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Verfahren zur Herstellung von

© Di-0-n-alkylglyzerinderivaten

Anwendungscebiet der Erfindung:

Dié Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung neuer
1,2~ und 1,3—(Di-O-nnalkyl)wglyzérinderivaten,fwelche'als :
- nicht~spezifische Stimulanten von durch Zellen vermittel-
ter Imnunitdt bei warmbliitigen Tieren vorteilhaft sind.
Diese neuen Verbindungen und verwandte Verbindungen haben
sich ins sbegondere als brauchbar bei der Stimulieruhg von
,'knf;tumoraktlvltat insbesondere bei der Verblndung ZU.S&aM~
men mit einer konvnntlonellen, cytoreduzierenden Therapie,
heraus gestellt. Die erfindung sbemaﬁ hergestethen Verbin~
dungen sind eoenfaAls als Hilfsgtoffe flr Vacclnen brauch—
N bar, d. h,_s e gind vortellhuft in Vurblndungen mit be— : .
“kannoeng 1mwunolavlschen Substanzen, um dﬂren 1mmunogeneb
Ansprechen k0 Lndu71eren oiﬁr zZu verbessern.
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Charakteristikaer bekanhten»technischen Lﬁsungena

Es 1st bekannt, daB blclovlsche Vaccinen w1e Corynebacte-

' rlum parvum und BCG, ein 1ebensfah1ge“ Stamm von Hycobacten
rium bovis, und das synthetische Levamisol als Immunstimu-
- lantien des Restlkuloendothellomsystems brauchbar sind und

daB sie in der Lage sind, die Widerstandsfdhigkeit von warm-. -
blitigen Tieren gegenvber Tumoren zu erhohen. Jedoch war die

Verwendung dieser h1t+el wegen der Leber«Nleren—Tox121tat

dex Granulonomldung, dex Neutropenle und unstetlgen, thera—A

peutlschen Effekten elngeschrankt. Daher besteht ein fort-

wdhrendes Inweresse an der Entwicklung von n1ch+-b1010glschen,

_ systemlsch aktiven Immunstimulantien., Weiterhin ist q:e Bt
-'wicklung von Verbindungen von Interesse, welche.als Zusatz-

- stoffe oder Hilfsstoffe fiir Vaccine brauchbar 91na, um die:

Effekte von konVenulonellen Vaccinen zu induzieren . oder zu .
“fordern. Hinsichtlich ediner Diskugsion der Stimulierung

von durch Zellen- verml*telter Immunitdt und Ant1tumorakt1V1—
 tHt wird suf die folgenden L;teraturstellen verwiesens:

”ﬂerberman; Adv, Cancer Rés., 19 (1971), 2073 Jordan und

- HMerigen, Ann. Rev. Pharmacol.,, 15 (1975), 157; Levy und -
 Wheelock, Adv. Cancer Res., 20 (1972), 131; und SlnkOVlCS,
- Post Graduate Medlcine, 52 (1916), 110 :

1In der US-PS 2 738 351 51nd Verblndungen dex allgemevnen
Formel (I), worin jeder der Reste Rl und R, ein Alkylrest,
nlcht«substltulerter oéer substituierter Aryl- oder Arale
kylrest 1 t, Jedeﬁ der Raste X, Y und 2 Sauerstoff, Schwe=-

vfel oder ein Sulfopylrest sein kann, AIX ein geradkettiger f'_
oder verzweigter Alkylenrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatcmen -

1st,lund B ein D1~(n1eder)~alkylam1no-' Pipefidinoa,'More
"pholann Pyrr011a1no- Nlederalkylpyrrolld¢ono— Nt=Al.. .

: - ky1p1pe1az1nﬂ~ oder Plpecollnorest ig%, als Lokalanaesthe-
“4ika beschrieben. Béi der Erlauterung von"andéren'Synthese-

wegen in dieser Patentschrift sind weiterhin Zwischenpro- -
dukte der zuvor angegebehen Formel genannt, worin B ein

o e3e
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Aminorest und Nlederalkylamlnores+ ist. Jeaoch enthalt

. keine der gpezifisch in dieser Patentochrift genannten

~ Verbindungen einen Alkylrest Rl oder Ry der: groBer alg
“der n-Pentylrest ist, Weiterhin ‘sind bei keiner dieser
4Verb1ndungen die beiden Reste Ry und R, Alkylreste und die
beiden Reste X und ¥ Sauerstoffatome. 5 - |

Insekt1z1d und mltlzid w1rkende Verblndungen der allge-

* meinen Pormel II, worin die Reste Ry und R, Jeweils unter ;
~ anderem Nlederalkylthloreste, q = 0bis 5 und & unter an-
'derem ein l—Plperldan— oder Dl—niederalkylamlnorest gein
:konnen, 51nd in-der JP. -PS J7-6042-177 beschrleben.

:‘In der Ub—Patentanmeldung 825 535 ‘sind unter anderen Ver-
bindungen der Formeln (II1), (IV) oder. (V), worin R ein

- Jasperstoffatom oder ein Alkylrest mit 1 bis 6 Kohlenstoff~

atomen igt und Rl und R2 Jjeweils n-Alkylreste mit 12 bis
;20 ﬁohlenstoffatomen gind, Diege Verblndungen smnd als o
brau hbare Ant1v1rusm1tte1 bezelchnet ‘

- Ziel-der Brfindung:

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Verfahrens

zur Herstellung von Verbindungen dex Formel (VI) oder (VII),
worin Rl und 32 Jeweils ein n-Alkylrest mit 8 bhis 11 Koh;en—
stoffatomen und X ein Rest mit der Formel (VIII) oder (IX) -

a ist, worin R ein Wasseratoffatom oder ein A’kylrest mit 1

big 6 Kohlenstoffatomen ist, gowie die pharmazeutlisch ant
nehmbaren Ssureadditionssalze hiervon.

Bei einer Gruppe von interessierenden Verbindungen ist X
der 4-~iAminomethyl- 4«pheny1—p1per1d¢norest. Von solchen Ver=
bindungen sind Verblndunwen bevorzugt, worin R1 und R2 die
gleiche: Anzahl von Kohlenstoffatomen besitzen, und insbe~
sondere Verblndunwcn, worin Rl und Ra jeweils der n-Decyl-
~resu gind. I; melgien bevorzabt von dleser Gruppe sind Ver-
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‘pindungen der Formel (VI).

