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69 Sels d’isothiuronium, procédé pour leur préparation et compositions pharmaceutiques les contenant.

@ On décrit des sels d’isothiuronium de formule géné- avec un agent capable d’introduire un groupe R1.
rale (I) ' Les composés de formule générale (I) présentent un
. effet antitumoral et immunostimulateur et sont utiles en
H 2N -C=-NH-C =N—R2 JHBX ( I ) thérapeutique.
I T,
NH S-R

dans laquelle R! est un alkyle Ci.6, un alcényle Cz.6, un
alcynyle Cz.6, un cycloalkyle Cs.s, un aralkyle ou un aryle,
lesdits groupes pouvant comporter, le cas échéant, un ou
plusieurs substituants hydroxy, mercapto et/ou halogéne;
R? représente un hydrogéne, un alkyle Ci.s, un alcényle
Cz.6, un alcynyle Ca.6 ou un cycloalkyle Cs.; X représente
un anion organique ou minéral.

Ces composés et les sels de la présente invention peu-
vent étre préparés en faisant réagir un composé de la for-
mule générale (IT)
H2N—lC—NH—C-NH—R2
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REVENDICATIONS

1. Composés et sels de formule générale (I)

HIN—%—-NH—(IZ=N-—RZ-HX M s

NH S—R!

dans laquelle R! est un alkyle Cy, un alcényle Cs, un alcynyle C,,
un cycloalkyle C,4, un aralkyle ou un aryle, lesdits groupes pouvant
comporter, le cas échéant, un ou plusieurs substituants hydroxy,
mercapto et/ou halogéne; R? représente un hydrogéne, un alkyle
CLs, un alcényle C,¢, un alcynyle C,¢ ou un cycloalkyle Cy; X re-
présente un anion organique ou minéral, avec la condition que R!
ne soit ni méthyle, ni éthyle, ni benzyle lorsque R? est I'hydrogéne.

2. Sels de N-amino-iminométhyl-S-alkylisothiuronium a titre de 15
composés de formule (I) selon la revendication 1.

3. Sels de N-amino-iminométhyl-S-(halogéno-2-éthyl)isothiuro-
niurm, 4 titre de composés de formule (I) selon la revendication 1.

4. Sels de N-amino-iminométhyl-S-propylisothiuronium & titre
de composés de formule (T) selon la revendication 1. 2

5. Chlorures de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium &
titre de composés de formule (I) selon la revendication 1.

6. Halogénures de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-2-éthyl)-
isothiuronium & titre de composés de formule (I) selon la revendica-
tion 1.

7. Sels de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-1-hydroxy-2-propyl)-
isothiuronium 4 titre de composés de formule (1) selon la revendica-
tion 1.

8. Sels de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-3-propyl)iso-
thiuronium 4 titre de composés de formule (I) selon la revendica-
tion 1.

9. Sels de N-amino-iminométhyl-S-(hydroxy-2-éthyl)isothiuro-
nium.

10. Sels de N-amino-iminométhyl-S-glycidylisothiuronium &
titre de composés de formule (I) selon la revendication 1.

11. Sels de N-amino-iminométhyl-N’-alkyl-S-allylisothiuronium
4 titre de composés de formule (I) selon la revendication 1.

12. Procédé de préparation de composés et de sels de formule
générale (I)
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H,N—C~NH-C=N—R?-HX )

[
NH S—R!

dans laquelle R! est un alkyle Cy, un alcényle C,, un alcynyle Cpg,
un cycloalkyle C,4, un aralkyle ou un aryle, lesdits groupes pouvant 45
comporter, le cas échéant, un ou plusieurs substituants hydroxy,
mercapto et/ou halogéne; R? représente un hydrogéne, un alkyle
Cy4, un alcényle C, 4, un alcynyle C, 4 ou un cycloalkyle Cy¢; X re-
présente un anion organique ou minéral,
caractérisé en ce qu'il consiste 4 faire réagir un composé de for-
mule (II)

HZN—%—-NH—'(li‘f—NI-I—Rz

dans laquelle R? est défini comme pour la formule (I), ou un sel ap-
proprié de ce composé avec un agent d’alkylation capable d'intro-
duire le groupe R! tel que défini précédemment et, lorsque cela est
souhaitable, 4 convertir le composé de formule (I) ainsi obtenu en le
faisant réagir avec un acide de formule
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14. Procédé selon la revendication 12 ou 13, caractérisé en ce
que le composé de départ de formule générale (II) est sous la forme
d'un sel, de préférence de son carbonate.

15. Procédé selon 'une des revendications 12 a 14, caractérisé en
ce qu'on utilise un halogénure d’alkyle ou un sulfate de dialkyle
comme agent d’alkylation.

16. Procédé selon 'une des revendications 12 & 15, caractérisé en
ce qu'on effectue la réaction en présence d'un solvant organique, de
préférence un alcool, une cétone aliphatique, un nitrile et/ou un
éther.

17. Compositions pharmaceutiques, comprenant en tant qu'in-
grédient actif au moins un composé de formule générale (I)

H,N~C—-NH-C=N-R?-HX

I ®

NH  S—-R!
dans laquelle R! est un alkyle C,, un alcényle C,, un alcynyle Cy,
un cycloalkyle Ci, un aralkyle ou un aryle, lesdits groupes pouvant
comporter, le cas échéant, un ou plusieurs substituants hydroxy,
mercapto et/ou halogéne; R? représente un hydrogéne, un alkyle
C,.¢, un alcényle C,¢, un alcynyle Cy.q, ou un cycloalkyle Cyq; X re-
présente un anion organique ou minéral sous la forme de la base
libre ou d’un sel de cette base qui soit acceptable sur le plan pharma-
ceutique en mélange avec des véhicules etjou des excipients pharma-
ceutiques inertes adéquats.

18. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17,
comprenant un sel de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium
en tant qu'ingrédient actif.

19. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17,
comprenant en tant qu'ingrédient actif un sel de N-amino-iminomé-
thyl-S-(halogéno-2-éthyl)isothiuronium.

20. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17,
comprenant en tant qu'ingrédient actif un sel de N-amino-iminomé-
thyl-S-méthylisothiuronium ou un sel de N-amino-iminométhyl-S-
éthylisothiuronium.

21. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17, '
comprenant en tant qu'ingrédient actif un sel de N-amino-iminomé-
thyl-S-propylisothiuronium.

22. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17,
comprenant en tant qu'ingrédient actif un halogénure de N-amino-
iminométhyl-S-allylisothiuronium.

23. Compositions pharmaceutiques selon la revendication 17,
comprenant en tant qu'ingrédient actif un halogénure de N-amino-
iminométhyl-S-(chloro-2-éthyl)isothiuronium.

DESCRIPTION ;

Cette invention concerne des sels d'isothiuronium, un procédé . ’

so pour leur préparation et des compositions pharmaceutiques les con- |

tenant. La majorité desdits sels d’isothiuronium sont des composés
nouveaux. Lesdits composés possédent des propriétés antitumorales
et antistimulatrices utiles et peuvent &tre utilisés en thérapeutique
humaine et animale.

Les composés de formule générale I

HZN—(“‘,—NH—C=N—R2-HX @

NH S—R!

* 60 oft Rt est un méthyle, éthyle ou benzyle et R? représente un hydro-

HX

dans laquelle X est un anion minéral ou organique.
13. Procédé selon la revendication 12, caractérisé en ce que
'agent d’alkylation est un composé de formule

R'-Y

dans laquelle R* est défini comme indiqué ci-dessus et Y est le
groupe qui part, de préférence un halogéne.

géne sont connus (brevet frangais N° 788 429 et DOS N° 2426683).
Lesdits composés ne sont mentionnés dans ces publications qu’en
tant qu'intermédiaires, et celles-ci sont totalement muettes sur ['exis-
tence d’une activité biologique de ces composés ou sur leur utilisa-
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Selon un aspect de la présente invention, on fournit des nou-
veaux composés et des sels de formule générale I tels que définis a la
revendication 1.



Le terme «alkyle C,.¢» se rapporte aux groupes hydrocarbonés
aliphatiques saturés 4 chaine droite ou ramifiée (par exemple
méthyle, éthyle, n-propyle, isopropyle, n-butyle, isobutyle, etc.). Le
terme «alcényle C,.» recouvre les groupes oléfiniques insaturés
droits ou ramifiés (par exemple vinyle, allyle, méthallyle, etc.). Le
terme «alcynyle C,.¢» se rapporte aux groupes aliphatiques droits ou
ramifiés comportant au moins une triple liaison (par exemple prop-
argyle, etc.). Le terme «cycloalkyle C;.4» se rapporte aux groupes
hydrocarbonés aliphatiques cycliques saturés (par exemple cyclobu-
tyle, cyclopentyle, cyclohexyle, etc.). Le terme «groupe aryle»
englobe les groupes aromatiques mono- et polycycliques (par
exemple phényle, naphtyle, etc.). Le terme «aralkyle» concerne les
groupes alkyle comprenant comme substituant au moins un groupe
aryle (par exemple benzyle, B-phényléthyle, etc.). Le terme «halo-
géne» recouvre les atomes de fluor, de chlore, de brome et d'iode.

