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Descrizione

La présente iﬁ#enzione si'riferisce‘ad.uﬁ-
nucvo composto di piperazina, ad un procediméﬁﬁo
per la sua preparaziene e ad una composizione medi_
cinale ché‘contieﬁe questo nuove composte di pipera-
zina come'iugrediente attivo.

Secendo laApresenté‘invenziane viene fornifo=
un nuevo comnosto d1 plper321na rappresentato dalla
seguente fcrmula generale [¢SF B

R weg e (CH,). (1)

. S O N 2'n
in eni R sta per un gruppo alchilico oppure fenilico
ed n & un numero del valere 4i 4 cppufe 5.

Seémndo la presente invenzione viéhe fornito
anche un procedimento per ;a preparazione di nuovi
composti &i piperazina rappresentati dalla formula
generale (I) di cui sopra, che comprende 1’op§raziq_
ne di condensare una Jecloro~-carboniipiperazina 1l-sg
stituita rappresentata dalla seguente fcrmula.generém.
le (II): o

Rwﬁ#““ﬁ-0~01 (11)
/S om '

in cui R & come definito sppra con riguardo alla for
mula generale (I), con una ammina cicliea rappresen_
tata dalla seguente formula generale (IIT)

Hﬁfﬂﬁkﬂﬁg)n (111)
N



in cui n é un numero del valore di 4 oppure 5.
Inoltre, secondo la presente invenzione, vie_

ne fornito un agente immunoattivo che comprende, come

ingrediente attivo, un nuovo composto di piperazina

rappresentato dalla seguente formula generale (I)

Y UV RN
R-QL_Jp-ﬁ-N (CH2)n (1)
OU

in cul R sta per un gruppo alchilico oppure fenilico,
ed n & un numero del valore di 4 oppure 5.
Questo agente immunoattivo viene usato per la
cura di reumatismo cronico e nella immunoterapia di
cancri.
I1 nuove composto di piperazina viene ottenuto
mediante la reazione rappresentata dalla seguente for_

mula di reazione:

am 7N
R—Nk_JN'ﬁ"Cg + HN - (CH,) — R-ﬁrﬁ\N-C-g/F%?EHa)n
’ N e N
(11) (I11) ‘ (1)

Pid specificamente, il nuovo composto di pipe-
razina della presente invenzione viene ottenuto conden_
sando una 4-cloro-carbonilpiperazina l-sostituita rap-

presentata dalla formula generale (II) di cui sopra
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in cui R & come definito sopra con riguardc alla for
mula generale (I) con una ammina ciclica della formu_
ia generale (III) di cuil sopra in cui n € un numero
del valore di 4 oppure 5 (il composte in cui n & &
sta per pirrelidina e quello in cui m & 5 sta per pi_
peridina), se si desidera in un solvente inattivo per
la reaziocne quale benzolo oppure toluolo. La reazione
viene sffettuata a cirea 0 fino a circa 120°C ed & sg
agtanzialmente completa in 1 fino a S ore.

I1 composto della formula generale (I) ottenu
to mediante la reazione di cui sopra, pud venire isg
lato e purificato secondo un metodo_usuale, per esem
pic uvn metodo in c&i.il miscuglio di reszione viene
estratto con un acido diluito, l°’estratto viene reso
zlcalino per mettere il libertd il composto desidera
to e viene effettuata una distillazione sotto pressio_
ne ridotta. La base libera cosi ottenuta del composto
desiderato pud venire convertita ad un sale di acide
secondo un procedimento usuale. Inoltre, pud venire
adottato uvn metodo in ecui il prodotto viene purificag
%o sotte forma di un sale di addizione con acido €
guesto viene poil trattato ¢on un alcali appropriato
per ottenere tna base 1iberag

1 composte deila formula generaie (II) pud

venire preparatc mediante un metodo note, ad esempio
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Reepl specifici del nuove compusto i plpers
zina prép&rata gsechnic ia presente invenzione sens
GURE SOEUONE
Leme%il -4 (F-pirrelidivvearbouil }epiperazing, Leetili~
ﬁw(ﬁw irrelidinocarkond Depiperasing, 1 anp“" DAL e
(H-pirrolidincesrbonil y-pipéraring ; i-i-propil-fie

T

e fﬁ’fm}iéiﬁocaﬁh@nii)mpiperazin&, lenwbuti Lot

~

(N-pix rmzlé;mﬁ*rlrbctal:plpefazlna, Iwiebutd] -~ (Fepip
rolidineearbonil )-piperasging, l-petil-édw(N-piperidine
cartogil)-piperaging, l-etil-~f«(N-piperidine-carbonil)-
piperazing, l—n~§r@pi;»4afﬁmpiperidinﬁéafheﬁil};yipew
ragzina, iQi_pfogi144*(N~piﬁeridinecarbonil)~pi§éréai
na, - nat;l-&~(N~p1per1d1ne-earhenll)~p1peraz1na
ed 1m1*bmtllm4«(N—plperidlnocarbanll)~Dlperaz1naa
;i.cempcsto della nrebente invenzione rafare
senta%& ﬁalia feﬂmula generale (I) dl cui sopra pos.
siede atblvzta zarmacoleglghe“ C@n‘grande sorpresa
& stato tr@vato che il camposto'deilé preéentéjinVegu
zione ha uﬁ elevato'effetﬁc imﬁuncpatenziante; La
toseicita del composto & molto bassa,'Qulndl° 11
COmPOSTO della presente 1n¢en21one é molbto pregevole

coms mﬂdlclﬁa,



Questo punbto verrd ora descritito in dettaglio
gon rifeprinmento alle provea.

Vari sistemi di prova impiegando animali seno
stati propesti per determinare L'effetto immuncpoten
ziante. Ri&ultati delia prova di x»inforzo della ipepr~
sepsibilita ritardata, che & una prova tipieaz fra gue_
ste prove, verrimnno ora descrititi.

La ipersensibilitd ritardata indotta quande
picrilelorure (2-cloro-1,3,5-trinitrobenzolo) venga
applicate sulla pelle di un topo é nota come una in~
munitd eellulare tipica e questo & uno dei sistemi
di prova adottati smpiamente nel mondo [yedi Asherson,
G.L. snd Ptak, W: Contact and Belayed Hypérsensitiw
vity in the Mouse I, Active Sensitization and Passive
Trapsfer, Tmmunology, 15, 405-416 (1968)].

Questo.sisteﬁa viene uvsato per la prova di
rinforzo della ipersensibilita ritardata. .

Prova 1 (prova di rinforsze di ipersensibiliti ritar-

Frocedinenti di prova:
Viene usato per la prova un gruppe di ctto toni
naschi ICR, ciascune avente un peso corporeo di cirea
320 g,
L2 sensibilizzazione viene effettuata spplican

oz

4o una scluziope al 7% di pierii-clerure in un migou-



glio 4/1 di élio ¢i olive ed acetone suliaddome ra-
sata del topca

S mulbaneamunue alla seasxballzzaz1ﬁne, una
saluzione q saspenslone del eempesto éella presente
int epzione in una qoluzlcne a 0,2% di carhassimetllw
cellulesa 1n una SGlUﬁlOﬂe saiina flSlOnglca viene
%ammlﬂlstraﬁa per via Qrale al tone ad una dese di
50 mg per kg del pesc corporec. A1l gruppe i control
lo viene somministrata in maniera simile una sclzzigé
ae a 0,275 di carbcssimetilcellulasa in una soluzione
salina flSlﬁloglcac | '

La 1per88ﬁ510111t rltardaca viene eccitata

7 glovnﬂ dopo ia sen51hhlazazlone srfiﬁwend llorec

chio del topo con una pinza avvoltarqan un feltro im~-
preguato di uma soluzione ad 1% di_picriicior@r@ in
olio di eolive e_ricoprenﬁa 1'orecchio con ia soluzio_
ne. LGVSpes sore dell’srecchla viene misarafo prjma della
eccitazione e 24 ore dopo 1a ncc1tazﬁaue ed i rapw
porte di amwmnte &ello spessore (valore wedio di en
trambe le a:ecchls in 8 topi pill 6 memo la ﬁQVLa?Eﬂ‘
ne standard {viene ottenuto come mestrate nella tabhel
ila 1.

Pzr confronteo, la prova viene esegu1ua in ma‘

niers simile implegando ulorldranc di Levmﬁmsele ed

1 Pisaltatl ottenuti sone mostrati in tab@uYa 1. Ven



gono effettuate prove F.t. Il gruppe in cui il risul
tato di prova & impertante ad un livello di P 3,05
xrieﬁe marcato con un a&t@;‘:’isc@@), e il gruppo in cui
il risultato 4i prova & imﬁortanﬁe ad un livello di
P 0,01 viene marcato con dus asterischi.(g%).

Risultati:

Quando il composto della presente invenzione
venga somministrato simultancamente alla gsensibiliz
zazione, la ipersensibilitd ritardata Qrodotté dal1a ec
citazione risuita rinforzata e lﬁeffetﬁp fiﬁforzan‘_
te & superiore a quello ottenuto mediante Levamisole.

Pertanto, si conferma che il composto della
presente invenzione ha 1‘effétto di attivare la ri-
sposta 4l mmunitd cellulare {(effetto immunoﬁotenzigg
te) in topi e questa abtivitd & superiore a' quella

prodotta da Levamiscle.



Tabella 1

Risultati di prova di rinforzo di ipersensibilita

ritardata
Composto Rapporto di aumento di
spessore di orecchila
(valore medio + varia-
zione standard, %)
Controllo
29,6 + 1,9
CH N N~ i
3 ” O citrato 56,? + 2,5 *
. :
3 N H hi:j> citrato 43,5 + 2,8 *¥
~
=N N=-C=N . i *
<z:>“ N ) cloridrato 45,0 + 4,6 **
0
cloridrato di Levamisole 35,6 + 2,4

Ltartrite da adiuvante in ratti prodotta me-
diante iniezione di un adiuvante di Mycobacterium
tuberculosis viene spesso utilizzata per una prova
modello di reumatismo cronico nell'uomo.