‘Weiterhin von Interesse sind solche Verbindungen, worin X
der (lnHydroxy—Q-alkylamlnoathyl)-benzyloxyresc ist. Besonui '
ders bevorzubt gind solche Verblndungen, worin Ry und R2

die gleiche Anzahi von Kohlenstoifatomen b651tzen, und ing-
besondere solche Verbindungen, woxin Ry und 32 der n-Decyl-'n
rest sind, Der Regt R ist vorzugswelse ein Nieder-n-alkyl-
rest mit 1 big 3 Kohlenstoffatomen, 1nsbesondere dex Atnyl- .
- rest, Verbindungen der Formel (VI). 51nd am meisten bevorznvt

Ziel der Erfindung'im weiteren Sinn ist die Befeits+e11ung
von Mitteln fiir ein Verfahren zur Stimulierung der nloh+-“‘
’ sp321flschen, durch Zellen vermittelten Immunltat bel einem
yWarmbluter, ‘wobel sich das Verfahren aadurch ausznlchnet,
daB dem Tier eine die Tonunitiat stimulierende, wirksame Mengn”
'elner Verbindung einexr der allgemelnen Pormeln (X) oder (X1),

- worin RB und R, ewells eln n-Alkylrest mlt 8 bis 20 Koh-

Jenstoffatomen gind, und X ein Rest der Formel- (VIII) oder
(X1) ist, worin ein Wasserstoffatom oder ein Alkylrest mit
‘1 big 6 KohlenstoZfatomen ist, oder eines der pharmazeutisch
'_annehmbaren’Séureadditionssalze hiervon appliziert -wird. Be~" -
sonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei weluhem eine Ver—
‘blndung appllZlert wird, in der der Rest X in dex apnll-’
zierten Verbindung der 4-Am1nomethyl-4~phenyl—p1per1d1no~
reat ist, und 1usbesondere solche Verblndungen, worin Rl o
und R, jeweils die gleiche Anzahl von Kohlenstoffatomen
beSLtzen und insbesondere n-Decylrest 81nd, wobel ‘die Appli-~
kation von Verblndungen der Formel (X) an melsten bevor-
zugt ist. : ‘

‘Darlegung des Wesens der Erfindung: - -
~Die ‘neuen Verbindungen sind Derivate von 1‘2-(Di-0—n~alky1}-

j'glyzer:nen oder 1, 3—(D1—O-n~alky1)~glJzerJnen, und sgie kon-
‘nen 1n e1nfauher “else aus solcnen Verbindungen nacn dem :
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FPachmann an sich bekannten Methoden hergestellt werden.
.Ausgangsmaterlallen in Form von 1, 2-(D1~0—n—alkyl)—glyze~

* .rinen kOnnen entsprachend der Beschfelbung von Kates et al.,
' Blochemlstry, 2 (1963), 394 hergestellt werden. Die Aus- E '
ganﬂsmaterlallen in Form von 1, 3~(D1—0~n-alkv1)—glyzerlnen

‘kdnnen nach der Methode von Damico et al., J. Llpld ReSey
ﬁ (1967) 63 nergestellt werden. . o .

, Er;mndungsgemaﬁ herzustellende Verbindungen, worin der Rest
X ein 4—Am1nomethyl»4—paeny1—piperldlnorest ist, konnen bei=
,spielswelse aug solchen 1,2~ und 1, 3~(D1—0-n~alkyl)~glyze~
rinen nergestellt werden, indem zundchst das Tosylderlvat
des Ausgangsmaterlals durch Reaktion mit p-Toluolsulfonyl-
chlorid. unh Pyrldln in einem reaktionsinerten Lsungsmittel
- wie Methylenchlorid bei einer Temperatur von etwa -10°C bis
4000 und vorzugsweise von 10%C bis 25 C hergestellt wird.
Des Tosyldnrlvat wird dann mit 4~Cyano-4~phenylplnerldln »
durch gemelnsames Erhitzen der Reaktionsteilnehmer auf etwa
15 C bis 250 % umgesetzt. Dies wird vorzugsweise chne Zu~ _
gabe einesg Losungsmlbte?s durchrefuhrt, Jedoch kann gege |
benenfalls ein reaktionsinertes Losungsmitiel wie Dﬁmetnyl-
 formamid eingesetzt werden,yDas érhaltenevﬂitril wifd Gann .-
zu dem gewlinschten Amin reduziert, beigpielsweise unter
Verwendung von .Raney-Nickel und Wesserstoff.

 Verbindungen, in welchen der Rest X ein (1-Hydroxy~2-al-
kylamlnoauhyl)abenzyloxyrest ist, konnen durch Umsetzung
der 1,2~ oder 1, 3m(D1~Omn—a1ky1)-vlvzerindasgangsmaterldn
lien unter Bildung eines Gyanobenzylder1Vates hergestellt
werden, Dies kann aurch Umsetzung mit einem geeigneten
Cyanobenzylhalogenid wie?Cyanobénzylbromid'iﬁ}Anwesenheit
eines Alkalimetallbydrids, z.B. Natriumhydrid, in einem
reaktionginerten Losungsmittel, im allgemeinen einem Ather
wie Tetrahydrofuran, unter . pmer &tlckstoflatmosphare und
bei ‘einexr Temperatur zwischen etwa 20°C und 6500 durchge-
fiihrt wexden. Das Cyanobenzylderivat wird dann zu dem ent=-
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sprechenden Wormylbenzyl&er1Vat mit e'nem Alkvlalumin1um-
hydrid, vie D*;sooutJlalamln umhydrld, in Benzol un*er_

‘Stickstolf bel etwa 15°G bis 35 °¢ redu21ert. Das erhal-

tene Formalben yid er;vat wird dann A dem 1, 2—Epoxyd¢hyl-

'Lenzylderlvat durch Reaktlon mlt einem in Dimethyl sulxoxld
suspendlorten Alkalimetallhydrid in Anwesenhelt von TTl-

"'methylsulfonlumgod¢d bei einer Temperatur von etwa —5

pis 10°C umgewandelt. Wenn der Rest ein Alkylrest ist,

 wird die gewlinschte Verbindung durch Reaktion des 1,2=

' Epoxyathylbenzy1der1Vates mit elnem Amin RNH2 bel einer

Pemperatur von etwa 15 % bis 135 geblldet. Wenn R ein

 VWasserstoffatom ist, wird das F‘pomd durch Reaktion mit

: vNatrlumazid in Dioxan bei RuckfluBtemperatur geoffnet,- danpf‘

| folgt dld Reduktion zum gewinschien Amin durch Inkontakt-

‘br:ngen mlt einem Reduktionsmittel wie thhlumalumlnlum-

',hydroc oder Natviumalum1n1umhyerd in Ather bel .einer Tem-
~peratur von etwa 20°C bls 35 %, : "
1a“mazeutlsoh annehmbare Sdureadstlonssalze def ent~v'

, '&prechenu der zuvor gegebeﬁen Beschrelbung geblldeten -
~&mine kodnnen nach konventionellen Methoden hergeste]lt werden,

z.B. durch Vermlschun deg @eelgneten Amins und der geeigne-

~ ten Saure in einem inerten Losungsmlttel und Gewxnnung des:

" Salzes durch Elndampfen des. Losungamxttels oder durch ' Aug-
fallung des Salzes. Die hydrooh1or1dsalze konnen in ein=- |
facher Weise durch Durchleiten von: Chlorwassersfo:fgas durch -
eine L¥sung des Amins in ednem inerten Lasungsmlttel herge~

gtellt werden. Dxe auf dlese Welse erhaltenen Hydrochlarld-

. Dlhydrochlor1dﬂalze nelgan dazu, eine geringe Menge an Kri-

gtellisationswasser oder an elngeschlosqener Wasser zu ent-
 halten. Dies dst im Rehmen dex. vorllegenden Erfindung nlcht
“gchddlich, solche Verbindungen k&nnen ohne weitere. Dntwas— .

serung formuliert und anp11z1erﬁ werden. Die neuen Verblna_.
» dungen umfadsen daher sowohl die hydrat151erten als auch.

