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R&NnnC - La preparation de vingt-dnq composes nouveaux de structure thiadiazabicyclique appartenant a quatre 
series differentes a BtC realisde a partir de l’ester methylique de la L-thiaproline. Leur structure est ttayee par les don&es 
spectroscopiques en particulier de RMN protonique. Des proprietes immunomodulatrices ont Cte mises en evidence chez 
plusieurs composes a l’aide d’une methode cinetique fiable, reproductible, fondee sur la mobilisation des recepteurs E des 
lymphocytes T humains. 

Summary - New thiadiazabicyclic compounds with immuuoregulatory actions on human T lymphocytes: comparison with 
tetramisole. Twentyfive new compounds with a thiadiazabicyclic structure were obtained infour chemicalseriesfrom L-thiaproline 
methyl ester. Spectroscopic data, especially lH NMR, were in agreement with the proposed structures. Immunomodulatory 
properties were detected in several compounds with a reliable, reproducible kinetic method based upon the mobility of the human 
E receptors on T lymphocytes. 

thiadiazabicyclic compounds / tetramisole / T lymphocytes / immunomodulators 

Introduction 

Au tours de l’agression par des elements Ctrangers, l’orga- 
nisme humain reagit en mettant en jeu des elements actifs 
du systeme immunitaire, en particulier les lymphocytes T 
(LT), qui interviennent non seulement au niveau de l’immu- 
nit6 B mediation cellulaire mais aussi par le biais de la 
cooperation cellulaire sur le niveau de la secretion des 
anticorps circulants. Les reactions d’immuniti: a mediation 
cellulaire jouent un role important au tours de certaines 
infections, dans la rtponse immune tumorale, dans les 
rejets de greffe et comme composantes de certaines maladies 
auto-immunes [I], tandis que les anticorps specifiques 
circulants se cornportent comme des mediateurs de recon- 
naissance des antigenes au service des cellules phagocy- 
taires, mais aussi d’autres cellules effectrices du systeme 
immunitaire [2]. 

11 existe dans l’organisme une immunomodulation 

intrindque permanente qu’on souhaite renforcer ou attenuer 
par les modulateurs. Ceux-ci sont soit des produits du 
systbme immunitaire lui-meme, soit des produits naturels 
ou de synthese d’origine bacterienne, soit des composes 
synthetiques pour lesquels il existe deja quelques modeles 
auxquels il faudra ajouter ceux qui seront decouverts a 
la faveur de criblages systematiques. Le premier compose 
chimique simple a effet immunostimulant a CtC rev&5 
par Renoux et Renoux [3]: il s’agit du levamisole, isomere 
ltvogyre du tetramisole. Celui-ci connu et utilise pour ses 
proprietts anthelmintiques a fait l’objet de nombreuses 
etudes experimentales [4] et m&me cliniques pour ses acti- 
vites dans le domaine immunologique [5--S]. 

* Auteur ci qui la correspondance doit Btre adreke. 
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11 exerce une stimulation des lymphocytes T et potentialise 
les fonctions des polynucleaires neutrophiles et des macro- 
phages. L’effet immunomodulateur dependrait plus du 
noyau soufre que de I’action cholinergique du noyau imi- 
dazole [5, 7-101. 

Chimie 

Les analogues structuraux du levamisole decrits dans la 
litterature conservent pour la plupart le cycle imidazole, 
les trois heteroatomes presents dans la structure se retrouvant 
dans les mCmes positions [I 1, 121. Nous dtcrivons ici la 
preparation de quelques representants de quatre series de 
composes thiadiazabicycliques obtenus en peu d’etapes et 
avec de bons rendements a partir de l’ester methylique 
de la L-thiaproline 1 decrit dans un precedent memoire 
[13] (Schema 1). 

Les 0x0-4 thia-7 diaza-I,3 bicyclo[3.3.0]octanes 3 
(Tableau I) sont prepares par une reaction de N-amino- 
alkylation de l’ester methylique I avec isolement inter- 
mediaire de I’aminomCthylol 2. 

