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" Den foreliggende opfindelse angdr en analogifremgangsmade

til fremstilling af hidtil ukendte aminderivater af di-O-(n-hdiere

alkyl- og alkenyl)-glyceroler eller "deres farma-

ceutisk acceptable syreadditionssalte, hvilke forbindelser er nyt-
tige til bekampelse af virale infektioner i pattedyr. Af sarlig in-
teresse er 1,3-di-0-(n-hexadecyl)=-2-0-(3-aminopropyl)-glycerocl og

dens farmaceutisk acceptable syreadditionssalte.

Virusinfektioner, som angriber pattedyr, herunder mennesker,
er normalt smitsomme sygdomme, som kan forarsage stor menneskelig
lidelse og gkonomisk tab. Uheldigvis er opdagelsen af antivirale
forbindelser meget mere kompliceret og besvarlig end opdagelsen af
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antibakterielle og antifungale midler. Dette skvldes delvis den
tatte strukturelle lighed mellem vira og strukturen af visse essen-
tielle cellulare forbindelser, s&som ribonucleinsyre og desoxyribo-
nucleinsyre. Imidlertid er beskrevet adskillige ikke-virale "antivirale for-
bindelser", dvs.forbindelser "som kan danne enten en beskyttende
eller terapeutisk virkning til en klar padviselig fordel for den
virusangrebne vart, eller et materiale, som vasentligt kan forgge
antistofdannelsen, forbedre antistofaktiviteten, forbedre ikke-speci-
fik modstand, bevirke hurtigere helbredelse eller hzmme symptomer",
{Herrman et.al., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med., 103, 625, (1960)].
Listen af angivne antivirale midler omfatter for at nzvne et fatal,
interferon og syntetiske materialer, sdsom amantadinhydrochlorid,

pyrimidiner, biguanider, guanidin, pteridiner og methisazon. Pa
grund af det temmelig snavre omrade af virale infektioner, der kan
behandles med hver af de i handelen tilgengelige antivirale midler
pa nuverende tidspunkt, er nye syntetiske antivirale midler altid
velkomne som potentiel vardifuld forggelse af den medicinske tekno-
logis hjzlpestoffer.

Pattedyrs celler producerer som svar pa virale infektioner
et stof, der muligggr, at cellerne kan modstd formering af et antal
vira. De virushammende eller virusinterfererende stoffer kaldes
"interferoner". Interferonerne er glycoproteiner, der kan adskille
sig i deres fvsisk-kemiske egenskaber, men som alle uddgver samme
biologiske egenskaber, nemlig hamning af et stort antal ikke-beslag-
tede vira, ikke har toksisk eller anden skadelig effekt péd cellerne
og er artsspecifikke (Lockart, Frontiers of Biologyv, Vol. 2, "Inter-
ferons", udgivet af Finter, W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1966,
side 19-20).

Ingen praktisk, gkonomisk fremgangsmdde er endnu blevet udvik-
let til fremstilling af exogene interferoner til klinisk rutinebrug
overfor virale infektioner. Et alternativ til fremstilling af inter-
feroner har derfor varet forsgat, hvilket omfatter administrering
tildet dyr, som skal beskyttes eller behandles, af et ikke-viralt
stof, der stimulerer eller inducerer frembringelse af interferon
i cellerne. Interferon fremstillet pa denne made betegnes "endogen"
interferon.

U.S. patentskrift nr. 2.738.351 beskriver, at forbindelser med
den almene formel '
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1
R -X-CH2

CH-Z-ALK-B
2
R -Y—CH2

hvor R1 og R2 kan vare alkyl, aralkyl, aryl, cycloalkyl, nitro-
substitueret aryl, halogen-substitueret aryl, alkyl-substitueret
aryl eller alkoxy=-substitueret aryl, X, Y og Z kan vare oxygen,
svovl eller sulfonyl, ALK betyder en ligekadet eller forgrenet
alkylengruppe med fra 1-6 carbonatomer, og B kan vare di(lavere)-
alkylamino, piperidino, morpholino, pyrrolidino, (lavere alkyl)-
pyrrolidino, N'-alkylpiperazino'eller pipecolino, er lokalt anaste-
tiske midler, Yderiigere beskrives ved diskussionen af alternative
syntetiske veje (se spalte 1, 11, 57-70 i navnte patentskrift)
mellemprodukter med den i det foregaende navnte formel, hvor B er
amino- og (lavere alkyl)-aminogrupper. Imidlertid indeholder ingen
af de i det navnte patentskrift specielt angivne forbindelser en

Rl eller R2 alkylgruppe, som er stgrre end n-pentyl. Yderligere er

der ingen forbindelser, hvor béade Rl og R2 ex alkylgrupper, og
bédde X og Y er oxygenatomer.

Insecticide og miticide forbindelser med formelen

1
R —CH2

. 2

hvor Rl og R2 hver bl.a. kan vare lavere alkylthiogrupper, q
betyder 0-5, og A bl.a. kan vare en l-piperidino eller di(lavere
alkyl)aminogruppe er beskrevet i japansk patentskrift nr. J7-6042-177.

Det har nu vist sig, at visse hidtil ukendte amin-
derivater af di-O-(n-clz_20 alkyl og-alkenyl)-glyceroler
kan bekampe virale infektioner i pattedyr. De hidtil ukendte
forbindelser fremstillet ved fremgangsmiden ifglge denne opfindelse

har formlerne
1
R —O—EH2 5
) |H'-O-Y—NHR I

R -O-CH2

eller . 3
?HZO-YﬁNHR

Rl—O-fH II

2
R -O-CH2

hvor
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R og R® hver er udvalgt fra gruppen bestdende af normale alkylgrup- .

per med fra 12-20 carbonatomer og normale alkenylgrupper uden dob-
beltbinding i l-stillingen og med fra 12-20 carbonatomer,

Y er udvalgt fra gruppen bestéende af alkylengrupper med fra 2-4
'carbonétomer, idet de to valenser findes ved forskellige carbonato-

mer, ortho-, meta- og para-phenylendimethylen, og

hvor q er et helt tal fra 1-3, og den venstre binding er forbundet
med O, og

R3 er et hvdrogenatom eller en alkylgruppe med fra 2-4 carbonatomer,
eIler farmaceutisk acceptable syreadditionssalte deraf.
Forbindelserne med formlen I eller IT uCyiser anti-yviral virkning

overfor en stor mengde vira in vivo i pattedyr og in vitro i celle-
kulturer fra pattedyr. I det mindste en vesentlig mangde af denne
virkningrresulterer fra de navnte forbindelsers evne til at inducere
interferonproduktion i cellerne, d.v.s. endogen interferon.

