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Menetelmd 3-L- (5-tiokso-L-prolyyli)tiatsolidiini-4-karbok-
syylihapon ja sen johdannaisten valmistamiseksi - Forfarande
f6r framstdllning av 3-L-(5-tioxo-L-prolyl)tiazolidin-4-

karboxylsyra och dess derivat

Tdmd keksintd koskee menetelmdd yleisen kaavan (I) mukaisen
vhdisteen ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvien suolojen

valmistamiseksi
‘ r—————S
/[ :L-CO—N (1)
S N
|
H COX

jossa kaavassa X on -OH, C,-Cy-alkoksi, aralkoksi tai dial-
kyyliamino-C;-Cj-alkoksi, aminoryhmd, alifaattisen primaari-
sen tai sekundaarisen C;-Cg-amiinin tdhde, joka sisdltdld va-
linnaisesti yhden tai useamman kaksois- ja/tai kolmoissidok-
sen, primaarisen aralkyyliamiinin tdhde tai syklisen ali-
faattisen C;-Cg-amiinin tdhde, jonka vdlissd on valinnaisesti

happiatomi.

Kaavan (I) mukaisissa yhdisteissd X on edullisesti hydrok-

si-, metoksi-, etoksi-, fenoksi-, bentsyylioksi- tai amino-,
etyyliamino-, allyyliamino-, propargyyliamino-, syklopropyy-
liamino-, pyrrolidino-, piperidino-, morfolino- tai dietyy-

liaminoryhma.

Keksinndn mukaisia yhdisteitd voidaan valmistaa jaljempdnd
esitettdvdn reaktiokaavio A:n mukaisesti antamalla 3-L-pyro-
glutamyyli-L-tiatsolidiini-4-karboksyylihapon (II) (X = OH)
tai sen estereiden tai amidien (katso italialainen patentti-
hakemus 19165/A 87) reagoida tionoivan aineen, kuten Lawes-
sonin reagenssin kanssa, aproottisissa liuottimissa, kuten

dimetoksietaani, bentseeni, tolueeni tai tetrahydrofuraani.



Kaavio A
S S S
5 | [PZERN
CO—N + H,;CO P b OCH,; -
o SN N
| s” s
H COX
10
IT
15 I———S
i ]—CO— (I)
S N
20 H COX
Edelld olevassa kaaviossa X on kuten edelld on mddritelty.
Yhdisteitd (II), joissa X on eri kuin hydroksi, voidaan val-
25 mistaa tavanomaisten esterdinti- tai amidointimenetelmien
mukaisesti lahtien vapaasta haposta. Yhdisteitd (I) voidaan
vaihtoehtoisesti valmistaa jdljempand esitettdvan kaavion B
:++°  mukaisesti:
30.
Kaavio B
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35, /J: ]~COR2 + HN -> /[ :I—CO—N I
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antamalla reaktiivisen 5-tioksoproliinin (III) johdannaisen,
jossa R= voi olla pentakloorifenoksi. trikloorifenoksi, suk-
kinimidoksi, ftaali-imidoksi, imidatsocl-1-yyli ja muita rvh-
misd, joita yleensd kdytetdén karboksiryhmdn aktivointiin, ja
Ri:113 on edelli maadritellyt merkitykset, reagoida tiatsoli-
diini-4-karboksyylihapon johdannaisen (IV) kanssa, Jjossa
¥:118 on edellsd mddritellyt merkitykset, aproottisissa liuot-
timissa kuten dimetyyliformamidissa, dimetoksietaanissa,
tetrahydrofuraanissa, dioksaanissa ja vastaavissa liuotti-
missa valinnaisesti tertidaristen emidsten kuten trietyylia-
miinin tai tetrametyyliguanidiinin l&snd ollessa.

Yhdisteet (III) ja (IV) ovat tunnettuja tal niitd voidaan
valmistaa tavanomaisilla menetelmilld l3dhtien 5-tioksopro-
liinista ja vastaavasti 4-tiatsolidiinikarboksvyylihaposta.