La premiere partie de la reaction s’effectue B la tempb 
rature du laboratoire en solution hydromethanolique avec 
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Sch6ma I. Voies d’accb aux compo&s thiadiazabicycliques. 

un exces de formaldehyde en milieu neutre. L’amino- 
mCthylo1 2 est condense avec les amines primaires par 
chauffage de plusieurs heures dans le cellosolve (ether 
monoethylique de 1’Cthyleneglycol). Les composes bicy- 
cliques 3 sont purifies par chromatographie sur colonne 
de gel de silice. 11s sont obtenus a l’etat huileux ou cristallise 
avec des rendements de 40-70x . Les temperatures 
Clevees atteintes dans cette seconde &ape entrainent une 
racemisation partielle ou totale ainsi qu’il ressort de l’examen 
des pouvoirs rotatoires des composes thiadiazabicycliques 3. 
Tous les spectres infrarouges de ces composes presentent 
entre 1680 et 1695 cm-l une bande d’intensite forte cor- 
respondant a la vibration du groupement lactamique. 
En RMN protonique il apparait dans cette serie trois 
massifs distincts: un massif centre a 3,3 ppm qui cor- 
respond a la partie AB (Ha, Ha’) d’un systbme ABX; 
un massif centre a 4,0 ppm qui correspond a la super- 
position de 2 systemes AB: (Hc, Hc’) et (Hd, Hd’); un massif 
cent& a 4,5 ppm qui correspond B la superposition de 
la partie X du systbme ABX (Hb), et du spectre AB des 
protons vicinaux du substituant port6 par l’azote. Du fait 
de la superposition des raies, il n’est pas possible d’analyser 
la partie X du systeme ABX. 

La reduction des composes 3 en thia-7 diaza-I,3 bicyclo- 
[3.3.0]octanes N-substitues 4 (Tableau II) est realisee 
par l’hydrure de lithium et aluminium au sein du tetra- 
hydrofuranne [14, 151, en operant a la temperature du 
laboratoire pour Bviter la formation de produits secondaises. 
Les composes reduits 4 sont des huiles a point d’ebullition 
BlevC et sont obtenus avec des rendements de 30-40x 
a partir des lactames correspondants 3. En spectrometrie 
infrarouge, on observe la disparition complete de toute 
bande correspondant a la vibration d’un carbonyle. 

En RMN protonique, on devrait retrouver au minimum 
3 systemes de spins: un systeme complexe fortement 
couple pour (Ha, Ha’, Hb, He et He’), deux systemes 
AB pour (Hc, Hc’) et (Hd, Hd’). Pratiquement, du fait 
du nombre et de la superposition des raies entre 2,5 et 
4,0 ppm, ce type de spectre n’est pas exploitable. 

Les dioxo-2,6 thia-9 diaza-1,5 bicyclo[5.3.0]decanes 6 
(Tableau III) comportant un cycle hepta-atomique sont 
prepares en 2 Ctapes. L’ester methylique de la L-thiaproline 1 
est acyle a l’azote par le chlorure de chloro-3 propionyle 
au sein du benzene anhydre a reflux selon Saxena [15]. 
Le derive iV-chloroacyle 5 est distill6 sous vide; il cristallise 
par refroidissment. Dans une Ctape ulterieure il est condense 
avec des amines primaires aliphatiques ou aromatiques 
dans le cellosolve en presence de triethylamine. Les composts 
bicycliques 6 sont isolts par chromatographie sur colonne 
de gel de silice puis recristallises dans l’isopropanol. On 
observe en spectroscopic infrarouge deux bandes d’intensite 
forte situ&es entre 1620 et 1640 cm-l et correspondant 
aux deux groupements lactamiques. En spectrometrie de 
RMN protonique, on observe quatre massifs distincts 
correspondant B trois systemes de spins; un massif centre 
a 2,7 ppm pour la partie XY d’un systeme ABXY cor- 
respondant aux protons Hd et Hd’; un massif cent& 
& 3,3 ppm qui correspond & la partie AB d’un systeme 
ABX pour (Ha, Ha’); un massif centre a 3,85 ppm pour 
la partie AB du systbme ABXY precedent, correspondant 
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Tableau I. 0x0-4 thia-7 diaza-1,3 bicyclo[3,3,0]octanes 3. 

R Formule M Rdt % 
F’C ou 

ET 
Rf(4 [a]; 

(m Hg) 

3a C”, 0 -0 C,2H,4N20S 
234 

3b CH2a I= ‘1 zH, sNZoSF 252 

3c WeCl C, 2H, 3N20SC1 268,s 

3d 

3e 

3f 

C13H16N20= 248 

,,HJ~-@:& C, 5H20N203S 308 

B 0 H Cl lH18N20S 226 

3h CH,-CH 
/W 

‘CH, 
‘gHl bN2’= 

200 

3i CH,-COO Ca H 5 CgH,4NZ03s 230 

64 

66 

63 

48 

69 

49 

40 

35 

26 

74 

119 

77 

78 

80 

103 

63 

210 
(O,Ol) 

170 

(O,Ol) 

0,27 + P,9 

0,26 + 25O.5 

0,26 + 300.7 

0.25 - 2Z”,3 

0925 - 8O.l 

0,29 - 2b”,8 

0,26 - 45O,6 

0,30 - 18”,5 

aSolvant de migration: acetate d’kthyle - hexane (7/3) 