Lesdits groupes alkyle, alcényle, alcynyle, cycloalkyle, aryle et
aralkyle peuvent comporter, le cas échéant, un ou plusieurs substi-
tuants choisis parmi les groupes hydroxy, mercapto et halogéne.
Comme exemples desdits groupes substitués, on peut mentionner les
groupes suivants: chloro-2-éthyle, bromo-3-propyle, hydroxy-2-
éthyle, chloro-3-hydroxy-2-propyle, etc.

Les composés de formule générale I dans laquelle R! est un allyle
constituent un groupe de produits préférés.

Les composés de formule générale I dans laquelle R! est un halo-
géno-2-éthyle constituent un autre groupe de produits préférés.

R2 représente de préférence un hydrogéne, un méthyle, un
éthyle, un n-propyle, un isopropyle, un n-butyle, un allyle ou un cy-
clohexyle. '

X représente de préférence un anion halogénure, en particulier
un chlorure, un bromure ou un iodure.

Les sels acceptables sur le plan pharmaceutique des dérivés énu-
mérés ci-dessous sont des produits préférés représentatifs des com-
posés de formule générale I:
sels de N-amino-iminométhyl-S-méthylisothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-propylisothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-2-éthyl)isothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-1-hydroxy-2-propyl)iso-

thiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-3-propylisothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-(hydroxy-2-éthyl)isothiuronium;
sels de N-amino-iminométhyl-S-glycidylisothiuronium.

D’autres composés préférés de formule générale I sont les sels de
N-amino-iminométhyl-N’-alkyl-S-allylisothiuronium, et en particu-
lier les composés N’-méthyle, N'-éthyle, N’-n-propyle et N'-isopro-
pyle. Selon un autre aspect de la présente invention, on fournit un
procédé pour la préparation de composés de formule générale I’ telle
que définie 2 Ia revendication 12 et de leurs sels, qui consiste 4 faire
réagir un composé de formule générale

HzN—[cl—Ier-c":-I\rH-R2 {an

(ot R? a la méme signification que plus haut) ou un sel approprié de
ce composé avec un agent d’alkylation capable d'introduire un
groupe R1, et de préférence avec un agent d’alkylation de formule
générale R! — Y (ol R! a la méme signification que plus haut et Y
représente le groupe qui part, de préférence un halogéne) et, lorsque
cela est souhaité, 4 convertir le produit ainsi obtenu en un sel par
réaction avec un acide de formule générale HX (ou X est un anion
d’un acide organique ou minéral).

Dans ces réactions, on forme des sels d’isothiuronium. La réac-
tion est généralement accompagnée de la production de produits se-
condaires N-alkylés.

Dans une forme d’exécution préférée du procédé, le composé de
départ de formule générale IT n’est pas utilisé sous la forme d’une
base libre, mais sous la forme d’un sel adéquat, en particulier d'un
carbonate. La formation de dérivés N-alkylés se trouve alors
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réduite; cela est probablement di au fait que le gaz carbonique
libéré diminue le pH du milieu fortement basique.
Comme agent d'alkylation, on peut utiliser de préférence les ha-
logénures d’alkyle ou les dialkylsulfates correspondants, mais
s dautres agents d'alkylation peuvent aussi étre utilisés.

Les réactifs peuvent étre utilisés en quantités équimoléculaires,
ou I'agent d’alkylation peut étre utilisé en excés. Comme milieu de
réaction, on peut utiliser des solvants organiques inertes, et de préfé-
rence un alcool, une cétone aliphatique, un nitrile aliphatique ou un
éther.

La réaction peut étre réalisée sous pression atmosphérique et &
une température de 20-80° C.

Dans une forme de mise en ceuvre préférée, on fait réagir le
composé de départ de formule générale II et 'agent d’alkylation
dans un rapport molaire 1:1-1:1,8 dans de I'éthanol anhydre, de
Pacétonitrile, du diméthylformamide, de ’acétone ou de I'éther et &
une température entre 20° C et 30°C.

Les composés de départ de formule générale II sont connus ou
peuvent étre préparés selon des méthodes connues. Ainsi, on peut
aisément préparer la N-amino-iminométhylthio-urée en faisant
réagir le dicyanodiamide avec de I'hydrogéne sulfuré (Houben-Weyl
VIII, 214). Les dérivés N-amino-iminométhyl-N’-alkylthio-urée de
formule générale II peuvent étre préparés en faisant réagir la guani-
dine base avec I'alkylisothiocyanate correspondant (brevet US
N° 4009 163).

Le produit ainsi obtenu peut étre converti en un sel acceptable
du point de vue pharmaceutique au moyen d’un acide organique ou
minéral. Pour former le sel, on peut utiliser de préférence I'acide for-
mique, I'acide lactique, I'acide citrique, I'acide maléique, I'acide sul-
furique, I’acide chlorhydrique, 'acide phosphorique ou 'acide
bromhydrique.

Les composés de formule générale I possédent des propriétés im-
munostimulatrices antitumorales et antiparasitaires. La force et la
direction de l'activité et la toxicité dépendent des substituants de la
molécule.

On sait que la gutimine — qui est proche, du point de vue de la
structure, des composés de formule générale I — a été testée comme
agent antihypoxémique [C.A. 66, 452929 (1972); Pathol. Phys. Exp.
Ther. 10, (6)]; cette substance a provoqué, dans des essais pharma-
cologiques et cliniques, des désordres de la microcirculation
[Hematol. Transfusiol. (1984), 29 (1), 49-52)].

11 a été trouvé que lés composés de formule générale I sont capa-
bles de rétablir & un niveau normal un systéme immunitaire déprimé
ou de renforcer un systéme immunitaire normal.

Les organismes humain et animaux possédentun systéme immu-
nitaire (par exemple un systéme éliminant les tumeurs). Lorsque I’ac-
tivité dudit systéme est réduite ou arréte de fonctionner, diverses ma-
ladies et tumeurs apparaissent et se manifestent. Les composés de
formule générale 1 stimulent le systéme immunitaire naturel, et sont
donc utiles dans tous les cas ou I'on souhaite rétablir activité d’'un
systéme immunitaire affaibli ou augmenter Iactivité d"un systéme
immunitaire normal.

Les composés de formule générale I ont d’autres effets biologi-
ques utiles, par exemple 'élimination de désordres de la microcircu-
ss lation, la fixation de radicaux néfastes pour la santé, I'amélioration

du fonctionnement et 'augmentation de la durée de vie de cellules
en état de sous-oxygénation.
L’activité biologique des composés de formule générale I est dé-
montrée par les tests qui suivent. I faut toutefois préciser que tous
60 les effets de ces composés hautement actifs ne sont pas montrés.
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Evaluation d'effets spécifiques
Tests immunologiques

6s  Lymphocytes. Des lymphocytes étaient séparés avec un gradient
de Ficoll-Uromiro (Béyum 1969) 4 partir de sang veineux de don-
neurs sains et de patients souffrant respectivement de lymphome

malin et de tumeurs solides en état de métastase. Lorsque 'on faisait
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appel aux patients du second groupe, la diminution de I'activité
ADCC et NK était prise en considération. Les phagocytes étaient
€liminés avec un traitement par de la poudre de fer et avec un
aimant.

ADCC. L'ADCC était déterminé selon la méthode de Perlman et
Perlman (1970) iégérement modifiée (Lang et coll., 1981). Des éry-
throcytes de poulet marqués avec 10% de $!Cr revétus d'un sérum de
lapin anti-rythrocytes de poulet étaient incubés avec les lymphocy-
tes pendant 4 h 4 37° C. Aprés 'arrét de la réaction, I'activité du sur-
nageant obtenu par la centrifugation des cellules était déterminée
dans un compteur gamma. Le taux de libération du chrome était
exprimé sous la forme d'un indice de cytotoxicité (% IC). Cette
valeur était calculée comme décrit dans une de nos publications an-
térieures (Lang et coll., 1980; voir tableau I).

NK. L'activité NX était déterminée selon la méthode de Jondal
et Pross (1975) légérement modifiée (Lang et coll., 1981). Des cellu-
les malignes K-562 marquées au 5'Cr étaient incubées avec des cellu-
les effectrices dans un milieu nutritif liquide TC 199 comprenant
10% de sérum de veau décomplémenté. Aprés I'arrét de la réaction,
la radioactivité (libération du chrome) du surnageant obtenu aprés
centrifugation des cellules était mesurée dans un compteur gamma.
La mortalité des cellules visées (indice de cytotoxicité en %) était ex-
primée par la différence entre la libération observée dans I’essai et la
libération spontanée.

