolate (50 ug) 20 6400

¥

La mise en évidence des propriéiés anti-infectieuses
est également faite en ayant recours a la technique décrite
dans la susdite demande de brevet europden. Les résultats
obtenns avec les composés utilisés 3 titre d'exemplec figu-
rent dans le tableau II ci-dcssous

. Tableau II

Protection ~ontre une infection par voie
instramuscuiaire avec 1,% x 10 K. prneumoniae

! !

. . vie au jour de l'infeclion
Traitement i.v. Survie au jour 10 de infe

—_ — i

au jour -1 dése<(pg) Nostotal Protection(%)”
Témoins - h72h : )
MDP-L-Ala-tréhalose ‘
mycolate 100 19/24 62 P <0,01
Témoins - h/24u
DP-L-Ala-tréhalose
mycolate 100 16/24 50 P < 0,01

X . . A,
Pourcentage de survivants dans le lot d'animaux traités
moins celui des témoins.

st
. WIPO N
/VTFDMAﬂﬂO&Ys/
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tables contenant une dose efficace d'au moins un produit
selon 1'invention. De préférence, ‘ces solutions ou suspen-
sions sont réalisées dans une phase aqueuse stériliséde
isotonique, de préférence saline ou glucosée.

L'invention concerne plus particuliérement de
telles suspensions ou solutions qui sont aptes a étre’
administrées par injections intradermiques, intramusculai-
res ou sous-cutanées, ou encore par scarifications.

D'autres compositions-phérm@ceutiques avanta-
geuses sont constituées par les formes liposomiques des
composés selon 1'invention. Comme on le sait, les liposomes,
en raison de la nature lipidique (et notamment phospholipi~
dique) des éléments entrant dans leur composition, consti-

tuent, pour certains cas, une présentation partlcullerement

appropriée.

L'invention concerne aussi des compositions phar-
maceutiques administrables par d'autres voies, notamment
par voie orale ou rectale, ou encore sous des fbrhmes dest1~
nées a venir en contact avec des muqueuses, notamment les
muqueuses oculaires, nasales, pulmonaires ou vaginales.

En conséquence, elle concerne des compositions
pharmaceutiques dans lesquelles 1l'un au moins des composéé
selon 1l'invention se trouve associé a des excipients phar-
maceutiquement acceptables, solides ou liquides, adaptés &
la constitution de formes d'administration orale,oculaire ou nasale ou
avec des excipients adaptés 3 1a constitution de formes
d'administration rectale, ou encore avec des excipients
adaptés & l'administration vaginale, par exemple gélati-
neux. Elle concerne enfin des compositions destinédes & la
voie pulmonaire, notamment des solutions préparées en vue .
de l'administration au moyen d'un apparell d‘'aérosol
cla551que.

L'invention consiste également en un procédé
visant a renforcer les défenses immunitaires de 1'hote,
consistant a lui administrer une dose efficace de 1'un au
moins des produits selon 1°' invention, sous 1l'une des formes
d'administration qui a été évoquée ci-dessus. A titre
d'exemple de doses susceptibles d'induire une action, on

mentionnera des doses de 10 & 1000 Pg par kg. de corps,
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bar exemple de 50 ug lorsque l'administration est
effectuée par voie parentérale, ou encore d'une dose
de 200 a 20000 ug par kg. de corps, par exemple de 1000
jag pour d'autres modes d'administration, tels que par
exemple la voie orale.

L'invention concerne encore les compositions
contenant l'un au moins des composés selon 1l'invention
et se présentant sous forme d'émulsions eau-dans-
l'huile. A titre d'exemple, ces émulsions contiennent
de 1 210 % en volume d'huile, notamment de sgualéne
ou de squalane.

Ces compositions peuvent étre utilisées pour
réaliser des injections intra-lésionnelles dans des
tumeurs du type tumeurs mammaires{ mélanomes et autres
tumeurs solides.

L'invention concerne enfin des compositions
du type sus—indiqué contenant, en sus des composés selon
1'invention, notamment aux doses unitaires qui ont été
indiquées plus haut, des principes actifs de vaccin :
l'usage de ces compositions étant alors recommandé lors-
que l'on veut tirer profit de l'effet adjuvant, immunolo-
giquement non-spécifique des composés selon 1'invention
en vue de renforcer l'effet des susdits principes

L'invention concerne donc également des composi-
tions de vaccins contenant au moins 1l'un des susdits
composés . A titre d'exemple d'antigéne vaccinant formant le principe
actif de telles-compositions, on peut citer celui de la orippe.

L'invention ne se limite évidemment pas aux modes de
réalisation décrits ci-dessus a titre d'exemple et 1'homme de 1'art
reut y apporter des modifications sans pour autant sortir du cadre

’

des reverdications ci-aprés.