Tableau II. Thia-7 diaza-1,3 bicyclo[3,3,0]octanes 4. 
Ha 

NO Formule M Rdt % 
ET 

(mm Hg) Rf (4 [a]; 

4a ‘1 2H16N2s 220 38 
145 

to,01 1 
0,22 l 710,s 

4b 254,5 37,s 
165 

(O,Ol) 
0,21 l 74Q,5 

4c C13H18N2S 234 39 0,24 + 7b”,7 

Golvant de migration: acetate d’6thyle - hexane (7/3) 
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Tableau III. Dioxo-2,6 thia-9 diaza-1,5 bicyclo[5,3,0]decanes 6. 

Ha 

Hd’ He 

Formule M Rdt % F°C Rf(a) [a] ‘i 

‘14? sN2’2’ 276 30 144 0,17 + 3O,5 

6b CH,aF C,4H15N202SF 294 27 164 0,18 - 90.9 

6c CH, C14H15N202SC1 310,5 23 116 0,18 00 

6d (J-6 336 24 127 0,1&l 00 

6e C15Hli3N202S 290 22 140 0,16 00 

6f 0 H ‘1 3H20N202S 268 26 124 0,25 - 160,6 

69 ,CH3 
CH,-CH, 00 C% c1 Hl 0N202S 

1 
242 25 95 0.21 

%olvant de migration: acetate d’&hyle - hexane (7/3) 

aux protons He et He’; enfin un massif centre a 4,8 ppm 
qui correspond a la superposition d’un systeme AB pour 
Hc, Hc’ et de la partie X du systeme ABX precedent pour Hb. 

Les dioxo-3,5 thia-8 d&a-1,4 bicyclo[4.3.0]nonanes 8 
(Tableau IV) representent une autie famille de composes 
bicycliques dicarbonyles obtenus eux aussi en 2 &apes 
a partir de l’ester methylique de la L-thiaproline 1. Celui-ci 
est alkyle a l’azote par le monochloracetate d’ethyle en 
presence de carbonate de sodium; le diester 7 distill6 sous 

vide est condense avec une amine primaire dans le cello- 
solve en presence de triethylamine. Les composes bicycliques 
8 sont stpares par chromatographie sur colonne de gel 
de silice puis recristallises dans l’isopropanol. 

On retrouve en spectroscopic infrarouge dans tous les 
composes une bande d’intensite forte ou deux bandes 
entre 1690 et 1710 cm-l, correspondant aux deux car- 
bonyles de la fonction imide. Le spectre de RMN proto- 
nique est assez complexe, comme dans les series precedentes, 
et presente quatre massifs distincts: un massif centre a 
3,3 ppm qui correspond a la partie AB d’un systeme ABX 
pour (Ha, Ha’); un singulet Blargi centre a 3,95 ppm qui 
correspond aux protons Hc et Hc’; un massif centre a 
4,5 ppm qui correspond au systeme AB (Hd et Hd’); un 

massif centre a 4,9 ppm qui correspond a la partie X (Hb) 
du systbme ABX. 

N.B. - Les signaux des protons port& par les substituants 
R relies a l’atome d’azote, conformes aux donnees thee- 
riques, ne sont pas mention&s ici. 11 convient cependant 
de signaler que les protons methyltniques voisins de l’atome 
sont generalement inclus dans un massif correspondant 
aux protons du squelette. 

Principe 
La propriete des globules rouges de mouton de se fixer 
a la surface des LT par l’intermediaire des rtcepteurs E 
est utilisee couramment pour mettre en evidence et denom- 
brer les LT dans le sang ptripherique, ainsi que dans les 
organes lymphoi’des humains. La signification physiolo- 
gique de ces recepteurs E commence a Ctre comprise. II 
existe une voie alterne d’activation des LT humains qui 
implique le recepteur E: le blocage de ce dernier par des 
anticorps monoclonaux OKTll dirigts contre les tpitopes 
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Tableau IV. Dioxo-3,5 thia-8 diaza-1,4 bicyclo[4,3,0]nonanes 8. 
Ha 

NO R Formule M Rdt % F°C Rf(a) [a]‘; 

SC ‘1 4H1 6N202S 276 20 119 0,27 00 

/ %‘-‘5 
8d CH 338 20 138 0,45 + 24O 

’ c,H5 

C19H18N202s 

Se 0 H C12H18N202S 254 24 121 0,36 + 20,2 

8f CH 
/ W 

C9H14N202s 214 23 79 
’ CH, 

0,34 + So,7 

Golvant de migration: a&ate d’kthyle - hexane (7/3) 

du rCcepteur E entraine non seulement une activation 
des LT mais aussi une augmentation de la production 
d’interleukine 2 (IL,) par le lymphocyte concern& ainsi 
qu’un accroissement du nombre de ses rCcepteurs B 1’IL2 
[16, 171 comme le fait l’antigbne qui se fixe sur le rtcepteur 
sptcifique T,Ti. 