Des calculs statistiques ont été effectués au moyen d’une
méthode mono-échantillon. Plusieurs composés de formule généra-
le I manifestent un effet immunostimulateur remarquable (par
exemple dans le cas des composés préparés comme décrit dans les -
exemples 11, 12 et 16). Lesdits composés sont capables d’augmenter
d’une maniére significative I'activité cellulaire NK et K lorsque celle-
ci est normale ou fortement diminuée, pour atteindre des niveaux su-
périeurs méme 4 la normale. Ledit effet peut étre important au point
de restaurer 4 son niveau normal une activité cytotoxique diminuée
4 un dixiéme de sa valeur originelle (tableau II).

Lorsqu'ils sont testés dans une gamme de concentrations corres-
pondant & celles attendues dans le plasma humain, les composés de
formule générale I augmentent P'activité cellulaire NK et K des lym-
phocytes humains et stimulent les réactions NCMC et ADCC, l'effet
observé étant fonction de la dose. Les résultats préliminaires
d’autres essais immunologiques ont montré que les composés aug-
mentaient la transformation blastique et la migration.

Lorsque I'on procéde & des substitutions sur les atomes d’azote,
Peffet immunostimulateur proportionnel molaire se trouve générale-
ment diminué par rapport 4 la toxicité.

L’activité cytotoxique de patients affectés de tumeurs diminue
proportionnellement au stade de la maladie et elle est en plus dimi-
nuée par les traitements cytostatiques usuels. Dans ces conditions, le
fait que les composés de formule générale I possédent de fortes pro-
priétés immunostimulatrices et qu'ils ne soient pas des immunodé-
presseurs est d’une importance capitale. Cela peut se révéler trés im-
portant pour I'évolution vers la guérison.

Migration des leucocytes

. La migration spontanée (au hasard) des leucocytes a été mesurée
sur des microgouttes d’agarose selon la méthode de McCoy et coll.
(1977) légérement modifiée (Kalmar et Gergerly, 1982).

2 ml de gouttes d’agarose (0,2%) étaient placés sur des plaques
de migration (Greiner, République fédérale allemande). Du milieu
nutritif liquide TC 199 était ajouté et les plaques étaient fermées de
maniére 4 étre étanches 4 I'air. La surface de migration était mesurée
24 heures plus tard 4 'aide d’un stéréomicroscope. Les surfaces de
migration étaient exprimées en mm?2,

Migration des leucocytes

La migration directe (au hasard) des cellules polymorphonucléai-
res de donneurs sains était augmentée par les composés selon les
exemples 11, 12 et 14. La dose optimale était de 1,0 pg/ml. A une
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dose plus élevée (10 pg/ml), I'effet était moins prononcé (ta-
bleau III).

Transformation blastique induite par mitogéne

s

Des lymphocytes étaient cultivés dans un milieu nutritif liquide
T 199 complété avec 10% de sérum de veau décomplémenté, des an-
tibiotiques et 25 mM de HEPES (Serva). 200 pl d’une suspension
cellulaire comprenant 2- 10% lymphocytes étaient placés sur une mi-
croplaque (fabricant: Sterilin, Grande-Bretagne); cing essais parallé-
les étaient faits chaque fois.

2 pg/ml de phytohémagglutinine, 10 pg/ml de leucoagglutinine
(fabricant: Pharmacie, Suéde) et 25 pg/mi de concavaline A (Carbio-
chem) étaient ajoutés aux cultures; les valeurs indiquées correspon-
dent aux concentrations finales. Les cultures étaient incubées 4 37°C
pendant 72 heures. Huit heures avant la fin de I'incubation, on a
ajouté 0,5 pCi de *H thymidine (Chemapol, Tchécoslovaquie) aux
échantillons. L'incorporation était arrétée en congelant les cultures.
Aprés leur fonte, les échantillons étaient filtrés sur un collecteur au-
tomatique (Dynatech). La radioactivité des échantillons était
mesurée dans un scintillométre. L'acitivité était exprimée en cpm
(tableaux IV et V).
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Analyse statistique

La signification a été déterminée par le moyen d’un test mono-
échantillon 2T2. Les résultats obtenus avec le produit de 'exem-
ple 11 sont donnés dans les tableaux I, IT et II1.

Test préliminaire rapide pour la détermination de Ueffet antitumoral et
immunostimulateur

Cette méthode a été mise au point dans nos laboratoires pour
pouvoir évaluer rapidement un grand nombre d’échantillons. Des
souris méles CFLP (poids moyen 30 g) étaient inoculées par voie in-
trapéritonéale avec quatre millions de cellules provenant d’un lym-
phome d’ascite.

35 On a utilisé dans le test ceux des animaux qui présentaient au

quatriéme jour une tumeur (c’est-a-dire une ascite) nettement visible.
Dix animaux au moins étaient utilisés dans chaque groupe, et les
souris étaient traitées par voie orale avec une dose correspondant 4
un dixiéme de la DL,

9 Les résultats du traitement étaient évalués 24 heures aprés I'ad-

ministration orale par analyse cytologique d’un frottis de Pascite
coloré & I'aide d’une solution de Giemsa. On a utilisé dans le groupe
de contrdle le méme nombre d’animaux que dans le groupe d’ani-
maux traités.

4 Ona évalué les lésions causées aux cellules malignes, I'activation

de l'organisme et d’éventuels effets toxiques.
Pour évaluer l'effet antitumoral, on a déterminé la proportion
(en %) de cellules malignes tuées et intactes. Les résultats sont expri-
més 4 I'aide de 'échelle suivante:
50

Taux de mortalité des cellules malignes Effet
0-30% Aucun effet
30-70% Effet moyen

Effet fort

# 70-100% (inhibition)
La stimulation du systéme immunitaire de I'organisme était

évaluée en se fondant sur le nombre et I'activité des granulocytes
neutrophiles, des lymphocytes et des macrophages faisant leur appa-

6o rition au milieu des cellules malignes de Iascite et participant 4 la
réaction immunitaire. L'activité du systéme immunitaire se mani-
feste également par la proportion de ces cellules formant des ponts
plasmiques avec les cellules de I"ascite. D’aprés cette méthode d’éva-
luation, on considére qu'il n'y a pas une augmentation de I'activité

65 lorsqu’il n'y a pas une augmentation du nombre desdites cellules et
de leur activité. L'effet est considéré comme moyen lorsque le
nombre de cellules ou leur activité est augmenté(e) par rapport au
controle de 20%. L'effet est considéré comme fort lorsque I'augmen-



tation du nombre de cellules et de I'activité du systéme immunitaire
est supérieure a 20% (tableau VII).

La toxicité a été déterminée 4 partir d’une évaluation des change-
ments morphologiques observés sur les granulocytes neutrophiles et
les lymphocytes, c’est-a-dire vacuolisation cytoplasmique, fragmen-
tation du noyau, formation de polysegments et granulations de toxi-
cité. La toxicité a été exprimée en utilisant I’échelle suivante:

Résultats observés Toxicité

Pas de toxicité
Toxicité moyenne
Toxicité forte

Pas de changement dans les cellules
20% de changement
Changement supérieur a 20%

Evaluation de I'effet antitumoral
1. Invitro

Des cultures de cellules érythroleucémiques humaines K-562 et
des cultures de cellules de lymphome de souris P-388 étaient traitées
avec 1-100 pg/ml du produit testé.

2. Invivo
a) Lymphome d'ascite NK-ly

On a injecté par voie intrapéritonéale un million de cellules de
lymphome d’ascite Németh-Kellner 4 vingt souris méles pesant en
moyenne 30 g [une nouvelle tumeur d’ascite de souris utilisable pour
des tests d’orientation, Neoplasma, 8, 337 (1961)]. Une moiti¢ des
animaux servait de contrdle, et ’autre moitié était traitée avec une
dose de différents composés de formule générale I correspondant 4
un dixiéme de la DL,. L'administration était faite soit par voie
orale le premier jour, soit par voie intrapéritonéale pendant cinq
jours consécutifs. Lorsque des doses égales 4 un dixi¢me de la DL,
se montraient efficaces, des doses plus faibles étaient testées. Dans le
cas du groupe soumis 4 un traitement, on a effectué un examen cyto-
morphologique sur un frottis de I’ascite aprés 24 heures pour déter-
miner la proportion de cellules mortes et endommagées. Dans les
groupes traités pendant 5 jours, on a déterminé le taux de survie.

b) Tumeur Ly,

106 cellules malignes L, ,,, étaient transplantées par voie intra-
péritonéale a vingt souris femelles BDF, (poids 20 g). Le traitement
était commencé 24 heures aprés la transplantation des cellules mali-
gnes et était poursuivi pendant huit jours. Chaque groupe consistait
en 5 animaux. Les doses administrées chaque jour par voie orale
étaient de 5, 50 et 500 mg/kg. Le groupe de controle consistait égale-
ment en 5 animaux. Le taux de survie était déterminé.