‘Med "farmaceutisk acceptable" syreadditionssalte menes de
salte, som er ikke-toksiske" ved de indgivne doser. De farmaceutisk
acceptable syreadditionssalte, der kan anvendes, omfatter sédanne'
vandoplgselige og vanduoplgselige salte, sisom hydrochlorider,
hydrobromider, fosfater, nitrater, sulfater, acetater, hexafluor=-
fosfater, citrater, gluconater, benzoater, propionater, butyrater,
sulfosalicylater, maleater, laurater, malater, fumarater, succina-
ter, oxalater, tartrater, amsonater (4,4'-diamino- stilben-2,2'-di-
sulfonater), pamoater (1,1'-methylen-bis-2-hydroxy~3-naphthoater),
stearater, 3-hydroxy-2-naphthoater, p-toluen-sulfonater, methansul-
fonater, lactater og suraminsalte.

En foretrukket gruppe af forbindelserne med formlerne I éller II
bestir af hydrochloridsaltene af baserne med formlerne I eller II

En anden foretrukken gruppe af forblndelserne med formlerne I
eller II bestar af de forbindelser, hvor ! og R% hver er normale
alkylgrupper med fra 14-18 carbonatomer.

En anden foretrukken gruppe af forbindelserne med formlerne I
eller IT bestdr af de forbindelser, hvor Rl og R2 hver er normale
alkylgrupper med fra 14-18 carbonatomer og indeholder samme agtal

carbonatomer.
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En anden foretrukken gruppe af forbindelser med formlerne I
eller TT bestdr af de forbindelser, hvor ! og R? hver er n—hekadecyl-
grupper.

En anden foretrukken gruppe af forbindelserne med formlerne I
eller II bestdr af forbindelser, hvor RS
er et hydrogenatom.

En anden foretrukken gruppe af forbindelser med formlerne I
elier IT bestiraf de forbindelser, hvor R3 er
et hydrogenatom, og Y er en ligekadet alkylengruppe med fra 2-4

carbonatomer.

En anden foretrukken gruppe forbindelser med formlerne T eller
II bestdr af de forbindelser, hvor R3 er
et hydrogenatom, og Y er ortho-, meta- eller para-phenylendimethylen.

Serlig verdifulde er fglgende forbindelser og deres farmaceu-
tisk acceptable syreadditionssalte.
1,3-di-0- (n-hexadecyl)-2-0- (3-aminopropyl)~-glycerol,
1,2-di=-0-(n~hexadecyl) =3-0~ (3-aminopropyl)-glycerol,
l,3-di-0—(n—hexadecyl)-2—0—(meta—aminomethylbenzyl)—glycerol,
1,2-di~0- (n-hexadecyl) -3-0~- (meta~aminomethylbenzyl) -glycerol,
1,2-di-0O-(n-tetradecyl) =3-0- (meta-aminomethylbenzyl)-glycerol,
1,3-di-0~(n-hecadecyl)-2-0- (meta-aminomethylphenyl)-glycerol,
1,3-di=-0~- (n~hexadecyl)-2~0- (para-aminomethylphenyl)-glycerol,
1,2-di-0~-(n-hexadecyl)~3-0~ (para-aminomethylphenyl)-glycerol,

Forbindelserne med formlen I eller II i det foregiende frem-
stilles ifglge opfindelsen ved, at man til opndelse af en forbindelse
med formlen I eller II, hvor R3 er et hydrogenatom,

a) reducerer en forbindelse med formlen

Rl-O-(l:H2 ~

H-0-Y'~CN VI
2
R™-0 CH2
eller
CH,-0-Y'~CN

1 b2
R —O—?H VII

R2-O—CH

hvor Y' er udvalgt fra gruppen bestdende af alkylengrupper med fra
1-3 carbonatomer,
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‘hvor den venstre binding er forbundet til O, og

(CH,) q_-l-

hvor den venstre binding er forbundet til ¢;og g har ovennavnte

betydning, -og hvor Rl og R2 har den ovennavnte betydning eller
b) reducerer en forbindelse med formlen

1
R -O-(|3H2 ,
CH-O-Y~N3 - VIII
2 ]
R —O-Ch2

eller

L CHZ-O-Y-N3
_R™-0- H - IX
" R%Z0-CH | u
hvor Y, Rl og R2 har den ovennavnte betydning, hvorefter man om
gnsket alkylerer den resulterende forbindelse med formlen I eller
I1I, hvor R3 er et hydrogenatom, og/eller om gnsket omdanner en dan-

net forbindelse med formlen I eller II til et farmaceutisk accep-
tabelt syreadditionssalt deraf. ’

Syreadditionssalte af baserne med formlerne I eller IT kan frem-
stilles ved konventionelle fremgangsméader, sdsom ved blanding af
aminforbindelsen i et passende oplgsningsmiddel med
den gnskede syre og udvinding af saltet ved fordampning eller ud-
fzldning efter tilsatning af et oplgsningsmiddel, hvori saltet er
uoplgseligt. Hydrochloridsalte kan let fremstilles ved genindvinding
af hydrogenchlorid gennem en oplgsning af aminforbindelsen

i et organisk oplgsningsmiddel. Som det kan ses af de fgl-
gende eksempler har mange af de isolerede hydrochlorid- eller di-
hydrochloridsalte af baserne med formlerne I eller IT tendens til at
indeholde en betydelig m@ngde vand. Det vides ikke, hvorvidt dette
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observerede "fangne" vand er vilkdrligt indesluttet under krystal-
lisationen eller svarer til dannelse af virkelige molekylare hydra-
ter eller stammer fra tilstedeverelsen af et andet fznomen. I hvert
tilfzlde kan saltene indeholdende "fanget" vand let prapareres og
administreres uden forudgdende dehydratisering.

Udgangsmaterialerne 1,2-di-O-(n-h@jere alkyl)=-glyceroler kan
fremstilles ved den af Kates, M. et al., Biochemistry, 2, 394 (1963)
angivne metode. Udgangsmaterialerne 1,3-di-0O-(n-hgjere alkyl)-glycero-
ler kan fremstilles ved den af Damico, R., et al. J. Lipid Res., 8,
63 (1967) angivne metode. Udgangsmaterialerne 1,2- og 1,3-di-0-(n-
hgjere alkenyl)-glyceroler kan fremstilles ved den af Bauman, W.J.
og Mangold, H. K., J. Org. Chem., 31, 498 (1966) angivne metode.

Den anti-virale virkning af forbindelserne fremstillet ifplge opfindelsen
blev bestemt ved anvendelse af to uafhangige fremgangsmider. Ved

den fgrste blev prgveforbindelsen administreret til mus ad intra-
peritoneal vej 18 til 24 timer fg¢r indgift af en letal dosis af
encephalomyocarditis (EMC) virus. Overlevelsesdata er opfgrt lo dage
efter indgift af virus og sammenlignet med data fra ubeskyttede dyr.
Fremgangsmaden, ved hvilken medikamentet indgives 18 til 24 timer
fgr og péd et vasentligt adskilt sted fra virusinjektionen, er bereg-
net pa at eliminere lokale effekter mellem medikament og virus og
identificere udelukkende de forbindelser, som giver et systemisk
anti-viralt svar.

Ved den anden fremgangsmdde behandles monolag af humane nasale
polypceller, dyrket pd mikrotiterplader med prgveforbindelsen ca.

