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SYNTHESES DU s 9490-3 : SEL DE TERBUTYLAMINE DE L'ACIDE {[CARBETHOXY-1 ( i s )  

BUTYL AMINO] 0x0-1 (2s) PROPYL } ( 2 s .  3aS, 7aS) PERHYDRO INDOLE - 
CARBOXYLIQUE-2 [CYCLOHEXYL -!4C-U] ,DU 5 9780 : ACIDE { [ CARBOXY-1 (IS) 

BUTYL AMINO] 0 x 0 - 1  ( 2 s )  PROPYL } (2S, 3aS, 7aS) PERHYDRO INDOLE- 

CARBOXYLIQUE-2 

DU 5 9780 [ BUTYL-(3H-3,4)-AMINO] A HAUTES RADIOACTIVITES SPECIFIQUES. 

[CYCLOHEXYL- '4C-U ] , DU S 9490-3 [BUTYL-(3H-3,4) AMINO] ET 

L. Pichat*, J. Tostain, J.M. Gomis, M. Coppo, A.M. Moustier.CEN Saclay 91 191 Gif sur 

Yvette Cedex France 

M. Vincent, G. Remond, B. Portevin, M. Laubie. lnstitut de Recherches SERVIER 11 rue 

des Moulineaux 92150 Suresnes France 

SUMMARY 

SynthesisofS9490-3[UU-~~C-cyclohexyl] 1- {[(25)2-[(1S) 1 -carbethoxybutyl)amino] 

1 - oxopropyl} (2s. 3aS, 7aS) perhydroindole-2-carboxylic acid terbutylamine salt 1 and  

5 9780 [U-~4C-cyclohexyl]l- {[(2S) 2 - [ ( 1 9 1 -  carbethoxybutyl) aminoll- oxopropyl} 

(2s. 3aS. 7aS) perhydroindole-2-carboxylic acid and o f  [3,4-3H-butylamino] 5 9490-3 

and [(3,4JH-) butylamino] S 9780, potent inhibitors of angiotensin converting enzyme 

at  very high specific radioactivities. 

[ U-14C1 Aniline 3 with a specific activity o f  120 mCi 1 mM was converted in a one pot 

reaction into the [ U-14CI phenyl hydrazone of ethyl pyruvate 6 via I U-14Cl phenyl 

diazonium chloride 4_ in a 66 % overall yield. Cyclization o f  6 with PPA in xylene gave 

[U-14C] phenyl 2-carbethoxy indole in a 39.5 % yield. Catalytic hydrogenation of in 

the presence of platinum gave 1 U- W-cyclohexyl] (RS) - 2- carbethoxy perhydroindole 

0362-4803/88/050553- 16SO8.00 
@ 1988 by John Wiley & Sons, Ltd. 

Received October 1,1987 
Revised January 21,1987 



554 L. Pichat et al. 

- 8 which was saponified to  the corresponding acid 

benzyl ester 11. Racemic 21 WJS condensed with N - [ (S) 1 - carbethoxybutyl] (S) 

alanine in presence of  DCC and 1 - hydroxy - 1 benzotriazole. The resulting 11 was 

separated from the mixture of  isomers by a silicagel column chromatography. [ U-14C- 

Cyclohexyl] 5 9490-3 1 was obtained from 2 by hydrogenolysis in a 1.7 % overall yield 

from [ U- l4C 1 aniline. [ U- 14C Cyclohexyl] - 5 9780 2 was made in a 50 % yield by mild 

saponification o f :  1. 

which was reesterified to the 

Cyanoborohydride reductive amination of pyruvic acid wi th ethyl (S) C - allylglycinate 

gave a mixture of  epimers from which [ N - [ (S) 1 - ethoxycarbonyl - 3 - and 

butenyl 1 - (5) alanine was isolated. The la t ter  condensed w i t h  2 - t - 

butyloxycarbonyl (ZS, 3aS, 7aS) perhydroindole Q gave which on hydrochloric acid 

hydrolysis gave 1 -{[ (25) 2 - [ (1.5) 1 - carbethoxy - 3 - butenyl] aminol-1 - oxopropyl} 

(25, 3aS, 7aS) perhydroindole - 2 - carboxylic acid 2 a dehydro analog of  S 9490. 