De plus Herbert et Watson [18] postulent que la voie 
alterne d’activation interviendrait au niveau de la rkgu- 
lation de la rCponse immune (immunosuppression/immuno- 
activation). En effet, la fixation de l’antigine aux rCcepteurs 
T,Ti entraine la disparition d’une partie des rbcepteurs E 
de la surface des LT Cvitant l’activation de la cellule par 
l’intermtdiaire de la voie alterne. On peut dire, d’une 
autre faGon, que la fixation des anticorps monoclonaux 
OKT1, sur les Cpitopes du rCcepteur E, au tours de l’acti- 
vation des LT par les mitog&nes entraine I’inhibition de 
la reponse prolifkrative. C’est d’ailleurs ce que nous avons 
observk fortuitement lorsque nous avions utilisC dans le 
milieu de culture au tours d’essais de transformation 
lymphoblastique par la PHA (phytoh6magglutinine), un 
serum AB humain absorb6 sur globules rouges de mouton. 
I1 y a blocage du rCcepteur E par les rbsidus de globules 
rouges de mouton, ce qui inhibe B 100% la transformation 
lymphocytaire induite par la PHA. Pour Herbert et Watson 
[18] l’expression des rCcepteurs g I’IL, sur la surface lym- 
phocytaire T, c’est-h-dire I’activation des LT n’aurait lieu 
que si l’un des 2 rCcepteurs (E ou T3Ti) Ctait bloqut?, mais 
pas les 2 B la fois. 

Ces dkcouvertes rPcentes redonnent un regain d’intCr&t 
g 1’Ctude des rCcepteurs E qui persistent tout au long de 
la maturation des LT, ce qui est bien en faveur de l’hypo- 
thgse d’un r81e privilegie de ce recepteur E au tours de 
la rCponse immune, mais ce r81e reste encore B approfondir. 
Ces dhcouvertes confirment aussi que le r6cepteur E est 
mobile dans la membrane lymphocytaire T. Ces micro- 
dCplacements avaient dkjB 6th entrevus par Bernard et al. 
[20] B I’aide d’anticorps monoclonaux et par Donahoe 
et al. [21] qui Ctudiant le mCcanisme de formation des 
rosettes E ont rCv&$ I’existence d’un phCnom&e de tran- 
sition de phases correspondant g un gain et une perte de 
rosettes au tours d’un temps d’incubation de quelques 
minutes. 

Trait& in vitro par la trypsine, les LT au repos perdent 
une partie de leur capacitC B faire des rosettes E. Pour 
Gattringer et Wick [19] le pourcentage des LT formant 
rosettes s’abaisse de 68 B 3 ‘A puis une partie d’entre eux 
rbapparait en 13-17 h de sub-culture. C’est cette derni&re 
propri&t, qui a CtB retenue par Lomnitzer et Rabson [22] 
pour essayer de mettre en Cvidence l’activitk immuno- 
stimulante du chlorhydrate de ltvamisole en esp&rant 
montrer une Cventuelle capacitC, B acc&%er la r&g&n&-ation 
des rCcepteurs E trypsin6s. 

Si effectivement Lomnitzer et Rabson trouvent une 
certaine activitd du chlorhydrate de lCvamisole, ils recon- 
naissent qu’elle n’est pas dose dipendante. 

Apr& avoir obtenu les m&mes rCsultats, nous avons 
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remarque que pour des durtes d’incubation voisines les 
unes des autres (2 h, 2 h 30 min, 3 h, 3 h 30 min, 4 h), nous 
observions qu’en presence de concentrations variables de 
ltvamisole, les pourcentages de LT trypsints formant 
rosettes Ctaient tres differents alors que ce phenomene 
n’etait pas mis en evidence avec les lymphocytes non tryp- 
sines incubes avec ou sans chlorhydrate de levamisole. 

Ainsi dans I’exemple de la Fig. 1, sous I’action de la 
trypsine a 0,25 % , le nombre de LT formant rosettes est 
abaisse a 6 % . Au tours des sub-cultures effectuees en 
presence de chlorhydrate de levamisole, il se developpe 
successivement un double phenomene: apres 2 h d’incu- 
bation a +37”C, le nombre des lymphocytes formant 
rosettes s’eleve a 26% et au tours des 2 h suivantes, on 
observe des pertes et gains de rosettes successifs qui vont 
de 15-26%. 