18 timer fgr behandling med en letal dosis af vesikular stomatitis-
virus (VSV). Prgveforbindelsen vaskes bort fra monolaget fgr virus-
behandling. Kulturvaske ekstraheres fra pladerne efter en inkuba-
tionsperiode, titreres for mangden af infectigs virus tilstedevaren-
de i mikrotiterplader af 1-929 muse-fibroblaster. Sammenligning
ggres med virusdata fra kulturvaske ekstraheret fra ubeskyttede
polypceller.

Yderligere blev mange af forbindelserne fremstillet ifglge opfindelsen
afprgvet med hensyn til deres evne til at forgge den kendte anti-
virale virkning af polyinosin:polycytidylinsyre. Endelig blev visse
af forbindelserne afprgvet med hensyn til deres evne til at inducere
cirkulerende interferon i mus efter parenteral administrering ved
énvendelse af den af Hoffman, W.W., et al., Antimicrobial Agents and

Chemotherapy, 3, 498-~501 (1973) beskrevne fremgangsmide.




149022

8

Parenteral, topisk eller intranasal administrering af de i
det foregiende navnte beskrevne aminer til pattedyr-:
for udsazttelse af pattedyret for en infectigs virus giver hurtig
modstand mod virusen. Fortrinsvis b¢r administreringen finde sted
fra ca. 2 til ca. 1 dag f¢r udsattelse for virus, men dette vil
variere noget med den specielle dyreart og med den specielle infec-
tigse virus.

Ved indgift af de pagzldende forbindelser anvendes de
lettest og mest gkonomisk i dispergeret form i en acceptabel barer.
N&r det siges, at forbindelserne er dispergeret, betyder det, at
partiklerne kan vare af molekular stgrrelse og holdes i sand oplgs-
ning i et passende oplgsningsmiddel, eller at partiklerne kan. vere
af colloidal stgrrelse og dispergeret i en vaeskefase i form af en

suspension eller en emulsion. Betegnelsen "dispergeret" betyder
ogs&, at partiklerne kan vare blandet med og spredt i en fast
barer, siledes at blandingen er i form af et pulver eller stgv.
Denne betegnelse omfatter ogsé blandinger, der egner sig til anven-
delse som sprgjtemidler, omfattende oplgsninger, suspensioner eller
emulsioner af férbindelserne fremstillet ifglge opfindelsen.
Administreret parenteralt (subcutant, intramuskulert, intra-
peritonealt) anvendes forbindelserne i en mangde
pd fra ca. 1 mg/kg legemsavgt til ca. 200 mg/kg legemsvagt. Det
foretrukne omrade er fra ca. 5 mg/kg til ca. 100 mg/kg legemsvagt,
og det mest foretrukne omrédde fra ca. 5 mg til ca. 507mg/kg legems-
vegt. Dosis afh@nger naturligvis af det pattedyr, som skal behandles,
og den specielle aminforbindelse, som er anvendt, og
bestemmes af den person, som er ansvarlig for administreringen.
Sxzdvanligvis administreres smd doser i begyndelsen med gradvis
. forggelse af dosis, indtil det optimale dosisniveau er bestemt for
det specielle subjekt, som er under behandling.

'Ved anvendelse af den intranasale administrationsvej
kan anvendes en hvilken som helst praktisk fremgangs-
made til kontakt mellem det anti-virale middel og dyrets &ndedrats-
veje. Effektive fremgangsmdder omfatter administrering af midlet
‘ved hjalp af intranasale eller nasapharyngeale dréber og ved inhala-
tion ved hjelp af en nebulizer eller en aerosol. Siddanne admini-
streringsfremgangsméder er af praktisk betydning, fordi de tilveje-

' bringer en let, sikker og effektiv metode. Til intranasal administre-

ring af midlet, sadvanligvis i en
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acceptabel barer, er en koncentration af midlet mellem 1,0 mg/ml
og 100 mg/ml tilfredsstillende. Koncentrationer i omraédet pa fra ca.
30 til 50 mg/ml muligggr administrering af passende volumen .

Til topisk anvendelse benyttes de anti-virale forbindelser
mest passende i en barer for at muligggre let og sikker anven~
delse og bedre absorption. Ogsd her er koncentrationer i omr&det
fra ca. 1,0 mg/ml til ca. 250 mg/ml tilfredsstillende. Generelt
vil man ved de to foregdende metoder anvende en dosis i omradet fra
ca. 1,0 mg/kg til ca. 250 mg/kg legemsvegt og fortrinsvis fra ca.
5,0 mg /kg til ca. 50 mg/kg.

Opfindelsen forklares narmere ved hjzlp af fglgende eksemp-

ler.

Eksempel 1

1,3-Di-0~ (n-hexadecyl) -2~0~ (3~aminopropyl) ~glycerol-hydrochlorid.

A. 1,3-Di-(n-hexadecyl)~2-0-(2~-cyanoethyl)-glycerol.

En blanding af 1,3-di-O-(n-hexadecyl)-glycerol (80 g, 148 mmol)
acrylonitril (1,49 kg, 28,1 mol) og vandig 2N natriumhydroxid
(1,2 1) blev opvarmet til 50°C. Tetrabutylammoniumhydroxid (19,2 g
40 vagtprocent vandig oplgsning, 29,15 mmol) blev langsomt tilsat,
hvorved temperaturen af den exotherme reaktionsblanding steg til
ca 80 til 90°c. Reaktionsblandingen blev s8 omrgrt i 20 min. uden
ydre opvarmning, efterfulgt af afkeling til 20°¢c og tilsztning af
vand (1,0 1). Et fast materiale, en blanding af ikke-reageret og
cyanoethyleret 1,3-di-O-(n-hexadecyl)-glycerol blev isoleret og
behandlet igen med frisk acrylonitril (1,49 kg, 28,1 mol), vandig
2N natriumhydroxid (1,2 1) og tetrabutylammoniumhydroxid (19,2 g
40 vagt$% vandig oplgsning, 29,15 mmol) i 20 min. under omrgring ved
50°C, efterfulgt af afkgling og tilsatning af vand (1,0 1). Den re-
sulterende 1,3-di-0- (n~hexadecyl)-2-0-(2-cyanoethyl)-glycerol i form
af et fast stof blev filtreret, vasket med vand, derefter methanol
og acetonitril og tgrret [82 g, 93% udbytte, smp. 45—46°q"

ir (CHCly) 2250 em™ ', nmr (CDCl;) § 3,92 (t, 2, NCGH,CH,0-),
3,33-3,67 (m, 9, -OCHICH,0CH,C;sHs;1,), 2,62 (t, 2, NCCH,CH,0-) og
0,75-1,58 (m, 62, alifatiske protoner)].
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B. Titelforbindelsen.