Tritiation of  2 with tritium gas in the presence of  PdIC in TtiF gave [ 3,4 - 3H - 

butylamino] (S) 9490-3 with a specific activity o f  52 Curies ImM. Saponification of  a 

fraction of  [ 3H 15  9490-3 gave [ 3.4 - 3H - butylamino] S 9780 with a specific activity o f  

52 Curies1 mM in low yield. 

Key words : 14C Fischer lndole synthesis, Perhydroindoles, Chromatographic 

Separations of Diasteroisomers, Tritiations. 

Le compose 5 9490-3 1, sel de terbutylaminede I'acide {[carbethoxy-1 (15) butylaminol 

oxo-1 (2s)  propyl } (ZS,3aS,7aS) pe rhyd ro indo le  carboxy l ique-2,  abrege 

(imparfaitement) en sel de terbutylamine de I'acide N-(ethoxycarbony1)-1 butylalanyl 

perhydroindole carboxylique, appartient a la classe des antihypertenseun agissant 

principalement par inhibition de I'enzyme de conversion de  I'angiotensine I en 

angiotensine II (EC. 3.4. 1 5 - 1 ) .  L'angiotensine II etant  douee d e  proprietes 

vasoconstrictrices puissantes, I'inhibition de sa formation entraine une baisse de 

tension arterielle observee chez les malades hypertendus. Le compose 5 9490-3 est t res  

actif par voie orale a faible dose chez differentes especes animales (rat, chien, cobaye) 

e t  chez I'homme. Son action est prolongee. Par exemple, une heure apres 

administration ptr  voie orale au chien eveille de 1 mg / k g  de 5 9490-3,90 % de 
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I'activite de I'enzyme de conversion sont inhibes. Apres 24 A 30 heures, cette inhibition 

est encore de 40 %, (2). En fait, le S 9490-3 est une "prodrogue", la forme 

biologiquement active est le diacide dicarboxylique 5 9780 2forme in vivo par action 

d'esterases. 

5 9490-3 : 1 5 9780 : 2 

Afin de rCaliser les etudes de pharmacocinetique e t  de biodisponibilite du 5 9490-3, 

nous avons synthetise quatre composes radioactifs : le 5 9490-3 et le 5 9780 marques 

respectivement au carbone 14 et au tritium. 

5 9490-3 [ cvclohexvl- MC - U 1 et 5 9780 [ cyclohexyl- XC - U L 

Le 5 9490-3 marque au 14C titant destine A des dtudes de pharmacocinCtique, de 

biodisponibilite e t  de mktabolisme, iI importait que le marquage soit dans des 

positions de la molkule peu sensibles au catabolisme. D'autre part, la grande activitk 

biologique de ce compose, A tres faibles doses, imposait une radioactivite specifique 

aussi &levee que possible, de I'ordre de 100 mCi I mmol. D'ou la nkcessitk de marquer 

plusieurs atomes de carbone. Compte tenu de ces necessitds d'utilisation e t  des 

difficultes de synthese, notre choix s'est pone sur le marquage uniforme au 14C du 

noyau cyclohexyle du groupe perhydroindole. 

Les diverses etapes de la synthese sont rapponees dans le schema 1, 

L'aniline (14C-U) 3(4) ( 5 )  (6) est transformee en chlorure de phenyl (14C-U) diazonium 

4 qui est ensuite condense in sttu (7) avec I'ethoxalyl propionate d'ethyle 5 (8) pour 

donner la phenyl hydrazone [14C - U] du pyruvate d'ethyle 6_avec un rendement global 



L. Pichat et al. 556 
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de 66 %. La cyclisation de cette derniere par I'acide polyphosphorique, en presence de 

xylene comme solvant (9), fournit I'ethoxycarbonyl-2-indole [phenyl 14C-U] avec un 

rendement radioactif de 39,s %. Cette technique nous a donne de meilleurs resultats 

que celle (10) utilisant le  melange acides acetique-sulfurique comme reactif de 

cyclisation. 