Keksinnén mukaisilla yhdisteilld on arvokkaita farmakeologisia

ominaisuuksia samoin kuin hyvin pieni akuutti toksisuus.

Keksinndn mukaisilla yhdisteilld on erityisemmin kiinnostavia
immunostimuloivia, antitokseisia, radikaaleja vastustavia ja

ikdantymistad vastustavia aktiivisuuksia.

Koska superoksidianionilla (O=-) on tirke3d merkitys makrofa-
gien antimikrobiselle aktiivisuudelle (N.P. Cumming, M.J.
Pabst, J. Exp. Med., 152, 1659, 1980), superoksidianionin
tuctannon stimulointikoe makrofageilla laidkkeiden avulla on
hyvin tdrkedd arvioitaessa immunostimuloivaa aktiivisuutta.
Siitd johtuen, O=--tuctanto eristetyissi peritoneaalisissa
makrofageissa prednisolonilla immunodepressoiduista eliZimis-
t&d, joita oli kédsitelty keksinndn mukaisilla yvhdisteilli,
arvieoitiin. Hiiri& kasiteltiin subkutaneaalisesti 11 p&ivéan
ajan prednisolonilla 0.5 mg/kg/pdivd, ja testatuilla vhdis-
teilld annoksena 100 mg/kg intraperitoneaalisesti kahdesti
pédivassa, kun taas tappopdivédnid ne saivat ainocastaan keksin-
non mukaisia yhdisteit&. Makrofagit eristettiin sen jalkeen
peritoneaalisen huuhtelun avulla ja viljeltiin RPMI-1640:ssi,
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johon oli ligdtty 10 % naudan sikidn seerumia, pitoisuudessa
1 x 10® solua/ml ja l&mp&tilassa +37=C. 1 ml:n nidytteitd
solususpensiosta inkuboitiin 15 min. ajan 37<C:ssa hevosen
syddmen sytokromi C:n kanssa ja stimuloitiin forbolimyris-
taattiasetaatilla (H. Nielsen, Eur. J. Clin. Pharmacol., 30,
99, 1986). Sen jdlkeen suoritettiin pelkistyneen ferrisyto-
kromi C:n spektrofotometrinen mdiarittiaminen aallonpituudessa

lambda = 550 nm, k&yttden ekstinktiokerrcinta E (550) = 29,5
mM.

Kuten taulukossa I on esitetty, kédsittely prednisolonin kans-
sa induscoi immunodepression, joka ilmenee superoksidianionin
pienempand tuotantona; samanaikainen k&sittely keksinndn
mukaisilla yhdisteilla stimuloi makrofageja tuottamaan Oz-:a
maddrinad, jotka ovat ldhelld immunodepressoimattomien elédinten
tuottamia md3drid. Yhdisteilld Ia ja Ib erityisesti esiintyy
korkeampia aktiivisuuksia kuin PGT:118 (3-L-pyroglutamyyli-
L-tiatsolidiini-4-karboksyylihappo, katso italialainen pa-
tentti n:0 1 202 426), keksinnon mukaisilla muilla yhdisteil-
13 ollessa vertailukelpoinen aktiivisuus samalla paincannos-

tuksella.
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Taulukko 1

| |

' |
Aktiivisuus superoksidianionin tuotantoon prednisolonillsa Hssc:oamvwmmmowdzum:NSHMAﬁmS peritoneaalisilla
makrofageilla . . . ,

[ — ! |

Kasittely mmwxwuﬁ<:$ﬁ sytokromi C
Rokeiden :avowﬁm\wxwoﬂ makrofagia
lukum&&rs (keskiarvo t keskivirhe)