I1 meccanismo di manifestazione di questa
malattia non & stato completament chiarito ma & no_
to che la immunita cellulare svolge un ruolo impor
tante. L'azione immunoattiva del composto della pre_

sente invenzione viene saggiata secondo questa prova



acba di artrite da adiﬁvaataq

Frova 2 (nrava dl artrite da aaxavant&, *abella 2)

Fwacedlmeail di provas

Jieae imﬁiegats DER ia.grﬁvé'un'grappo éi'iﬁ
rahti maschi SD dellfetd di 9 sétﬁima&ea'In 0,1 ml
di paraffina filuida vengano segpeel C,4 mg di cellu_
le morte Sﬁsche ﬁl Hyecbacterlum tuberen1051s & ia
SQSD“H“lGHG viene 1nletsaba sotto la pellie del plede
della zampa nosteilore dpstrao Il campasta del?a pra
sente 1nvan¢1019 vzene SGleﬂlSEratO DUI via sot*aw'
cutbanea per g volte complesslvawente Brxmﬁ e daae
12 iniezione dell”adluvante_ 11 campaste ai prava
viene sciéltd in ﬁna 5@iﬁzioneraalina fisiulagica é
aGEM1ﬁ1$ﬁfai0 ad ana dose dl 5 mg per kg di pewe cor
pores. Il volum% dl gonflare deila Z8mpa posuer*are
sinistra viene mlsurate durante il periocde a partire
dal giorno della inmierzione fino al giorno del comple
tamento della prova e wviene caicolato il rapporto
di goufiere, Per confronto, ia prova viene effettuata
in maniers simile impiegando c¢loridrato di Levamisocle.
I risultati ottenuti sono mostrati nells tabellia 2.
Prove F.t vengono effettuvate sui risultati d4i prova
ottenuti. Il gruppo in cui il risultato di prova &
gignificativo ad un livellc di P< 0,05 viene marcate

con un asterisce ed il gruppo con il risuitato di prp
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va significative ad un livelle di P £ 0,01 viane
marcato con due asierigchi.
Risultati:s

Ltinfiammazione secondaria della artrite da
adiuvante viene nettamente.controliata dal conposto
della presente invenzione e l'effetto é statistica
mente importante con riguaréo al gruppo di control-
lo al qguale non & stato semmiﬁistrats alcun compoesto.
L”efféttc prodottc dal composte della presente ié#éﬁ_zi
zione & éuperiofe & quello di Levamisolé usato come
compesto di riferimento ma fra i due‘composti non éi
¢ una differenza statisticamente significativa. Per-
tanto, si conferma che il cowposto della presente in
venzione ha una attivitd immuncmodulante e una'atti_!
vitd antiartritica e questé attivita seﬁo superiori

a quelle di Levamisole,



Tabella 2

Risultati di prova di artrite da adiuvante

Composto

controlle

R an
CHxN N—CwNi:] -citrato
3/ ]
0

~\
CHLN N-—-C-N scitrato
b NI A C

o

) . i > ,
<::>hN N=C-=N . ¢loridrato
N/ “
0

Cloridrato di Levamisole

Rapporto di gonfiore (valore medio +
variazione standard, %)

15 gg.

84,4

54,6

49,4

39,5

65,2

i+

+

+

1+

9,0

11,3

10,3%

11,7%* 56,1

5,9

18 go., -
103,2 + 9,7

61,7

b

62,0

3

69,3

1+

I+

1+

13,0%

12, 5%

10,8%*

7,1%

21 ge,

107,5

73,3 +

68,1 +

Th,b 4

80,7 +

+ 13,3
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;?Gcme illustrato nelle prove 1 e 2, il cempo
.530 della ?resmate invenzione & molto efficace .come
lmmunopatenziatore e pertanto 11 conposto della pre_
sente 1nven21cne e eff:caee per la cura d1 malattle
aceompagnate da rldu31opc o camblamento anormale del
ile funzioﬂl 1mmun1, per esempio malattle autoxmmunﬁ
come artrlte reumatolde crcnlcag | 7
Per~ quants rzguarda 1la 1mmunc terapia dl caﬁ
cri,rﬁuo venire preso in considerazlene un metodo in
cul una funéiane immﬁnespecifica ﬁﬁpure non specifica
ridotta dallo stato di presenza di cancro viene au_
nentata médiante una certé reazioﬁé od unfaltfa'eﬁ
all!organismo vivente viene.fofniﬁa reéistéhzé él
'éanﬁra pé& la cura conktre il cancroa La parteclpa
zione di macrafagl in questa reazione & 1ndlspensa
bile. Pid specificamente (1) il macrofago attivatoe
ha una citotcssicita mediata da cellule d4i cancro,

(2) i1 macrofago & una delle cellule ¢ 6 irie

reo

h
Fedy

ife:
fluente per la citotossicita mediata da cellu di-
pendenteé da anticorpi e (3) quando venga determina_
ta una immunitd specifica a cellule di cancro e ven
gano indotte cellule T che uccidono, l'antigene del
cancro sulle cellule di cancro dovrebbe trasferirsi

glle celliule T e verire riconosciube come antigene,
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per guesto seopo, le cellule di cancrc mediate dalle
reazioni (1) & {2) vengono fagoeitate dal macrofago
Quindl, il macrofago é melue importante per lz iwmmu
noterapia 4i canecri

risultati della prova dell'effetto dell’ 1n
aredlenﬁe attive della presente iavensione sul ma~
crofago vervd ora deseritto con riferimento aila se-
guente prova 3. Piu specificamente, il macrofapo . se-
parato e cellula leucemica EL-4 vengono meseolati ~
¢ coltivatl e acd un terrenc di colturzs viene ag
giunta §H~timidina e viene debterminata }a gquantita
di 5H~t1mﬁdlnm incorporata nella cellula EL~4 per
egaminare la attivita del macrofago. QLE%&O il ma-
crofago vengz attivato mediante somministrazione
delltingrediente attive della presente invenzione,

31 0osgexrve inibizione della creseita di celluls El-%,

0

ciod, fagocitosi della cellula di cancro da pavte gel

Ui

!

macrofago. quindi, se viene misursta la quantitd 3 as
sof%imento di §Hmtimidina e questa quantitd risulta
ridotta, essa conferma che il macrofage & stato at_
tivato. |

Prova 3 (prova in vitro di inizione di crescita di

oellula di cancro da pavie del macrofagzo)




Fragedimentb di prova ’

“7 Ad un grupps di tre topi femm 84y (aventl
un pese cerpcrea di 25 g) vengona sommlnlsﬁratl ﬁer
vld 1ntraner1toneale 0,5 ml di una sospensicne di
2 ng del ‘*1ﬂﬁredienue attlve della pfesente 1nveazlﬂ
ne in 5 ml ai una salezﬁne sallﬁa flSlGlG a. La
dese & dl 8 mg per kg di peso corporeo. A1 grupno
di cantrailc V1en@ semmlnlstruta in maniersa almile
una solu21ene aailna flSlalegacan Dopo trasc6r51 &
glavnz, cellule ad&gmlnall essudate vengeno raccalbe
e_aepaaltate su unsa scaqsla di Petrl gi piastica pey
raecegliefe macréfaﬁiu - ,

Pei, 1 x 106 d@: macro;agl CGSl ot*&nmtl Fd
1x 105 di cellule 1eLcmm1che ElL-~& ﬁi topo EL/SJ Gp?
vengone meﬂcelate e caltl?ate in un tarreﬂa dl csitar&
RPM1 16@0 al qaﬁle e stato agglunco 10% di siere dl
emhrlone bav1n0 (a 27°C in p resenza di 9% 4i CG?;

o

per 24 orei Pol Vengono &gglﬂﬁbl O pLp Ci di %H“tlml
dina e la boitura "iene effettaata ancorsa perxr 16 ore.
Uellule vsnggne raeca]to su una carca da f1lbro dal
terreno di coltura e la quantita dl DH*tlmidlna assa%
bita ﬂiene determlnatﬂ mediantm un centaﬁaﬁe a Llntll

lamento di 11qu1dan Il rapportc a3 assorb1mmnto (%)

viene cﬁlcolato secondo la seguente formula:



{(Numero di conteggio (Humero di conteggio
nel csso di coltura —~ nel case d4i coltura

Rapporto &1 - _ ... 1€ .
assorbimento = mista) -gipngota d4i macrofagghiiog

(%) (Wumero di conteggio di c. itura singg
la di cellule EL-4)

Il vals“e medio {(ip %) in an solo gruppl d1
tre topi v1ene determinato per ottenere i rlsultat1 ma}*
strati in. tabel‘a 3. Per confronto, la mova dlene esaw{'
gulta in manlera simile 1mplegande clerldrate d1 L@va }
miscle. N H
. Risﬁiﬁati: 7

Si° conferna che l'ingrediente attivo della pre_
sente invenzione inibisce  spiccatamente l‘aséorbi_
mento 4i B-timidina da parte di celiule‘léucemiche -
EL-4 mentre cleridrato di Levamisole nonqi;ibisce
tale azione. o

Pit specificamente, si conferma che 1“ingrediag,
te attivo della presente invenszione attiva il-maerafgm-
go cosi da prbvecare fagocitosi di ecellule di cancro
mentre invece Levamiscle mostra difficilmente.taie

effetto.
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Tabella 5

Prova in vitro di inibizione di crescita di cellule

di cancro da parte di macrofagi

Rapporto 4i assorbimen
to (valore medio, %)

Composto
controllo 80,2
CHzN N-C ﬁ::j
=L=l *citrato 25,7
N/ ’
0 ‘
/ i
CH3N N—ﬁ-N *citrato _ 22,6
0
<Z:>PN N~C 1 d
! ~C— * cloridrato
T ) 21,9
o]
cloridrato di Levamisole 49,0

I risultati della cura di cancri in animali
mediante 1'ingrediente attivo della presente in_
venzione verranno ora descritti con rifefiménto al_
le seguenti prove 4 e 5.

Prova 4 (prova di effetto antitumore per sarcoma 180

mediante somministrazione orale)

Procedimenti di prova:
Un gruppo di otto topi femmine ICR viene ino-
culato per via intradermica con 2 x 106 cellule di

sarcoma 180 e,durante un periodo di 10 giorni dopo
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trascorse 24 ore, viene somministrata per via ovale
una soluzione o sospensione dellfingrediente attive
in vna scluzicone salina fisiologica ad una dose di
0.1 ml per 10 g di peso corporeo 1 velta al giorno.
Al gruppo di controlic viene somministrata in ma_
niera simile una soluzione salina fisiologica. La
dose del composte & 100 mg per kg éi peso corporeo.
11 diametro D (mm) del tumore viene misurato e ven_
gono determinati il valore medic ed il numero N 4i
teopi viventi per ottenere i risultati mostrati in
tabella 4.
Risultatis

Le cellule di tumoreﬁnoculata si sonc. propa_
gate e sono diventate tumori solidi. Tuttavia, se
lt'ingrediente attivo della presente invenzione viene
somministrate per via orale ripetutamente, 1l tumore
diminuisce di gréndezza oppure scompare.

Per confronto, la prova viene effettuata in
maniera simile impiegando cloridrato di ILevamisole
ma non si osserva alcuna notevole azione carcinosta-

tica.