Initialement nous avions prevu de preparer le (RS) ethoxycarbonyl-2 perhydroindole 8 
en deux etapes (3). La reduction de z par I'etain e t  I'acide chlorhydrique (18) conduit a 

la (RS) - ethoxycarbonyl - 2 - indoline [ phenyl 14C - U 1 avec un rendement radioactif 

de 60 %. L'hydrogenation catalytique de cette indoline 9 en presence de palladium 

donne 8 avec un rendement de 50 %. De meilleurs resultats ont ete obtenus par 

I'hydrogenation catalytique de z, en une seule etape en presence de platine pour 

donner I'&hoxycarbonyl-2-perhydroindole [cyclohexyl- 14C - U 1 8 avec un rendement 

radioactif de 70 O m .  

En 1987 des chercheurs americains (17) on t  prepare 8 non radioactif par 

I'hydrogenation de Zen presence de rhodium / C  dans I'acide acetique. 

L'ester 8 a ensuite ete saponifie en acide lOqui a ete reesterifie par I'alcool benzylique 

en presence d'acide p. toluenesulfonique pour donner 11. PlutBt que de tenter la 

separation des enantiomeres de 8, ou lo, ou 11 nous avons prefer6 utiliser dans la 

suite de la synthhse le benzyloxycarbonyl-2 perhydroindole racemique 11 condense 

avec la N - [ (5 )  carbethoxy - 1 butyl (5 )  1 alanine puis effectuer la separation des 

diastCroisomeres de I'ester benzylique du 5 9490 ainsi forme. Le S 9490-3 est un 

"pseudotripeptide", or la Iitterature rapporte (12) (13) (14) des exemples de 

separations faciles de diastereoisorneres de dipeptides par CCM, ce qui faisait penser 

que par analogie la separation des diasterCoisomeres de I'ester benzylique de S 9490 

par CCM ou chromatographie colonne pouvait &re possible. Les diastereoisomeres de 

I'ester benzylique du 5 9490 ont ete separes par chromatographie sur colonne de 

silice.L'acide 1 a ete obtenu par hydrogenolyse de 2 et  isole sous forme de sel de t- 

butylamine 5 9490-3 (1 5 mCi), avec une radioactivite specifique de 120 mCi / mmol, e t  

une purete radiochimique superieure a 99 %, soit un rendement global de 1,7 % par 

rapport a I'aniline [ 14C - U ] mise en oeuvre. 
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Une fraction de 1 a ete saponifiee en 5 9780 1. avec un rendement de 50 %, une 

radioactivite specifique de 120 mCi / mmol e t  une purete radiochimique superieure a 

99 %. 

5 9490-3 I butyl (1H -3.4) amino 1 e t  5 9780 1 butvl(1H -3.4) amino L 
La preparation des composes 5 9490-3 e t  5 9780 trities avait pour objectif la mise au 

point de dosages radioimmunologiques. De plus, ces composes Ctaient destines a des 

etudes de pharmacocinetique, complementaires de celles effectuees avec le 5 9490-3 

e t  le 5 9780 marques au 14C dans le noyau perhydroindole. I I  convenait donc de 

marquer, en des positions chimiquement e t  biologiquement non labiles, la chaine 

carbethoxy butylamino-oxopropyle avec le tritium a une radioactivite specifique de 

I'ordre de 50 Ci / mmol. Une methode ideale de prCparation des composes ttities 

consiste en la reduction catalytique par le tritium d'un precurseur ethyldnique (ou 

ac&tyl&nique) approprie dans lequel toutes les autres fonctions, avec la stereochimie 

souhaitbe, sont presentes, de maniere a ce que la synthese radioactive ne comporte 

plus que I'optiration d'hydrogenation catalytique avec le tritium (1  5). 

Le precurseur : (2s. 3aS. 7aS) [ N - (5) ethoxycarbonyl - 1 butene - 3 yl - ] - (5 )  alanyl-1 

carboxy-2 perhydroindole, sel de terbutylamine 13 remplit ces conditions. 