¢) Tumeur longue de Lewis

Chaque groupe consistait en 6 animaux. Dose: 5 et 50 mg/kg. Le
groupe de contrdle comprenait également 6 animaux. On a utilisé
dans ces essais des souris femelles C,,B1 (poids 20 g).

La tumeur était transplantée dans le muscle de la patte droite.

10 jours plus tard, on a procédé a Pamputation de cette patte. Le
traitement par voie orale était alors commencé et il était poursuivi
pendant 9 jours. Les animaux étaient ensuite sacrifiés, et les métasta-
ses étaient comptées avec un stéréomicroscope.

d) Des chiens appartenant 4 diverses espéces et porteurs de tumeurs
de mammifére spontanées (ductus cc) étaient traités pendant

4 semaines avec des doses orales de 1-10 mg/kg des produits testés.
Des excisions étaient pratiquées, et des échantillons de tissu étaient
prélevés pour effectuer des analyses histologiques.

Les composés des exemples 11, 13, 14, 15, 27, 28, 34, 35, 36 et 38
présentent des propriétés antitumorales remarquables. Ainsi, le
composé de I'exemple 11 inhibe des cultures de cellules érythroleucé-
miques humaines K-562 4 la concentration de 4 ug/ml. Par contre,
ce composé inhibe la prolifération des cellules P-388 seulement
lorsque la concentration est de 40 pg/ml, et I'activité n’est pas aug-
mentée lorsque cette concentration atteint 400 pg/ml. Les composés
ayant une activité forte manifestent un effet qui est dépendant de la
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dose dans la gamme des concentrations de 0,5 & 5 pg/ml, alors que
I'effet des composés ayant une activité faible n’est pas dépendant de
la dose. Selon des essais effectués in vivo, les composés de ce groupe
sont soit inactifs vis-a-vis de L,,,, soit trés faiblement actifs.
5 Les composés diminuent d’une maniére significative le nombre
de métastases pulmonaires dans la tumeur longue de Lewis. Les
composés 11, 13, 14, 15, 22, 27, 28 et 45 sont efficaces 4 une dose
inférieure 4 un dixiéme de la valeur DL;,. Le composé selon I'exem-
ple 14 diminue le nombre de métastases pulmonaires de 50% déja a
la dose de 5 mg/kg. Ce résultat est particuliérement important lors-
qu'on sait que la DL, = 2380 mg/kg.

1l a été trouvé que 'effet se trouve davantage renforcé en répé-
tant le traitement qu’en augmentant la dose.

Les composés selon les exemples 11, 13, 14, 20, 27, 45 se sont
|5 Tévélés efficaces contre les tumeurs d'ascite NK-ly & une concentra-
tion inférieure 4 un dixiéme de la valeur DL,. Ces composés aug-
mentent le taux de survie et la durée de vie d"une maniére qui est
dépendante de la dose. Ces composés manifestent des propriétés im-
munostimulatrices aux doses faibles, tandis qu’a des doses plus im-
portantes, on observe en plus un effet antitumoral direct. C’est ainsi
que les composés des exemples 11 et 22 manifestent un effet immu-
nostimulant respectivement 4 la dose de 25 mg/kg et de 20 mg/kg.
Ces composés des exemples 11 et 22 sont cytotoxiques respective-
ment 4 une dose située dans la gamme 250-500 mg/kg et la gamme
40-160 mg/kg. Les composés de formule générale I, comportant les
substituants suivants: S-allyl, S-(chloro-1-hydroxy-2-propyl) ou S-
(bromo-1-hydroxy-2-propyl), sont hautement actifs vis-a-vis des
tumeurs spontanées de mammifére chez le chien. Gréce 4 des biop-
sies effectuées aprés 3-4 semaines de traitement, on a pu observer
une infiltration de cellules 4 caractére invasif dans les tumeurs
(ductus cc) consistant en lymphocytes, granulocytes neutrophiles,
macrophages, et occasionnellement des granulocytes éosinophiles.
Sur les cellules malignes, on a observé des changements se manifes-
tant par une dégénérescence et par une forte décomposition.

Les cellules NK forment des ponts plasmiques avec des cellules
malignes, et cela provoque une dégénérescence vacuolaire du cyto-
plasme des cellules malignes et un amincissement important dans les
fibres d’ADN du noyau. La relation noyau-cytoplasme est changee,
le noyau est fortement gonflé et la basophilie du cytoplasme est di-
minuée. :

L'infiltration de leucocytes dans la tumeur est négligeable dans
environ un quart des cas; cependant, les ceflules malignes sont gon--
fiées et atteintes d’une dégénérescence hyalinique. De grandes quan-
tités d’hyaline se trouvent déposées dans I'espace intercellulaire.

L’administration de composé de 'exemple 11 par voie orale &
une dose journaliére de 30-120 mg (0,5-2 mg/kg) pendant 6-12 mois
a permis d’observer une amélioration importante ou une guérison
dans des cas de métastases osseuses humaines de tumeurs de mam-
mifére, de tumeurs des ovaires et de tumeurs du pancréas.

=)
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0 Evaluation de I'effet antitumoral en association
1) Association avec des agents cytostatiques connus

On a administré différents agents cytostatiques ayant des pro-

priétés biologiques d’agent d’alkylation en association avec des com-

ss posés de formule générale I a des souris CFLP ayant des tumeurs
d’ascite NK-ly. Les agents cytostatiques étaient administrés par voie
orale, intrapéritonéale ou intraveineuse 4 une dose correspondant &
un cinquiéme ou un dixiéme de la DL,,, ou 4 la dose indiquée par
I’art antérieur comme étant la plus efficace. Les composés de

¢0 formule générale I étaient administrés par voie orale & des doses
d’un dixiéme ou d’un vingtiéme de la DL, en une ou plusieurs fois,
et cela 48 heures aprés le traitement par 1’agent cytostatique. On a
administré ainsi ensemble, d’une part, le cyclophosphamide, la car-
nomustine, le dégranol, le dibromodulcinol ou le dibromomannitol

¢s et, d’autre part, les composés des exemples 11, 13, 14, 16, 27, 28, 45.
Par rapport au groupe de contrdle traité seulement par I'agent cyto-
statique connu, I'effet antitumoral se trouvait renforcé et 'immuno-
dépression diminuée.
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2) Association avec des vitamines connues

Les sels d’isothiuronium de formule générale I peuvent étre utile-
ment associés avec des doses moyennes de vitamines A et Dy, ainsi
qu'avec de fortes doses de vitamine C. De bons résultats ont été
obtenus aussi bien dans des tests pharmacologiques qu’en essais cli-
niques.

3) Association avec des hormones connues

Cette association s’est révélée utile pour le traitement de tumeurs
dépendant d’hormones, aussi bien dans des tests pharmacologiques
qu’en essais cliniques.

4) Utilisation en chirurgie

Les composés de formule générale I ont été utilisés avec succés
dans des essais pharmacologiques sur des tumeurs solides en traite-
ment pré- et postopératoire (NK-ly solide, Yosida). On peut dire,
sur la base des essais pharmacologiques, que les composés de
formule générale I sont probablement utiles pour le traitement pre-
et postopératoire de patients.

Evaluation de l'effet antiparasitaire

Les composés de formule générale I ont été administrés par voie
orale pendant trois jours 4 des chiens infestés de tiques (Ixodes :
ricinus). On a ainsi administré du chlorure de N-amino-iminomé-

]
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13

thyl-S-allylisothiuronium par voie orale 4 la dose de 1-2 mg/kg et on 2

a mesuré le taux de mortalité des tiques. 6-8 heures aprés I'adminis-
tration de I'ingrédient actif de formule générale I, toutes les tiques
étaient mortes. ’

Fixation des radicaux libres

Les composés des exemples 9, 10, 11, 16, 23 et 29 diminuent
d’une maniére significative la toxicité (DLs,) de 'eau oxygénée, des
peroxydes organiques et des agents d’alkylation (formateurs de radi- -
caux libres) biologiques. Etant donné les propriétés favorables
qu’ont les composés de formule générale I sur le plan de la toxicité,
ils sont mieux adaptés 4 la fixation des radicaux libres et & la protec-
tion contre les radiations que les dérivés d'isothiuronium connus

30
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dérivés des thio-urées correspondantes. Ainsi, I'effet thérapeutique
du composé de I'exemple 23 est meilleur que celui du chlorure de B-
aminométhylisothiuronium.