Tabella &

Prova di effetto carcinostatico per sarcoma 180 mediante somministrazione orale

Composto Voce Lasso di tempo (settimane)
0 2 4 6 8 10
D - 10,6 15,2 22,4 31,5 37,6
7controllo N 6 6 6 6 5 1
ﬁ/\W ~citrato D - 7,7 6,3 5,5 4,7 0
N \/ N6 6 6 6 6 6
I
CH4N N-C-N_ )-citrato D - 6,0 4,7 4,8 3,3 0
= N 6 6 6 6 6 6
N N—C-N:i>-cloridrato D - 6,2 3,8 4,4 5,3 0
“—"(l) N 6 6 6 6 6 6
D - 10,2 16,2 20,7 29,6 28,1

o . . .
loridrato d4i Levamisole N 6 6 ) 6 6 6

Nota:

D: diametro medio (mm) di tumore

N: numero di topi viventi

...6'[_



o . S a3 B I TP gl ey e s - LAt s e
rroewe LRTOTE Q1 eriadty gereinestatico conbyo sarooma

180 pedisnte genpipisityarione sobtecutanea

L

Frocedimenti di prova:

L& provs vieme effettuata nella medesima maniq_
ra éesc“itta nella prova 4 ececetto che il compostc
attivo viene somministrato par vla socttocutanea e la
dose viene cambiata in 20 mg per kg di peso corporeon
Rlsultatl.

¥iene osservato il camﬁzamentc del dlametro
D (mm) del tumore e viene contrellato il numero di to_
pi viventi per ottenere risultati mostrati in tabella
5. Anche se la dose & 1/5 della dose adottata nel
caso di somministrazione orale, pud venire ottenuto
il medesimo effetto ottenuto medisnte la somm1n1stra
zione orale. Al centrario, cloridrato di Eevamisoie

non ha aleun effetitc carcinostatico notevole.



Tabella 5

Prova di effetto carcinostatico contro sarcoma 180 mediante somministrazione

sottocutanea

sottocutanea
Composto Voce Lasso di tempo (settimane)
0 2 L 6 8 10
controllo | ‘ D - 10,8 16,6 20,3 31,2 40,5
N 6 6 6 6 4 1
TN -
CHN  N~C-N j rcitrato D - 2,2 36 6,1 1,2
o~ N 6 6 6 6 6 5
SN '
CH,N  N-C-N  )-citrato D ~ 1,6 3,7 57 0,8 0
— N & & 6 6 6 6
M\ :
<Z:>»N N-C-N ) -+ cloridrato D - 2,4 3,9 5,2 0,2 0
— N 6 6 6 6 6 6
Cloridrato di Levamisole D - 7,7 14,8 1lu,4 30,2 31,6
N - & 6 3 6 3 2
Nota:

D: diametro medio (mm) di tumore
N: numero di topi viventi
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Quando i risultati ottenuti nelle pyrove 4 e §
vengano presi in considerazione allia luce dei risulta_
i otteruti nelle tabelle 1 e 35 sl osserva che 1'in_
grediente attivo della presente invenzione attivala
funzione immunizzante delltospite portatore di cancro
¢ mostra pertanto un effetto carcinostatico . Lfeffet_
to carcinostaticc del composto della presente invenszig
ne & pit potente di quelle d4i Levamisole,

La tossicita del composto attive della presen
te invenzione verrid ora descritta con riferimento al
is prova & che segue.

Frovae 6 {prova di tossicitd acuta mediante sommini-

strazione orale)

Procedinento di prova:

Una scluzione o sospensione del composto in una
soluzione salina fisiologica viene somministrata per
via orale ad un gruppo di tre topi masgchi ddY e, de_
po 7 giorni, viene determinate il valore dellz DLEO
galeglato.

Risultatis

I1 wvalere délla BLSO caleolato dellfipgredien
te attivo secondo la presente invenzione € nel campo
da &00 a 1500 mg/kg che & molto superiore al valore

della DLﬁg calcelato per cleridrato di Tevamisole,

che & nel campo da 150 a 200 wg/kg. Quindi, si confep



ma che la tossicitd del comeSEo della presen@a in_
venzione & molta bassa.

Qvaada il composto della presente 1nvenzlene
venga us#“s cone medlclna, esso pud venire 1mplera
to sotto ferma di una base 11beran Tuttavia, in v1sta-
dellia Stablllta e f36111ta di formu1331cn° ai un far
mace, 81 preferlace che il composto venga usatc sotte
forma di un sale farmaceutlcameﬁte accettabile quale
un cloridrato, un citrato od ﬁn fosfato, syecialmenté
quando venga richiesta solubilita in acqua come nel -
caso di una iniezione.

IiLéompostc deila preséﬁfe-inﬁenziane ﬁﬁé veni_
re ssmmiﬁistrata sotto forma di una formulazione usua_
le secanda un metodo usuale adottato per agentl immu—-
nepotenzlatarl<rearc1nostatlcl usuall. Per esempzo, |
cone preparate per la sommlnlstra21one orale puo ve_
nlre nomlnaua una capsuia, un graﬁulo, una pastlg]la
un grana?e fxne una eompressa ed uno scrroppc¢ Inoi~
tre, per la somministrazione diretta nel retto &
adatta ﬁnajsuppasta, Inoltre, pué venire usata una
inieziene‘ner la somm1nlstfaz1one endavenesa, sommini_
s?razlone scstocutauea oppure sammlnlstr351one 1atra
nuscolare.

Limmunopotenziatore della presente invenzio_



ne pud venire usato per la cura di malattie accompa_
gnate da riduzione o anormale cambiamento della fun_
zione immunizzante, per esempic contro malattie an-
toimmuni come artivite reumatoide cronica e miosite
multipla, varie malattie infettive e vari tipi di
cancro. Mediante somministrazione del composto del_
la presente invenzione ci 8i pud aspettare recupero
¢ normalizzazione della funzione immunizzante di pa
zienti che soffrono di queste malattie. Per guanto
riguarda tipi di canero ai quali il composto della
presente invenzione viene applicato appropriaftamen_
te possono venire nominati cancro dello stomaso,
cancro del colon, cancro del retto, cancro della
mammella, cancro dei fegato, cancro uterino, altri
tumori, reticole-sarcoma, linfosarcomatosi, altri
sarcomi e leucosi. lMediante somministrazione del
conposto della presente invenzione pud venire pre_
Lvisto alleviamento di sintomi soggettivi e di sin_
tomi oggettivi.

11 metodo di somministrazione e la forma di
preparagziong possono venire scelti in maniera appro_
pfiata a seconda del tipe di malattia e della comndi_
zione del paziente. Nel caso di somministraziocne
orale, la dose del composto della presente invenzio_

ne é 1 fine a 10C mg, preferibilmente 1 fino a 20 mg



per kg di peso corpﬂreo per giorno. Nel caso dl Som--
mznlsbra51eae al retto la dcse é preferwbllmente
1 fino a lOO mg per kg di peso cerporee per glerno,.'
nel caso d1 sommlnlstra31one endovenosa ia dose é -
p;eferlbllmente l fino a 10 mg per hg di peso corpﬂ
reo per gwcrno e nel caso d1 sommlnlstr321one per |
via sottocutanea oppurn 1ntramuscclare 1a dcse & pre
ferlbllmente 1 flno a 20 mg per kg d1 peso corporeoa.
51 preferlsce che 1a dose venga regelata in manlera
approprlata 8 seconda del tlpo dl malattie e della
ccndlzlone del pazleute* L”effetto del composto at |
tivo della presente 1nVenzlane puo venzre aumentata
1mplegandc altre medzaine in comblnazlone approorla
ta a secoada del tlpc della malattla e della ccn
dizione de1 p321ente. Per esemple, quando vengans
semmlnistrat; agenti chemlouerapautlcl per capcrl,
guali antimetaﬁéliti ed agenti alchilanti, ché han
no un effetta secondarle d1 rldﬁrre la capaclta ime-
munlzzantl dl pa21entl, se in cemblnazlone viene
usato il composta attivo della preseﬁte 1mvenzzoneg
viene 1mped1ta 1a man1festaz1one dl tale effetne
secandarlo e v1ene aumentato 31nerglcamenae 1°ﬂffet
to curatlvo. |

Med1c1ne da] compostg del1a presente 1ﬁvén21o

ne pessono vepire preparate secondo la fafmula ugua__



-

le e metodo adottati per ordinari agenti immunopétem_
ziatori oppure antitumore.

La presente invenzione verri ora descritta in
dettaglio con riferimento agli esempi che seguonc.
Esempio 1 |
Ll-metil-4-(N~pirrolidinocarbonil)-piperazina]

In 50 ml di teluolowengono scieolti 8,1 g (0,05
moli) di l1-metil-4-clorocarbonilpiperazina a tempera
tura'ambiente e nella soluziocone di culi sopra viene
fatta gocciolare a 0°C una soluzione di 10,7 g (0,15
moli) di pirrolidina in 50 mi di toluclo, entro un
pericdo di 30 ﬁinuti. Il miscuglio viene Erattato a
ricadere per 1 ora per completare la reazi;ﬁe, I1 mi_
scuglio di reazicﬁe viene raffreddato ed il cristal-
lo giallo precipitato (cloridrato di pirrolidina) vie_
ne separatc mediante filtrazionee. Il filtrato viene
essicéatc su solfato di sodio anidro e toluolo come
solvente viene éliﬁinatc mediante distilldazione sot_
to pressione ridotta per ottenere limetil-4-(pirroli_
dinocarbonil)-piperazina grezza come residuo di distil
lazione. I1 prodotto grezzo viene purificato mediante
distillazione sotto pressione wridotta per otténere-
6,6 g di un prodotto puro avente un punto di ebolli
zione di 109,5 fino a 110,0°C a 0,5-0,6 mm di Hg asso_

luti. La resa & 66,9%. I valori dell’analisi elementa-



Ire SCA0 Come Ssguono:

21 ,20%

trovato: C = 61,07%, H= 9,80 %, W =
Aﬁglisi céleé?ata per: Cnglqﬁéo' -
0 = 60,87, H = §,73%, N = 21,30%
Esempio 2 | |
{ecitrato di 1~meti1~4»(Nkpirrolidinocarbonil)fpipe~
razinal |

In 20 ml di aeefaae Vangono 5019131 2 0 g
(0,01 noll) dl 1~met11 4~(N~p1rrclldlnocarbonxl)—pl
perazina a temperatura ambiente ed una salu21one di
1,9 g (0,0i moli) di anidride éitrica in 30 wml di
acetone viene fatta gocciolare ﬁella*soluzioﬁe di
cul sopra a temperatura ambiedte.entro un:periodol
di eirca 30 mlnatl, 1i miseuglio v1ene agltato per
un certo tempe alla-med951ma temperatura ed il cri_
stallo precipitato viene ricavato mediante flltrqm
zione e 1§vato con acetone. Il cristailo ricavats
viene lavato in 50 ml di etilacétato g 50°C agitan_
do per 3 ore. Il cristéllo viene ricavato madiante
filtrazione, 1avat0 con etilacetate ed essiccato
per ottenere 5,6 g di citrabto di l-metllwaﬁ(ﬁ-p1rro
lldlncncarbonll)-plperaz1na avegte un punto di fu51qm
ne di 166 finb a 161°C. La resa & 71.9%. I valorl

dell’ aaallsi elementare sSono come Seguono:
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?rovato: C=49.21 %, H' = 7,00 %, N = 11.00 %
Anal.calcol. per C16H27N308: C=49.34 %, H = 7.00 X,
N =10.79 %
Esempio 3
[1-metil-4-(N-piperidinocarbonil )-piperazina e suo
citrato]. |
La reazione ed il post—-trattamento vengono ef_
fettuati ﬁella medesima maniera descritta nell'esempio
1l eccetto che invece di pirrolidina vengono impilega_
ti i2,8 g (0,15 moli) di piperidina per ottenere 1-
metil-4-(N-piperidinocarbonil )-piperazina avente un
punto di ebollizione di 151 fino a 153°C a 4-5 mm
di Hg assoluti. I valori dell'analisi elementare sono
come seguono:
trovato: C = 56.57 %, H = 9.49 %, N = 26,39%
Anal.calcol. per CyoHpoN,0: C = 56,43 %, H = 9,72 %;
N = 26.09 % |
La reazione viene eseguita nella medesima ma_
niera descritta nell'esempio 2 eccetto che ia base -
libera cosi ottenuta viene usata per ottenere An-ci_
trato avente un punto di fusione di 115 fino a 120°C
(decomposizione).