A C 0 2 H .  H2N-C-CH3 
I 

H &k:-:H = CH2 

H3C H C02Et  

Ce produit a ete synthetise (schema 2), a partrr de (5) C-allylglycine commerciale par 

une route similaire a celle decrite pour le 5 9490-3 (3). L'amination reductive selon 

Borch du produit de condensation de I'acide pyruvique avec le ( 5 )  C-allylglycinate 

d'ethyle Eutilisant le cyanoborohydrure de sodium donne un melange d'epimeres 

I N - (5) ethoxycarbonyl - 1 butene - 3 y l  - ] - (5) alanine s e t  N - [ (5) ethoxycarbonyl - 1 

butene - 3 y l  - 1  - (R) alanine 16. 
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Le compose a 

ete attribuee par hydrogenation catalytique d'une fraction de chacun des epimeres et 

comparaison avec les epimeres (S,R) e t  (5,s) de la N - [ (5 )  ethoxycarbonyl - 1 butyl - (5 )  

alanine que nous avons anterieurement decrite (3). L'epimere (S,S) pur est ensuite 

condense avec le ( 2 5  3aS, 7aS) t-butyloxycarbonyl -2 perhydroindole en presence 

d'hydroxybenzotriazole e t  de dicyclohexylcarbodiimide pour donner 3 avec un 

rendement de 82 %. Ce dernier est ensuite hydrolyse selectivement en 3 e t  isole sous 

forme de sel de t-butylamine avec un rendement de 60 %. Nous avons verifie par des 

mCthodes physicochimiques et biologiques (3) que I'hydrogenation catalytique d'un 

Cchantillon de Bfourni t  bien le 5 9490-3 identique en tous points au 5 9490-3 prepare 

comme dCcrit dans (3). 

est isole par cristallisation des chlorhydrates. La configuration de 

L'hydroggnation catalytique (Pd/C) avec le tritium, dans le THF, a fourni le 5 9490-3 

[butyl(3H-3,4)amino] avec une radioactivite specifique 52 Ci/mmol mesuree par 

spectrometrie de masse. La R.M.N. a permis de determiner que 30 % de tritium est en 

position 3 e t  70 % en position 4 du groupe butylamino. La purete radiochimique 

contr6lCe par CLHP e t  CCM e n  superieure d 99 %. La saponification d'une fraction de 

5 9490-3-( 3H) conduit au 5 9780 [ butyl(3H-3,4) amino I avec un rendement de 2,s % 

apr& plusieurs purifications, 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les spectres I.R. ont ete realises sur un appareil PERKIN-ELMER 682. Les spectres RMN 

du proton ont ete realisessur un appareil PERKIN-ELMER R 12 B e t  ceuxde RMN-3H ont 

ete obtenus (16) sur un appareil FT-80 VARIAN 80 MHz. Les spectres de masse ont ete 

obtenus sur un appareil Varian CH7. Les analyses par chromatographie liquide a haute 

performance (CLHP) ont ete effectuees sur un appareil Waters, ou sur un appareil 

Dupont. 

5 9490-3 [ cyclohexyl - M - U  I et  5 9780 [ cyclohexyl -14w. 
- Phenvl hydrazone L X a J  du pvruvate d'ethyle 6. 

A 14OOmCi d'aniline ( 14C-U ) (1 1,7 mmol, radioactivite specifique 120 mCi / mmol) en 

solution dans 3 ml de HCI 6N. on ajoute goutte a goutte une solution de 840 mg de 

nitrite de sodium dans 1,s ml d'eau distillee, en maintenant la temperature a + 5". On 
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agite pendant 30 minutes. Le melange est ensuite tamponne par addition d'une 

solution de 8 g d'acetate de sodium dans un melange d'eau (1 1 ml), -ethanol (1.5 ml). 

On ajoute ensuite 2,s g d'bthoxalyl propionate d'kthyle (8). On laisse cristalliser 

pendant 15 heures d 5°C. Les cristaux sont essores, laves tI I'eau, au pentane, puis de 

nouveau d I'eau pour fournir 920 mCi de 6. La puretb radiochimique contr6lbe par 

CCM est supCrieure d 99 % (silice Schleicher et Schull F 1500 LS254 - solvant : 

dichlorombthane ; RF : 0,561. 

- [Ethoxvcarbonvl-2 indole [phenvl L X - U  ) 1 7. 

On chauffe tI 110°C pendant une heure le produit precedent 6 avec 12 g d'acide 

polyphosphorique en solution dans 40 ml de xylene anhydre. On hydrolyse, extrait d 

I'bther, lave d I'eau I'extrait 6thCrb. L'ether e n  &vapor& sous vide. On purifie 7 par 

chromatographie sur colonne de silice LiChroprep Si 60 (MERCK-DARMSTADT R.F.A.) 