Ce phtnomene oscillatoire ne se developpe qu’a partir 
d’u.ne certaine concentration de chlorhydrate de levamisole 
(4,16 x 10m8 mmol/ml) qui sert de seuil de comparaison 
pour les autres produits ttudies: l’amplitude des oscil- 
lations semble independante de la concentration en produit 
actif. 

Dans la Fig. 1 sont regroupees pour un m&me donneur, 
les courbes experimentales obtenues avec les lymphocytes T 
trypsines ou non mis en presence ou non d’une concen- 
tration de chlorhydrate de ltvamisole de 8,3 x 10d4 mmol/ml 
(moyenne de 3 essais). 

A la vue de ces resultats nous pensons que le phenomene 
de gains et de pertes de rosettes que nous avons observe 
avec le chlorhydrate de levamisole et que nous avons, 
entre autres, obtenu avec le chlorhydrate de tetramisole 
n’est pas la consequence d’une synthese proteique accrue 
mais qu’il est plutbt dQ a des modifications membranaires 

00 1 2 
Fig. 1. Pourcentage de lymphocytes formant des rosettes E apres 
differentes dur&x d’incubation (h). IW-•Ip: lymphocytes trypsines + 
Ievamisole, 8,3 x lo-“ mmol/ml; w-o: lymphocytes trypsines; 
0-n : lymphocytes non trypsines + levamisole, 8,3 x 1O-4 mmol/ml; 

O-O : lymphocytes non trypsines. 

sow l’action conjuguee de la trypsine, lib&ant les recep- 
teurs E du cytosquelette, et de l’immunomodulateur acce- 
l&ant les microdeplacements naturels des recepteurs E 
dans une membrane rendue plus fluide. 

La determination des concentrations seuils telle qu’elle 
sera d&rite dans la partie experimentale permet done des 
etudes comparatives et cette methode cinetique autorise 
des evaluations reproductibles de l’activite immunomodu- 
latrice [23, 241. 

RBsultats et Discussion 

Neuf thiadiazabicycloalcanes appartenant aux differentes 
series preparees, ont Cte soumis a cette etude. Nous y 
avons ajoute deux composes de structure voisine, decrits 
dans un memoire anterieur [12] : 

Is : R = CH,a 

25 : R = CH,~CI 

Tableau V. Concentration minimale active dans la regeneration des 
sites de fixation des rosettes E des lymphocytes T humains. 

Compose Concentration 
(mmol/ml) 

Tetramisole (Chte) 4,16 x lo-’ 
3b 4,16 x lo-+’ 
3c 4,16 x 10+-4,16 x lo-’ 
3e 4,16 x lo-’ 
% 4,16 x 10+-4,16 x lo-’ 
4a 4,16 x lo-’ 
6a 4,16 x W64,16 x lo-’ 
6c 4,16 x 10-s 
6f 4,16 x 1O-8 
Sa 4,16 x 10-64,16 x lo-’ 
15* 4,16 x 10-64,16 x lo-’ 
25* 4,16 x 1OW 

*Composes repris dans [12]. 

Dans le Tableau V sont mentionnees les concentrations 
minimales permettant la regeneration et la mobilisation 
des recepteurs E des lymphocytes T humains; le chlorhy- 
drate de tetramisole est pris comme substance de reference. 

Trois composes ont une activite voisine de celle du tretra- 
misole, ce sont les composes 3e, 4a et 25. 

Cinq composes ont une activite inferieure a celle du 
chlorhydrate de tetramisole: 3c, 3g, 6a, 8a et 15. Nous 
n’avons pas Bvalue precisement les concentrations mini- 
males actives. 

Enfin trois composes, 3b, 6c et 6f, sont plus actifs que 
le chlorhydrate de tetramisole et avoisinent ou depassent 
I’activite du chlorhydrate de Itvamisole, 10 fois plus actif 
que le racemique dans notre essai. 