Esempio 4

[l-fenil-4-(N-piperidinocarbonil)-piperazina e suo

cloridratol].




La regzione ed il post-~trattamente vengono ef
fettuati nellea medesima maniera descritta nell'esem
pioc 1 eccetio cheAiﬁ luogo di l-metil-4-clorocarbo-~
nilpiperazina véﬁgsno impiegati 11,2 g (0,05 moli)

di l-fenil-4-clorocarbonilpiperazina e‘in luoge di
pirrolidina veggono usati 12,8 g (0,15 moli) di pipe_
ridina per ottenere l-feni1w4~(N#piperidinocarbenil)«
piperazina avente un punto di ebollizione di 106 fi_
no a 114°C a 15 mm di Hg ed un punto di fusione di

65 fino a 66,5°C.

La base libers cosl ottenuta viene sciblta
in c¢lorcformio ¢ 1a scluzione viene saturata con
acido cloridrico gassosc ed agitata per un certoc tem
po. La soluzicone viéne trattata mediante‘l’usuale
lavorazione ulteriore per ottenere cleoridrate di 1-
fenil-4~(N~piperidino-carbonil)-piperazina avente
un punto di fusione di 186,5 fino a 1§9°C, I wvalori
dell‘’analisi elementare sono come segﬁono:
trovato: ¢ 62,04%, H 7.86%, N = 13,60%, C1 = 11,23%
Anal. calcol. per 01632#N5001: C = 62,02%,H = 7,81%

N = 13,56%, Cl = 11,44%.
Esempio 5
. [Compresse contengnti citrato dit;;metil~4-CN#pirr0~

1idinocarboni£hpigerazina come ingrediente atti#o]
Un miscuglio di 50 g di citrato di l-metil—i-
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(¥-pirrolidino-carbonil)-piperazina, 38 g di ldbtﬁ

i

io, 35 g di amido di grancturco € 20 g 61 cciluzoSa
crista llina viene agitate bﬁf¢1§leﬂtemﬁﬁbe hd 11 mluCB
glio viene 1&@35%&*@ & granuﬂate ﬁGﬂ una saluz;ene di
5 g di 1&?0331@?@9116@11&1083 e 160 ml di aaqua e&
esslcaata a 50°C per 4 ore. I1 mlscuglle granula%o'
viene mesaolato con 2 g di stmarato di magnesio & mo_
aellato in ccmpresse% ciascuna di un peme di US
medisnte una macchinpa pastlgllatrlce,

Egempio S

{Capsule contenenti citrato di l-metil-f=(N-pirroli-

ﬁinocarbonil)npiperaziﬁa come ingrvediente attivel.

Ua mmseuglze dl 100 g di ecitrate di L-metil-
4w(ﬂ«ﬂ1vr911d1nﬁcarboall)-vlperazlna Sh g dx 1atuo
sio, &0 8 di amldo d1 grancturao; /0 g di eellulosa
crlstalllaa € 6 g 'di stearato dz éagnas=o viene agi__
tato suffiéieﬁtéménte ed introdotto iﬁ'capsule dure
in unsa quantlﬁa di 300 ng per caﬁsul 'eganus una
macchina da 1ncapsulameﬁbe per stbenefe capsule.
Esempio 7. |

[eranuli contenenti cloridrate 4l 1-fenil-d-{({-nipori-

dinncarbonil -1 razina come ipgredienbte attivol]

Un miscuglio di 10U g di cloridruic di i-fs

nilﬂiiﬁmpipewlﬁluccarnanlz;~p1peraz1u&5 158 g oua-

lattosio, 140 g di asmido di grasotureo ed 80 g di



celliuvloss cristellina viene agitato sufficientemente

d il miseuglic viene impastate e granulato <o una

&

spluzione 4i 20 g di idrossipropileeliulosa in 400 ml
di acqua ed sssiccato a 50°C per 4 ore. I granuli ven
gzono fatti pessave abtraverso un vaglioc da 12 mesh per

ffettuare la classificazione ed i granuli vengono mg
scelati con 8 g di stearato di magnesio ed il miscu
glio viene agitate sufficientemente per ottenere gra
nulis ‘

Egzmpis 8

[Supposta contenente citrato di l-metil--4-{N-piperi-

dinocarbonil)-piverazina come ingrvediente attivol

Un miscuglio di 10 g di citrate di l-metil-f-

{ﬂ-piperiéinecarbqnil)»yigerazina e QG g di ﬁitegsaéﬁ
W~35 (Dynemill Novel Chemicals, West Germany) vengono

riscaldati e fusi a 60°C ¢ la massz fuss viene colata
in stampi in modo che il peso di c¢iascuna supposta sia
15 g oppure 3 g. La massa fusa colata viene raffredda_
ta ¢ solidificata per ottenerne supposte.

Esenpio ©

{Tniezioni contenenti citrate di l-mebil-#~{N-pinpepri-

dinccarbopil )~piperazina come ingrediente attive]
Un miscuglio di 10 g 41 citrato 4i i-metil-4-
{N-piperidinocarbonil)-piperazina e 0,4 g di clerurc

di sodio viene sciellbe in una quantiti appropriata



ai na d"uﬁll?ata per iniezioni in modo che 1= quaa
titad tatale sia 1GG mlq La iniezione cosi formata e
adatta por 1a sommlnlstr351onﬂ eﬂdcvenosao

- RIVENBIG&ZIOWI -
1. | Camposto dl plneLazlna rappreseﬂtate dalla se__
gaente farmula generale (1) e ‘suo sale di aclﬁc 1nor

ganlco oppure organlco-

Ruéfaﬂkug-ﬁ//ﬂ“\}cﬁg}n (1)
A I

'
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.
2, ‘Composto sedondo ia rivendicazione i, in cui
R neiia formuia generale(I)é un gruppo metilico ed

€ 4. : | |
5. Géﬁposté sec@ndo_la'rivéndidaziane i, 'ia-cui
R nella formula generale(I)& un gruppo metiliﬁo ed
2 s s - . ‘ R

“ Composto secondo la rivendiecaszione 1, im cui

S

R nella formula generale (I)& un gruppo fenilico ed
n é 5¢ | T | .

5ea Pr§uedimenaa per 1ia prepara21one di camnostl
ai. plpewaalaa rappfesentatl dalla formula geuerale |

(I) che segue:



SN Y

R~K JUESeT U] (Gﬁg)ﬁ (1)

O C)

in cuil B sta per un gruppe alchilico oppure fenilieo
e¢d n é un rumero del valere di 4 oppure 5, compren_
dente l'operazione di condensare una 4—clorocarboni1-
piperagzina l-gostituita rappresentata dalla formula

generale (II) che segue:

/N
ReJ§ N~CCl (11}
n
0

in ¢ui R & come definito sopra, con un'ammina cieli__

ca rappresentata dalla seguente formula generale (III):

_H@:\—’X(CHE)R ',(III)
in cui n é come definitec sopra.
&. Immunopotenziatore comprendente, come ingre.
diente attivo, un composto di piperazina rappresen_

tato dalla seguente formula generale (I):
R-X N-GC EI/H\(CH ) (1)

in eui R sta per un gfuppc alehilico oppure fenilico
ed n & un numeroc del wvelore di 4_oppure 5 sotte forma
di una base libera oppure di un sale di addizione con
zeido biclogicamente accettabile.

7 Immuncpotenziatore secondo la rivendicazione



Aw

6, il quale @ nells forma di una base libera oppure

di un male biclogicamente accettabile, combinatoe

con un diluente o veicolo farmaceuticamente accet_

tabilea _
DP.DP- MITSUITOATSU CHEMICAL, ING.

oGIETA 1IN fih pREVETTI 8.0
S oy
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LEGGE SUI BREVETTI (1) _
(Domanda soggetta alla regolamentazione delle Norma

secondo l'art. 38 della Legge sui Brevetti)
15 febbraio 1980

Al: Direttore Generale dell'Ufficio Brevetti
1. Titolo dell'invenzione:

"Nuovi compostipiperazinici, procedimento per pre

pararli e loro impiego".

2. Numero delle invenzioni descritte nel tontesto

della domanda di brevetto: %

5. Inventori:

Indirizzo é14 E -
1, Togo, Mobara-shi, Chiba-ken Japan

Nome
Yutaka OKAZAKI (e altri tre)
4. Richiedente del brevetto -
Indirizzo 2-5, Kasumigaseki 3—chome,Chiyoda—ku
Tokyo, Japan
Nome MITSUITQATSY CHEMICALS, INC,

Representa nte: Selichi MAPSUBAYA

5. Agente
Indirizzo Hog@ku Building 503, 19-14, Toranomon
1-chome, Tokyo, Japan

Procurétqre(?S??) Chikao TODA
Tel, . 508-0333
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(2) copia della domanda una copia
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Nome Hiroshi TOKUDA

Indirizzo 308, 2-chome, Kamishirakawa-machl, Oomuta-
shi, Fukuoka-ken, Japan

Nome Shiyoichiro MIYAHARA

Indirizzo 300, Hirabaru-machi, Oomuta-shi, Fukuoka-
ken, Japan

Nome Yoshitsugu YAMADA
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S, el g 1o fe. Descrivione el mvenzone

.

ensione s8i Triferiges ad un

p
o
&0
o
g

La yfése
nuovoe coﬁpgsté di piperazina,. ad un prcceéiménﬁe
per la sua preparnazions £ ad una aﬁmposizione'm@diﬁ
cinale che contienme questo nuove compostoe di pipera-
2inga come ingrediente attive.

secondo la'préseﬁté invenzione viene fornité'
un nuovo conmvosto di §1ﬁvr321ﬂa vagn:esentato Gal*a

5egaente fafnulu reneral (I);

TR T \ - N
R~ K NGt \GHH) (1)
”“"‘"‘"’ O \\__/‘/

in cui R stz per wp gruppe alchilico oppare fenilico
ed n & un numero fei—weiwme di & oppure 5.

