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Nazev vyndlezu:

Zpusob pripravy S-allylthioglutathionu,
popripadé ve smési s S-
allyldithioglutathionem, smés S-
allylthioglutathionu s S-
allyldithioglutathionem a S-
allyldithioglutathion

Anotace:

Postup piipravy S-allylthioglutathionu, kdy se
redukovany glutathion podrobi reakei s diallyldisulfidem
v dimethylsulfoxidu za vzniku S-allylthioglutathionu.
Dadle feSeni poskytuje variantu tohoto postupu, kdy se
nejprve podrobi reakei se sulfanem oxidovany glutathion
za vzniku smési redukovaného glutathionu a
thioglutationu, a tato smés je pak podrobena reakci s
dimethylallyldisulfidem v dimethylsulfoxidu za vzniku
smesi S-allylthioglutathionu s S-allyldithioglutathionem.
TaktéZ je pfedmétem feseni farmaceutickd smés
sestdvajici z S-allylthioglutathionu a S-
allyldithioglutathionu a dale S-allyldithioglutathion
vzorce L.
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Zpusob piipravy S-allylthioglutathionu, poptipadé ve smési s S—allyldithioglutathionem,
smés S—allylthioglutathionu s S—allyldithioglutathionem a S—allyldithioglutathion

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka nového zpusobu pfipravy S-allylthioglutathionu, popiipadé ve

smési s allyldithioglutathionem, a rovnéz se tyka nové smési S-allylthioglutathionu s S-
allyldithioglutathionem a nové slou¢eniny S—allyldithioglutathionu.

Dosavadni stav techniky

S—allylthioglutathion (nazyvany téz S—allylmerkaptoglutathion) je pouzivan v pfipravcich pro
1écbu aterosklerozy, onemocnéni koronarnich cév, tromboézy, zvysenych hladin cholesterolu,
vysokého krevniho tlaku, Alzheimerovy choroby, glaukomu, rakoviny a zanétlivych onemocnéni.

Je znamo, Ze glutathion reaguje s allicinem (diallylthiosulfmatem) in vivo za vzniku S-
allylthioglutathionu, a zopakovanim této reakce in vitro s allicinem nebo diallyldisulfidem v
alkoholu byl S-allylthioglutathion poprvé uméle piipraven (WO 01/36450). V dokumentu WO
2011/044113 byla popsana priprava S—allylthioglutathionu reakci redukované¢ho glutathionu s
prislusnym thiosulfinatem (allicinem) za laboratorni teploty ve vodé. Miron et al., Eur J Med
Chem 45 (2010) 1912-1918 popisuje reakce redukovaného glutathionu s S-allylthio—6-
merkaptopurinem, S-allylthio-6—merkaptopurin ribosidem, nebo S-allylthiocaptoprilem za
vzniku S-allylthioglutathionu.

Dosud znamé postupy piipravy S-allylthioglutathionu jsou sloZité, casto vicekrokové, a
vychazeji z pomérné drahych ¢i $patn€ precistitelnych vstupnich surovin.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje zlepSeny zpusob piipravy S—allylthioglutathionu, jehoZ podstata
spociva v tom, ze se redukovany glutathion (GSH) podrobi reakci s diallyldisulfidem (DADS) v
dimethylsulfoxidu (DMSO).

S vyhodou s¢ pak po probéhnuti reakce produkt vysrazi acetonem.
Ve vyhodném provedeni se reakéni smés zahfeje na teplotu v rozmezi 70 az 90 °C.

V dal§sim vyhodném provedeni poskytuje predkladany vynalez zplsob pfipravy S-—
allylthioglutathionu, kde vznika S—allylthioglutathion ve smési s S—allyldithioglutationem, jehoz
podstata spociva v tom, Ze se oxidovany glutathion (GSSG) podrobi reakci se sulfanem za vzniku
smési redukovan¢ho glutathionu (GSH) a thioglutathionu (GSSH). Tato smés je pak podrobena
reakei s diallyldisulfidem v organickém rozpoustédle podle predkladaného vynalezu za vzniku
smési S—allylthioglutathionu s S—allyldithioglutathionem.

Ve vyhodném provedeni se reakce se sulfanem provadi tak, ze se oxidovany glutathion vystavi
pusobeni sulfidu alkalick¢ho kovu, s vyhodou sulfidu sodného, a ekvimolarniho mnoZzstvi
anorganickée kyseliny, s vyhodou kyseliny chlorovodikové.

Piedmétem  predkladaného vynalezu je dale smés  S-allylthioglutathionu a S-
allyldithioglutathionu. Tato smés obsahuje vice organicky vazané siry nez samotny S—
allylthioglutathion, coz muze byt pfinosné v nckterych klinickych situacich. Ve vyhodném
provedeni je tato smés v podstaté ekvimolarni.
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Predmétem predkladaného vynalezu je dale nova sloucenina S—allyldithioglutathion vzorce 1

)

Postup podle piedkladaného vynalezu vychazi z levnéjSich surovin, je jednodussi, a tedy ve
vysledku uspornéj§i. Navic ve vyhodném provedeni vynalezu je pfipravena nova slouc¢enina S—
allyldithioglutathion a tato latka, stejn¢ jako pfipravena smés ji obsahujici, je nova a dosud
neznama.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 ukazuje chromatogram produktu z prikladu 1.

Obr. 2 ukazuje hmotnostni spektrum majoritniho piku chromatogramu z obr. 1.