- die nichthydratisierten: Verbindung gen, Gnelgnete, pharma— o
zeutisch annehmoare SadrﬂSQTZe umfassen solche wasseflos- N

-7 -
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lichen und wasserunloslichen Salze wie die Hydrochlorid-,

Hydrobromid-, Phosphatm-, Witrat-, Sulfat-, Hexafluorphos-

'phat—, thrat-, Gluconat~ sBenzoat—; Propionat-, Butyrao—fﬁ 

Sulfosallcylate Maleat-, Laurat- Nalat— Pumarai-~, Suc-

‘cinat-, Oxalat-, Tartrat-, Amsonat-,.(4,4'-Diamino-gtylbin= .

2,2%=disulfonat)~, Pamoat~, (1,1'-lethylen-big=2- hydroxy‘3-

naphthoat)~, Stearat-, 3~Hydroxy-2-naphthoat-, p-Toluoludul- -

fonat~, methansulfonat— LIactat- und ouramlnsalze.

| Diévdurch die Formel (X) una (x:) w;edérgegebenen verbin-

dungen, d.h. die erfindungsgendBen, neuen Verbindungen der
Formeln (VI) und (VII) und die hoheren Alkyldtherhomologe,

. -welche in der US-P& 825 535 beschrieben sind, haben sich als
- Mittel fiir die nichtspezifische Stimulierung der durch Zel-
wlen vermittelten Immunitdt bei warmbliitigen Tieren he;ausgeu'

stellt, und insbesondere gind sie bel der Stlmullerunv des

.Retlculoendothellomsystems brauchbar. Die zuvor beschrlebe-

nen Vefblndungen kdnnen bei elnem warmbliitigen Tier auf-einer -
Vielzahl von konvenulonellen degen appliziert werden, insbe-

‘gondere intravenss oder intraperitoneal, wobei Dosismengen

von etwa 0,5 big 5 mg/kg Korpergewicht dea zu behandelnden
LebeweseHS'geéignet gind, wenn die Applikaticn auf diésen

Wegen exfolgt., Jedoch kann der Arzt die besondere, fir den
einzelnen Patienten am meisten geelvnete D051erunm bestim=-

.‘men, wobel dieg von dem zu behandelndon Lebewesen und der

besonderen, eldgesetzten Verbindung abhanglg ist. Im all-
gcmelnen werden klei ne Dogen_ zu Beglnn appliziert und d;ese
konnen allmshlich gesteigert werden, um die op+1ma1e Do~

pierung fiir den betreffenden Patienten festzulegen. Die-

- Tumunfshigkeit des Lebeweqens wird 1m allgemeinen im An-
“schluf an die Applikation ubarwacht, wobel konvenuionelle
jauf dem Fachgebiet anvewandt Arbeluswelsen eingesetzt wer~

den, b°38plelswelse Unte“suchun¢e der Monocytenakt1vmerun0
und der Macroph agenaktivierung, die im Tolgenden noch néher
erlau*ert verden. Lyplbcnefwelbe wird die maximale Akti-

"v1erung etwa 24 bis 48 Stunden nach der anfangllchen,npplln ‘

-8 -
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~ kation bﬁobachtet und bei fehlender Appllkatlon von wei-

~ teren Doslsmengen nlmmu die Aktivierung big auf den An-
fangswert wihrend elner weiteren Perlode von 24 bis 48 . -
Stunden W1eder ab, Dgher halt eine ApplLkatlon einer zwei-
" ten Dogis ungefdhr 24 bis 72 Stunden nach der Anfanvsappll-
kation den gewlinschten Wert der Immunfihigkeit aulrechte_'

Im allgemeln31 werden 2 bls 4 Dosen auf diese Weisge appli- -
ziert, und das Ansprechen des Lebewesens auf die Behandlung

. bestimmt. Weitere Dosen kUnnen dana, falls er¢orderlich, ent--
’sprechend der Zuvor gegebqnen Beschrelbungvapplxz;ert‘werden.»

Die Verblndungen konnan in pharmazeutlschen ?rapdratlonen
oder Arzneimitteln zugesetzt werden, welche die Verblndung

" “oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz hlervon in . Kombi=

nation mit einem pharmazeutlsch annehmbaren TIréger oder Ver~
diinnungemittel enthalten. Ein besonders bevorzugter Typ von
pharmazeutlschem Iréager fir diesen Zweck ist ein Trdger in
‘Form eines sterllen Fettes oder einer Lipidemulsion. Der
~letztgenannte Tragertyp hat sich als besonders wirksam fir .
dis parenterale und intraventse Appllkatlon herausgestellt,

-~ wodurch der therapeutische Index auf einen Wert von -etwa

15 bis 25 erhtht wird, wihrend bel Formulierungen mit einem
grenzflachenak tiven Mittel (Tween 80) - Glyzerin-Wagser
therapeutische Indices von etwa 3 bei Mdusen und Ratten in
ergten Tests mit den Nlederalkylathern gemdB der Irfindung
" beobachtet wurden, beispielsweise mit 4-Am1nomethyl~1»/ 243-
di~n-octyloxy)-~ n—prny17-4—phenylp1perldxn. Solche Vorteile
wurden auch fiir andere Verbindungen, welche ‘Zugammen mit
' Pett—Dmu;nlonstragern verwendet wurden, berich*et,,s1ene
| belsglelswe¢sa Fortner et al., American Journal of Hospital
Pharmacy, 32 (1975), 502 und Jeppsson et al., First Inter-
‘national Conference on ?harmaceutlcal Techno’ovy,yPaculty
 of Pharmacy, Paris-Siid, Juni 1977. Ein Belspiel eines be=-
gonders geelgneuen Trigers ist eine auf Sojabohnendl ba-
~ sierende 10 %ige ?etuemuLSLOn, die-im. Handel erhgltlich ist
| (Bezeichnung Intrallpld von Cutter Laboratorles, Berkely, '

PR -
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Kalzfornlen, USA) Jedoch kénnen auch andere ahnllche Tra— ;
. ger geelgnet seln, und sze kSnnen 1n elnfacher Weise vom .
 ;+Fachmann hergestellt werden._’? ' }

| Verbindungen der“Formeln'(X) und (X1) aindlébenfallé‘alé =
- Hilfsstoffe fiir Vaccinen brauchbar, und sie konnen fir dle-
~selben Zwecke. elngesetzt und nach denselben Methoden appll—

. ziert werden, wie bel derzeit bekannten Hllfsatoffen bzw.