Sesgondn la preseabte invensiosnae viéne fornito
anche un procedimento per la preﬂarazlemg ai nu0V1
compestl di piperazina rappresentati dalla fc:mula
generale (IB_di cul sopra, che comprende leporasie-
#e—a23- condensare una %«clcrancarbanilpiperazina iwsg
stituita ra Dfesenrﬁha dallia segu@nbe formula genera-.

le {3T):

P
Bl M-l {(11)
s 6

in cui R ¢ come definite sppra con riguardo alla for
mula generale (1), con una ammina ciclica rappresen
tata dalla seguente feormula generale (IIT)

N

Y (om
N

3
2)n (371)



in cui n € un numero delwalexe di 4 oppure 5.
Inoltre, secondo la presente invenzione, vie_

ne fornito un agente immunoattivo che comprende, come

ingrediente attivo, un nuovo composto di piperazina

rappresentato dalla seguente formula generale (I)

N

R-N  N-C-N (CHZ)H (1)

(SN

in cui R sta per un gruppo alchilico oppure fenilico,
ed n & un numero 4el walore di 4 oppure 5.
Questo agente immunoattivo viene usato per la
cura di reumatismo cronico e nella immunoterapia di
cancri.
I1 nuovo composto di piperazina viene ottenuto
mediante la reazione rappresentata dalla seguente for__

mula di reazione:

R N/——\N C=CL /\( ) )
- ~C=C£ + HN CH,) — R-N N-C-N  (CH,)
| 2'n | 2'n
! N D N
(11) (II1) , (1)

Piu specificamente, il nuovo composto di pipe-
razina della presente invenzione viene ottenuto conden_
sando una 4-cloro-carbonilpiperazina l-sostituita rap-

presentata dalla formula generale (II) di cui sopra
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} con una ammina ciclica della formu_

i
{TIT) di cui sopra in cul n & un numers

4 gppure S {11 composto in cui n & 4

sta per pirvelidina e guelle in cul n & 5 sta per pi_

peridina), se g8i degsidera in un sclveate inattive per

et
o

reazione quale benzolc oppure toluclc. La reazione

I

vriegne effettuata a cirea O fipo a circa 120°C ed & so

astanzialmnente complets in 1 fino 2 S ore.

1 composto della formnla generale (I) ottenu_
to mediante le reazione di eui sopra, pud venire iso
tato e purificato secondo un metodo usuale, per esem

*

pio un metodo in cui il miseuglio di veszione viene

©

gtratto con un acido diluito, i’estratto viene reso
alecalino per mebtere 11 libertd il composto desidera
to e viene effettuats una disgtillazione sobte pressio_
ne ridobtitz. La base libers cogl ottenunta del compoesto
desiderato puo venlrve convertitsz ad un sale di acido
seecondo un procedimentc uvsuale. Inoltre, pud venire
nadottate un metodo in cui il prodotto wiene purifics
e setto feorme di vn sale di addizione con acido €
questo viene poi trattato con vn alcali appropriato
ner othenere una bass libersa,

Il composto della formwla generale (II) pud

venire preparato mediante un metodo nobte, ad esempic
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un BeTedo capnrendentd la wennsiéne di wmn piperagl

nE retngtiiuita con JoEEenE.

Reerpl specifich del mdowe Gompesto di plipess

L)

n

FLIAE DITERETENo SEe6Ne Le nlescwnie invenglons sono

Temabilivfde (Feplirrolidisucarbonil jepiperesing,  keebiln
Lidipocarkord Depiperasing, Lon-opnspil-f-

{¥--plirrdl idincas r%cﬁslfﬁp"§e“&? B2y Lkel-prepil-fe

{Hwf5rpetidinocarbouil J-pipersring, len-butil-ti
(W-pirrolidins-carborillipiperasing, I-i-bubil-i.(lpir

rolidinecarbonil j-piperazing, L-netil-tic(Hpiporidisos

carboril J-piperaging, L-etil-l«(H-piperidino-carbonil)-

piperaziug, L-pen: " ﬁ1»4w(h»~i eridincearbonil Y-pipe~

5

razina, *mlﬁyﬁﬂ il ﬂi—{ﬁ~31pﬂfldlﬁQCA?bﬁﬂ1])mylperaZA
na, l-p-bubiled- (ﬁaglperﬁ61na~carhen11\~ptperazita

ed im1wUﬂfl;m%mfwﬂplpefldlﬁacarbﬁﬁlx,ﬁplﬂaF&ZLﬁd4

cempestﬁ della preaeﬂne iavenzione rapawe

1
sentato daila formuia gener le (.) d4i cui epra pGS
o : N hodrrg
Biede abtvi vlta Lafmawalsgacheu Can gvande sgrpresa
& stabe trovato che il Lﬁﬁpostﬂ de Jla presemte ﬁnven
tosgicitad del GOF?QS%G & molto bassa, Qumnéi, il
composte dells presente invenzione & molbo pregevole

cors madicinae,



i

Questo punto verrd ora degeritic in dettaglie

gon rifeviments alle nTove.

Q

¢i prova impiegando snimali sono
statl proposti per detevminave L'effetto ilmmunopobten

riante. Hisuitati della prova di viaforzs dells iper-

sepzibilita riterdata, che & una prova tipica fra gue_
ste prove, verridnuo orsd descritii.

Lz wpersensibilitd ritardata indotta quande
plevilelorure (2-cloro~1,3,.5-trinitrobensels) venga
applicate gulla pelle dl un topo € nota Come uns in-
manita celliulars tipieca e que & uno dei sistemi

di prova zdobiati ampiamente nel mende {vedi Ashevyson,
G.DL. and Piek, ¥W: Contact and Delayed Ev@érsenﬁitiw
vity in the Mouse I, Active Sensitization and fas ive

, Lmmunology, 15 QQEMQIQ (19683 1.

Gunesto sistena vieme usaho pey la prove 4i

rinforzo della ipersensibilitd riterdata.

=

Prova 1 (prova di rinforzo di iperse asiﬁ ilitd ritar-

Viene usato per la prova un grapps di olbte topi

ragehl IGHR, clascuno svente un peso ¢orpoerceo di eiven

Ts sibilizrazione viene effettvata sppiican
a0 une solnzione al 7% 41 pleril-cloruro im ui nlgcie



glio /1 di elic di olive ed acetone sulifaddome rTo-
sata del =a§@;

Simultaneanente alla sensibiiizzaziﬁne?_mﬂa
se? :1one.0 sospensione del_eempestm della presente
1nven21sne‘1ﬂ una ﬁcluzigge a G$2% di carbasai@@tilm‘
ce?lulana 1a una Sﬂ1uélﬂﬁﬂ sallna 11 zielogica viene
sorministvata per via orale. al ta@o ad una dose di

50 mg pe? k“ del pesa COTPOTED. il gruppe 4i control

1o viene somministrata in maniera simile una soiuzio
ag a Qfgﬁ ai carbasslmetzlcellulcsa in upa gpluzione
saiiné fisielngica{
La 1?&‘5“ﬁbﬁb¢1i LA ritardata‘vi&ﬂ@ accitata

7 glﬁrﬂi dopo 1a sensililizzazione stfiﬁgeﬂdé 1linreg
‘hio del topo com una pinsza avvolta con wn feltro im-
preguato di upa soluzione ad 1% di picriiﬁlor&r@ in
glio di elive a.riﬂapr@néa léﬁraﬂchia con la solus 10
ne. L spsssore aeﬁl’erec hia Vlﬁﬂ“ nisurato prima ﬁml&@
eccitazioﬁe e 2% ore dopo 1a ﬂec¢tdzwe@e ed "? raym
porte di aumento dello spessore (valors medio ¢i en_
trambe 1le orecchie in 8 topi pid ¢ mens la deviazic,
ne shandard {(viene ottenuio come mostrabe nella wabel

il

Lt
m

Per voufronto, la prova vwiene eseguita in ma

niers siu

r:

ile implexendeo clovidrate 4i Leovaulsols ed

Bt
ot
P
I"'\
534
b
ot
li.!
i

ottennti sone mostrati in tebella 1. Ven



gong effetiunate prove F.t. Il grappe in euni il risul
ﬁats di prova ¢ isportante ad un livelle di $<0,05
viene marcato con un a@taﬁi cu(ﬁ . @ 1l gruppo in eui
il risulbate di prova & impow ﬁt& ad un livello di
P 0,01 viene marcato con due asterischi ().

RHig 1::8\'}“1“

Wrando 1l composto delis presente invenzione

venga somministrate simultanesmente aila sensibiliz

zazione, la ips r%ea31&11 td ritardata predotta dal la ec

citszione risu iua rinforzats e 1'effetso éinforzagm
te & superiore a guello ottenuto medisnte Levamisols,
Pertanto, si conferma che il composto della
presente invenviocne bha 1°effétto di aﬁtivayé i1a 7ie
sposta di fmmunitd cellulave {effetto lmauiepat nzian
te) in topi e questa attivitd & superiore a que]l

prodottsa ds Levamisole.



Tabella 1

Risultati di prova di rinforzo di ipersensibilita

ritardata

Composto

Rapporto di aumento di
spessore di orecchia
(valore medio + varia-
zione standard, %)

Controllo

N
CHjN N—=C~N » citrato
S

0

FARRRN
CHBN N-C-N ) - citrato
AR T I —
G

P
N N-C-N ) . i
<i:§* — cleoridrato

7

0

cloridrato di Levamisole

29,6 + 1,9
36,7 + 2,5 *%
43,5 + 2,8 **

45,0 + L6 *¥

35,6 + 2.4

1+

3

L'artrite da adiuvante in rattil prodotta me-

diante iniezione di un adiuvante di Mycobacterium

tuberculosis viene spesso utilizzata per una prova

modello di reumatismo cronico nell'uomo.