Effet cardioprotecteur dans des nécroses dues a l'isoprénaline

On a administré 5 mg/kg d’isoprotérénol par voie intrapérito-
néale 2 des rats méles CFY pesant 250-300 g. On a utilisé
10 animaux dans chaque groupe. Une partie des animaux servait de
contrdle, et 'autre était traitée avec 1-5 mg/kg (administration intra-
péritonéale) ou avec 10-50 mg/kg (administration orale) du composé
Ne 14. Deux semaines plus tard, les ceeurs étaient soumis 4 un
examen histologique. On a déterminé le rapport de surface cardia-
que nécrosée et de surface cardiaque intacte. Il a été trouvé que tous
les traitements avec le chlorure de N-amino-iminométhyl-S-allyliso-
thiuronium de formule générale I provoquaient une diminution im-
portante de la nécrose.

Le composé testé agit sur les parties endommagées probablement
en liant I'eau oxygénée produite par les granulocytes neutrophiles.
D’autres molécules capables de fixer des radicaux libres et antioxy-
dantes exercent un effet similaire sur le modéle en question.

Effet sur la circulation et sur la respiration

Le composeé selon 'exemple 11 n'a pas un effet trés important sur
les paramétres hémodynamiques et les fonctions respiratoires de
chats dont la poitrine est ouverte ou fermée, lorsqu’il est administré
par voie intraveineuse 2 la dose de 10 mg/kg. Les paramétres sui-
vants ont été testés: pression ventriculaire et périphérique, fréquence
cardiaque (action), ECG, volume/minute, contractilité, volume res-
piratoire, vitesse de respiration et résistance. La pression du ventri-
cule gauche et la fréquence étaient diminuées lorsque la dose admi-
nistrée par voie intraveineuse était supérieure & 10 mg/kg. Lorsque
1a dose était de 50 mgfkg, ces effets étaient significatifs et durables.
Lorsque la dose administrée par voie intraveineuse était de
100 mg/kg, d'importants changements hémodynamiques étaient ob-
servés, mais les chats ne mouraient pas.

Effets des sels de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium (halogé-
nures) (composé A)

Tableau I

Effet sur I'ADCC. Indice de cytotoxicité ( % ).
Rapport cellules effectrices: cellules visées = 5:1.
Durée d'incubation 4 heures.

Moyenne £E.S. _
) Traitement
(Norfgge“gg cas) | Contrdle | Composé A (P.M.: 194,7)
6,710 mole| 6,710 mole | 6,7- 10~* mole
ADCC normal 42,0£5,0 58,5 +5,2 64 *58 68,2+5,3*
(10) - + 3%% + 52% + 62%
ADCC diminué 2,8+0,8 6,35+1,7 7,7£19 10,2£2,7*
10 - +126% +175% +264%
*Significatif (p< 0,05).
Tableau IT
Effet sur l'activité NK. Indice de cytotoxicité (% ).
Rapport cellules effectrices: cellules visées = 50:1.
Durée d’incubation 4 heures.
Moyenne £E.S.
Traitement
(Nomboa e ag) | Contrle | Composé A (P.M.: 194,7)
6,7-10"° mole{ 6,7- 10~ mole | 6,7- 10™* mole
NK normal 39,9+2,5 41 +29 43,4+27 47,6+1,4
(8) +25% +32% + 45%
NK diminué 15,1+2,4 21,6+3,0 253%3.2 32,243,2*
)] +43% +68% +113%
*Significatif (p<0,05).
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Tableau IIT

Effet in vitro sur la migration directe (au hasard)
de leucocytes humains polymorphonucléaires.
Surface de migration (mnt’).

Valeurs moyennes de 7 contriles sains: £E.S.M.

Dose (pg/ml)
Traitement Controle ]
0,1 1,0 10,0
Composé A 10,02£1,65 | 10,51£1,22" | 12,25+£1,58% | 11,24£1,69°
! Non significatif.
? Significatif (p < 0,01).
3 Significatif (p <0,05).

Tableau IV

Effet in vitro sur la transformation blastique de lymphocytes humains
stimulée par PHA et Con. A.
Nombre de contréles sains a réactivité normale n: 6.
Moyenne de com +E.S.M.

Dose (pg/mi)
‘f“tge’.“ Contrdle
mitogene 0,1 1,0 10,0

PHA 2pg/ml 2116643774 | 22233+3688 | 231562737 | 254042860
PHA 10 pg/mi 2995944051 | 29969+ 3557 | 338263638 | 33790+ 5203
Con. A 25 ug/ml | 105453414 | 105643764 | 1408942602 | 1703843202

Tableau V

Effet in vitro sur la transformation blastique de lymphocytes humains s
stimulée par PHA et Con. A.
Patients a réactivité diminuée (tumeur et SLE) n = 6.
Moyenne de com +E.S.M.

Dose (ng/ml)
mﬁger‘lt Contréle
gene 0,1 1,0 10,0
1. Composé A

PHA 2 pg/ml 3034:£1293 | 2877+ 984 | 43441153 | 4716+1287
PHA 10pg/ml | 5267£1392 | 58021504 | 63231161 | 69681669
Con.A25pg/ml | 804+ 307 | 1097+ 354 | 935+ 363 | 1023+ 361

Tableau VI
Toxicité aigué & 24 heures de composés de formule générale I

DLy, (mg/kg)

Ex«;qm;ple R? R . Voie intra-

Voie orale péritonéale
9 H méthyle 2320220
23 H éthyle 3080£290
10 H propyle 2800260
25 H butyle 2700+£310
24 H i-propyle 2260210
26 H i-amyle 2260241
13 H chloro-2-éthyle 1120+ 140
27 H bromo-2-éthyle 1050280
14 H chloro-1-OH-2-propyle 1240+ 160
15 H chloro-3-propyle 1210+ 180
28 H bromo-3-propyle 980+ 640

16 H hydroxy-2-éthyle 3280460 1680210
29 H oxy-1-propyle 2860+180

11 H allyle 2380320 320+ 30
44 H méthallyle 1640210
18 H benzyle 24204260



666 024 8
Tableau VI (suite)
Exemol DL (mg/kg)
xemple 2 . —
MR ) Voeorte | Yokinir
17 H propargyle 90+ 7,6
20 méthyle allyle 600+ 54 75+ 6,3
34 éthyle allyle 780+ 62 84+ 7,6
22 cyclohexyle allyle 450+ 51 65+ 5,1
21 isopropyle allyle 280+ 26 32+ 4
45 allyle allyle 380+ 41 36+ 4
22 cyclohexyle allyle 400+ 38 40+ 6
Tableau VII
ng?:;fet;s} ® | Effet antitumoral immu nigiul ateur Effet toxique
9 moyen moyen moyen
23 moyen fort 0
10 moyen moyen 0
25 moyen moyen 0
24 moyen moyen 0
26 moyen moyen 0
13 fort faible 0
27 fort faible 0
14 fort faible 0
15 fort faible 0
28 fort faible 0
16 moyen fort 0
29 moyen moyen 0
11 fort fort 0
44 moyen moyen 0
18 augmentation 0 0
17 faible faible moyen
20 fort faible 0
34 moyen moyen 0
22 fort faible 0
21 fort faible 0
45 fort faible 0
22 faible faible 0

Selon un autre aspect encore de la présente invention, on fournit
des compositions pharmaceutiques comprenant comme ingrédient
actif au moins un composé de formule générale I, ot

R! est un alkyle Cy, un alcényle C,, un alcynyle C, ¢, un cy-
cloalkyle, un aralkyle ou un aryle C, lesdits groupes pouvant com-
porter, le cas échéant, un ou plusieurs substituants hydroxy, mer-
capto et/ou halogéne;

 R?représente un hydrogéne, un alkyle C, ¢, un alcényle C,4, un
alcynyle C, ¢ ou un cycloalkyle Cyg;

X représente un anion organique ou minéral.

Les compositions pharmaceutiques de la présente invention
peuvent étre préparées par des méthodes connues de I'industrie
pharmaceutique. Les ingrédients actifs de formule générale I
peuvent étre de préférence fournis sous forme de capsules en
mélange avec des agents auxiliaires conventionnels généralement uti-
lisés (agents de glissement, etc.); les capsules peuvent étre produites
en utilisant des machines d’encapsulation automatiques. Les compo-
sitions pharmaceutiques peuvent également &étre préparées sous -
forme d’ampoules de poudre, de compositions parentérales destinées
4 étre injectées ou de perfusions; ces compositions peuvent égale-
ment étre préparées selon des méthodes connues. Comme solvant,

on peut utiliser, par exemple, de I'eau distillée ou une solution phy-
siologique salée.