‘ o

0,9 % NaCl i.p. 5 10,80 £ 0,66

0,9 % NacCl i.p. + prednisocloni 0,5 mg/kg/paiva/s.c. 5 ,w.w@ * Q.mm

PGT 200 mg/kg/pédiva i.p. " " 4 8,33 #* L,”..V.w*n

Ia " i.p. " " 4 9,15 + 0,68**

Ib " i.p. " " 4 | +

9,17 £ 0,68%x

|
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¥*¥ p¢0,01 Dunnett'in "t"-testi vastaan immunodepressoitu kontrolliryvhma
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Antitoksinen aktiivisuus testattiin mddrittdmilld keksinndn
mukaisten yhdisteiden kyky suojata rottia formaldehydin ja
asetaldehydin toksisuuksia vastaan (Sprince et al., Agents
and Actions, 9, 407, 1979). COBS CD(SD) -rotille (C. Ri-
ver), Jjotka painoivat 180-200 g, jotka olivat paastonneet
edellisestd illasta, annettiin oraalisesti koeyhdisteiti
puoli tuntia ennen ja 5 tuntia jdlkeen toksisen aineen
oraalista antoa. Formaldehydid annettiin annoksena

900 mg/kg suun kautta ja asetaldehydid annoksena 2150 mg/kg
suun kautta; Kkuolleisuus kontrolloitiin 72 tuntiin saakka
myShemmin. Ainoastaan toksisilla aineilla kdsiteltyjen
ryhmien kuolleisuus oli 90-100 %; yhdisteet Ia ja Ib antoi-
vat tehokkaan suojan annoksella 0,5 mM/kg (2 antoa), suojan
ollessa 60 ja 70 % formaldehydid vastaan ja 70 ja 60 % ase-
taldehydid vastaan. Keksinndén mukaisten yhdisteiden aktii-
visuus on samanlainen kuin askorbiinihapon ja L-Kysteiinin
aktiivisuus. Koska asetaldehydi ja formaldehydi kadsitt&dvat
tdrkedn osan tupakan savun sisdltdmistd toksisista aineis-
ta, ndmd uudet yhdisteet ovat hyvin tdrkeitd kaikkien keuh-
kopatologioiden hoitamisessa, jotka 1liittyvdt tupakan vdi-
rinkdytt6on tai ilman saastumiseen. Radikaaleja vastustava
aktiivisuus testattiin doksorubisiinikuolleisuutta vastaan
hiiressd (R.D. Olson et al., Life Sci., 29, 1393, 1981).
Ryhmid, jotka k&sittivdt 10 CD-1 uroshiirtd (C. River),
jotka painoivat 18-20 g, kdsiteltiin oraalisesti testatuil-
la yhdisteilld; tuntia myShemmin annettiin doksorubisiinii
annoksena 22 mg/kg i.p. (10 ml/kg). Kidsittely toistettiin
testatuilla yhdisteilld 6 tuntia doksorubisiinin antamisen
jdlkeen samoinkuin pdivdn kuluttua samalla antotiheydelld
(kahdesti pdivdssd pitden 7 tunnin v&li kdsittelyn ja sitd
seuraavan kdsittelyn vdlilld). Eldinten kuolleisuus tarkis-
tettiin 14 pdivdn ajan. Doksorubisiinilla k&sitellyn ryhmin
kuolleisuus oli 80-90 %; yhdisteet Ia ja Ib, annoksena 0,5
mM/kg suun kautta 4 kertaa kahtena pdivdnd, antavat 40 ja
50-%:1isen suojan kuolleisuutta vastaan, samalla tavalla
kuin on saatu vastaavilla L-kysteiinin ja N-asetyylikyste-

iinin annoksilla.
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Keksinndn mukaiset yhdisteet ovat aktiivisia myds parasetamo-
limyrkytystd vastaan rotalla anncoksilla, jotka vastaavat
PGT:n annoksia. Niilld on lisdksi radiosucjaavaa aktiivisuut-
ta ionisoivaa sdteilyd vastaan samalla tavalla kuin PGT:113.