Il meccanismo di manifestazione di gquesta

malattia non & stato completament chiarito ma e no_

to che la immunita cellulare svolge un ruolo impor_

tante. L'azione immunoattiva del composto della pre_

sente invenzione viene saggiata secondo questa prova



w“ 1O -

o

Poove 2 prQVQ,&i'

"3

irbrite da aaluva&foa tabells 23
rrec&&zmeazl &1 proval
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imniegate per la prova nn grappo i 16
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D felletd di 9 settinane. In 0,3 ml
di parafiina finids ve nEoeno aospesl G, 4 mg 43 seliu
le morte é@aghe 6i v f eﬁﬂﬂutﬁzlam tuhefsﬂi351s ¢ 1a
pensiaﬁe viene inie ﬁt 1& sotto ]a p@ll@ d@ll ieéé
della zampz pc-tcﬂzere ae%trao Ll coupssho 4 13 grr
sente invenzicne viene semmmnza?rate p#? via saaﬁew'
cuvanea ?ér Y velde aﬁmp eesxvameﬂte p? ne e d@@e
1g iniezione dell ‘adzuvan*e. 11 ce*psste ai §raaa
Vi%ﬂé scielto in una Sflﬂmlﬁﬁ@ saline £isd ﬁlagzca g
sa&minﬁsﬁr&%g ad una dose d; 5 mg @Qr g di pa%n col
ROTEO . IifVQIQﬂE ﬁl zonfiore dellr zamns ﬁﬂste?ief@
sinistres viene misurate durante il pericdo a partire
dsl gioroeo dells indezione fino al glorno del esmpl
bamento delia provs e viene caleolato 11 rappoiie
di gonfinre. Per confronto, la prova vieme effeshuata
in maniera simile impilegando clovidrato 4i Levanisole.
I risultati ottenuti sono mostrati neils habeliza 2.
Prove P.t vengono effettuate sui risulteti di provs
ottenuti. IL gruppo in cui il risulisto di prova é
gignificativo ad un livello di P 0,05 viene marcabo

con i ssberisee 2d 11 gruppo con i1 risuliteto 4i pryg
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2,

va sigpificative ad un livello di P £ 0,01 viene

indy

narecato con due asterischi.
Risulvati:

L”infiammazieée vﬁoaﬂdarla della artrite da
adiuvante viene nettamente aoatroliat& dal composto
della presente invenzione e l'effetto & stabistica_

mente importante con ?iguaféa al gruppo 43 control-

fand

1o al guale non & stato seomminiztrate aleun compesﬁc;
ett

Ltef? prodotte dal compesto dells pres#noe 1nven

-

zione € éa?eriore & guellp di Levamisel&‘usato come
sompoateo di riferimento ma fra i due composti non vi
¢ una differenza stetisticamente significativa. Per-
‘tanto, si coﬁferéa cﬁe il composto della presente ip

venzions ha una athivita immanamoﬂulaﬂte e una abti

Ay,

7itd antiartritica e quasta attivita sono superiori

& quelle di Leveamisole.



Tabella 2

Risultati di prova di artrite da adiuvante

Composto

controlle

M
CHzN N~C—Ni:] scitrat
bl A

O

| N i::)
! CH4N N-C-N scitrato
S/ i

O

N i > .
<Z:>LN N~C-N . cloridrato
A ”
0

Cloridrato di Levamisole

Rapporto di gonfiore (valore medio +
variazione standard, %)

15 gg.

Bl, U +

54,6

I+

49,4

|+

39,5 +

65

9,0

11,3

10, 3*

pl

11,7** 56,1

5,9

18 gg.

103, 2

61,7

62,0

3

69,3

+

I+

I+

I+

9,7

13,0%

12,5%

10,8%*

7,1%

107,5 +

73,3 +

68,1 +

3

Th,b %

80,7
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.Tﬁdﬁe jll&sﬁfaﬁo neiie pré?e Le 2, il Q;QEQM
S0 deala prps&ﬂtc invenzione & molte efficace come
1mmun@pa»en21a§ore o rtantc 11 eampes*o della pre_
sante invenalﬁﬁe e efflﬂaﬂe pur 1a cura d1 Ealatblﬁ
acaeap?angte da ﬂ;duzlane G cmmbﬁamentﬂ ana*male dﬁl
le funzioni 1mman1@ per esenpio malautle‘aatalmmgni
cone art?fte *eumaualﬂe ereni ‘

Per- quants rmgu&rda ia 1mmane erapia éilééﬁ;
ori, ?QG venire presa in ccasideragicne un meﬁode in
cui una anZlﬁn@ immuanespecifics oppuxe acn speclflcﬂ

2 Amen fo

ridotta éallo statoe di §%eseaea d1 cancro v1eﬁe au
mentata mcdlante una warta reazione od Ln 1%ra e
all "organisns viveute viene ?Qrﬁlta re31¢tenza al |
'cansra per la cura cantyre 11 cancraﬂ La partee;paﬂ
zione (il macrofagl in questa reazione & ihdisﬁénsa_ﬁ
bile. Pid specificamente (1) il macrofago attivato
ha una citotossicitd mediata da cellule di cancro,
(2) il macrofago & upa delle cellule g sffetto ign-
fiuents per la citotossicita mediata da celliule di-
pendente da anticorpi & (3) quande venga determina__
ta upa immunitad specifica a cellule di cancro e ven_
gane iundotte cellule T che uccidons, 1'antigene del
~cancre sulle cellule di cancro dovrsbhe tragsferirsi

alle ceilunie T e venire riconosciufe come antigene,



per guasto scono
reazionl (1) e {(2) vengono Tagocitate éal na rofago.

Quindi, il macrof
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per la iwmmu

T risultati dells prove dellleffetto dellfin
grediente attive della presente invenszione sul ma-
rofage verra ora descritto con riferimento aila se-
guente prova 3. Pid spseificamente, il macrefago se-
parato e cellula ieucemica El-4 vengons megcolati |
@ ¢oitivatd ¢ ad un ﬁqyr@n@ di ceoltura viere ag
I8 ﬁ«tzmlu;n& e viene deberminata 1@ guanbtits
di JH- timidina incorporasts nelis selluls EL-& per

k.,

esaminare ia attilvitd del mzerofage. Qmanda il ma-—

thivato mediante somministrazione

JA]
3
3
=
]
[
o
e}
AV
o

dell 'ingrediente attivo della presente invenzione,

si osservs inibizione della crescits di cellula BL-4,

macrofago. quindi, se viene misuvrata la quant té 33
. R W e .
sorbimento di “H~tinidina e guests qusntitd visulta

ridetta, essa conferma che il macrofage & stato at__
tivato,

Prova 2 (prova in vitro di inizione 4i crescita di

seilule &1 cancrs da parte del “acrc?"; 3

o
Py



Procedinento di prova

| “.néd un gruppe di tre tspA femmz%e dd? grventl
un peso GG%?G?&Q di 25 g) vengono m0m¢1nistrat1 per
via *nﬁraper toneale €,5 nl dl una sogpensicne di
2 mg delltln@fadien e atti fg &elia Dresente lﬂV@ﬁZ1§
ne in 5 mi dl Hi¥etel a3b219n@ smllna ;151claglcﬁw La
dage & da & ng per kg di peso corporea. Al gxupﬁﬁ
di caatralie viane semmwals?ratd in maniera azmzle
wne $01azi§me salina figiolegica. Dopo trascors 4
giorni, Qeliale addeminaki essadaﬁg vengons raﬁcalte
¢ depoesi ?te su una Sﬂabﬁla di ?9&?1 21 plasti ﬁ plo
r&rﬂegllere mﬂnwafag;u

Pci. 1z 10° gesy macrofagi cosi attenutl ad

1 103 di cellule }eaasmlche ElL~4 dz topo ?L/G C;?

VeRgEons mescﬁ’a?e 5] ?ﬂlﬁl?at@ in un terre no dai ﬁﬁl%afa
BFI], 1£46 al quale & Saafc ags 1unta 10 ai SlBTG d1

embrlonc “&VL&G (a 7°C in presenza di 9% di Gﬁ?,

pexr 24 are. Foi vengono aggiunt 1 0 lp Gi di %ﬁwtsml

dina erla soltura viene z ettuata ancowra per 16 DEES .
Gellule V@ﬁgﬁﬁﬁ raaaeiéa su una uar;a da fjlb?@ dal
terrenc di coltura e 1& quantita di Emf-m1dlﬁa 25807

L

bita v 1eﬁ@ determinata nediante un ueﬂtaieve a8 zeinbtil
lamento di 11qazdea El rapporto di assorblmenta (6]

viene calcolato seconde 1a seguente formula:



(Fumero di conteggio (Numere di conteggio
- nel £as0 di coltura -~ nal case 41 eoltura

Rapportoe 81 - _ .. ) s g Y
E: . =8 -5 3 macrofasi) . .
assorbimente = Bisha ingolia 4di cxoafagh v 00
(%) (Wumers di conveggio di ¢. Ltura singg

ia di ecellule FL*Q}

11 valore medio {in %) in un 5010 gruppl d"
tre topil viene determinabo per aﬁtgbewe i f1uultat1 m@;

strati in tabelila 3. P:f confronte, la pova diéﬁ@ BSE -

81 conferma che 1° ingrediente at tlvo dalla pre,
sente lnvenzione inibisce Snicca%amen%e lﬁassarbih

-

! 3 z 3 - » * > ' . ) Ed
menbo di “H~timidina da parte di cell&le.leﬁeemlche-

T

B4 meutwve clovidrabts di Le““mlsoie ﬁen.lﬂlbisce
tale azione.

Pid specificamente, si conferma che 1'ingredieq
%e attivs della presente invenszione attiva i1 macrcefa
go cosi da provocare fagecitosi di eeilule di CENCTO
mentre invece hevamisole mostra diffieilm@nﬁe‘tale

effetto.
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Tabella 5

Prova in vitreo di inibizione di- crescita di cellule

di cancro da parte di macrofagi

Rapporto di assorbimen

Composto to (valore medio, %)
controllo 80,2
A 2N
CH,N N-C-N\) ‘citrato 25,7
A ’
5 _
VA
CHjN N-ﬁ— ) +citrato | 22,6
0
<Z:>—N N=C-N lorid
! =~C~ * clor at
A ) 1drato 21,9
0
cloridrato di Levamisole 49,0

I risultati della cura di cancri in animali
mediante 1'ingrediente attivo della bPresente in_
venzione verranno ora descritti con rifefimento al_
le seguenti prove 4 e 5.

Prova 4 (prova di effetto antitumore per sarcoma 180

mediante somministrazione orale)

Procedimenti di prova:
Un gruppo di otto topi femmine ICR viene ino-
culato per via intradermica con 2 x 106 cellule di

sarcoma 180 e,durante un periodo di 10 giorni dopo



-
-
Lol

trascorse 24 ore, viene scmministrata per vis orale
unz soluzione o sospensione dell'ingrediente atiivs
in una soluzione salina fisiologica ad una dose di
0.1 ml per 10 g &i peso corpores 1 velita al giorno.
Al gruppo 41 controllo viene somministrata in ma_
niera simile una soluzicone salina fisiologica. La
dose del composto @ 100 mg ver kg di pesc cOorporeo.
11 diametro D (mm) del tumore viene misurato e ven
gono determinati 11 valore medic ed il numere W di
topi wvivenbti per obtbeners i wisultati mostrati in
tabella 4.
Risultatiz

Le cellule di tuﬁare?necuzate 81 SOBG DTOPA__
gate e sopo diventate tumori solidi. Tuttavia, se
ltingrediente attive della presente invenzione viene
somministrate per via orale ripetutamente, i1l tumore
dininuisce di gréndezza oppure sScompare.