En blanding af 1,3-di~0- (n-hexadecyl)-2-0- (2-cyanoethyl) -
glycerol (20,5 g, 35,5 mmol), tetrahydrofuran -(200ml) , ethanol
(10 ml) og Raneynikkelkatalysator 3 g, blev mattet med ammoniakgas
ved 0-5°C og derpa hydrogeneret (3,5 ato) i en Paar-hydrogenator
i 3 timer ved stuetemperatur. Blandingen blev s& filtreret, kata-
lysatoren vasket med tetrahydrofuran (50 ml) og det totale filtrat
fordampet i vakuum til en olie. Denne fremgangsmade blev gentaget
3 gange mere med friske reaktanter og katalysator til dannelse af
en totalmzngde p& 77 g olie. Olien blev oplgst i ether (500 ml) og
oplgsningen vasket med 2 vagt% vandig ammoniumhydroxidoplgsning
(500 ml), tgrret med MgSO4, filtreret og inddampet i vakuum til
dannelse af et fast stof. Det faste stof blev oplgst i 300 ml metha-
nol, og oplgsningen mettet med hydrogenchloridgas og derpad inddampet
i vakuum til fast stof. Det faste stof blev krystalliseret med
ethylacetat til dannelse af det angivne produkt med en ringe mangde
urenhed (63 g, 72%'s udbytte, smp. 69-70°C) , og derpd omkrystallise-
ret 2 gange med isopropanol:acetonitril (1:1, 800 ml) [47,5 g,
54%'s udbytte, smp. 58-59°C, nmr. (CDCl;)é8 3,84 (t, 2, H,NCH,CH,CH,0-),
3,55 (m, 9, -OCHIGH,OCH,C,-Hq;1,), 3,24 (t, 2, H,NCH, CH, CH,0-) ,
2,04 (m, 2,'H2NCHZQ§2CH2O-) og 0,90-1,32 (m, 62, alifatiske proto-
ner), element®r analyse:
beregnet: 72,04% C, 12,73% H, 2,21% N, fundet: 71,80% C, 12,41% H,
2,30% NJI.

Eksempel 2-7
P& lignende m&de som beskrevet i eksempel 1 blev fglgende
forbindelser fremstillet ved anvendelse af de passende 1,3~ eller
" 1,2-di-0- (n-hgjere alkyl)-glyceroler som udgangsmateriale

1
R ~O—CH2

) H—O(CH2)3NH2 I,
R -O--CH2

) H,=0(CH,) ;NH,
rl-0~-tH T
R2-0~CH
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Eksempel 8

l,3-Di-0—(n-hexadecyl)—Z—O—(4—aminobutyl)—glycerol—hydrochlorid.
A. l,3—Di—O—(n—hexadecyl)-2—0-(3—hydroxypropyl)-glycerol.

Boranmethylsulfid (BMS) kompleks (6,5 ml, 68,5 mmol) blev sat
ved 0-5°C til en oplgsning af 1,3-di-0-(n-hexadecyl)-2-0O-allyl-glyce-
rol (10,82 g, 18,6 mmol, fremstillet som angivet i eksempel 113) i
hexan (190 ml), og den resulterende opldsning blev omrgrt i 3 timer
ved stuetemperatur. Reaktionsoplgsningen blev s& igen afkglet til
O-SOC, og ethanol (17,3 ml) blev dribevis tilsat til spaltning af
resterende BMS. Reaktionsoplgsningen blev s& behandlet med vandig
3N natriumhydroxid (13 ml) og 30 vagts vandig hydrogenperoxid
(11 ml) og omrgrt i 16 timer under tilbagesvaling, afkglet og ud-
hzldt i isvand indeholdende natriumbisulfit. Isvandoplgsningen blev
omrgrt, indtil den gav negativ stivelses-iodidprgve for peroxider,
og derpd ekstraheret med ether (3 x 200 ml). Den samlede ethereks-
trakt blev vasket med vand (200 ml), vasket med mattet vandig na-
triumchioridopl¢sningr(200 ml), tgrret over MgSOQ,, filtreret og
inddampet i vakuum. Det resulterende produkt blev renset med chro-
matografi p& silicagel (eluering med benzen:ethanol) [5 g, 45%'s
udbytte,'smp. 29°c, nmr. (CDC13) § 3,80 (¢, J =5 Hz, 2,
~OCH,CH,CH,0H) og 3,75 (t, J = 5 Hz, 2, -OCH,, CH,CH,) 1.
B. 1,3-Di—0-(n—hexadecyl)—Z—O-[3-(p-tosyloxy)propyl]—glycerol.

l,3—Di—O-(n—hexadecyl-Z-O—(3-hydroxypropyl)-glycerol (8,0 g,
13,4 mmol) blev sat ved 10°C til en oplgsning af p-toluensulfonylchlorid
(5,25 g, 27,5 mmol) og pyridin (10 ml i 200 ml methylenchlorid), og
blandingen blev omrgrt i 60 timer ved stuetemperatur. Vand (200 ml)
blev s& tilsat, methylenchlorid og den vandige fase blev adskilt,
sidstnzvnte blev ekstraheret med methylenchlorid (2 x 150 ml). De
3 methylenchloridlag blev samlet, vasket med vand (2 x 150 ml),
tgrret over Mgso4, filtreret og inddampet i vakuum. Det resulterende
tosylat blev renset ved chromatografi p& silicagel (eluering med
benzen) [3,0 g, 30%'s udbytte, olie, ir (CHCH13) 11300g 1350 cm-l,
nmr. (CDC13) § 7,53 (q, 4, protoner pa phenylringen), 4,15 (t, 2,
-S0,CH,CH,CH,0-) , 3,63 (t, 2, -S04CH,CH,CH,0-) , 3,42 (m, 9,
-OCHI[CH,0CH,C; sHaq15) 5 2,45 (s, 3, Ar-CHj3), 1,90 (m, 2,

-SO3CH2§§2CH20—) og 0,90-1,50 (m, 62, alifatiske protoner)].
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C. 1,3-Di-0-(n-hexadecyl)-2-0-(3-cyanopropyl)-glycerol.

1,3-Di-0- (n-hexadecyl) -2~0-[3~ (p~tosyloxy)propyl]l~glycerol
(3,0 g, 4,0 mmol) blev oplgst i en oplgsning af natriumcyanid
(0,5 g, 10 mmol) i N,N-dimethylformamid (50 ml) og den resulterende
oplgsning blev omrgrt i 16 timer ved 80°C, afkdlet, fortyndet med
vand (100 ml) og ekstraheret med ether (3 x 150 ml). Den samlede
etherekstrakt blev vasket med 1IN saltsyre (3 x 75 ml), derpd med
mettet vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning (3 x 75 ml), s&
vand (75 ml) og til slut mattet vandig natriumchloridopl@sning
(75 ml) og derpid tgrret (Mgso4), filtreret og inddampet i vakuum
til dannelse af et voksagtigt fast stof, der blev anvendt til naste
trin uden yderligere rensning [2,0 g, 83%'s udbytte, ir (CHC13)
2250 cm 1], :
D. Titelforbindelser.