'Zusatzstof;en, s1ehe z.B, die Iiteraturstelle "Immunolo- ‘
gical AdJuVants" ‘World Health Organization, Technlcal Re-

'bfport uerles, No. 595. Belsplelswelse sind die erfindungsge—_'
 ]_maBen Verblndungen brauchbar mit Vacclnen wie Vac01nen gegen

’]Inflaanza, Maule und. Klauenseuche - und Dlphtherle, wobeil dles;v'
}'gedoch keine. Beschrdnkung bedeutet, Die Verbindung kann in
“der Vaccmned031s in einer Menge von etwa 1 bis 20 mg pro
- Vaccine d051s, VOrzugswelse in einen’ pharmazeutisch annehm-
baren Trager eln gegeben werden, beispielsweise einem Fett
‘oder einér Lipidemulsion oder Glyzerin, Die Dosis Vaccine- __'

- Hilfsstoff wird dann dem Lebewesen in der fdr die besoadere

'-Vacclne konventlonellen Weise appliziert, im allgemelnen als
: Fane1dOSlS, welche subkutan oder 1ntramusku1ar zugefuhrt V
wird. Alternativ kann dex Hllfgstoff unabhingig von der

- Vaccine und- entweder gleichzeitig oder vorzugswelse etwa

8 bis 24 Stunden vor der Appllkatlon der Vaco¢ne geveben Wer-
’ “de’l. v

‘Z‘Dle die Immunitat stlmulierende Akthltat und Antltumoruk-
tivitdt dex hier geschriebenen Verbindungen kann nach phar—
-makologlschen TPests bestimmt werden. ‘Geeignete Tegts umfae-
sen die Bestlmmung der- perltonealen Nakrophagenakt*V1erun
die Bestimmung der Tumorvuruckweisung (Sarcona~180J«Moaell),
die Bebtlmmung der verzbgerten, kutanen Hypersen51t1v1tat
und die Bcstlmmung der neﬂlpheren Monocytenakt1v1erung, '
‘Solche Tests werden im Iolgenden noch volls+anu¢ge; besuhlle—
ben und anhand von DélSplélen gezelgt. zZugammen mit hlbfbe¢ ‘
erzlelten firgebnimgen fitr Verbindungen der vorllegunden Br-

- 10 -
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flndunb. Weiterhin werden noch geeignete Tests fiir die
‘Bestimming der Akthltat als Vacc1neh11fss»off;angegeben. 

-~,Ausfahxungsbeispie1e:

“Die Erflndung w1rd anhand der folgenden Beisplele naher er«‘
‘1l8utert, wobel dlese aedoch nur spez1flsone Ausfuhrunbsfor—
 ‘men betreffen. - ‘ |

v Beisgiel°’1;

4~Cyan¢;1~1h2,3~)diwm;decyloxy)-népfoPyl/e4rpheny1-pipefidin

f-20 g 10189 mol ~,2--(D1--0—n--df=cyl) 3~O—(p-tosv1)-glyzer1n,v
ihergestellt aus 1, 2—D1a0-(n-decyl)—glyzerlnchlorld, gowie
4,58 = G 024 mol: 4~Cyano-4~phenylplpermdln wurden Zusammen—
geveben und 20 Minuten auf 180 C erhitzt, Es wurden 50 ml

~_Vasser und 100 ml Ather zu dem abgekiihlten Produkt zugesetzt.

Die Athersch10h+ warde isoliert und mit gesat+1gter Ngtrium-
b¢carbona1708uné (2 x 100 ml), 1N Salzsdure (100 ml), Wasser
(2 % 100 ml), gegittigter Natriumbicarbonatlosung (100 ml)
und-Wasser‘(lOO ml) gewaschen. Die Atherlosung wurde dann -
;ﬁber‘Magnesiumsulfat>getrocknet, mit Aktivkphle behandelt,
filtriert und zu_lO‘g eineSiGles eingeengt.‘Das-§1=wurde anf
: Kieselerdegel"absdrbiert; dieges wurd dann mit Hexan (3 x
200 ml), Toluol (3 x 200 ml), Chloroform (3 x 200 m1) und
Athylacetat (3 x 200 ml) gewaschen. Die Athylauetatfrak—
, tlonen wurden elngeengt, wobedi le relne Cyanovevblnoung

~in Form eines Ules erhalten wurde,

IR-Spektrum (Reinsubstanz) 2220 cm ;.'

-Beispiéi 2

.4-Am1noa+hy]—1 A 2,, (dv—n~decyloxy) n—propvl7-4—pheny1—
- piperidin ' ' : S

SR |
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1,2 g = 0,0022 mol des in Beispiel 1 hergestellten Nitrils -
wurden in 50 ml Lthanol aufgelost und die Loaung wurde dann
‘mit Ammoniakgas cesattlgt .Diege Losung wurde bei einem -
‘Druck von 345 kPa wihrend 3 Stunden unter Verwendung von
0,7 g Raney«N10kel als Katalysator hydr1ert. Nach dem Ab~-
gchluB der Reduktion warde das Gemisch filtriert, und das
- Filtrat wurde unter vermlndertem Druck zu 1,1 8 eines dles
‘elngeeﬁgt. Dleses wurdé tber Kleseleraegel unter Elution

- mit Ben”ol Athanol chromatooraflerﬁ ‘in das hydrochlor1d~'

salz umgewandelt und aus Athylacetan umkr1stallnsmert, wo~
“bei 0,32 g (Ausbeute 24 %) -des relnen Hydrochlorides mit
' P. 138-140 C erhalten wurden.';’

”Analyse an| 035H64N202.2H01 3/4H20"

10, 78 N
10,56 N;

4 44 %
4, 43 %

H %

berechnct. (S 66 59 H
.,gefunden. C = 66,46 H

i
1
I

.Beispiei 3

4~cy ano- l«/ 2 3-(d"-n-nexadecyloxy)-n~propy17~4~phenylp1pe-
ridin : : O

1 2~D1—O—(n~nexadeﬁyl) 3—0~(p—tosyl)~¢1yzer1n wurde durch
ﬂUmsetzung von 1, 2-D1—0—(n-hexadecy1)—glyzerin mit p-Toluol~
su1fonv70hlor1d hergestellt. Die Reinigung wurde durch Um~ .
krlntallwsatlon aus Athylaceuat durchge-uhrt. , 53~55°G
IR-Spektrun (CHCL3) 1360 und 1180 om™*