Per confronto, la prova viene effettuata in
maniera simile impiegandoc cleridrato di Levamisole
ma non si osserva alcuna notevole azione carcinosta-

tica.



Tabella 4

Prova di effetto carcinostatico per sarcoma 180 mediante somministrazione orale

Composto Voce Lasso di tempo (settimane)
0 2 4 6 8 10
- D - 10,6 15,2 22,4 31,5 37,6
controllo N 6 6 6 6 5 1
o Nec-fi ) -citrato D - 7,7 83 55 &7 0O
ANV N 6 6 6 6 6 6
0
FARY
CHBN N~C=N >.citrato D - 6,0 L7 4.8 3,3 O
— N 6 6 6 6 6 6
N N_C_Nti>-cloridrato D - 6,2 3,8 4,4 5,3 0
— N6 6 6 6 6 6

D - 10,2 16,2 20,7 29,6 28,1

Cloridrato di Levamisole N 6 6 6 6 6 6

Nota:

D: diametro medio (mm) 4i tumore

N: numero di topi viventi

_6'}:_
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Preve fprova 43 effetie cersincstatico conbio Sarvcoma

-

18C pedispte zommipistrezione sebtoecutanea

Praaeﬁimeﬁti di prova:

L8 prova viene effettuata nella medesima manie_
ra deseritta neila prova 4 esccetto ehe il campést@
attivo viene somministrato per via settocuﬁan&a e la
dose viene cambiata in 20 mg per kg di peso cérﬁaréb.
Risultaté: | ' ’ |

Yiene osservato il cambismento del diametro
D (ﬁm) del tumere e viene controllato il numero di to_
pi viventi per ottenere risultati mostrati in tabella
5. Anche-éé la dose & 1/5 della dose adettata nel
caso di somministrazione orale; pud venire mtﬁenuta
il medesimo eifetito otLienubto mediante la 30mmiﬁi§tram
zione orale. él'cantrarim? cloridrate di Levaﬁiééie

non ha aleun effetto carcinostatico notevole.



Tabella 5

Prova di effetto carcinostatico contro sarcoma 180 mediante somministrazione

sottocutanea

sottocutanea
Composto Voce Lasso di tempo (settimane)
0 2 4 6 8 10
controllo _ i D - 10,8 16,6 20,3 31,2 40,5
N 6 6 6 6 4 1
N\ -~
CH3 \_JN ~J-N \q citrato D - 2,2 3,6 6,1 1,2
‘C')\/ N 6 6 6 6 6 5
CH ) -citrato D - 1,6 3,7 5,7 0,8 0
N >} 5 6 6 6 6
<Z:§» N- C N > -+ cloridrato D - 2,4 3,9 5,2 0,2 0
N 6 6 6 6 6 6
Cloridrato di Levamisole D - 7,7 14,8 14,4 30,2 31,6
N - & 6 6 6 3 2
Nota:

D: diametro medio (mm) di tumore
N: numero di topi viventi



Guande i risultati ottenubi nelle prove 4 & 5

oy

vengano presi in considerazione alla luce dei risulba_
i ottenubi nslle tabelle 1 e 3 =i osserva che 1'in
grediente attivo delle presente inveunzione attivaiﬁ
funszione immunizzante dell'ospite porbatoere di cancre
e mostra pertantoe un effette carcinostatico . Lifeffet_
Lo carsinostatico del composto della presente invenzig
ne & plii potente di guelle di Levanisole.

La tosgsicitd del composto attive della presen
te invenzione verrd ora descritta con riferimente al
s prova & che segue.

Prove 6 (prova 4i tossicitd acuta medisnte sommini-~

- e

strazions orale)

“d

Yrocedimento di prova:
Una solugione o sospensions del composto in una
seluzione salipa fisiologica viene somministraia per

do

n

via orals ad un gruppo di tre topi maschi 4dY e

wt

o
¥

7 glorni, viene determinato il valors della DL§Q

LA

i
Lx'd

leonl

0
b3x]

Hisulvati;

I1 valave délla DL59 caleolato dell'ingredien _
te attivo secondo la presente invenszione & nel campo
da &00 a 1500 mg/kg che & molto supericre al valore

che ¢ nel campo da 150 a 200 mg/kg. Quindi, si confer

e



nd ¢he la tossicitd del composto dells présehﬁa inﬂ
venzione & malta bassa. |

Q ndo i1 “OmeSbG ﬂ@lla presente 1nven31anp
venga ueata comnea madl ina, g0 puo venire 1mp1ega
to sotﬁc forma éi una base llberaﬁ Tuttavia, in v1sté
della stab ité e facilita di formulazlanﬁ dl un ;ar
maceo, si 3refermsce cne il composto veng us&uo sotﬁe
forma di n sale farmaceuticamente accettabile caale
un‘clerldrauo, un citrato od un fcasfato1 speclalmenﬁe
guando venga richiésté salubilité in acgua come nel
caso di una iniezione.

11 composte deilé preseﬁﬁe-infénZione ﬁué'?eni“
e scmmiﬁimtrate sotte forma di una formulaziome usua_
le secandé un metodo &éaals adettato per gantl imma~
nopote 3313ﬁ611€!”8rﬁlﬁﬁﬁﬁat121 uﬂuall. Per esemplc, "
cones pmenawate per la semm1n15+r ione araie Duod ve
nire pominata una cagsala. un ?ranulﬁ una p&Su1511

un “ranule ?1ne 1na ccmpressa ed uno seiroppo. Inoi-

—

Lre, per la somministrezione diretta nel retto &

adatta ﬁmaisupygsta, Izmltre3 pué venire usata una
iniezione per la somminis tpazione endcvencsa? somm -i;
st?331ane soﬁtaeutamem oppurs sammmnlstraz1cne 1ntra

nascolare,

Ltimmunepotensziatore della presente invenzio_
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ne pué venire usabto per la cura di malattie 2CCOMPR_
gnate da riduzione o anormale cambiamento della fun
zione immunigzzante, per esemplo contro malatbie sa-
Soimmuni come artrite reumatoide cronica e micsite
multipla, varie malattie infettive e vari -tipidi
¢ancro. HMediante somministrazione del composto del
la presente invenszione oi si pué aspettarse recupers
¢ npormelizzazione dells funzione immunizzante di pa
zienti che scffrono di queste malabtie. Per guanto
ripuards %ipi-4i cancvo al gualt il composto della
presente invenszione viene applicato appropriavamen
te possono venire nominati cancro dello stomaso,
cancro del colon, cancro del retto, cancro della
mamkella, cancro del fegato, csnere uterine, altri
tumeri, reticole-sarcoma, iinfosarcomstosi, altpd
sarcemi e leucosi. Mediante somministrazione del
composte della presente invenzione pud venire pre
ivista zllevienento di sintomi sogmethivi e di sip_
toml oggettivi.

I1 metodo di somministrazione e la feorma di
PTEPETALIONG POSSone venlive sc2lti in maniera APPITO__
priata 2 seconcda del tipo 4i malattis e delia:caﬁdim
zione del pazienbte. Nel caso di somministrazione
oraie, la dose del composto deila preseunte invenzio

ve ¢ 1 fino 2 100 ng, preferibilmente 1 fianc a 20
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P kg 4l pe a0 uorp@raa rex Wl%f&ﬂ. Hel case 61 SO

Fred

n;nla,razlene al re*te 1& dase & prefexﬂbllmeﬂﬁe

1 fine = 100 mg per ?“ di pesc corporeo per gl@vme?.
uel caso ﬁl samminlsnra zione endovenesa ia dase e‘
pieferzblgmente 1 flnﬁ a 10 ng per Kﬁ di neso cﬁrpﬂ
Teo per gﬁarna e nel caso di somm1n1strazaone §er

via scbbacatanea opp&?e 1n raauscolare 13 dosa e pre

)

eribiln ezte 1 flna a 50 mg per kﬂ di pesc earpareco
51 préfefi sce che la dose venga fego)ata in manlefa |
&umr@nrwaté a seconﬁa del tlpo d1 nalattie e della
cﬁﬁd301aﬂ9 del pa31enteq L“ﬁffetho &91 composcs at

T delia aresente invenzione puo ven$re anmeﬁtats
1&@193&&@0 alfre mediaine in ccmblnazzoae appranr
ta a seconda desl tzps della malattla e della con_
dizione ﬁEL pagleﬁ%e, Per esempzo, quando vengdn"
samﬁlnlstr 31 agenilrchemlaﬂerapeuticl per ﬂaﬁcrl,
guali ?ﬁtlmenaballtl ed agenti aiehllantl, ehe haq

P

ne wn effetto secondarie dl rldurre ia canacwta ine-
mﬁmizzantl di pazienti, se in samnlnazleﬂe_v1@ne
usakto ilzéaﬁposte attivo ﬁella preseﬁte invenzicne,
viene impedita la manwies razione d1 tale efiette
secondario e vxene aumentato 51ﬂevg1camenue 1”ﬂ1fet
to surutlvao

Medvclre daj cemaos to della presente 1nvenz1o

ng possons venire preaarate smcﬁndo ia fa?mﬁld usna_
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le ¢ metodo adobtati per ondinari agenti jmmunopoten_
ziatori oppure antitumcre.