Lithiumaluminiumhydrid (800 mg, 21 mmol) blev sat til en op-~
lgsning af 1,3-di-0-(n-hexadecyl)=~2-0-(3-cyanopropyl)-glycerol
(2,0 g, 3,3 mmmol) i ether (100 ml), og blapdingen blev omrdrt i
60 timer ved stuetemperatur. Tilstrakkeligt vand til afslutning af
reaktionen blev forsigtigt tilsat, efterfulgt af yderligere 100 ml
vand. Den resulterende blanding blev omrgrt i yderligere 1 time ved
stuetemperatur og derpd ekstraheret med ether (3 x 100 ml). Den
samlede etherekstrakt blev vasket med mattet vandig natriumchlorid-
oplgsning (3 x 75 ml), tgrret over MgSO,, filtreret og inddampet
i vakuum til en olie, som blev renset ved chromatografi pd silicagel
(eluering med benzen:ethanol) og derpid oplgst i ethanol. Opldsningen
blev behandlet med hydrogenchloridgas og derpd inddampet i vakuum
til dannelse af et fast stof, som blev omkrystalliseret med ethyl-
acetat. [444 mg, 21%'s udbytte, smp. 61,5-63,5°C, nmr. (CDCL,)
§ 3,67 (t, 2, -OCH,CH,CH,CH,NH,), 3,55 (m, 9, -OCH [CH,0GH,Cy 5Ha1,) ,
3,10 (t, 2, -OCHZCH2CH2Q§2NH2), 15,0-2,00 (m, 4, -OCHzggzquCHzNHz)
og 0,80-1,50 (m, 62, alifatiske protoner), elementar analyse bereg-
net: 72,23% C, 12,74% H, 2,16% N, fundet: 72,53 % C, 12,42% H,
2,10% NJ. ‘
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Eksempel 9
,l,2-Di-O-(n—hexadecyl)—3—0-(3—aminomethylbenzyl)—glycenoL—hydro-
chlorid, ’

A. 1,2-Di-O- (n-hexadecyl)-3-0-(3-cyanobenzyl)-glycerol.
Natriumhydrid (1,056 g af 50 vagt? mineraloliedispersion,
-22 mmol) blev sat til en oplgsning af 1,2-di-O-(n-hexadecyl)-
glycerol (9,73 g, 18 mmol) i tetrahydrofuran (150 ml), og den
resulterende oplgsning blev omrgrt i 20 min. ved stuetemperatur
under nitrogen. h—Cyanobenzylbromid (4,0 g, 20 mmol) blev tilsat,
og .reaktionsblandingen omrgrt natten over ved stuetemperatur under
nitrogen. Vand (200 ml) blev si tilsat forsigtigt, og den resulte-
rende blanding ekstraheret med ethylacetat (3 x 150 ml). Det samlede
ethylacetatekstrakt blev tgrret over MgSO,, filtreret og inddampet
i vakuum til en olie (12 g), som blev renset ved chromatografi pa
_ silicagel (eluering med benzen:hexan) [8,0 g, 68%'s udbytte, olie,
ir (CHCl,) 2230 o™t ‘
~B. Titelforbindelsen.

'En opl@gsning af 1,2-di~-0- (n-hexadecyl)-3-0~-(3-cyanobenzyl) -
glycerol (1,0 g, 1,5 mmol) i ether (10 ml) blev langsomt under
nitrogen sat til en suspension af lithiumaluminiumhydrid (0,057 g,
1,5 mmol) i ether (40 ml), og den resulterende blanding blev omrgrt
i 1 time under tilbagesvaling og nitrogen og derpd afkglet. 50 ml
vand blev forsigtigt tilsat, og blandingen blev ekstraheret med
ether (3 x 50 ml). Den samlede etherekstrakt blev tgrret over MgSO4,
filtreret og inddampet i vakuum til en olie, som blev renset ved
 chromatografi p& silicagel (eluering med benzen:ethanol) og derpé
oplgst i ethylacetat. Oplgsningen blev behandlet med hydrogenchlorid-
gas og derpd inddampet i vakuum til dannelse af et fast stof, som
blev omkrystalliseret med ethylacetat [220 mg, 21%'s udbytte, smp.
88—90°C, elementzr analyse beregnet: 74,14% C, 11,87% H, 2,01% N,
fundet: 74,35% C, 11,54% H, 2,15% N].

Eksempel 10-21
P& lignende m&de som beskrevet i ekSempel 9 blev fplgende
forbindelser fremstillet ved anvendelse af passende 1,3- eller 1,2-
di-0-(n-hgjere alkyl- eller alkenyl)-glyceroler og cyanobenzylbromid
som udgangsmaterialer
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Eksem-

pel nr.
i0
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

¢
74714

73,20
72,28
72,63
74,14
73,14
74,99
74,50
73,14
74,14
74,99
74,06

17

Beregnet (%)

H
11,87

11,85
11,83
11,48
11,87
11,65
12,06
11,57
11,65
11,87
12,06
11,54

Fundet (%)

Analyse
N c
2,01 73,89
1,98 73,17
1,96 75,52
2,17 72,62
2,01 73,94
2,19 72,86
1,86 74,97
1,85 74,40
2,19 72,84
2,01 74,33
1,86 74,50
1,83 74,00

H
11743

11,53
11,46
11,81
11,25
11,44
11,73
11,08
11,30
11,55
11,30
10,99

N
1,99
2,28
1,90
2,43
2,02
2,11
1,83
2,08
2,26
2,15
1,91
1,93

149022
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Eksempel 22
1,2-Di-0- (n-hexadecyl)-3-0- (4~aminomethylphenyl)-glycerol-hydrochlo-
rid. ) :
A. 1,2-Di-0-(n-hexadecyl)-3-0-(p-tosyl)-glycerol.

P& lignende made som beskrevet i eksempel 8B blev den angivne
forbindelse fremstillet ved reaktion mellem 1,2-di-O-(n-hexadecyl)-
glycerol og p-toluensulfonylchlorid. Rensning skete ved omkrystalli-
sation med ethylacetat [smp. 53—55°C, ir (CHCl3) 1360 og 1180 cm-ll.
B. 1,2-Di-0- (n-hexadecyl)-3-0- (4-cyanophenyl)-glycerol.