17 

Conchsion goutte une solution de 0,025 mol d’oxo-4 thia-7 diaza-1,3 bicyclo[3.3.0]- 
octane dam 25 ml de tetrahvdrofuranne. Le melanae est aaite oendant 
12 h en maintenant la temperature au-dessous de 5oC!.- * 

A l’aide d’une methode fiable, reproductible, d’evaluation Le complexe est alors decompose par addition lente de 20 ml d’eau 
comparative de substances provoquant la regeneration des en maintenant le bain de glace. Apres 2 h d’agitation, le prtcipite 

rkcepteurs des rosettes E disParus au tours de la Wpsi- 
est repris par 100 ml d’isopropanol puis la solution est filtree Le 

nation des lymphocytes T humains, puis leur mobilisation, 
filtrat est evapore sous pression rtduite ; le residu est repris par 100 ml 
de chlorure de mBthyl.ene et la solution sechee sur sulfate de sodium, 

nous avons mis en evidence des proprietes immunomo- puis &vapor&e. L’huile obtenue est ensuite distill&e sous pression 
dulatrices chez plusieurs composes thiadiazabicycliques. ‘eduite. 
Six composes utilises a des concentrations tgales ou infe- 
rieures a celles du tetramisole ont repondu comme celui-ci. 
Ce nombre est cependant trop reduit pour Cbaucher la 
moindre relation structure-activite, mais il est suffisant 
pour attirer l’attention sur des structures dont l’etude 
merite d’etre poursuivie. 

N- (chloro-3’ propionyl) thiazolidine carboxylate-4 de me’thyle 5 

On met en suspension 18,35 g (0,lO mol) de chlorhydrate de thiazolidine 
carboxylate-4 de methyle et 25,4 g (0,20 mol) de chlorure de chloro-3 
propionyle dans 250 ml de benzene anhydre et on Porte 2 h a reflux. 
Le solvant est chasse par evaporation et le residu repris par 100 ml 
de chlorure de methyl&e. Apr.% 3 lavages B l’eau, la solution est stchee 
sur sulfate de sodium, filtree et &vapor&e. 

Protocoles exphrimentaux 

Les points de fusion ont Bte determines au bane de Keller et ne sont 
pas corrige’s. Les points d’ebullition ont et& determines sous pression 
reduite. 

Les spectres infrarouges ont et6 enregistres sur un appareil Beckman 
4240 en pastilles de bromure de potassium. Les spectres de RMN 
protonique ont et& enregistres sur un appareil Varian 360 A, le tetra- 
methylsilane constituant la reference interne. 

Les spectres de RMN W ont Bte’ enregistres sur un appareil Jeol 
FX 60. Les analyses Clementaires ont ete effectuees par le Service 
d’Analyses du CNRS de Vernaison; conformes aux normes habi- 
tuellement admises, elles ne sont pas publiees. 

Le pouvoir rotatoire a tte determine a l’aide d’un polarimetreblectro- 
nique Perkin-Elmer 241 en solution dans le chloroforme. 

La separation des produits reactionnels est effect&e par chromato- 
graphie moyenne pression sur colonne de gel de silice Kieselgel60 
Merck (70-230 mesh) a l’aide dune pompe Duramat Merck. 

N-Hydroxyme’thyl thiazolidine carboxylate-4 de me’thyle 2 

A une solution de 20 g (0,136 mol) de L(-)thiazolidinecarboxylate-4 
de methyle dans 50 ml de methanol, on ajoute lentement 15 ml d’une 
solution aqueuse a 35% de formaldehyde et on maintient l’agitation 
pendant 10 h a temperature ambiante. La solution est evaporte sous 
vide, le residu est repris par l’ether; la solution est sechee sur sulfate 
de sodium anhydre puis evaporee. On recueille un liquide jaune clair 
qui, apres distillation sous pression rtduite, devient incolore. On obtient 
19 g de N-hydroxymethyl thiazolidine carboxylate-4 de methyle pur 
(Rdt = 72%). 

Efi = 150-152°C; C,H,,NO,S; PM = 177. &(acetate d’ethvle- 
hex&e, 7:3) = 0,611 [C&O-= L i43O; IR (KBr), &v&r: 3500 @II); 
2950 (CH); 1750 (C=C ester), 1040 (C-O). 

RMN %I (CDCl,), 6 ppm: 3,2 (m, 2H; CH,en 5); 3,3 (s, 2H, N- 
CH,OH); 3,S (s, 3H, COOCH,); 4,3 (m, 4H, CH, en 2, CH en 4 et 
OH). 

0x0-4 thia-7 diaza-I,3 bicyclo[3.3.0]octanes 3a k 3i 
Une solution de 5,31 g (0,03 mol) de N-hydroxymethyl thiazolidine 
carboxylate-4 de methyle et de 0,04 mol d’amine primaire dans 50 ml 
de cellosolve est maintenue a reflux pendant 12 h. Le solvant est chasse 
SOUS vide; le residu est repris par 100 ml de chlorure de methvltne. 

Le produit visqueux obtenu est distill& sous pression reduite. Le 
distillat, trait& par l’tther se solidifie. Le produit solide est recristallise 
dans un melange chloroforme-acetate d’ethyle; on retire 15 g de 
cristaux blancs CRdt = 63%). 