Obr. 3 ukazuje chromatogram produktu z prikladu 2.

Obr. 4 ukazuje hmotnostni spektrum piku o retencnim ¢ase 2,8 minuty chromatogramu z obr. 3.

Obr. 5 ukazuje hmotnostni spektrum piku o retencnim ¢ase 6,3 minuty chromatogramu z obr. 3.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Priprava S—allylthioglutathionu

10 g redukovaného glutathionu bylo rozpusténo ve 33 ml dimethylsulfoxidu (DMSO) s 3,3 ml
diallyldisulfidu (DADS). Reakéni smés byla zahfivana na teplotu 85 °C do rozpusténi
glutathionu. Do reakéni smési byla pridana redestilovana voda (17 ml) a produkt byl nasledné
vysrazen pfidanim acetonu (250 ml). Reakéni smés byla zcentrifugovana, supematant byl
odstranén, precipitait dvakrat promyt cCistym acetonem a vysuSen za snizeného tlaku
(membranovy koncentrator, max. tlak 1000 Pa, coz odpovida 10 mbar) pii teploté 60 °C. Vytézek
reakce byl 11,8 g (95 %).

Produkt byl analyzovan metodou LC-MS. Chromatogram produktu ukazal jeden prominentni pik
v reten¢nim ¢ase 2,8 minuty (obr. 1). Hmotnostni spektrum tohoto piku vykazuje hlavni pik pfi
m/z 379,97 (obr. 2), coz odpovida protonované molekule [M+H'] S—allylthioglutathionu.

Priklad 2: Priprava smési S—allylthioglutathionu a S—allyldithioglutathionu

1,2 g oxidovan¢ho glutathionu bylo spolu s 8§ ml DMSQO, 580 mg Na,S.9H,0 a 800 ul 6M HCI
bylo michano pii laboratomi teplot¢ po dobu 1 hodiny. K reakéni smési bylo pifidano 400 ul
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diallyldisulfidu (DADS) a smés byla kontinualné¢ michana za laboratorni teploty po dobu jedné
hodiny.

K reakéni smési bylo pridano 8 ml vody, smés byla promichana a vysraZzena v 80 ml acetonu.
Smés byla zcentrifugovana, supernatant odstranén, precipitat dvakrat promyt ¢istym acetonem a
vysuSen za snizen¢ho tlaku (membranovy koncentrator, max. tlak 1000 Pa, coZz odpovida
10 mbar) pfi 60 °C.

Produkt byl analyzovan metodou LC-MS. Chromatogram produktu ukazal dva majoritni piky v
retenénim ¢ase 2,8 minuty a 6,3 minuty (obr. 3). Hmotnostni spektrum piku o reten¢nim Case 2,8
minuty vykazuje hlavni pik pfi m/z 380,0 (obr. 4), coz odpovida protonované molckule [M+H"]
S—allylthioglutathionu. Hmotnostni spektrum piku o reten¢nim Case 6,3 minuty vykazuje hlavni
pik pfi m/z 412,0 (obr. 5), coz odpovida protonovan¢ molekule [M+H"] S—allyldithioglutathionu.

LC-MS m¢éieni byla provadéna hmotnostnim detektorem typu iontova past LCQ Fleet
(Thermofisher, San Jose, CA, USA), vybavenym elektrosprejem pracujicim v pozitivnim modu.

Chromatografické podminky

Kolona: Phenomenex KINETEX C18 (150x3 mm, 2,6 um)
Prutok: 0,6 mL/min

Teplota: 40 °C

Mobilni faze A: mravencan amonny (5mM, pH=3,8)

Mobilni faze B: acetonitril

Gradient: 0 az 30 min 10 az 40% MFB

Nastfik: 0,5 uL

Vzorek (cca 2 mg) byl rozpustén v 1 ml mobilni faze A.

Nastaveni hmotnosiniho detektoru

Ionizace: ESI+

Napéti elektrospreje: 4kV

Napéti v kapilare: 20V

Teplota v kapilate: 260 °C

Pratok zmlZovaciho plynu: 40 jednotek

Pratok pomocného plynu: 10 jednotek
PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob piipravy S—allylthioglutathionu, vyzna€eny tim, Ze se redukovany glutathion
podrobi reakei s diallyldisulfidem v dimethylsulfoxidu za vzniku S-allylthioglutathionu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznafeny tim, Ze se reak¢ni smés zahieje na teplotu v rozmezi 70
az 90 °C.

3. Zpusob piipravy S—allylthioglutathionu podle naroku 1 nebo 2, kde vznika S—
allylthioglutathion ve smési s S—allyldithioglutationem, vyznafeny tim, Ze se nejprve oxidovany
glutathion podrobi reakci se sulfanem za vzniku smési redukovaného glutathionu a
thioglutationu, a tato sm¢s je pak podrobena reakei s diallyldisulfidem v organickém
rozpoustédle podle kter¢hokoliv z naroku 1 a 2 za vzniku smési S—allylthioglutathionu s S—
allyldithioglutationem.
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4. Zpusob podle naroku 3, vyznafeny tim, Ze se reakce se sulfanem provadi tak, Ze se
oxidovany glutathion vystavi pusobeni sulfidu alkalického kovu a ekvimolarniho mnoZzstvi
anorganicke kyseliny.

5. Farmaceuticka sm¢s, vyznacena tim, Z¢ sestava z S—allylthioglutathionu a S—
allyldithioglutationu.

6. S-allyldithioglutation vzorce I:
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Obr. 2
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