En blanding af 1,2-di-0-(n-hexadecyl)=-3-0-(p-tosyl)-glycerol
(1,4 g, 2,0 mmol), natrium-4-cyanophenolat (0,5 g, 3,5 mmol) og
xylen (100 ml) blev omrgrt i 16 timer under tilbagesvaling. Da
reaktionen endnu ikke var fuldendt, blev xylenet fjernet ved
destillation og erstattet med N,N-dimethylformamid (100 ml) og
den resulterende oplgsning blev omrgrt i yderligere 16 timer ved
150°¢. Reaktionsoplgsningen blev s& afkglet, fortyndet med vand
(100 ml) og ekstraheret med ether (2 x 100 ml). Den samlede ether-
ekstrakt blev vasket, fgrst med 3N saltsyre (100 ml), sd med 10vagt?
- vandig natriumhydrogencarbonatoplgsning (100 ml) og derpd vand
(100 ml), tgrret over MgSO4, filtreret og inddampet i vakuum til
en olie, som blev renset ved chromatografi pd silicagel (eluering
med benzen) [0,65 g, 50%'s udbytte, smp. 53-55°C, ir (CHC1,)

2210 cm 11,

C. Titelforbindelsen. .
1,2;Di—0—(—n—hexadecyl)—3-0—(4-cyanophenol)-glycerol (0,60 g,

0,93 mmol) blev sat til en suspension af lithiumaluminiumhydrid

(0,3 g, 7,9 mmol) i ether (25 ml), og den resulterende blanding blev
omrgrt i 30 min. ved stuetemperatur, vand (25 ml) blev s& forsigtigt
tilsat, etherfasen og den vandige fase blev adskilt, og sidstnaevnte
blev ekstraheret med_ethet (3 x 25 ml) og ethylacetat (25 ml). De

5 organiske ekstrakter blev samlet, t@grret over MgSO4, filﬁreret

og inddampet i vakuum til en olie, som blev opldst i ether. Oplgs-—
ningen blev behandlet med hydrogenchloridgas, hvorved et fast stof
udfeldedes [0,41 g, 64%'s udbytte, smp. 110-112°C, nmr. (CDC13)
6'4,02,7(3, 2, -CH,NH,), elementzr analyse beregnet: 73,91% C,

=272
11,81 % H, 2,05% N, fundet: 73,62% C, 11,71% H, 2,14% N].

Eksempel 23-25
P& lignende m&de som beskrevet i cksemel22 B-C blev fglgende

forbindelser fremstillet ud fra passende tosylater (fremstillet som
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i eksempel 22A) og natriumcyanophenolat:
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Eksempel 26

1,2-Di~0- (n-hexadecyl)-3-0-[4- (3-aminopronyl)phenyl]-glycerol~hydro-
chlorid. ,

P4 lignende mdde som beskrevet i eksempel 22 blev den angivne
forbindelse fremstillet ved anvendelse af 4-(2-cyanoethyl)phenolat
i stedet for natrium-4-phenolat (smp. 153—155°C, elementar analyse
beregnet: 74,37% C, 11,91% H, 1,97% N, fundet: 74,13% C, 11,44% H,
2,08% N).

Eksempel 27 .
1,2-Di~-0- (n-hexadecyl)-3-0~- (2-aminopronyl) -glvcerol-hydrochlorid.
A. 1,2-Di-0O- (n~hexadecyl)-3-0-[2-(p-tosyloxy)propyll]l -glycerol,

P& lignende md&de som beskrevet i eksempel 8 A og B blev 1,2-
di-0O- (n~hexadecyl) -3-0-allyl-glycerol bragt til reaktion med BMS,
og de resulterende 2-hydroxypropyl- og 3-hydroxypropylforbindélser
omdannet til deres tilsvarende tosylater. Adskillelse blev ikke
foretaget pé'dette trin. Blandingen af tosylater blev anvendt
direkte ved naste trin. ' _ »

B. 1,2-Di-0~ (n-hexadecyl)=-3-0-(2-azidopropyl)-glycerol.

Den resulterende blanding af tosylater (3,0 g, 4,0 mmol) blev
oplgst i N,N-dimethylacetamid (50 ml) og behandlet med en oplgsning
af natriumazid (0,326 g, 5,0 mmol) i vand (5 ml) i 16 timer ved
90°c. Reaktionsoplgsningen blev sd afkglet, fortyndet med vand
(200 ml) og ekstraheret med ether (2 x 150 ml). Den samlede ether-
ekstrakt blev vasket med vand, t@grret over MgSO4, filtreret og ind-
dampet i vakuum til en olie (2 g, 81%'s udbytte, ir (CHC13) 2100 cm-l,
som var en blanding af 2-azidopropyl- og 3azido propylforbindelser,
som blev anvendt uden yderligere rensning til naste trin.

C. Titelforbindelsen.

Den resulterende blanding af azider (2 g, 3,2 mmol) blev
oplgst i ether (100 ml), behandlef med lithiumaluminiumhydrid (0,4 g,
10,5 mmol), og henstod under omrgring i 2 timer ved stuetemperatur.
Overskydende hydrid blev gdelagt ved forsigtig tilsatning af ethanol
(10 m1) og vand (150 ml), og blandingen blev s& ekstraheret med
ether (2 x 100 ml). Den samlede etherekstrakt blev térret over
MgSO, , filtreret og inddampet i vakuum til en olie (1,8 g), som
blev renset ved chromatografi pd silicagel (eluering med benzen:
ethanol) og derpd omdannet til hydrochloridsalt yej oplg¢sning og
behandling med hydrogenchloridgas. Saltet blev omkrystalliseret
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fra ethylacetat (0,21 g, fast stof indeholde ca. 1/2 mol HZO per
mol produkt, 10%'s udbytte, smp. 56—58°C, elementar analyse bereg-
net: 71,03% C, 12,70% H, 2,18% N, fundet: 71,11% C, 12,91% H,
2,16% N).

_ Eksempel 28
 1,2-Di-0- (n-octadecyl)-3~0~ (2-aminopropyl) -glycerol~hydrochlorid.

P& lignende made som beskrevet i eksempel 27 A blev 1,2-di-0-(n-
octadecyl)-3-0- (2-hydroxypropyl) -glycerol fremstillet ud fra 1,2-di-
0O- (n-octadecyl)~3-0-allyl-glycerol. Det angivne produkt blev frem-
stillet ud fra l,2—di—0—(n-octadecyl)-3-0—(2-hydroxypropyl)—glycerol
p& lignende made som beskrevet i gksemoel 27 B-C (fast stof indeholdende
ca. 1 mol H,0 per mol produkt, smp. 65-67°C, element®r analyse
beregnet: 71,19% C, 12,80% H, 1,98% N, fundet: 71,12% C, 12,52 % H,
1,92% N).

Tn vivo aktivitet af 1,3-di-O0-(n-hexadeyl)-2-0-(3-aminopropyl)-
glycerol-hydrochlorid overfor EMC-virus.

Fremstilling af en emulsion skete ved smeltning og blanding
af lige dele af den angivne forbindelse, polysorbat 80 og glycerin
og pafglgende dispergering af blandingen i varmt vand under voldsom
omrgring. Praparatet blev sd indstillet til en endelig koncentration
p& 0,14M natriumchlorid og 0,0lM natriumfosfat, pH 7.Yderligere
fortyndinger blev gjort med 0,14M natriumchlorid, 0,01M natrium-
fosfat, pH 7, pufferoplgsning.