Keksinndén mukaiset yhdisteet parantavat myds neuroserebraali-
sia suorituskykyjd ja seksuaalista kdyttdytymistd vanhanpuo-
leisessa rotassa, mihin liittyy latenttisuuden alenemista ja

pariutumistiheyden lisidntymisti.

Lopuksi, yhdisteitd (I) voidaan kaytt&a vastustamaan liialli-
sia hapetusprosesseja kuten sellaisia, jotka johtuvat krooni-

sista tulehdusprosesseista tai altistumisesta ionisoiville

sdteilyille.

Yhdisteiden (I) akuutit toksisuudet hiirissd ja rotissa, an-
nettuna oraalista ja intraperitoneaalista reittisd, ovat kor-
keampia kuin 3000 mg/kg, mikd on hyvin alhainen analogisesti

PGT:n suhteen.

Edelld olevat tulokset osoittavat, ettd yhdisteitsd (I) voi-
daan kayttdid terapiassa joidenkin patologisten tilojen hoita-
misessa kuten immuunikadoissa, autoimmuunitaudeissa, bronko-
pulmonaarisissa patologioissa, radikaalien poistajina, ja
ikdEntymistapahtumissa.

Tédmd keksintd koskee mybds farmaseuttisia koostumuksia, jotka
on sopivasti formuloitu oraalista antoa varten, muodoissa,
jotka kdsittdvit pehmedt ja kovat gelatiinikapselit, pastil-
1it, tabletit, td@rkkelyskapselit, tipat, siirapit, pitkdai-
kaisesti vapautuvat muodot; ja parenteraalista antoa varten
muodoissa, jotka kdsittidvdt lycfilisoidut ampullit ja pikku-
pullot, jotka sisaltdviat aktiivisia aineosia sisdltavia li-

uoksia.

Tédm&n keksinnén mukaisia farmaseuttisia koostumuksia valmis-
tetaan tavanomaisten tekniikoiden mukaisesti, kdyttden yhteen

sopivia farmaseuttisesti hyvidksyttidviid kantajia ja tdyteai-
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neita, ja ne voivat sisadltdd myds vhdistelmd3nad muita aktiivi-
sia aineosia, joilla on tadydentdva tai Jjoka tapauksessa kayt-

tokelpoinen aktiivisuus.

Seuraavat rajoittamattomat esimerkit valaisevat edelleen

keksintosa.

Esimerkki 1
Etyyli-3-L-(L-5-tioksoprolyyli)tiatsolidiini-4-karboksylaatti

(I, Rx = H, X = OCaHms) (Ia).

Liuokseen, joka sig&ltda 13,6 g (0,05 moolia) etyyli-3-L-
pyroglutamyyli-L-tiatsolidiini-4-karboksylaattia 50 ml:ssa
dimetoksietaania, lisataan 10,1 g:aa (0,025 moolia) Lawes-
son'in reagenssia ja seosta sekoitetaan huoneen lampdtilassa
45 min. ajan. Reaktioseos suodatetaan ja siihen lis&t&an yhta
suuri tilavuus etyylieetterid. Seosta sekoitetaan jonkin
aikaa, mink&d jidlkeen tuote kiteytyy, Jjoka kiteytynyt tuote
suodatetaan ja pestdidn dimetoksietaani-eetterillid ja kuiva-
taan. 11,3 g (57,6 %) tuotetta saadaan, sul.p. 111-113=C,
C11H18N205S=:n osalta

Lask. C-% 45,83 H-~% = 5,59 N-% = 9,73 5-% = 22,20
Todettu C-% = 45,68 H-% = 5,51 N-% = 9,58 S-% = 22,14
(aalp®® = -152,63= (C = 1 CHCla)

*H NMR (DMSO/TMS) 86 = 1,1 (t, 3H, CHa); 1,7-2,6 (m, 4H, CH=a-
CH=z); 3-3,5 (s, sH, SCH=-C); 4-4,3 (m, 2H, CH=CHa); 4,35 (d,
1H, CHCON); 4,8-5 (m, 3H, N-CH=-5 ja CHCOO), 10,3 (s, 1H,
NH) .