Bin Gemisch aus 6,96'g 10 MMol 1, e-Dl-o-(n—heyadecyl)
0~(p~tos¢l)—glyzerin, 2,23 g = 10 Mol 4~Cyano- 4-pheny1p1~
. perlalnhydroohlorld, 2.-ml Trlathylamln und 40 ml N,N-Di-
methylformamid wurde 1+ Suhnﬂuﬂ ‘bei 95°C bis 1009 geruh“t,
~ Das Reakt Jomsgemlsub wurde dann abgekiihlt, mit 200 ml Wasser
~verdinnt und mit Athylacetat (3 x 150 ml) extrahiert. Dex

- 12 -
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versinigte Athylacetatexbreks wurde'ﬁbér'MagnéSiumeulfa?'"'

getrocknet, filtriert und im Vekuum zu 6 g eines Ules ein- o

gedampft. Dieseg 01 wurae ‘durch Saulenchromatogra?le unuer
 Elution mit Denzo*.AthyLaceﬁat chroamtograflert.
By IR~Spektrum (CHCl3) 2220 o -k : |

‘1Beispie1 ;§_=

‘4-Am1nomethy1-i-2 3—(d1~n~hexadecyloxy) n—pr0py1-4-phenylu '
piperldln-dlhydrochlorld :

- Bine ILssung von 2,5 g = 3,6 mmol 440yano«l-/23 (di-n-hexa~.
vdecyloxy)-nupropyl7 4-phenylp1perld1n in 100 ml Ather wurde
mit 04 g = 10,5 mmol thhlumalumlnlumhydrld behandelt. und
 das erhaltene Gemisch wurde 4 Stunden bei Zlmmertemperatar
~ geriihrt, Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig mit 100 ml
Wasser behandelt und mit Ather (3. x 100 ml) extrahiert. Die
vereinigten Ktherextfakte wurden Uber Magnesiumgulfat. ge=
trocknet, filtriert und im Vakuum zu einem 01 eingedampft.
- Dieses Ul wurde mittels Kieselerdegelchromatografic unter
" Flution mit Benzdl:lithanol gereinigt und dann in Chloroform

aufgelost, Diese Losung wurde mit Chlorwasserstoffgas behan~ B

- delt und dann im Vakuum unter Bildung eines Feststoffes ein-
gedampft. Dieger Feststoff wurde auf Athylacetat umnrlctal-
llslert wobei 1 lg FeststofF mit einer Ausbeute von 40 %oy
der etwa 4/4 mol H20 pro mol dee Verblndung enthlelt, er=
'haLten wurden. : '

P, 132 - 134%.

Elementaranalyse' '

berechnet: C = 70, 60 = 11,53 I = 3,50 %

~gefunden: C= 70,74 H = 11,34 = 3,40 %



o Beisgiel 5

Unt°r Befolgang der Arbeltswelse der Belsplele 1 bls 4%
f.wurden Verblndungen aer Formel (XII) hergestellt.

'R3, R4 F ( C) Molekﬁlformel "berechnet gefunden‘i “
(@) (ﬁ) ’

H 11,94 H 11,77
N 3,64 N 3,85
c 8H37; 115-117_. OgqHy0p+ 2HOL ¢ 7L,95 C - 71,67

H 11,60 -H = 11,19

. N 3,29W 3,38
14 29 140-142 Cy3HgoOplpe2HCL € 69,46 C 69,45
- - H 1,25 H . 11,00

N 3,75 N 3,45

<

65,24 65,27
10,42 H . 9,90
N 4,90 N 4,95

«Q

08H17 | 176w178(d) 031H5602N2

-

*2HC1'1/2H,0
sowie der Formel (XIII):

' R3R4" F. (%) Molékﬁlfbrmel . befeghnet gefu§den
R v , , (%

' Q10H2l 190—199 035H64N202.2H01 3/4H20 C 66 58 ¢ 66 70»
‘ H 10, 78 H 10,20
W 43T 42T

'In verglelchbarer Welue konnen wrltmre Verblnoungen memuﬁ

‘der Erfindung aus. dem geeigneten 1, 2--ader 1y3=(Dimn~0=
alky1)~”142er1n iiber die Tosj’der1Vate aergestellt werden.

- 14«
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Beispiel 6

lgé-ﬁi—o-(néﬁéxadecyl)QBéou(B—cyahObenzyl)-giyzerin

1,056 g = 0, 0?¢ mol Natr umhydrld als 50 %ige Disperaion in
3M1neralol wurden zu einer Ldsung von 1, 2—D1~0an-hexadecyl-‘
1yze"1n in 150 ml Tetrahydrofuran zugesetzt und 20 Minuten
unter Stickstoff geriinrt. Es wurden 4,0 g = 0,020 mol
‘m-Gyanobenzylbromid'zu dem Gemisch hinzugegeben und bel =
"Zimmertemperatur_ﬁber Nacht reagieien gelassen., Dann wur-
den vorsichtig 209 ml Wasser zugesetzt, und das wibrige Ge-

. misch wurde mit Athylacetat (3 x 150 ml) extrahiert. Die -

Extrakte wurden iber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriexrt
 und unter vermlndertem Druck eingeengt, wobel 12 g eines
"Oles ‘erhalten wurden, Dieses 0l wurde iiber KLeselerdegel
unter Elution mit BanaollHeXan'(S/a) chromatografimrt,'wo—
“bei 8,0 g reines 1, 2-D1—0~n~(n—hexadecyl) 3-0-(3~cyanoben~
4 zyl )-glyzerin in Form elnes Ules erhalten wurden.
IR-Spektrum (CHX1;)  223C om™t.

viBeispiel 7 -

_-1,2-Dieoé(n-héxadecyl)m3-0—(3~formylbenzyl)églyzerin

5,0 g = 7,6 mmol 1 Z-Dl-O-(n-hexadecyl) 3- O-(3—cyanobenzyl)-.