3 Grupper af 10 hun-albinomus (20-25 g legemsvagt) blev givet
0,5 ml intraperitoneale injektioner indeholdende mangder pa 1,5,
5, og 15 mg af den angivne forbindelse/kg legemsvagt. En fjerde
kontrolgruppe p& 10 mus fik ingen injektion. 18-24 Timer senere
fik alle 4 grupper 0,2 ml subcutan injektion indeholdende 20 gange
LD dosis, som forirsager 50% dgdelighed i ubeskyttede mus i 10 dage,
af encephalomyocarditis (EMC) virus. Overlevelsesdata blev opsamlet
over de naste 10 dage, og den relative overlevelse (Sr).beregnet:

Dosis af forbindelsen S. (gennemsnit af syv forsgg)
15 mg/kg 61
5 45

1,5 24
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Antiviral virkning udtrykkes som den relative overlevelse
(Sr) i eksperimentelle grupper sammenlignet med kontrollen 10 dage
efter smitte. Sr defineres ved hjzlp af formelen

—

) + 2 Xy =

X - . ; ~€i
Sr = i=1 til 10 i=1 £i1710 | X 100
100 + 100 - e. |
—_ =TTt -
hvor Sr = den relative overlevelse
Sx = procentisk overlevelse efter 10 dage i den eksperimentelle
gruppe
X, = antallet af overlevende p& dag i i den eksperimentelle
gruppe
e; = antallet af overlevende p& dag i i kontrolgruppen.
P& lignende mdde som beskrevet opvenfor blev in vivo-akti-

viteten overfor EMC-virus bestemt for de fglgende forbindelser.
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Reduktion af virusudbytte i humane polypceller in vitro med 1,3-
di-0- (n-hexadecyl)-2-0- (3-aminopropyl) -glycerol—~hydrochlorid.

Et dyrkningsmedium blev fremstillet ved til Eagle's minimale
essentielle medium (100 ml) at satte 100X koncentreret antibiotisk-
antimycotisk oplgsning (2 ml) 200 mM glutaminoplgsning (1 ml)
100X koncentreret oplgsning af ikke-essentielle aminosyrer (1 ml)
100 mM natriumpyruvat oplgsning (1 ml) og varme-inaktiveret kalve-
fosterserum (10%). Hver fordybning i mikrotiterplader med 96 fordyb=
ninger blev podet med ca. 50.000 menneskelige nasale polypceller
suspenderet i 0,2 ml vakstmedium. Pladerne blev sd& inkuberet i
8-10 dage ved 37°C i en 5% CO2 atmosfare til dannelse af moholag
af cellerne.

Efter cellevekstoerioden pad 8-10 dage blev sammenlgbende
monolag pd pladerne vasket flere gange med fosfatforpufret salt-
vand og umiddelbart efter behandlet med 0,2 ml per fordybning af
vedligeholdelsesmedium indeholdende 10, 5,0, i,0, 0,5, 0,1 og
0 ug/ml af den angivne forbindelse. Vedligeholdelsesmediet var
identisk med vazkstmediet, som er beskrevet i det foregdende, med den
undtagelse, at mengden af kalvefosterserum er 5%. Pladerne blev
inkuberet i yderligere 18 timer ved 37°C, og monolagene blev derpad
vasket flere gange med fosfatforpufret saltvand til fjernelse af
den angivne forbindelse, smittet med et materiale indeholdende ca.
1000 gange TCIDSO,
i ubeskyttede kulturer, af vesikular stomatitis-virus (VSV) i en

d.v.s. den dosis, som fordrsager 50%'s infektion

2 timers adsorptionsperiode ved 37OC, vasket 4 gange med fosfatfor-
pufret saltvand til fjernelse af ikke-adsorberede viruspartikler

og forsynet med 0,2 ml per fordybning af vedligeholdelsesmediet.
Pladerne blev s& inkuberet i 7 timer ved 37°C, og dyrkningsvasken
fra 5-8 reproducerede celler taget fra hver plade, oplagret frosne

i prgvergr og derpd filtreret for mangden af tilstedeverende infek-
tigs virus i mikrotiterplader af L-929 musefibroblaster. L-929 muse-
kulturerne blev talt mikroskopisk og analyseret ca. 3-4 dage senere
med fplgende fald i virusudbytte (med hensyn til kontrollen) bestemt
for de 5 koncentrationer af den angivne prdveforbindelse:

Procentreduktion af virusudbytte
Koncentration (ug/ml) af den angivne forbindelse.

10 5,0 1,0 - 0,5 0,1
94% 90% 84% 75% £68%
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P& lignende made som beskrevet ovenfor blev formind=-

skelsen af virusudbytte i humane polypceller in vitro bestemt for

.de i det f@lgende angivne forbindelser.
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.Virkning af 1,3-Di-O-(n-hexadecyl)-2~0-(3-aminopropyl)-glycerol-
hvdrochlorid til at inducere cirkulerende interferon.

En bianding af lige vagtmangder af den angivne forbindelse,
polysorbat 80 og glycerol blev samlet og derpd homogeniseret i varm
0,14M natriumchlorid indeholdende 0,01M natriumfosfat, pH 7, (PBS).
Den resulterende olie-i-vand-emulsion blev let fortyndet med PBS
til administrering.

Hunmus (med legemsvagt 20 til 25 g) blev injiceret intraperi-
tonealt (0,5 ml) med en mengde af den i det foregdende navnte for-
tyndede emulsion indeholdende 25 mg af den angivne forbindelse per
kg legemsvagt. 8, 12, 16 og 20 timer efter injektion blev prgver
af plasma taget fra 4 mus og samlet. Seriefortyndinger i L-15
{(Leibovitz) medium indeholdende 5% kalvefosterserum blev inkuberet
i mikrotiterplader natten over ved 37°%¢ pd sammenlgbne monolag af
L-929 musefibroblaster. Monolagene blev s& vasket med proteinfrit
medium, smittet med 10 gange TCIDSO' d.v.s. den dosis, som forirsager
50%'s infektion i ubeskyttede kulturer, af vesikular stomatitis-virus
(VSV) i en adsorptionsperiode pd 1 time ved 37OC, vasket, igen behand-
let med L-15 medium indeholdende 5% kalvefosterserum og derpa inku-
beret igen i 48 timer ved 37°C. L-929 kulturerne blev si talt mikro-
skopisk for viral cytopatologi og analyseret, og med plasma inter-
feronniveauet blev den reciprokke af plasmafortyndingen, som for-
arsagede 50%'s beskyvttelse af L-929 monolagene, bestemt.

Endnu et forsgg efter.den i det foregdende navnte fremgangsmade
med undtagelse af, at musene fik 10 mg af den angivne forbindelse
per kg legemsvagt, og prgver af peritoneal vask blev taget fra 4 mus
og samlet 6, 9, 12, 15 og 18 timer efter injektion. Prgverne blev
taget ved at frilagge peritonealmembranen, injicere 1 ml Hank's
afbalancerede saltoplgsning indeholdende 100 penicillinenheder/ml og
100 ug streptomycin/ml i peritonealhulen, kort massering af abdomen
og pafglgende opsugring af peritonealvasken. '

De fglgende data blev opndet fra disse to forsgg

Interferonmazngder (enhed/ml)

Interferon- Tid (timer) efter injektion
kilde € 8 9 12 I5 168 I8 20
Plasma -~ 34 - 67 - 52 - 40

Peritoneal vask {16 - 768 320 448 - 448 -
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P4 lignende made som beskrevet ovenfor pblev evnen til
at inducere cirkulerende interferon bestemt for de i det félgende

angivne forbindelser.
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Forggelse af den med polyinosin~polycytidylinsyre [poly-(I:C)]-
inducerede cellulare modstand mod virale infektioner af 1,3-di-O-
(n~hexadecyl)-2-0- (3~aminopropyl) ~glycerol~hydrochlorid.