0 Les ingrédients actifs de formule générale I peuvent étre égale-

ment fournis sous la forme d’une pommade, et en particulier sous
forme de pommades lipophiles. Les ingrédients actifs de formule gé-
nérale I, présentant une odeur plutdt forte, peuvent étre de préfé-
rence fournis sous forme de microcapsules, se présentant par

55 exemple comme des complexes d'inclusion dans de la cyclodextrine.

Les compositions pharmaceutiques de la présente invention
peuvent également contenir, en plus du composé de formule généra-
le I, une ou plusieurs substances biologiquement actives servant

@ d’ingrédients actifs. -

Les compositions pharmaceutiques de la présente invention
peuvent aussi bien étre utilisées en thérapeutique humaine qu’ani-
male. Lorsqu’elles sont utilisées en tant qu'immunostimulant, les
doses orales ou rectales peuvent étre de préférence d’environ 0,5 &

¢s 25 mg/kg. Pour les traitements locaux, il est préférable d’appliquer
des doses plus fortes.

L'invention concerne essentiellement de nouveaux composés
ayant un effet antitumoral et immunostimulateur.



Dautres détails de la présente invention seront trouvés dans les
exemples, sans pour autant limiter le domaine de son application.

Composés de départ
Exemple |
Carbonate de N-amino-iminométhylthio-urée

On met 84,0 g (1,0 mole) de dicyanodiamide et 300 ml d’eau
dans un autoclave. On introduit 34,0 g (1 mole) d’hydrogéne sulfuré
gazeux de la maniére suivante dans I'autoclave fermé: on introduit
I'hydrogéne sulfuré 4 la température de 20° C jusqu’a ce que la pres-
sion dans l'autoclave atteigne 1,5 bar. L’introduction du gaz est
arrétée, et I'autoclave est chauffé doucement jusqu'a 80° C. Pendant
ce chauffage, on introduit de I'hydrogéne sulfuré gazeux en une
quantité telle que la pression dans Pautoclave reste constante &

1,5 bar. Une fois la quantité totale d*hydrogéne sulfuré introduite
dans Pautoclave, celui-ci est maintenu & 80° C jusqu’a ce que la pres-
sion décroisse & 0,3-0,4 bar. Le mélange de réaction est refroidi 4
20°C, purgé avec de I'azote et filtré. Le filirat clair est refroidi &
0°C, et on laisse rentrer le gaz carbonique. Le carbonate de N-
amino-iminométhylthio-urée forme un précipité de cristaux blancs
qui sont séparés par filtration, lavés avec de I'eau froide et séchés
60-80° C. On obtient ainsi 100 g du produit recherché, ce qui corres-
pond 4 un rendement de 67%. Le point de fusion est de 127-129°C.

Le spectre infrarouge du produit ainsi obtenu est comparé avec
celui d’un échantillon standard du composé.

Exemple 2

Carbonate de N-amino-iminométhyl-N'-méthylthio-urée

On ajoute une solution de 7,3 g (0,1 mole) d'isothiocyanate de
méthyle dans 10 ml d’acétone & une solution de 5,9 g (0,1 mole) de
guanidine base dans 30 ml d’acétone. La solution d’isothiocyanate
est ajoutée 4 la solution de guanidine 4 une vitesse telle que la tem-
pérature du mélange ne dépasse pas 40° C. On laisse reposer le
mélange de réaction 4 40° C pendant 4 heures, puis on élimine le
solvant sous vide. L’huile résiduelle qui est jaune clair est mise en
suspension dans de I'eau ot elie forme une solution opalescente. On
introduit du gaz carbonique dans la solution ainsi obtenue, et le
composé recherché précipite sous forme de cristaux blancs.

Rendement: 12,0 g (73,5%). Pf.: 132-134°C.

Exemples 3-8

On a préparé d’une maniére analogue a celle de 'exemple 2 les
composés suivants:

3. Carbonate de N-amino-iminométhyl-n’-éthylthio-urée
. Carbonate de N-amino-iminométhyl-N’"-n-propylthio-urée
. Carbonate de N-amino-iminométhyl-N'-isopropylthio-urée
. Carbonate de N-amino-iminométhyl-N’-n-butylthio-urée
. Carbonate de N-amino-iminométhyl-N’-allylthio-urée
. Carbonate de N-amino-iminométhyl-N’-cyclohexylthio-urée
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Dans les exemples qui suivent, on décrit la préparation des pro-
duits finis de formule générale I.

Exemple 9
ITodure de N-amino-iminométhyl-S-méthylisothiuronium

On met en suspension 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-
amino-iminométhylthio-urée dans 50 mi d’éthanol anhydre. On
ajoute 17,0 g (0,12 mole) d’iodure de méthyle 4 la suspension ainsi
obtenue. Le mélange de réaction est progressivement chauffé jusqu'a
Pébullition, ce qui provoque un dégagement de gaz carbonique. Le
mélange de réaction est maintenu 4 I'ébullition pendant 30 minutes,
puis refroidi 4 la température ambiante. Le mélange est filtré pour
enlever un éventuel précipité de cristaux. Le filtrat clair est évaporé
sous vide et I'huile résiduelle est recristallisée dans de I'acétate
d'éthyle. Les cristaux jaunes sont séparés par filtration et séchés &
40-50° C. On obtient ainsi 22,1 g du composé recherché, ce qui cor-
respond 4 un rendement de 85%. Pf.: 124-125°C.
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Exemple 10
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-n-propylisothiuronium

On met en suspension dans 50 m! d’éthanol anhydre 14,9 g
(0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminométhylthio-urée. 14,8 g
(0,12 mole) de bromure de n-propyle sont ajoutés 4 la suspension.
Le mélange de réaction est chauffé lentement tout en agitant jusqu'a
Iébullition, ce qui provoque un dégagement de gaz carbonique. Le
mélange de réaction est maintenu 4 I'ébullition pendant 45 minutes,
puis refroidi 4 la température ambiante. Le mélange est filtré pour
enlever les substances qui auraient éventuellement précipité. Le
filtrat clair est évaporé sous vide et le résidu huileux est recristallisé
dans de I'acétate d’éthyle. Les cristaux blancs sont filtrés et séchés &
40-50° C. On obtient ainsi 19,5 g du composé recherche, ce qui cor-
respond 4 un rendement de 81%. Pf.: 122-124° C.

Exemple 11
Bromure de M-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium

On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminome-
thylthio-urée 4 50 ml d’éthanol anhydre. 14,5 g (0,12 mole) de
bromure d’allyle sont ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue. Le
mélange de réaction est chauffé lentement jusqu’a I'ébullition, tout
en agitant vigoureusement. Le mélange de réaction est chauffé au
reflux pendant 30 minutes et refroidi 4 la température ambiante. Le
mélange est filtré pour enlever les substances qui auraient éventuelle-
ment précipité. Le filtrat est évaporé sous vide et le résidu huileux est
recristallisé dans de I'acétate d’éthyle. Les cristaux précipités sont
filtrés et séchés & 40-50° C. On obtient ainsi 19,6 g du composé re-
cherché, ce qui correspond & un rendement de 82%. Pf.: 123-125°C.

30 Exemple 12

Chlorure de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium

On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée 4 50 ml d'éthanol anhydre. 9,18 g (0,12 mole} de chlo-
rure d"allyle sont ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue et le mélange
de réaction est chauffé lentement jusqu'a 'ébullition tout en agitant
vigoureusement. Le mélange de réaction est chauffé au reflux
pendant une heure et refroidi 4 la température ambiante. Le
mélange est filtré pour enlever les substances qui auraient éventuelle-
ment précipité. Le filtrat est &vaporé sous vide. Le résidu huileux est
recristallisé dans de I'acétate d’éthyle. Les cristaux précipités sont
filtrés et séchés a 40-50° C. On obtient ainsi 15,7 g du composé re-
cherché, ce qui correspond & un rendement de 81%. Pf.: 125-127°C.

Exemple 13
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-( chloro-2-éthyl)isothiuronium
On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée 4 50 ml d'éthanol anhydre. 17,2 g (0,12 mole) de bro-
mo-1-chloro-2-éthane sont ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue, et
le mélange de réaction est chauffé lentement jusqu’a I'ébullition tout
en agitant vigoureusement. Le mélange de réaction est chauffé au
reflux pendant 90 minutes et refroidi 4 la température ambiante. Le
mélange est filtré pour enlever les substances qui auraient éventuelle-
ment précipité. Le filtrat clair est évaporé sous vide. Le résidu
huileux est recristallisé dans de 'acétate d’éthyle. Les cristaux blancs
précipités sont filtrés et séchés 4 40-50° C. On obtient ainsi 17,2 g du
composé recherché, ce qui correspond & un rendement de 66%.
Pf.: 142-143°C.