- ,glyzerln wurden nlt 1,17 g = 0,2 mmol Dllsobutylalumlvlum~ -

-hydrid in 25 ml Benzol unter einer Stlckstoliatmosphare 16

’ Stunden‘bei Umgebungstemeperatur reagierén gelassen, Dag |
Reaktionsgemisch warde mit 4,22 nl Methanol und 2,5 ml Wag-
ger behandelt und 30 Minuten gerihrt, bis alles nicht un-
gesetzte Hydrid zersetz war. Das Genisch wurdevflltrler

mit Benzol (3 x 25 ml) extrahiert, und die vereinigten Ben-
zolextrakte wurden mit Hatriumsulfat getrocknet" filtriert
~und un+er reduziertem Druck elngeenmt. Dasg’ erhaltene 01 wurde
mltiels hreaelerdegeLcnromdtografle unter Elutlon ‘mit Benzol

=15 -



-gerein»ig{i wovbeiv’reinec* 1, 2-Di-0-(n—hexadecy1)'3-0—(3-—
foxmalbenzyl)—glyzerln mit einer Ausbeute von 40 % als oL

'j_merhalten wurde. ' .,

IR-Spektrum (CHCL,) 1700 ewt;
NUR-Spek trun (CDCl3) § 10,1 (s, 1 ArCHO)

: ngeispielf*8

i 1 2~D1—0—(n—heyaaecy1) 3—0—[ 3= (1 2~epoxyathy1)-benzy%7—
B glyzerln

3,23 g = 0,067 mol Natriumhydrid in Porm einer 57 %igen
Dispersion in Mineralsl wurden in 117 ml Dimethylsulfoxid

,suspendﬂeru und auf 70 bis 5 C unter °1ner Stlckstoff-~

v‘atmosphare fur etwa 45 Mlnuten erwarmt, big die Vasserstoff-

enﬁw1ck1ung aufhorte. Bs wurden 88 ml Tetrahydrofuran ZU

- gegeben, und das Gemisch wurde auf 0 big 59 abgekuhlt;j‘
Denn wurden 13,67 g = 0,067 mol Tirmehtylsulfoniumjodid in
"Portionen zugegeben, hieran schloB sich die rasche Zugabe

. vou 7,0 g = 0,0106 mol 1,2-Di-0-~(n-hexadecyl)~3-0~(3-formyl
%benzyl)—glJzerln in 58 ml Tetrahydrofuran an. Dau Gemisch.

'7wurde dann be1 Zimmertemperatur 16 Stunden gertihrt, in 200

- ml- ﬁasser_gegossen und mit Ather (3 x 180 ml) extrahiert.

‘Die vereinigten Atherextrakte wurden mit Wasser (2 x 100 ml)
und gesittigter Jatrlumchlorldlosung (100 ml) gewaschen, iUber.
'Magneslumsulfat getrocknet, flltrlert und unter verminder-
tem DrucL zu T, 0 g eines nlaﬁgelbcn Oles eingeengt;
Ausbeute‘98 %, Dieges Ol war nach der Dﬁnnschichtohromato~ '

' grafle ausreichend rein Tir die weltere Reaktlon, die i |
Beigpiel 9 besohrleben 1st. . ‘



Beispiel 9 : | L _ | ‘ o h .
1, 2—D1-0~\n-hexadecyl) 3-0-/ 3-\1 hydroxy—2 t—butylamlno— B
a%hvl)-benzvl?—glyzerln—hydrochlorld : :

v30 ml t—Butylamln und L,O g =2, 97 mmol 1, 2-D1-O~(n—hexa~
decyl) 3-0—[ 3—(1 2~epoxydthyl)-bﬂnzy17—*lyzer1n wurden in

. -eine Stahlbombe elnwefallt und 9 Stunden auf lOOOC erh1+zt. "

‘Nach dem Abkiinlen des Reaktlonsgemlsches wurde das t—Butyl—
}amln unter vermlndertem Druck entfernt, und das er rhaltene
6 wurde mittels- hleselerdegelchromatogra:1e unter Elution
mit,Benzol/Athanel gereinigt. Die gewiinschten Frakticnen
wurden mit gasformiger Chlorwasserstoffsiure gesﬁ;tiﬂt,'
unter vermindertem Druck elngeengt und aus A+hy1“cetat uzii—
" kristallisiert, wobei 630 mg (Ausbsute 27%) reinea 1, 2—D*u

' "fO—(p-hexadecyl) 3-0-/" 3—(1-hydroxy-2 t—butylumlnoqtby1§~ '
7 ’benzyl7-g1yzer¢n nit F. 49 - 51 erhalten wurden, -

R EMRFSpektrum (€DC15) 6 1,47 (s, 9, -_c(cH3)3 )s

Belsplel 0 o - )

-_l,J-Dl-O-(n-decyl) 2= 0~/ 3~ (l—hydroxy~2—athylaminoa hyl)-
benzyl?-glyzerln-hydrocnlorld :

30 ml Athylamln und 2 018 g = 4 13 mmol 1, 3 D1~0~)n—aecyl)~

- 2-0-/73-(1, 2—Ppoxydthyl)—benzy17-glyzer1n wurden in eine
Stahlbombe eingefiillt und 16 Stunden bei 965 kPa erhitzt.
Nach dem Abkiihlen wurde das Raaktlonsgemlsch aus der Bombe
mit Ather herausbewaSﬁhev, und das Produkt wurde durch Ent- -
,‘fernung des Losungs smittels und uberschuSSlgen Athy1am1ns
~ unter vermindertem DrucL isolierts

Das e:halténe‘ﬁl,‘2,4 £ wurde dann in Ather aufgeltst, mit

2 %iger wiBriger Ammoniumhydroxidltsung, Wasser und gesdttig- v'

ter wiBriger Natriumchloridltsung gewgsCheh, getrocknet und
zu 1,8 g eines gelben Oles eingeengt. Das Produkt wurde mit=
| telsvKEselerdegelchromatdgrafie unter:Elution mit Toluol/



Loy -

, Athanol

- €12 899

12/1 gerelnlgt und in ‘das Hydrochlorldsalz un-

gewandelt. Es wurden 0 794 & Produkt mit elner Ausbeute
von 33 % wnd F. 55 - 57°C erhalten. .

‘Beigpiel 11

i MMR-5 pektrum ("DCl)3 § 0,87 (8, 6H, -cH3);'1 3 (s' 323,1

aliphatische Protonen); 1,45
(1, J=THz, 3H, -NHCH3); 3,15
(q, J=THz, 2H, ~NHOH20H )i 3,45

=3,58 (m, 11H, (-CH20CH2)2CHOR

CHOHCHQNHw); 4,65 (8, 2H, nr-CHZO-);

5,17-5,50 (m, 1H, Ar—CHOH-) und 7 33
?(s 4, Ar—H).