F = 95OC; C8H12NClQ,; PM = 237,5; R&acetate d’ethyle- 
hexane, 7:3) = 0,50; [a]B = - 149O; IR (KBr), wm-l: 2900 (C-H); 
1750 (C=O ester); 1660 (C=O lactame). 

RMN lH (CDCI,), 6 ppm: 2,9 (t, 2H, CO-C!H,---CH,Cl); 3,3 
(m, 2H, CH, en 5); 3,9 (m, .5H, CH,-CH,Cl et CH,); 4,6 (m, 3H, 
CH, en 2 et CH en 4). 

Dioxo-2,6 thia-9 diaza-I,5 bicyclo[5.3.0]d&wes 6a h 6g 

Une solution de 5,94 g (0,025 mol) de N-(chloro-3’ propionyl)thiazo- 
lidine carboxvlate-4 de methvle. de 2.83 g (0.025 mol) de triethvlamine 
et de 0,0375 mol d’amine primaire d&s iOb ‘ml de cellosolve est port&e 
a reflux pendant 16 h. Le solvant est evapore sous vide et le residu 
repris par un melange chlorure de mtthylene-benzene, S :2. La phase 
organique est lavee a l’aide d’une solution d’acide chlorhydrique a 
5%, puis filtree et s&h&e sur sulfate de sodium. Les solvants sont 
evapores; le rtsidu est repris par du chlorure de methylene puis chro- 
matographie sur colonne de gel de silice, l’eluant &ant un melange 
cyclohexane-acetate d’ethyle, 5:5. Le compose isole est recristallise 
dans l’isopropanol. 

N-Ethoxycaubonylme’thyl thiazolidine carboxylate-4 de mkthyle 7 

On met en suspension 10,6 g (0,lO mol) de carbonate de sodium dans 
un melange de 14,7 g (0,lO mol) de thiazolidine carboxylate-4 de 
methyle et de 18,4 g (0,lO mol) de monochloracetate d’ethyle et on 
agite a temperature ambiante pendant 14 iours. Le melange reactionnel 
est repris par 100 ml de chlorure de methylene; on s&pare par filtra- 
tion le residu mineral. Le filtrat chloromethylenique est agite a 5 reprises 
avec 5 ml d’acide chlorhydrique 2 N, s&he sur sulfate de sodium 
puis evapore sous vide. Le liquide huileux obtenu est distill6 sous 
vide ; on recueille 16 g de N-ethoxycarbonylmethyl thiazolidine 
carboxylate-4 de methyle (Rdt = 68%). 

E,,, = 133-135OC; C$H,,NO-S; PM = 235; R,(ac&ate d’ethyle- 
hexane, 7:3) = 0,66 [ Is” - 
1730 et 1750 (C=O eZr- 

- 13S”; IR (film), vcm-l: 2950 (C-H); 

RMN lH (CDCI,), 6 ppm: 1,3 (t, 3H, COOCH,-CH,); 3,3 (m, 
2H, CH, en 5); 3,45 (s, 2H, N-CH,COOC,H,); 3,S0 (t, 3H, COO- 
CH,); 4,20 (m, 5H, COOCH,-CH, , CH, en 2 et CH en 4). 

Dioxo-3,s thia-8 diaza-I,4 bicycZo[4.3.0]nonane.s Sa k Sf 
La phase.organique est la&e a-l’eau et sechee sur sulfate de sodium. 
Apres evaporation du solvant, le nouveau residu est chromatographie Une solution de 5,SS g (0,025 mol) de Wtthoxycarbonylmethyl thiazo- 
sur colonne de gel de silice, I’e’luant Btant constitue par le melange lidine carboxylate-4 de mtthyle, de 2,53 g (0,025 mol) de triethylamine 
acetate d’ethyle-hexane, 6:4. Le produit isole est recristallist dans et de 0,0375 mol d’amine primaire dans 100 ml de cellosolve est port&e 
l’isopropanol ou distill6 sous vide. a reflux pendant 20 h. Le solvant est evapore sous vide, le rtsidu est 

repris par du chlorure de methyl&e. La phase organique est lavee 
Thia-7 diaza-I,3 bicyclo[3.3.0]octanes 4a St 4c par une solution d’acide chlorhydrique a 5% puis a l’eau; elle est 

Dans un ballon a trois cols refroidi par un bain de glace, on met en 
ensuite sechee sur sulfate de sodium et concentree sous pression reduite. 
Elle est chromatographiee sur colonne de gel de silice, l’eluant &ant 

suspension 4 g (0,105 mol) d’hydrure de lithium et aluminium dans un melange acetate d’ethyle-hexane, 5 :5. Le compose isole est recris- 
100 ml de tetrahydrofuranne anhydre. On introduit alors goutte a tallise dans I’isopropanol. 
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Me’thode cine’tique devaluation quantitative de I’activite’ de substances 
immunomodtdatrices 