Exemple 14
60
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-( chloro-1-hydroxy-2-propyl)-
isothiuronium
On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée & 50 ml d’éthanol anhydre. 20,8 g (0,12 mole) de bro-
65 mo-1-hydroxy-2-chloro-3-propane sont ajoutés 4 la suspension ainsi
obtenue. Le mélange de réaction est chauffé lentement jusqu’a
P’ébullition, tout en agitant vigoureusement. Le mélange de réaction
est chauffé au reflux pendant 90 minutes et refroidi 4 la température
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ambiante. Le mélange est filtré pour enlever les substances qui au-
raient éventuellement précipité. Le filtrat clair est évaporé sous vide.
Le résidu huileux est recristallisé dans de 'acétate d*éthyle. Les cris-
taux ayant une légére coloration créme sont filtrés et séchés 4 40-
50° C. On obtient ainsi 17,8 g du composé recherché, ce qui corres-
pond & un rendement de 61%. Pf.: 118-119°C.

Exemple 15
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-(chloro-3-propyl)isothiuronium

On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée & 80 m! d’acétonitrile. 18,9 g (0,12 mole} de bromo-1-
chloro-3-propane sont ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue et le
mélange de réaction est chauffé lentement jusqu'a I'ébullition, tout
en agitant vigoureusement. Le mélange de réaction est chauffé au
reflux pendant 90 minutes, les substances solides sont éliminées par
filtration du mélange de réaction chaud et le filtrat est laissé 4 refroi-
dir jusqu’a la température ambiante. Les cristaux blancs précipités
sont filtrés et séchés & 40-50° C. On obtient ainsi 17,3 g du composé
recherché, ce qui correspond 4 un rendement de 65%. Pf.: 129-
131°C.

Exemple 16
Chlorure de N-amino-iminométhyl-S-( hydroxy-2-éthyl)isothiuronium
On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée & 50 ml d’éthanol anhydre. 9,7 g (0,12 mole) de chlor-
hydrine d*éthyléne sont ajoutés 4 la suspension et le mélange de
réaction est chauffé lentement jusqu’a I'ébullition, tout en agitant vi-
goureusement. Le mélange de réaction est chauffé au reflux pendant
90 minutes et refroidi 4 la température ambiante. Le mélange est
filtré pour enlever les substances qui auraient éventuellement préci-
pité, et le filtrat clair est évaporé sous vide. Le résidu huileux est re-
cristallisé dans de I'acétate d*éthyle. Les cristaux sont filtrés et séchés
4 40-50° C. On obtient ainsi 13,5 g du composé recherché, ce qui cor-
respond 4 un rendement de 68%. Pf.: 134-136°C.

Exemple 17
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-glycidylisothiuronium

On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée 4 80 ml d’acétonitrile. 16,5 g (0,12 mole) d’épibromhy-
drine sont ajoutés et le mélange de réaction est chauffé lentement
jusqu’a I'ébullition, tout en agitant vigoureusement. Le mélange de
réaction est chauffé au reflux pendant 2 heures et filtré pendant qu'il
est chand. Le filtrat clair est laissé 4 refroidir jusqu'd la température
ambiante. Les cristaux blancs précipités sont filtrés et séchés a 40-
50° C. On obtient ainsi 13,5 g du composé recherché, ce qui corres-
pond 4 un rendement de 53%. Pf.: 138-139°C.

Exemple 18
Chlorure de N-amino-iminométhyl-S-benzylisothiuronium -

On ajoute 14,9 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée dans 50 ml d’éthanol anhydre. 15,2 g (0,12 mole) de
chlorure de benzyle sont ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue et le
mélange de réaction est chauffé jusqu’a I'ébullition, tout en agitant
vigoureusement. Le mélange de réaction est chauffé au reflux
pendant une heure et refroidi 4 la température ambiante. Le
mélange est filtré pour enlever les substances qui auraient éventuelle-
ment précipité. Le filtrat clair est &vaporé sous vide et le résidu
huileux est recristallisé dans de I'acétate d’éthyle. Les cristaux blancs
précipités sont filtrés et séchés 4 40-50° C. 19,1 g du composé recher-
ché sont ainsi-obtenus, ce qui correspond & un rendement de 78%.
Pf.: 159-161°C.

Exemple 19

Les sels d’isothiuronium préparés selon les exemples 9-18
peuvent étre recristallisés, le cas échéant, selon la méthode suivante.
Le procédé est illustré avec le chlorure de N-amino-iminométhyl-S-
allylisothiuronium.
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On ajoute 10 g de mélange 5:1 d’éthanol et de méthanol. La
petite quantité de cristaux non dissous est enlevée par filtration du
mélange chaud. Le filtrat est clarifié¢ avec du charbon actif lorsque
cela est nécessaire. Le filtrat clair est laissé 4 refroidir 4 la tempéra-

s ture ambiante, ce qui fait précipiter des cristaux blancs. On refroidit
le mélange 4 0-5°C, on le laisse reposer 4 cette température pendant
une heure, et on le filtre. Les cristaux sont lavés avec de I'éthanol
refroidi 4 la température de la glace et séchés & 40-50° C. On obtient
ainsi 8,1 g du composé recherché, ce qui correspond & un rendement

10 de 81%.

Exemple 20
Chlorure de N-amino-iminométhyl-N'-méthyl-S-allylisothiuronium
On ajoute 16,3 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomé-

15 thyl-N’-méthylthio-urée préparé selon I'exemple 2 dans 50 ml

d’éthanol anhydre. 9,18 g (0,12 mole) de chlorure d’allyle sont

ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue, et le mélange de réaction est

chauffé & I'ébullition, tout en agitant vigoureusement. Le milieu de

réaction est chauffé au reflux pendant une heure et refroidi 4 la tem-

2 pérature ambiante. Le mélange est filtré pour enlever les substances

qui auraient éventuellement précipité. Le filtrat clair est évaporé
sous vide. Le résidu huileux est recristallisé dans de I'acétate
d’éthyle. Les cristaux blancs sont filtrés et séchés 4 40-50° C. On
obtient ainsi 13,6 g du composé recherché, ce qui correspond 4 un

% rendement de 61%. Pf.: 137-139°C.

Exemple 21
Chlorure de N-amino-iminométhyl-N'~isopropyl-S-allylisothiuronium
On ajoute 19,1 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminomeé-
thyl-N’-isopropylthio-urée préparé selon I'exemple 5 dans 50 ml
d’éthanol anhydre. 9,18 g (0,12 mole) de chlorure d’allyle sont
ajoutés 4 la suspension ainsi obtenue et le mélange de réaction est
chauffé jusqu’a I'ébullition, tout en agitant vigoureusement. Le
mélange de réaction est chauffé au reflux pendant une heure et re-
froidi 4 la température ambiante. Le mélange est filtré pour enlever
les substances qui auraient éventuellement précipité. Le filtrat clair
est évaporé sous vide et le résidu huileux est recristallisé dans de
I'acétate d’éthyle. Les cristaux blancs précipités sont filtrés et séchés
4 40-50° C. On obtient ainsi 13,3 g du composé recherché, ce qui cor-
respond 4 un rendement de 56%. Pf.: 134-135°C.

Exemple 22
Chlorure de N-amino-iminométhyl-N'-cyclohexyl-S-allylisothiuronium
23,1 g (0,05 mole) de carbonate de N-amino-iminométhyl-N"-

cyclohexylthio-urée préparés selon I'exemple 8 sont ajoutés & 50 ml

d’éthanol anhydre. 9,18 g (0,12 mole) de chlorure d’allyle sont

ajoutés A la suspension ainsi obtenue et le mélange de réaction est

chauffé jusqu'a ’ébullition, tout en agitant vigoureusement. Le

50 mélange de réaction est chauffé au reflux pendant une heure et re-
froidi 4 la température ambiante. Le mélange est filtré pour enlever
les substances qui auraient précipité et le filtrat clair est évaporé sous
vide. Le résidu huileux est recristallisé dans de Pacétate d’éthyle. Les
cristaux blancs précipités sont filtrés et séchés a 40-50° C. On obtient

55 ainsi 20,85 g du composé recherché, ce qui correspond & un rende-
ment de 85%. Pf.: 129-130°C.