(solvant : cyclohexane : 50 dichloromethane : 50). La purete radiochimique contr6lee 

par CCM (Silice Schleicher e t  Schull F 1500 LS5254 - solvant : cyclohexane : 50 

dichloromethane : 50 - RF : 0,311 estde 99 %. 

On a obtenu 362 mCi de 7. 

Ethoxvcarbonvl-2-indoline [ cvclohexvl - X - U  I 9. 

On opere selon (18) en faisant reagir une solution ethanolique saturee d'acide 

chlorhydrique de l s u r  de I'etain en granules pendant 36 heures. Le produit 9 est 

purifie par chromatographie sur colonne de silice LiChroprep Si60 (MERCK- 

DARMSTADT-R.F.A.) solvant : dichloromethane. Rendement 60 %. 

(RS) - Ethoxycarbonyl - 2 perhydroindole [ cvclohexvl -XC 

A - 
bar, a temperature ambiante, en presence de Pd (5%) sur charbon comme catalyseur 

pendant 3 jours. Rendement 50 %. 

B - L'ethoxycarbonyl-2 indole 7 en solution dans 20 ml d'acide acetique est 

hydrogene a 60°C en presence de 200 mg d'oxyde de platine e t  sous une pression de 1 

bar pendant 15 heures. Apres filtration du catalyseur une CCM sur 5 0 2  - solvant : 

dichloromethane:90, methanol: 10-R~:0,73 indique une puretb radiochimique de 70%. 

L'indoline 9 en solution dans I'ethanol est hydrogenee sous une pression de 1 
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~RS)-carbox~-2-~erhydroindole [ cyclohexyl - M w  jJ 

Le brut reactionnel precedent (procede 6) est repris par 10 ml de soude N e t  10 ml 

d'kthanol. On agite d la temperature ambiante et on suit I'avancement de la 

saponification par CCM sur 5 0 2  (- solvant : dichloromethane : 90, methanol : 10). 

Quand 8 a ete entierement saponifie on neutralise par HCI N et evapore d sec sous 

vide. On obtient lOqui est utilise sans purification. 

Benzyloxvcarbonyl - 2 - perhydroindole [ cyclohexyl -XC-U 1 11 

Le produit precedent lo, est dissous dans 30 ml de toluene. On ajoute 1,5 g d'alcool 

benzylique e t  1 g d'acide p.toluenesulfonique. L'eau est Climinke par distillation 

azeotropique selon Dean Stark. On evapore ensuite sous vide. On reprend par I'eau, 

extrait la solution aqueuse a I'ether. La phase aqueuse est neutralistie au bicarbonate 

de sodium, I'ester benzylique f lest  extrait a I'ether. La solution etheree est evaporee, 

le residu seche(l53 mCi). 

{l Carbethoxy-1 ( 1  S )  butvlaminol ox0-1(2S) propvl 1 (2S,3aS,7aS) bentvloxycarbonyl -2 

perhvdroindole [ cvclohexvl -EC-U I 12. 

Le produit 11 ainsi obtenu est dissous dans 5 ml de DMF fraichement distille sur 

anhydride phosphorique. On ajoute une solution de 333 mg de N - ( 5 )  carbethoxy-1 

butyl ( 5 )  alanine dans 7 ml de DMF, pu~s 223 mg d'hydroxy-1 benzotriazole dans 7 ml 

de DMF anhydre e t  enfin 315 mg de dicyclohexylcarbodiimide dans 5 ml de 

chloroforme anhydre. On agite le melange sous atmosphere d'azote, a temperature 

ambiante pendant 24 heures. On evapore a sec sous vide, reprend par 30 ml d'ether, 

filtre la digclohexyluree formee. Le filtrat est lave par 10 ml d'eau distillee, puis par 2 

fois 10 ml d'une solution saturee de bicarbonate de sodium e t  de nouveau a I'eau 

distillee jusqu'a neutralite. 

La separation des isomeres est realisee sur colonne de sil ice Si  60 (MERCK, 

DARMSTADT) solvant : chloroforme : 95, acetone : 5. 