WO 81/02576

10

15

20

25

30

35

i PCT/FR81/00032
11
REVENDICATIONS
1 - Composés dérivés de 1l'« ~D-glucopyranosyl-« -D-

glucopyranoside (=, —'-tréhalose), substitué asymétrique-
ment sur ses deux fonctions alcools primaires, en position
C-6 de chacun des monosaccharides constituants, selon la
formule générale

D

Xl-XZ-NH-?H-CORZ

CH,-
l [N
CH ’
é 2 (1)
0-X,-0 X

3. 0 |

OH . o
HO
OH

dans laguelle :

- R1 est un groupe lipophile comprenant au moins
30 atomes de carbone, de préférence de 60 & 90 atomes,
notamment un acide mycolique comprenant de 80 & 90 atomes
de carbone; ’

- R2 est soit OH, soit un ester OR dans lequel R
est un radical comprenant de 1 a 10 carbones, soit un NH2,
les hydrogénes du groupe amino pouvant étre substitués par
des restes alcoyles de 1 a 4 carbones, un résidu aminoacyle
substitué ou non;

- X, est soit un hydrogéne, soit un résidu
muramyle ou nor-muramyle ou homo-muramyle pouvant ou non

eétre substitué sur la fonction amino en C-2 par des

groupements acétyle ou glycclyle, sur la fonction hydfoxyle

en C-4 par un groupement acyle comprenant au plus 4 carbones

et sur la fonction hydroxyle en C-6 par un groupement acyle
comprenant jusqu'a 90 carbones:

- X2 est un résidu aminoacyle du groupe compre-
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nant : L-alanyle, L-arginyle, L-asparaginyle, L-aspartyle,
L-cysteinyle, L-glutaminyle, L-glutamyle,glycyle, L-
histidyle, L-hydroxyprolyle, L-isoleucyle, L-leucyle,
L-lysyle, L-méthionyle, L-ornithyle, L-phénylalanyle, L-
prolyle, L-séryle, L-thréonyle, L-tryptophanyle, L-tyrosyle
et L-valyle, l'atome d'azote de 1'élément de chaine carac-
téristique -NH-CH-CO- dudit résidu aminoacyle étant le
c1s échéant N- substitué par un groupe hydrocarboné, notam-
ment alcoyle, comprenant de 1 & 4 atomes de carbone;

X3 peut soit ne pas exister;soit &tre un rési-
du aminoacyle du groupe indiqué ci-dessus ou bien un reste
hydrocarboné comprenant jusqu'd 10 carbones dans la formule
duguel se trouvent deux fonctions, telles que par exemple
alcool, amine ou carboxyle, aptes & étre couplées, d'une
part avec la fonction Y -carboxylique du résidu D-glutamyle

et, d'autre part, avec la fonction alcool en C-6 du résidu

glucopyranosyle.

2 - Composé selon la revendication 1 caractérisé en

ce que dans la formule (I), le radical X, est caractérisé

par la formule

CH20R6

(11)
0 H, OH

NH-COR
3
dans laguelle : Rf~CH-CO—
- R3>est un atome d'hydrogéne ou un groupe
CHZOH ou CH3:

- R4 est de 1'hydrogéne ou un groupe acyle compre-

nant au plus 4 atomes de carbone:

- R6 est de 1'hydrogéne ou un groupe acyle compre-
nant jusqu'a 90 atomes de carbone:

- R7 est un atome d'hydrogéne ou un radical méthyle
ou éthyle

3 - Composé selon la revendication 2 caractérisé en
OMPL
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ce que dans le groupe représenté par la formule (I) Xy
est un résidu L-alanyle, N-méthyl =L-alanyl ou L-séryle.
4 - Composé selon la revendication 2 ou la revendica-~-
tion 3, caractérisé en ce que dans le groupe représenté
par la formule (II) R3 est un groupe méthyle.
5 - Composé selon 1'une quelconque des revendications
2 3 4 caractérisé en ce que dans le groupe représenté par
la formule (II) R, est un atome d'hydrogéne ou un méthyle.
6 - Composé selon 1'une quelconque des revendica-
tions 2 a 5 caractérisé en ce que dané le groupe représenté
par la formule (I ) R2 est un groupe amino ou ester, notam-
ment butyle.
7 - Composition selon 1'une quelconque des revendi-
cations 2 a 6 caractérisé en ce que dans le groupe repré-
senté par la formule (II) R, et R, sont tous deux de
1'hydrogéne.

8 - Le A ~(Boc—L—alanyl—D—isoglutaminyl—L—alanyl)6'
(mycoloyl) - <X, ¢ -tréhalose. v
9 - Composition pharmaceutique présentant notamment

des propriétés immunostimulantes et antitumorales, caracté-
risée en ce qu'elle contient une dose efficace d'au moins

un compose selon l'une quelconque des revendications 1 & 8
en association avec un véhicule ou excipient pharmaceutique-

ment acceptable.

10 - Composition pharmaceutique selon la revendication

9 constitué par une solution ou suspension dudit composé
dans un milieu injectable, notamment sous forme d'une solu-

tion aqueuse ou d'émulsion eau-dans-~1'huile.

11 - Composition selon la revendication 9 ou la

~revendication 10, caractériséde en ce gu'elle contient en i

outre Gn principe vaccinant.
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