La presente invenzione verrd ora deseritta in
dettaglio con riferimento agli esempi che segucnoc.
Eseupio 1
E1mmetil»4~(anirfalidinaaarbsnil)~piperazina}

In 50 ml di toluolowengono secieolti 8,1 g (0,05
roli) di l-metil~4~clorocarbonilpiperazina a tempera_
tura ambiente e nella soluzione 4i cui sopra viene
fatta gocciolare a 0°C unz soluzione di 10,7 & (0,15
meli) éi pivrrolidina in 50 ml 4i toluolo, entro un
periodo di 30 minuti. I1 miscuglio viene trattato a
ricadere per 1 ora per completare la veazione. T1 mi_
scuglio di reaziaﬁe viene raffreddato ed il cristal~"
1o giallo preeipitato (eloridrato di pirrolidina) vie_
& Separate mediznte filtrazionee. JI1 fili{rato viense
gssiccato su solfato di sodioc anidro e toluolo come
solvente viene eliminato mediante distillazione sob_
to pressione ridotta per obtenere lemetil-f-(pirroli_
dinocarbonil)-piperazina grezza come residuc di distil
lazione. I1 vprodottogrezzo viene purificato medisnte

istillazione sotto pressione ridotta per ottenere
6,6 g di en predotto purc aveante un punto di ebolli
zione di 109,5 fine a 110,0°C a 0,5-0,6 mn di Hg asso_

iuti. La resa & 66,%%. I valori dellonslisi elementa-
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trovatos G = &1,07%. He 9.89 %, ¥ = 21.20%

&ngli 11 calcs _?a rer: Glﬁﬂlgﬁﬁqfr-‘
G = 60,8%%, BE'= 9,73, ¥ = 21,30%

ks 319 2

feitrato di l-metbil 4~ (N-pirrolidincearbonil)~pipe~

g&ginaT |

C ml az aaeﬁcae veagano scleltl 2 O g
(0, C? aslm) dl 1-me iE»%»\H#nlfrclldlnﬁcarhcall)~p1'
perazipna a tpmgera ura amblente ed un @ solus 19ne dl
1,9 g (O Ol mall) di anidride c1trlca in 5u ml dl
acetone W1enw fatta.gacnlolare nei?a aoluzlene d1
cui sopre a temperatu“a ambleaze entve un perloda
di eirea 30 minubi. I3 mlseuglia viuge agltato per
un certo Lempa a;ia nedesina tempe-a?a a_ed il eri_
stallo @f@&lplpato viene ricavato mediante fiiﬁfq“
zZione & 1$vate con scetone. I1 efistailo'ricavafo
viene 1av§£c in 50 ml di etilacétaﬁe a 50°C agiﬁauﬂ
dc per 3 ofeg Iixéri tallo viene ricavato mediante
?11L“321one? lavato con et 31 eLata cﬂ esszecaﬁo'
per ottenere 5.6 g as cltrate dl 1~met11—4m(wup1rra
lldlnamcarbaﬁll3~p13erazlna avente un punto di fusxe
ne di 160 f;aa a 161°C. La resa & 71,9%. I valor

dell’ an31131 elemenca?e 50n0 COmE SOGEUONO:
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trovato: C=49.21 %, H = 7,00 %, N = 11.00 «
Anal.calcol. per C16H27N508: C = 49.34 %, H = 7.00 X,
| N = 10,79 %

Eéempio 5 o
[1-metil-4—-(N-piperidinocarbonil)-piperazina e suo
citratoj. |

La reaiione ed 11 post-trattaménto vengono ef
fettuati ﬁella medesima maniera descritta nell'esempio
1 eccetto che invece di pirrolidina vengono impiega
ti i2,8 g (0,15 moli) di piperidina per ottenere 1-
metil~-4-(N-piperidinocarbonil)-piperazina avente un
punto di ebollizione di 151 fino a 153%°C a 4-5 mm
di Hg assoluti. I valori dell'analisi elementare sono
come seguono:
trovato: C = 56.57 %, H = 9.49 %, N = 26,39%
Anal.calcol. per 010H20N40= C = 56,g3 £, H=.9,72 %;

N = 26,09 % |

La reazione viene eseguita nella medesima ma_
niera descritta nell'esempio 2 eccetto che ia basef‘
libera cosli ottenuta viene usata per ottenere Qnici_
trato avente un punto di fusione di 115 fino a 120°C

(decomposizione).

- Esempio 4

[1-fenil~4—(N-piperidinocarbnnil)-piperazina e suo

cloridrato].
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& reazione ed il post-trattamento vengone ef

fettuati nelis medegima maniers descritta nell'esem

pio 1 eeccebho Gh& in luocge &i l-metil-f~glorocarbo-
& - [}

‘l

nilpiperazina vengono impiegati 11,2 g (O 05 moli)
di l~fesnil-f-clorocvarbonilpiperszina ¢ in luogo di
pirrolidina vengond usati 12,8 g (0,15 moli) di pipe_
ridina per otiemere 1~fenil~%~{E;pipeﬁidinocarbenil}w'
piperazina avente un punto di ebollizione di 106 fi_
no a 114°C a 15 mm ¢i Hg ed un punto di fusioue di
by fine a 65,5°C.
La base libera cogl ottenuta viene scislta

in eloropiormic e l2 scoluzione viene saturata con
acido cloridrice gassoso ed agitata per un certo tem
po. La soluziocne V1@nb trattatva mediante 1‘usuele
iavoragzione ulteriore per ottenere cleoridrate di I-
fenil-4~{(N-pipsridino-carbonil)~piperazina avents
an puntoe di fusmione di 186,5 fino a 1?9“0. I valori
dell‘analisi elementare sono come segéano:
trovate: C 62,084%, H 7,866, ¥ = 13,604, C1 = 11,2%%
Anal. calceol. per C 168 0Cl: C = €2 02%,8B = 7,81%

N = 13,56%, C1 = 11,%4%,

2403

Zsempio 5

[Compresse contenenti eitrate di l-metil-i-—(N-pirro-

lidinccarboni~piperagina come ingrediente attivo]

Un miscaglio di 50 g di citrato di l-metil-f-
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{-pirzclidinv-cavbonil)-piperazina, 38 g di iattqm

glio viene impastato e granulato 65a una sgluziﬁme di
S & di iarossipropilcellulosa e 100 wl di acqua ed
essiccalo a SQ“G per 4 ove. Il mls?mgila gv;z 11ato
viene mescolato aenfz-g di Stearats di magn931ﬁ @ mq;
delleto in csmp?es e, ciascuna di un peso di 150 mgg

mediante wna macchina pastigliatrice.

L[Capsule @eﬁteaen%i citrato di lwmétgiﬁﬁn(maﬁifrcli»

ﬁﬂ miscugliis ﬂl 100 g 43 citratoe di l-metil-
Lo {Wenirrolidinoe &“bﬁul}jﬂ$1p93&2$na o4 g di latho_
sie, &0 g di amido di gr&n&ﬁﬁras, a0 g di cellplosa

cristaliina ¢ 6 g di stearato 41 magnesio viene api_

1temante ed introdotto in capsule dure

i
o

tate suffici

in ung gquantita é 400 mg pex apaule im egﬂﬁae una
macching da incapsulam@"ta per st%enera capéule.
Esempio 7

granuii gonbensuti cloridrato di l-fenil-d-{Heniperi-

[3and

3

4
bk

na come ingrediente atiivel

e
foir

1)en

t=h

serar

fuds

iagcarhon

i
£

4
%
fomi-

nom 10 4i 100 g di cloridosto 43 d-fe

ot
3

oz

4

o~

ail-d{F-piparidinocardenil)~pipsrazing, 152 g di

lattosio, 140 g di amido éi granoboreo ed 80 g 41



ficientemente

ad il migeuglio viene impastate ¢ granulate cos una

di acqua ed sseiceato z 50°C per &4 ore. I graauli ven
gong favti pessave attraversoe un vaglio da 12 nesh per
effettuare la classificazione ed 1 granuli vengono ne
scelati con B g di stearato di magpesio ed il miseou

glio wviene agitate sufficientemente per olfensre gra

~

{Supposta conbenente citrato di l-mebil-fie(H-piperie

n

dinocarborill-pinsrazing come ingredisnte attivoel

Tn misaaglia di 10 g di citravo di l~meifil-i-
{L“Dlﬁ@f“@lﬁﬁgafﬁﬁﬂiﬁ}*ﬂ&p“ zina @ @0 g 43 ?itepgﬂfg
W3S (Dynemill Hevel Chemica g, West Germany) vengono
wiscaldati e fusi a &0% ¢ 1s nassa fusa viene colata
in stampi in mods ehe il pesc di ciascuna supposta sia

15 g eppure 3 g. L& massa fuss ¢olata viene raffredda

ba & solidificata per ottensrns sapygbtan

fIniozioni gontenentl gitrate di l-mebil-s w{ epinerie

dipocarbonil)-piperazina gome ingrediente atbivel

Un miscuglio 63 10 g 43 citrats di l-motil-f-
ehonil)-piperazina e 0.4 g 4i elerure

41 sodio viene sciolfo in uwna guantitd appropriabta
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13 acguae distillate per inlezionl in modo eh% la quan

tita totale sia 100 2. Le iniexz ianc cosi fﬁrmata é

adatbe per la somwin iat azzone eadevenﬁsao

c/0 CNE S/ o R ““"‘\'II}IGA%%%% é (P J)

ﬁ““?@aﬁsgsbo d¢ plnerazlna rappfesensaua dalla se_,
guemte ?ﬁzmulq genugale (I) e suo s#la 61 &Slﬁe vnor

ganice o pure ﬁrganlcs'

.
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2. Gpmpostoe secondo ia rivendicaziocne I, in cui

R neils formula generale(I)é un grappo metilico ed

3. Composto seconds ila rvivendicazione 1, in cui
B

nella formuls generale(I)3 un groppe metilico ed

4., Composte aszcondo la rivendicaziogne 1, in cui

R nella formuls generxale(I)2 un gruppo fenilico ed
: auow

Sa ‘Procedimento per la prepsrazione 4i campcstl

di Qlycraélna raﬁnrﬁaentat; éalla fefmula genevale

(L) ehe segus:
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K F-0 T/,_\EGE ) (1)
.n-_—n.j_q— E\.""‘J"E .3
o 2'n

n eui B sta per un gruppe aichilico oppure fenilico

{.ul

ed n & ua numero dedwalems di 4 oppuve 5, compren_
dente l'operazione 4di condensare uns 4-clorocarbonilw
piperazina l-sostituitvz rappresentata dalla formula

generale (II) che segue:

Re1§ ¥-001 (113
;7 ¥
0

in cui R & come definito sopra, con un'‘ammina eicli__

ca rappresentata dalia seguente formula generale (II1):

_E&\\“f/(cﬂz)ﬁ _raIII)
in cui n @ come definito sopra.
Ga Imrunopotenziatore comprendente, come ingre.
diente abtivo, un composto 41 piperazina rappresen

tato dalla seguente Tormuls gensrale (I):

N

ReIf I (GH.,) (1)
= o 2’y
\“““}ﬁ 0 \\5_3/ i

uli B sta per un gruppo alchilico oppure fenilico

da
{3
£

a
£
i

¢ un numerce del-—welsws di 4 eppure 5 sotto forma
4i una base libera oppure di un sale di addizione con

cido biologicanente accettabile.

s

=1
*

Inmunepotenziatore secendo la rivendicazione
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6, il quale & nelis forma di uns base libera oppure
¢i un sale biologicamente accetbtabile, combinatoe

con un diluente o veicolo farmaceuticamente accet

tatilex
I . ey 7 v:"'r 2 i 2 - i )
&£ /mmyoak;o/mazabﬁfﬁ secondo bo. avenduinucne é; che ehsa&-

) B . . -t i oy g - . » ‘— e .. ,
s Aol u.m/b/_wr mtdicine. oy arﬁ;fewn%mmca,
9, /mmono)aaﬁn&é@'e secondo & _rlf/ﬁnallaiaza'me 6': zhe w&;;t
vaa o pev /mamao /Era/bm A eoners, -

{ Pon Hadhand gt WM}
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