Vekstmedium blev fremstillet ved til Eagle's minimum essen-
tielle medium (100 ml) at sa@tte 100X koncentreret antibiotisk-
antimycotisk oplgsning (2 ml), 200 mM glutaminoplgsning (1 ml) og
varme-inaktiveret kalvefosterserum (5%). Muse-L-929 fibroblaster
blev suspenderet i vakstmedium og hver fordybning i mikrotiterplader
med 96 fordybninger blev podet med 0,2 ml af suspensionen indehol-
dende 20.000 til 30.000 celler. Pladerne blev inkuberet i 2-4 dage
ved 37°C i en 5%'s CO2 atmosfare til dannelse af monolag af cellerne.
Pladerne blev vasket 4 gange med fosfatforpufret saltvand umiddel-
bart f¢r behandling., ’

Poly—~(I:C) blev fremstillet i koncentrationer pa 5,0, 1,0,

0,2 og 0,04 ug/ml i det i det foregdende beskrevne medium minus
kalveserum. 0,1 ml af hver fortynding blev samlet i et dambradt-
arrangement p& L-929 cellemonolagene med 0,1 ml fortyndinger inde-
holdende 20,0, 4,0, 0,8, 0,16 og 0,032 ug af den angivne forbindelse
per ml serumfrit medium. Kontrolfordybninger blev givet enten poly
(I:C) eller forbindelsen alene. Pladerne blev inkuberet i 6 timer
ved 37°C i en 5% CO2 atmosfare, vasket 4 gange med fosfatforpufret
saltvand og forsynet med 0,1l ml per fordybning af vakstmedium inde-
holdende 2% kalvefosterserum. Efter yderligere 18 timers inkubering
blev pladerne vurderet for toksicitet og derpd smittet med 0,1 ml
per fordybning af vesikular stomatitisvirus (VSV) suspension inde-
holdende 10-30 g TCID5
sager 50%'s infektion), Pladerne blev inkuberet i yderligere 3-4.

0 (vavskultur inficeret med dosis, som fordr-

dage og derpd vurderet mikroskopisk for cytopatogen effekt (CPE).
Celler beskyttet for virusinfektion var frie for CPE. Den minimale
beskyttende dosis (MPD) af poly—(I:C) alene blev noteret, og mengden
af forbedret eller forgget anti-viral virkning fordrsaget ved kom-
bination med den angivne forbindelse opfgrt for hvert fortyndings-
niveau og forbindelsen.

Porggelse af poly—(I:C)-induceret cellular
modstand mod virale infektioner.
Koncentration (ug/ml) af forbindelsen

~20,0 4,0 0,8 0,16 0,032

125X 125X 125X 5X - 45X
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Bemerk: kombination af poly-(I:C) med forbindelsen giver samme
anti-virale virkning som forgget poly=(I:C) koncentration med det
angivne antal gange.

Pa lignende made som beskrevet ovenfor blev forggelsen
af den cellulare modstand induceret med poly=(I:C) overfor virale
infektioner bestemt med de i det f@glgende angivne forbindelser.



148022

33

Poly (I:C) For¢gelsea
Forbindelse fremstil-  Koncentration (ug/ml)
let i eksempel nr. 20 0,8
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PATENTEKRAYV

1. Analogifremgangsmade til fremstilling af aminderivater
af di-0-(n-alkyl- eller alkenyl)-glyceroler med formlen

Rl-o-CH2
H-0-Y~NHR>
2

R -O—CH2

eller
?HZ-O—Y-NHR3
1
R™-0-CH 1T

2
R"-0 H2

eller farmaceutisk acceptable syreadditionssalte deraf, hvor

R1 og R2 hver er udvalgt fra gruppen bestdende af normale alkyl-
grupper med fra 12-20 carbonatomer og normale alkenylgrupper, hvor
dobbeltbindingen ikke er i l-stillingen, med fra 12-20 carbonatomer,
Y er udvalgt fra gruppen bestfende af alkylengrupper med fra 2-4
carbonatomer, hvor de to valenser er pd forskellige carbonatomer,

ortho-, meta- og paraphenylendimethylen, og
(CHz)q

hvor g er et helt tal fra 1-3, og den venstre binding er forbundet
til 0, og .

R3 er udvalgt fra gruppen bestdende af et hydrogenatom og alkyl-
grupper med fra 2-4 carbonatomer, k ende t egnet ved, at man
til opnéelse af en forbindelse med formlen I eller II, hvor R3 er

et hydrogenatom,

a) reducerer en forbindelse med formlen

Rl—O—(r‘H2 )

H~0-Y'-CN VI
2
R -O-CHZ.
eller
CH2-0~Y'-CN
1 ]
R —O—?H VIT
R2-0~CH '

hvor Y' er udvalgt fra gruppen bestdende af alkylengrupper med fra
1-3 carbonatomer,



149022

hvor den venstre binding er forbundet til O, og

(CH) o1~

hvor den venstre binding er forbundet til 0, og g har ovennavnte be-
tydning, og hvor Rl og R2 har den ovennawnte betydning eller

b) reducerer en forbindelse med formlen

Rl-O-?HZ
CH—O—Y-—N3 . VIII

2 L

R —O-Ch2

eller
L CHZ—O-—Y-N3
R -0-CH

. RZZ0-CH

IX

hvor Y, Rl og R2 har den ovennavnte betydning, hvorefter man om
gnsket alkylerer den resulterende forbindelse med formlen I eller
I1I, hvor R3 er et hydrogenatom, og/eller om gnsket omdanner en dan-
net forbindelse med formlen I eller II til et farmaceutisk accep-
tabelt syreadditionssalt deraf.

2. Fremgangsmadde ifglge krav 1, k ende tegne t ved,
at Rlog R2 er normale alkylgrupper med fra 14-18 carbonatomer.
3. Fremgangsmdde ifglge krav 2, kende tegne t ved,

at R1 og R2 hver er n-hexadecylgrupper.

4, Fremgangsmade ifglge krav 1, k e n detegnet ved, at
Y er en ligekadet alkylengruppe med fra 2-4 carbonatomer, og R3 er

et hydrogenatom.
5. Fremgangsmadde ifglge krav 1, k e n detegnet ved, at

Y er en ortho-, meta- eller para-phenylendimethylengruppe, og R er

et hydrogenatom.
6. Fremgangsmdde ifglge krav5, kende tegne t wved, at

Y er en methafphenylendimethylengruppe.
Fremdragne publikatigﬁéf:
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