Egsimerkki 2
3-L-(5-tioksoprolyyli)tiatsolidiini-4-karboksyylihappo
(I, Ry = H, X = OH) (Ib)

Suspensioon, joka sisaltdid 4.32 g (0,015 moolia) esimerkin 1
mukaista yhdistettd 10 ml:ssa vettd, lis#tdsn pisaroittain
18 ml 1 N NaQOH:a. Reaktioseosta sekoitetaan 30 min. ajan
huoneen la@mpdtilassa ja 1.5 tunnin ajan 35-40<°C:ssa; seos

jashdytetdédn sen jdlkeen 5-10<C:seen, neutraloidaan
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1,5 ml:1la 37-%:ista HCl:a. ja erottunut &ljy hierretédidn
kiinteg&ksi. Tuotetta saadaan suodatuksen ja vedestid uudel-
leenkiteytyksen yhteydesséd saannolla 73,2 %; sul.p. 192-
193=C.
CoH12N20552:n osalta
Lask. ¢~-% = 41,52 H-% = 4,68 N-% = 10,76 8S-% = 24,68
Todettu C-% = 41,10 H-% = 4,64 N-% = 10,65 S-% = 24,47
[a]lp®® = -130,65= (C = 1 MeOH:ssa)
iH NMR (DMSO/TMS) 86 = 1,8-2,6 (m, 4H, CH=CH=); 3,1-3,4 {(m,.
2H, SCH=C); 4,15-4,7 (8, 2H, N-CH=S); 4,8-5,1 (m, 2H, CHCO):
10,2 (s, 1H, COQH).

Esimerkki 3

Sekoitettuun liuokseen, joka sisidltdd 14,5 g (0,1 moolia) 5-
tiokso-L-proliinia (T.P. Andersen et al., Liebigs Ann. Chen.,
1986, 269-279) ja 16,1 g (0,1 moolia) etyyli-L-tiatsolidiini-
4-karboksylaattia 400 ml:ssa tetrahydrofuraania, jddhdytetty-
nad 0=C:seen, lisdtdan pieninid annoksina 20,6 g disykloheksyy-
likarbodi-imidi&. Reaktioseosta sekolitetaan yhden tunnin ajan
0=C:sga ja 12 tunnin ajan huoneen l3mpdtilassa, minkd jilkeen
se suodatetaan, liuvotin vikevéidiédn alipaineessa ja jE&nnds
hierretsidn kuivaksi etyylieetterin kanssa, Jjolleoin saadaan

21 g (72,9 %) tuotetta, jolla on samat ominaisuudet kuin mita

saatiin esimerkissa 1.
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Patenttivaatimukset
1. Menetelmd yleisen kaavan (I) mukaisten farmaseuttisten

3-L- (5-tiokso-L-prolyyli)tiatsolidiini-4-karboksyylihapon ja
gsen johdannaisten ja niiden farmaseuttisesti hyvaksyttdvien

suolojen valmistamiseksi

‘———s
J ]—CO—N (1)
s

l

H COX

jossa kaavassa X on -OH, C,-Cg-alkoksi, aralkoksi tai dial-
kyyliamino-C,-Cj-alkoksi, aminoryhmd, alifaattisen primaari-
sen tal sekundaarisen C;-Cg-amiinin tdhde, joka sisaltda va-
linnaisesti yhden tai useamman kaksois- ja/tai kolmoissidok-
sen, primaarisen aralkyyliamiinin tdhde tai syklisen ali-
faattisen C;-Cg-amiinin tdhde, jonka valissd on valinnaisesti
happiatomi, tunnettu siitd, ettd menetelma kdsittaa

(a) 3—L-pyroglutamyyli-L-tiatsolidiini-4—karboksyylihapon
tai sen johdannaisen reaktion tionoivan aineen kanssa ap-
roottisissa liuottimissa, tai

(b) reaktiivisten 5-tioksoproliinijohdannaisten reaktion L-
tiatsolidiini-4-karboksyylihapon johdannaisten kanssa ap-
roottisissa liuottimissa, valinnaisesti tertiddristen emés-

ten kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd X on hydroksi-, metoksi-, etoksi, fenoksi, bentsyy-
lioksi-, amino-, etyyliamino-, allyyliamino-, propargyyli-

amino-, syklopropyyliamino-, pyrrolidino-, piperidino-, mor-

folino- tai dietyyliaminoryhmd.