La purete radiochimique ( 2 9 9  %) de I'isomere :(2S, 3aS, 7aS) 2 est contrdee par 

radiochromatographie sur couche mince de silice.(Solvant : chloroforme : 95, 
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acbtone : 5 - RF : 0,641. Dans les mCmes conditions de CCM I'isom&re :(2R, 3aR. 7aR) a 

un RF : 0,51. 

La purete radiochimique est egalement contr6lee ( 2 99 %) par CLHP colonne 

ZORBAX SIL (5-7 p ) (Dupont - USA) - Solvant : isooctane : 95, ethanol : 5, eau : 0,2 - 
Debit : 2 ml / min. Tempsde retention de I'isomere :(2S, 3aS, 7aS) 

Radioactivite totale : 35 mCi. 

: 8.4 min. 

S 9490-3 I cyclohexvl -fiC-U 1 1 

Le produit precedent 12 est mis en solution dans 20 ml d'bthanol anhydre. On ajoute 

30 mg de catalyseur Pd (10 O m )  sur charbon puis hydrogene pendant 2 heures la 

temperature ambiante sous une pression de 1 bar. On filtre le catalyseur et au filtrat 

on ajoute 4 gouttes de t-butylamine. La solution est concentree d environ 0,s ml sous 

vide ; on ajoute 10 ml d'acetonitrile et laisse cristalliser 8 + 5°C pendant 15 heures. On 

essore les cristaux formes et les lave avec 0,s ml d'acetonitrile d + 5°C. 

La purete radiochimique L 99 % est contrdee par radiochromatographie en CCM - 
solvants : a) chloroforme : 80.; methanol : 20, acide acetique : 2 - b) chloroforme : 

75, ethanol : 25. 

Le produit l ( l 5  mCi)estobtenu. 

La radioacttvite specifique, mesuree par spectrometrie de masse, est de 120 mCi I 

mmol. 

5 9780 1 cvclohexvl -EC-U 1 2 

Une fraction de 5 9490-3 [ cyclohexyl -14C-U ] :5 mCi (0,042 mmol) est traitee par 1,s ml 

de soude N pendant 15 heures d la temperature ambiante. On concentre ensuite sous 

vide afin d'eliminer la t-butylamine et neutralise par I'acide chlorhydrique 0,l N ; 2 est 

alon purifie sur une colonne de Sephadex G10 en eluant a I'eau. 

On obtient 2.50 mCi de 2de purete radiochimique 2 99 Oh controlke : 

a) par CCM sur silice - solvants : 

1 - chloroforme : 60, methanol : 30, acide acetique : 10. 

2 - dioxanne : 80, eau : 20, acide acetique : 2. 

3 - n - butanol : 60, acide acetique : 20, eau : 20. 
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b) par CLHP sur colonne ZORBAX ODs (Dupont - USA) solvant : mCthanol + acide 

methane sulfonique 5 %O : 65, eau + acide methane sulfonique 5 %O : 35. 

S 9490-3 butyl(1H-3.4) amino 1 et  5 9780 - 1 butvl(1H-3.4) amino 1 
N - [ (5) ethoxvcarbonvl-1 b u t h e - 3  yl 1 - (5 )  alanine 

A 22 g (0,25 mol) d'acide pyruvique fraichement distille dissous dans 100 rnl d'une 

solution tampon phosphate a pH 7 on ajoute 7,7 g (43,4 mmol) de chlorhydrate de (5 ) -  

C-allylglycinate d'ethyle et  on ajuste a pH = 7 par de la soude 10N. On introduit en 10 

minutes 6,l g (97 mmol) de cyanoborohydrure de sodium puis on agite 18 heures en 

maintenant le pH a 7 par addition d'une solution tampon pH 4. On acidifie a pH 1 par 

de I'acide chlorhydrique 4N et  agite 1 heure (degagement d'HCN : accepteur KOH et 

hone ventilee). Apres chromatographie sur resine DOWEX 50 H' (elution eau - 

pyridine 90 - 10) e t  evaporation sous-vide des eluats on recueille 7 g du melange des 

epimeres fi e t  16 ( rendement 75 %). Ce melange est agite 1 heure avec 100 ml 

d'acetate d'ethyle chlorhydrique 3N puis on laisse reposer 15 minutes. On filtre et  

recupere 2.9 g de chlorhydrate de I'epimere (S,R). Le filtrat est evapore. On repasse a la 

base sur resine DOWEX 50 H', elution eau-pyridine (90-10) et on evapore les eluats. 