‘,&énter Befolgung der'Afbeitsweisen'dér Beispiele 6 bis 10
wurden die Verbﬁndungen der. Formeln (XIV) und (XV) herge-

3

berechn. €, 71,04; H, 11,14; X,
gefunden C, 71,04; H, 10,99; W,

- - 18

steilt.,
'  Formel (XIV)£
00y Hap F. (%) Molekiilfozmel
Stellung '
| cq(cHB 2 2,3 53-55 Mgy 0,1 HO1. 3/41,0
berechn, ¢, 72,17; H, 11,79; N, 1,79
gefunden C, 72,11; H, 11,55; W, 1,92
C(CHB)B‘ 1,3 43-45  C,gH glg10y JHOL, H,0
o berechn. €, 71,99; H, 11,82; N, 1,75
gefunden C, 72,065 H, 11,43; N, 1,71
CH(CHA) 5 61 o G H. .0 N.HG1.1/2
f L3)2‘ L o ’Qj93ﬁ304N.H01.1/2H20 :
: ‘ berechn; ¢, 70,39; H, 10,21; N, 2,10
gefunden C, 70,36; H, 10,77; N, 2,22
CH,CH _64~§5 038H7104.H01
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In ghalicher Weise kinnen weitere der erfindungsgemiBen
. Verbindungen us dem geelgneten Epos 1d und Amin nerge--
"atellt werden. L

Beispiel 12

”Sarcam—lBOJ-dodell fir dle Bestimmung der Tumorzuvuckn .
weisung '

6 Welbll he CD-I-Mause von 20 blS 2; g pro Gruppe erhlel-
ten ,106.ze1Len,von_s~180J, welche 5 bis & Tage alt waren : -
- durch intraperitoneale Applikation. Am folgsndén Tag auf
’,vdieimumoreihimpfung erhielten die Miuse 0,1 ml. dex in_einém'
f’Fettemul*iOnstrﬁger (Bezeichnung‘Intralipidivon Cutter Las
boratories) formulierten Téstverblnduﬂg in der gswinschten
Dosis und die Tiere.wurden dann bis zum Bintritt des Todes
oder fur lingstens 40 Tage beobachtet. Dla\Frbebniaée‘sind
als erhohte prozentuale Lebensspanne (%1L8) entsprechend der
: folgenden Definition angegebens:

. _'VMittiére3ﬁberlebenszeit der mit |
4118 Wirkstoff behandelten Miuse < 100

Mittlere ﬁberlebenSZeit;der nicht
behandelten Kontrollmiusge '

Die bei dem zuvor beschrlebencn Test er21elten Ergﬂbnlsse
'waren wie folgt. . -» .

i Tgbelle - (Formel'XVI)

, S 3 RIS ‘
Ry Ry 0 . Dosis (mg/ke)
Gy, . 113 109 154(1)  192(4)
n-Cygloy 127 139{1) 110 108



- “Tabell» 11
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‘ Dgbelle T (Formel XVI) Forts. -

L GIIS

’ R3,R4 | : e DOSiS (mg/k_g) ‘, .

S s 129(1) 116 133 109

SO 1o s e
n-Cyghay _'”d | ‘119 M158(2)’98 ) 109 .

vble Ergebnlsse im zuvor beschrlebenen Test, erhalten mit

erflndungsoemaﬁen (1-Hydroxy—2~alkvlamlnoathyl)-benzyloxy—

-ahalogen, formullcrt in einem Gemisch aug grenzflichenak-

tivem Stoff (Tween 80)-Glyzerin-Wasser. slnd in der folgenden
i zusammengeSwéllb. R ‘

Tabelle IT (FOrmelsXIV)

| SO GILS

‘ 3 :
E’Stel;ugg o Dosis'(mg/kg)‘ ;

- o A R U
CH(CH3), 2,3 174(1) - 135 147(1)
‘C(CH') 2,3 166(2) ~ 181(4)  182(4)
~c(0H3)3 1,3 ‘;' -a159(1) Sy 157(2)_

Die Zshlen in Klammérn in den zuvor genanntan Tabellen I
- ~und IT sind die Anzahl der Lleru mit einer: Uberlebenszelt
~von 40 Tagen. ‘ ‘

Béispie1 ‘13”‘.

‘Begtimmung der peritonealen Macrophagenaktivieruns
g P | phagene &

Héusen wurde intraperitoneal Salzldsung oder die Tegtver-
- bindung injiziert., Die Macrophagen wurden 72 Stunden spater

- 20 =
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dureh 1ntraper1ton°ale InJetkloq von Bml von 8 % f»talem
‘Kalbsserum-92 % RPMI-1640-Medium (Grand Island Biological
fo., W.Y.) (1640, 92 FCSS) plus 5 Elnhelten/ml an Heparin 6e-A
,erntet, wobel d&e Temperatur aller Medien auf ;7°C genalnen
wurde, 1 bis 2 Minuten gespult, geuffne+ und die gesamte
perﬁnnmale F1u931gkeit wurde mit einer sterllen, mit Slll—
v 'kon gberzogenen Plpette in. eln 50~ml-kunststofrrohr, das 1n-
' Bis gehalien wurds, abgesaugt. Die I Macrophagen wurden unter
Verwendung elnes uamocytometeru ansvezahlt und auf eine
‘Konzentration von 1,5 z 10 /ml mit der 16409 ~Pu88~Losuno
“eingestellt. Die Zellen wurden dann in Lochplatten, 1,5 X
,5106“Zéllen'pro Loch -ang -sordnet und 1 big 2 utunden bei 37°C
~in einer Atmcsphire mit 5 % Kohlendiozid inkubiert, Die Uber~
~ gtehende Fliussigkelt wurde verworfen, und die Zellen wurden
elnmal mit dem Medium gewaschen, wobei die Macronhaapn am
Boden der Locher hafteten, L~1210-Zellen, geerntet aus dem. |
Bauchwasser von DBA-Miusen ungefihr 5 Tage nach der Impfung,
 in der Lisung 1640y, PCSg wurden dann zugesstzl, und zwar
vbl ml mit 1 x 10° Zellen/ml zu jedem Loch, uad bei 37°G fur
24 bis 30 Stundea in einer Atmosphare mit 5 % Kehlendioxid
’,*nkublcrt. Die Zellen wuxden dann mit 3H-Tdr (1,0 Cl/ml~ |
Amersham/Searles) fir 6 Stunden bei 37°C bestrahlt, die
iiberstehende Fliissigkeit wurde unter Verwendung eines Zel-
| lenerntegérétes, Reeve~Angel-Filter, abgesaugt'und"fﬁnf-
mel mit Salzlosung gewaschen. Die Filterscheiben'wurden‘
trocknen gelassen und in Szintillationsbehdltern mit LSC-~
821nt1llatlonsflu581gke1t (5,0 g PPO und 0,2 g POPOP/Liter
Toluol; Yorktown Research) -angeordnet., Das Auszéhlen wurde
wihrend 2 Mlnuten unter Verwendung eines Beekman~bs-250-
© Zhhiers durchgefilhrt. Die bei dieser Arbeitsweise erhalte-
' nen Ergebnisse waren wie folgt: e

-2 -
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Tabelle III (Pormel XVI):