3. Patenttivaatimuksen 1(a) mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd valmistetaan 3-L- (5-tioksoprolyyli)tiatsolidii-
ni-4-karboksylaatti tionoimalla 3-L-pyroglutamyyli-L-tiatso-

lidiini-4-karboksylaatti Lawessonin reagenssilla.
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4, Patenttivaatimuksen 1(b) mukainen menetelmd, tunnettu
siitd, ettd valmistetaan 3-L- (5-tioksoprolyyli)tiatsolidii-
ni-4-karboksylaatti lahtien 5-tiokso-L-proliinista ja L-
tiatsolidiini-4-karboksylaatista dlsykloheksyyllkarbodl imi-

din l&sndollessa.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu sii-
td, ettd valmistetaan 3-L- (5-tioksoprolyyli)tiatsolidiini-4-
karboksyylihappo hydrolysoimalla patenttivaatimuksessa 3 tai
4 saatu yhdiste NaOH:1lla.

Patentkrav

1. Forfarande fér framstdllning av farmaceutiska 3-L- (5-
tioxo-L-prolyl)tiazolidin-4-karboxylsyra och derivat ddrav
enligt den allmdnna formeln (I) och farmaceutiskt acceptabla

salter darav

J

H COX

i vilken formel X dr -OH, C,-Cz-alkoxi, aralkoxi eller dial-
kylamino-C;-Cj-alkoxi, aminogrupp, en rest av en alifatisk
primdr eller sekunddr C,-Cs-amin valbart innehdllande en el-
ler flera dubbel- och/eller trippelbindningar, en rest av en
primdr aralkylamin eller en rest av en cyklisk alifatisk C,-
Cg-amin som valbart har en syreatom emellan, k&nnetecknat av
att fdérfarandet omfattar

(a) omsdttning av 3-L-pyroglutamyl-L-tiazolidin-4-karboxy1-
syra eller ett derivat darav med ett tionerande dmne i apro-
tiska l6sningsmedel; eller

(b) omsdttning av reaktiva 5-tioxoprolinderivat med derivat
av L-tiazolidin-4-karboxylsyra i aprotiska l&sningsmedel,

valbart med tertidra baser.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kdnnetecknat av att X

Ar en hydroxi-, metoxi-, etoxi-, fenoxi-, bensyloxi-, ami-
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no-, etylamino-, allylamino-, propargylamino-, cyklopropyl-
amino-, pyrrolidino-, piperidino-, morfolino- eller dietyl-

aminogrupp.

3. Forfarande enligt patentkrav 1(a), k&nnetecknat av att
man framstdller ett 3-L- (5-tioxoprolyl)tiazolidin-4-karboxy-
lat genom tionering av 3-L-pyroglutamyl-L-tiazolidin-4-karb-

oxylatet med Lawessons reagens.

4. Forfarande enligt patentkrav 1(b), k&nnetecknat av att
man framstdller ett 3-L- (5-tioxoprolyl)tiazolidin-4-karboxy-
lat frdn 5-tioxo-L-prolin och L-tiazolidin-4-karboxylat i

narvaro av dicyklohexylkarbodiimid.

5. Forfarande enligt patentkrav 1, kédnnetecknat av att man
framstdller 3-L- (5-tioxoprolyl)tiazolidin-4-karboxylsyra
genom hydrolysering av fdreningen erhdllen i patentkrav 3
eller 4 med NaOH.
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