On reprend le residu par 10 ml d'ether, essore les cristaux et lave 3 fois par 30 mi 

d'acetonitrile; on recueille 2,6 g de N - [ ( 5 )  &thoxycarbonyl-1 butene-3 yl ] - (5) alanine. 

Dans I'ether et I'acetonitrile on recupere un melange tres enrichi en epirnere (S,S).La 

purete des epimeres est controlee par CPV sur OV17 2m 5 % apres silylation au BSA. 

[(O 1SO"C)C. TR epimere (R,S): 5.40 ; (5.5): 6.10 1. 

(25.3aS.7aS) N - "5) ethoxycarbonyl-1 buttine-3 vl - ( 5 )  alanvl 1 - 1 terbutyloxycarbonyl- 

2 Perhydroindole 18. 

On additionne successivement e t  sous agitation en refroidissant par un bain eau-glace 

des solutions riquimolaires dans 20 ml de DMF anhydre de 1,2 g (4,65 mmol) de N-(S) 

rithoxycarbonyl-1 buthe-3 yl - (5 )  alanine, 1,06 g de (25, 3aS,7aS) terbutyloxycarbonyl 

- 2 perhydroindole l7, 0,63 g d'hydroxybenzotriazole et  0.97 g de dicyclohexyl- 

carbodiimide. On agite 24 heures en laissant remonter a temperature ambiante, filtre 
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la dicyclohexyluree (DCU) et  on hvapore. On reprend par 150 mi d'acetate d'ethyle, on 

fi l tre d e  nouveau la DCU, on lave 2 fois par 80 ml d'une solution saturee d e  

bicarbonate de sodium puis a l'eau jusqu'a neutralitb. On skche sur Drierite e t  

evapore. Par chromatographie sur silice (eluant : chlorure de me thy lhe  - ethanol 90- 

10) on recueille 1,6 g du produit utilise tel  que dans I'etape suivante ( R t  : 82 %). 

(ZS.3aS.7aS) N-[(S) e thoxvcarbonvl -1  butene-3 v l - (S)alanvI l - l  carboxv-2 

perhvdroindole - Sel de terbutvlamine 11. 

On agite 18 heures a temperature ambiante une solution de 1,6 g (3,8 mmol) de 

(2S,3aS,7aS) N-[(S) Pthoxycarbonyl-1 butene-3 yl-(S) alanyl I - 1 terbutyloxycarbonyl-2 

perhydroindole l8- dans 25 ml d'acetate d'ethyle chlorhydrique 4N. On evapore, 

dissout dans 100 rnl d'eau et  extrait les insolubles par 50 ml d'ether ethylique. La phase 

aqueuse est amenee a pH = 4,s par de la soude 1N et est extraite 3 fois par 80 m l  de 

chlorure de methylene. Les extraits organiques sont reunis, seches sur Drierite e t  

evapores, on obtient une laque (0,9 g) que I'on redissout dans 30 ml d'acetonitrile. Par 

addition de 0.5 g de terbutylarnine le sel precipite immediaternent, on filtre et  lave a 

I'acetonitrile. On recueille 1 g du produit 13 (rendement = 60 %). 

Analyse elementaire : calculb % C 6234 H 9,40 N 9.55 

trouve % 62,93 9,32 9,50 

RMN (CDCl3) : 1-2,6 ppm ( r n  ; 12 H, CH2 ; 6 H, CH3 ; 1 H, CH ; 1 H, NH) .1,35 ppm (5 ; 9 

HI CH3) - 4.25 ppm (0 ; 2 H, COOCH2 CH3) .3-4.5 ppm ( rn ; 4 H, CON-CH-CO, 

CONCH, NCH, NCOCH).4,9-5,4 ppm (m ; 2 H, C=CH2) ; 5,4-6,l ppm (m ; 1 H, CH =).6,2 

pDm(m; 3H,NH3+). 