Elle consiste a determiner le pourcentage de LT trypsines, formant 
rosettes, incubes avec le produit Btudie pendant 3 durees de temps 
imposees 120 min, 150 min, 180 min: si le produit est immunomodula- 
teur les valeurs obtenues sont statistiquement differentes; parallelement, 
plusieurs temoins sont realises qui permettent d’interpreter les result&s 
(voir plus loin) en comparaison, soit avec le chlorhydrate de levamisole 
4,16 x 1O-s mmol/ml, soit avec le chlorhydrate de tetramisole (10 fois 
moins actif) 4,16 x lo-’ mmol/ml. Dans I’essai que nous prbentons, 
nous etudions les produits a une concentration molaire, soit bale, 
soit multiple, ou sous multiple, dans un rapport de 10. 

Les lymphocytes T humains sont obtenus par centrifugation en gra- 
dient de ficoll de sang heparine de donneurs du Centre de Transfusion 
de Besancon. En vue de la trypsination, ils sont repartis en 5 tubes 
(a, b, c, d et e) dont seulement le contenu des 3 premiers subira l’action 
de la trypsine a 0,25x pendant 40 min a + 37C; 2 lavages successifs 
en milieu de survie RPMI et en milieu de survie RPMI addition& 
de 5% de serum humain AB (decomplemente, absorb6 sur hematies 
de mouton). Les lymphocytes sont alors remis en suspension a la 
concentration de 104 cellules/mn? dans le milieu de survie RPM1 
additionne de 5% de serum humain AB. 

Les tubes (a) et (e) recoivent le produit a la concentration btudiee. 
Les tubes (b) et (d) servent de temoins des lymphocytes trypsines 

(b) et non trypsines (d). 
Le tube (c) recoit du chlorhydrate de tetramisole a une concentration 

surement immunomodulatrice. 
L’ensemble des tubes est incube a l’etuve a + 37’C pendant 180 min. 
Au cours de l’incubation des prelevements successifs sont effect&s 

dans chacun des tubes apres 120 min, 150 min, le reste &ant maintenu 
encore 30 min a l’etuve. Ces prelevements de 250 ~1 sont deposes 
dans des tubes qui sont centrifuges. On remplace le surnageant par 
120 ~1 d’une suspension de GR de mouton a 5 x 104/mm3. Apres 
10 min d’incubation a + 37oC!, au bain-marie, suivie d’une centrifu- 
gation a 1000 x g pendant 2 min, les tubes sont abandon&s a + 4’C 
pendant 18 h. 

Pour chaque tube on Bvalue les LT formant rosettes sur 200 LT 
denombres ce qui permet d’obtenir les valeurs: 

X‘l‘20 9 X’ml 2 XlsO pour les prelevements effect& dans le tube (a) 
apres incubation respective de 120, 150 et 180 min. 

Tvvplz,, , rryYlr,,, , TrvplsO pour les prelevements effect&s dans le 
tube (b) apres incubation respective de 120, 150 et 180 min. 

c’1*0 9 c;50 3 C;sO pour les prelevements effect&s dans le tube (d) 
aprb incubation respective de 120, 150 et 180 min. 

Puis on calcule, pour chaque temps de contact: - le % de rosettes 
regenerees en: 120 min: X’lzO--Tryp,,,; 150 min: X’l,O-Tryp,,O; 
180 min: X1sO--Tuyp,,, . - Le % de rosettes regenerables en: 120 min: 
C’lzO--Tvyp,z,; 150 mm: C’ls,,--Tryp,,,; 180 min: C’~80-Tr~~180. 

Pour un temps de contact don& l’index I’ est le rapport des % 
de rosettes regenerees aux % de rosettes regenerables x 100. Exemple: 
pour un temps de contact de 120 min : 

z’,zo = $o- T~YP,ZO x 1oo 
120 - Try~lzo 

Au cours de chaque essai effect& avec une concentration de produit, 
on obtient une valeur d’index Z’ pour chacun des 3 temps de contact. 
La concentration est jugte inactive si ces 3 valeurs sont voisines. La 

concentration minimale active correspond a celle qui entraine un debut 
de disparite significative entre ces 3 valeurs. 

Un calcul similaire effectue & partir des resultats obtenus avec le 
chlorhydrate de tetramisole permet de controler pour chaque donneur 
la bonne sensibilite de ses lymphocytes a cette substance immuno- 
regulatrice. 
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