Exemﬂes 23-31

On a préparé d'une maniére analogue 4 celle de I'exemple 12 les
60 composés d’isothiuronium de formule générale I suivants:
23. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-éthylisothiuronium,
pf.: 123-124°C;
24. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-isopropylisothiuro-
nium, pf.: 120-122°C;
¢  25. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-n-butylisothiuronium,
pf.:116-118°C;
26. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-isoamylisothiuronium,
pf.: 111-113°C;



27. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-(bromo-2-éthyl)iso-
thiuronium, pf.: 129-131°C:
28. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-(bromo-3-propyl)iso-
thiuronium, pf.: 127-129° C;

29. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-(hydroxy-3-propybiso- s

thiuronium, pf.: 132-135°C;
30. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-(mercapto-3-propyliso-
thiuronium, pf.: 141-142°C;
31. Bromure de N-amino-iminométhyl-S-propargylisothiuro-
nium, pf.: 131-133°C.

Exemples 32-40

On a préparé d'une maniére analogue 4 celle de I'exemple 20 les
composés suivants:

32. Bromure de N-amino-iminométhyl-N'-méthyl-S-(hydroxy-2- 5

éthyl)isothiuronium, pf.: 147-148° C;
33. Bromure de N-amino-iminométhyl-N'-éthyl-S-(chloro-2-
éthyDisothiuronium, pf.: 143-144°C;
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34. Chlorure de N-amino-iminométhyl-N’-éthyl-S-allylisothiu-
ronium, pf.: 138-139°C;

35. Bromure de N-amino-iminométhyl-N’-isopropyl-S-(chloro-
3-propybisothiuronjum, pf.: 140-142°C;

36. Chiorure de N-amino-iminométhyl-N'"-isopropyl-S-méthallyl-
isothiuronium, pf.: 138-139°C;

37. Bromure de N-amino-iminométhy!-N’-cyclohexyl-S-propyl-
isothiuronium, pf.: 133-135°C;

38. Chlorure de N-amino-iminométhyl-N’-cyclohexyl-S-méthallyl-
isothiuronium, pf.: 130-132°C;

39. Bromure de N-amino-iminométhyl-N'-cyclohexyl-S-glycidyl-
isothiuronium, pf.: 143-145°C;

40. Chlorure de N-amino-iminométhyl-N’-cyclohexyl-S-benzyl-
isothiuronium, pf.: 147-149°C.

Les points de fusion et les spectres IR des composés de formule
générale I sont résumés dans le tableau VIII qui suit:

Tableau VIII

R? R! X Pf(°C) Pics caractéristiques du spectre IR
H méthyle I 124-125 | 3300, 3120, 1685, 1570
H n-propyle Br 124-125 | 3300, 3120, 2925, 2850, 1685, 1570, 730
H allyle BrouCl | 123-125 gggo, 3260, 3160, 3105, 1640, 1605, 1550, 1375, 1090, 980, 910, 705,
H chloro-2-éthyle -Br 142-143 | 3300, 3110, 2925, 1640, 920, 720
H chloro-1-hydroxy-2-propyle Br 118-119 | 3300, 3110, 3000, 2850, 1685, 1610, 720
H chloro-3-propyle Br 129-131 | 3300, 3275, 3165, 3105, 2900, 2825, 1680, 695
H hydroxy-2-éthyle Cl 134-136 | 3310, 3280, 3110, 3000, 2990, 1675, 1610
H glycidyle Br 138-139 | 3300, 3275, 3110, 3000, 1690, 1600, 865
H benzyle Cl 159-161 | 3290, 3280, 3115, 3005, 1680, 1590, 1485, 755
H éthyle Br 123-124 | 3300, 3120, 1685, 1570
H isopropyle Br 120-122 | 3300, 3120, 1680, 1380, 1365
H n-butyle Br 116-118 | 3315, 3300, 3210, 3180, 2850, 1690, 1450
H isoamyle Br 111-113 | 3305, 3300, 3205, 3175, 2960, 2845, 1695, 1470
H bromo-2-éthyle Br 129-131 | 3300, 3205, 2910, 1670, 1090, 715
H bromo-3-propyle Br 127-129 | 3305, 3215, 2920, 1665-
H hydroxy-3-propyle Br 132-135 | 3590, 3300, 3220, 2925, 1680
H mercapto-3-propyle Br 141-142 | 3320, 3305, 3210, 3180, 2920, 2570, 1650
H propargyle Br 131-133 | 3310, 3300, 3200, 2180, 1630
méthyle allyle Cl 137-139 | 3305, 3290, 2960, 2690, 1640
méthyle hydroxy-2-éthyle Br 147-148 | 3585, 3300, 3285, 1680, 1375, 1360
éthyle chloro-2-éthyle Br 143-144 | 3305, 3285, 2965, 1660, 765
éthyle allyle Cl 138-139 | 3310, 3300, 3210, 3180, 1650, 990, 905
isopropyle allyle Cl 134-135 | 3305, 3295, 3200, 3170, 1655, 985, 895
isopropyle méthallyle Cl 138-139 | 3305, 3295, 3200, 3175, 1650, 390
isopropyle chloro-3-propyle - Br 140-142 | 3320, 3300, 3195, 3160, 1690, 775
cyclohexyle allyle cl 129-130 | 3315, 3305, 3200, 3170, 2830, 195, 985, 900
cyclohexyle n-propyle Br 133-135 | 3320, 3300, 3210, 3175, 2925
cyclohexyle méthallyle Cl 130-132 | 3315, 3300, 3215, 3180, 885
cyclohexyle glycidyle Br 143-145 | 3325, 3315, 3210, 3190, 1690, 870
cyclohexyle benzyle Cl 147-149 | 3300, 3275, 3120, 3000, 1675, 1590, 750
Exemple 41

Préparation de comprimés et de dragées

Des comprimés et des dragées sont préparés dans une presse

munie d’une alimentation automatique. L'ingrédient actif est

utilisés pour la préparation de comprimés ou de noyaux de dragées
sont pressés a travers un tamis adéquat ne comportant pas de métal.
Pour préparer les granulés, on utilise de préférence une composition

65 pour granulés simples selon la Pharmacopée, ou toute autre compo-

d’abord granulé avec des agents auxiliaires adéquats par un procédé
4 sec ou a I'état humide. Lorsque I'on prépare les granulés par voie
humide, ceux-ci sont de préférence séchés sous vide. Les granulés

sition adéquate. Les noyaux des dragées et les comprimés sont pré-
parés de maniére 4 contenir 30 mg d’ingrédient actif, et on leur
adjoint 70 mg de véhicule (granulé simple).
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Exemple 42

Préparation de capsules

On utilise de préférence des machines de remplissage automati-
ques. L'ingrédient actif est granulé avec des agents auxiliaires adé-
quats (granulé simple) ou tout autre additif inerte. Les granulés sont
préparés de maniére & avoir une taille appropriée, tamisés et mis
dans des capsules. Le contenu des capsules en ingrédient actif est de
30 mg.

Exemple 43
Préparation d’ampoules de poudre

On n'utilise pas d’agents auxiliaires séparés dans la préparation
d’ampoules de poudre. Le contenu en ingrédient actif des ampoules
de poudre est de 10 et 20 mg. Les ampoules de solvant contiennent
respectivement 1 ou 2 ml d’eau distillée ou de solution physiologique
salée. Il est préférable de diluer avec au moins 100 ml d’une solution
pour perfusion et d'utiliser le contenu des ampoules immédiatement
apres la dissolution.

Exemple 44
Bromure de N-amino-iminométhyl-S-méthallylisothiuronium

On met en suspension i4,9 g de carbonate de N-amino-iminomé-
thylthio-urée dans 50 ml d*éthanol absolu. 16,1 g de bromure de
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méthallyle sont ajoutés et le mélange de réaction est chauffé au
reflux pendant 30 minutes. Aprés filtration, le solvant est éliminé par
distillation sous vide. On obtient ainsi 21 g d’un produit ressemblant
& du miel qui cristallise au repos.

Exemple 45
Bromure de N-amino-iminométhyl-N'-allyl-S-allylisothiuronium

On met en suspension 17,6 g de carbonate de N-amino-iminomé-
thyl-N"-allylthio-urée dans 50 ml d’éthanol anhydre. On ajoute
14,5 g de bromure d'allyle, et le mélange de réaction est chauffé au
refiux pendant 1 heure sous forte agitation; le mélange est ensuite
filtré, et le solvant est éliminé par distillation sous vide. On obtient
ainsi 23 g d’un produit visqueux et huileux.

Exemple 46
Chlorure de N-amino-iminométhyl-S-allylisothiuronium

On chauffe lentement jusqu’a I'ébullition, tout en agitant vigou-
reusement, un mélange de 4,2 g de dicyanodiamide, de 20 ml d’étha-
nol saturé d’acide chlorhydrique et de 3,7 g d’allylmercaptan. Le
mélange de réaction est chauffé au reflux pendant 3 heures, puis re-
froidi a 0° C. Les cristaux précipités sont séparés par filtration et
lavés avec de I'éthanol. On obtient ainsi 7 g du produit recherché.
Pf.: 125-127°C.
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