IR (Suspension Nujol) : 3500-2000 cm-1 (bande large NH3 + et  NH). 1730 cm-1 (CO ester) 

1640cm-1 (CO amide). 1570 cm-1 (COO-). 

5 9490-3 [ butvl(2H-3.4) amino 1 1 

On utilise I'appareillage brievement dPcrit dans (16) et  (19). Le compose 11 (1 5,6 mg) 

en solution dans 3 ml de THF ( fraichement distill&) et  8,7 mg de Pd (10 O m )  sur charbon 

absorbent 5.2 ml de tritium(enrichissement isotopique 97 %). Au bout de 2 heures d e  
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violente agitation, la catalyseur est filtre, rince par 20 ml de THF. La solution THF est 

&vaportie B secsousvide. Le rCsidu est repris immhdiatement par 10 ml d'eau distillee ; 

on rivapore sous vide afin d'diminer les tritium labiles. Cette operation est effectuee 

deux fois. On obtient environ 2 curies de 1 brut. La puretk radiochimique contr814e 

par CCM sur plaque de 5 0 2  est de 80 % avec le systeme de solvant A :CHC13 : 94, 

EtOH : 4, CH3COOH : 2, et  de 85 % avec le systeme B : CHC13 : 90, EtOH: 10, CH3COOH : 

2. Le produit brut lJ00 mCi) est purifie par CCM sur une plaque analytique de 5 0 2  

avec le systeme de solvant A. Apres autoradiographie, la bande correspondant au 

produit 1 purest isolke et le produit desabsorbe de la silice par I'ethanol pour fournir 

le produit 1. 

Contr6lesde purete radiochimique : 

- La purete radiochimique contr6lee par CCM sur Silicagel Merck F254 avec les 

systemes de solvants A e t  B est superieure a 99 %.  

La purete radiochimique mesuree par CLHP sur colonne Zorbax C8 avec le solvant : 

CH3CN : 35, eau : 65, HClO4 .0,05 est de 99 %. 

L'analyse par CLHP, apres traitement au diazomethane de 1 montre la presence de 

5 % d'isomere - colonne : PartisiI-PX5-10/50- solvant : isooctane : 90, ethanol: 10. 

La radioactivite specifique mesuree par spectrornetrie de masse est de 52 Ci/mmol 

en bon accord avec la valeur mesuree : 5 1  Ci/mmol par determination UV e t  mesure 

de la radioactivite par scintillation liquide. 

- 

- 

S 9780 [ butyl (IH-3.4) amino 1 2 

On dissout 250 mCi de 5 9490-3 tritie (purete radiochimique 99 %)dam 2 ml de soude 

0,l N e t  garde la solution temperature ambiante pendant 72 heures.On evapore a 

sec sous vide e t  reprend immediatement par HCI 0,l N jusqu'a neutralite. Une 

radiochromatographie sur plaque de silice (- solvant A : dioxanne: 80, eau : 20, acide 

acetique : 2) montre une puretC de 60 %. Le 5 9780 OH ) est purifie successivement : 

a) sur une colonne de DOWEX 50 W X 8 H + ( h = 600 mm, 0 = 15 mm), lavage de la 

colonne avecde I'eau jusqu'a pH 3 puis elution par un melange eau : 90, pyridine : 

10. Purete radiochimique : 70 % (CCM-502 - solvant : A). 
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b) par CCM preparative sur 5 0 2  - solvant A. 

c) par CLHP - colonne Zorbax-SiL-solvant B:eau:90, acetonitrile: 10, acide 

trifluoroacetique : 0,025 et obtient 7 mCi de S 9780 (3H 1. 

Contr6lesde puretk radiochimique : 

- La purete radiochimique contrdee par CCM sur Silicagel Merck F 254 avec le 

syst6me de solvant A ainsi qu'avec les systemes de solvants C : (n - butanol : 60, 

acide acetique : 20). eau : 20 ; D : (chloroforme : 60, methanol : 30 acide acetique : 

10) estde 99 Om.  

En CLHP - colonne Zorbax-SIL. Solvant B la purete radiochimique est de 95 %. - 

1 -  

2 -  

3 -  

4 -  

5 -  

6 -  

7 -  

8 -  

9 -  

10 - 
1 1  - 
12 - 
13 - 
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