‘RBR4" S Ddsis (pe/ke) - % Hemmﬁﬁé.déf" |
' | DNA~Synthese
Comhgl ws T
Rl 062 o
‘.n—cloHél R ' "0,3;3» ";;“ i";:56‘ﬁ
vn-cl4H29_y 25 L 90

b..,Beispiel 14

;Beétimmung der péripherén Blutmondcytenaktivierung

Ratten wurde intravends die Testverblndung oder Salzlosung

‘bei den Kontrollblercn injiziert. Die Monocyten wurden 72

- Stunden spater durch Abziehen von 2 ml Blut in ein EDT4-

~ Rohrchen und Verdiinnen mit 2 ml Salzldsung . geerntet, Die N
“erhaltene Losung wurde sorgfaltig.mit 3 ml LSM (lymphooy- -
'tean;ennmedlam ~ Bionetics) iiberschichtet und bel 800 Upm

fir 4 Mlnuten beil Zlmnertempteraur 7entr1fuglert. Zum Sam-

meln der getriibt sen, zentralen Schicht, welche ‘die Monocyten

“und die Iymphocyten enthielt, wrde eine Pipette verwendst.
~'Die Zellen wurden zweimal nit Hanks-Gleichgewichts-Salz=

. lUsung gewaschen, ernsut in der Losung 164082P0o8 suspen— |
‘diert, in Lochplatten angeordnet und bei 37°C in 50 Kohlen-
~dioxid fir 1,5 Stunden inkubiert. Die Zel len wurden dann ‘
“krdftig mit dem Hodlum zur’ untfornung von- nlcht—anhaxten~

den Zellen guwaschon. Die zuriickbleibenden Monocyten wurden

‘wieder mit dem. medlum versetzt, und es wurden L121O~Ze71un

“bei einem V althls von Wwirksamen chlen Zielzellen von .

) b, Unter Bcfolgvng der in B@usp¢el 13 be- »

: ng :Arbeltbwelsc warden die Zellen mit 3H-Tdr ge-

*fpulsﬁ:uﬁdiln einem Szintillationszihler ausgezdhlt, =

- 22 -



,Unter Anwendung dleser Arbeltswelse ergaben l, 5 mg/kg an
4-aminomethyl-1-/" 2 3-(dl—n-decyloxy)-n-propy17-4~phenyl-

| ﬂf‘"Plpe ridin eine 8 %i e Hemmung der DNA—bynthuse-

"Beisgiel 15

- ;Test'aﬁf Vaccineverbesserung-Hémagglutinatidnshemmung :

v  Inf1uenzav1rus tritt mit roten Blutzellen untér‘Hefbeifﬁh~>‘

rung einer Agglutlnatlcn in Wechselwzrkung. Falls Antlvlrus-

Antlkorpe“ in. einer Serumprobe vorliegen, werden dic Wechsel-
- wirkungen von &1rus~roten—Zellen, welche zur Agglutlnatlon

- fiiaren, verhindert. Daher zelgt das Fehlen einer Agglaulna— B
tion von roten Bl utzellen die Anwesenhelt von Ant1v1rus- 4
Antlkorpern an; nd die Bestimmung des Hamagglutlnatlons- :
_titers, wie gie im folgenden noch. bPSﬂhvlcben wird, ist da-

- her eln MaB furvden Gehalt an Antlkorper.‘

'"‘Bie Testverblndungen bel den gewunscnten D051erungswerten
_wurden durch AuflSsung in:0,3 ml Athanol formuliert, hier-
~an achlal sich die Zugabe von 0,1 ml grenafluchenaktlvpm
- Mittel (Tween 30) an, und das erhaltene Gemisch wurde zu

. 4,6 ml eines Fettemulslonstragers (Intralipid von Cutters

Laboratories) zugeqetzt.,Entsprecnenue Trigex ohne Tesgtver-
bindung wurden ebenfalls hergestellt. Fluogen-Influenzavirus

o (Pérxe-Davis and Co.) wurde mit jedem'Tréger'vermischt, wm

1250 CCA Antlcen pro 0,5 ml InaektlonSVOlumen zu erhalten.
Eine Gruppe von melbxlchen ﬁartley—Mee schweinchen (Gamm
Laboratories) erhlelten eine _1ntramuskulare InJektlou mit
}}0 5 ml des das Fluogen und die ‘Tegtverbindung ethaltenden
Trégers. Dlna Kontrcllgruppe von Meerschwelnchen erhielt
_eine Injektion mit das Pluogen jedoch kelne Testverblndunb
enthaltenden. Traner. 30 Tage nach- der primiren. Sengibilie-
_rung wurden den Tieren eine weitere 1ntramusku1are Injek-
‘tlon des bomologen Antlgens,vmwt wv]chem sie zu Beginn im~-
munlsiert wurden, gegebep. DPn Tieren wurde duruh inuﬂa—

- 23 -
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. .
cardiale Punktur mehrere Male nech der primiren Sensibili-
sierung'Blut abgéndmmen.'Das Serum wurde unter Anwendung
eines CORVAGLintegrierten Serumtrennrohrs (Corning Glass
Works) ebgetrenn% und bei —2000 bis zur Tritation néch’dem .
Hemagg lutinationstest entsprechend ‘der- folgenden BeschLel—
"bung aufbnwahrt., C ’ ‘

‘:m TestsérEn,-béhéndelf mit 0,011M Kaliumjodat zur:Entfernungv~
 von nicht-spezifischen Serumfaktoren, welche die Agglu-

: tlnatlon hemmen, wurden in zweifachen Relhenverdunnungen

in 0, 025 ml Volumina in Mlkrotlteerocher (Iinbro Sclen-
:-tlfl“ Company, New Haven, Conn., Typ IS-MRC-96), welche _

0,025 m) an 0,01H Phospnat gepufferter phy8¢olovlscher

.Sal&losung PBS enthielten, bel pH = 7,2 verteilt. Die
“ﬁTestv1russuspen91on, welche HA—4-Elnhelten pro O 025 nl PBS'
enﬁh¢elt, wurde zu jedem Loch zugcsetzU. Zellen (nur PBS)
~und Antigenkontrollen (PBS und Vlrusantlgcn) waren einge-
schlossen. Nach dem Inkubieren der Platten bei Zimmertempe- -
- ratur fir 30 Minuten wurden 0,05 ml an mit 0,5 %iggr |

~ Salzlésung gewaschenen Hithnererythrocyten (Flow Laborato-
ries, Rockville, Md.) in jedes Loch eihgegebep._Die Tnku-
- bation wurde fortgefilhrt, bis die Zellkontrolle ein nor=- |
- males Absetzen zeigte. Die mit Perjodat behandelten Seren
aus normalen Meerschweinchen waren eingeschlosgen, um den
Pegel an nicht-spezifischer Agglutinationsinhibierung,
welcher bei den mit Kallumgodat bohandelten Tegtgeren zu-
riickblieb, zu best¢mmen. Der Titerwert der Hamagglutlna—
' tlonshemmung wurde ¢n Form der hochsten Verdiinnung an Serum
{'Qeflnlort, welche eine Hamagglutlnablon vollstédndig hemmte,.

berichtigt fir nlchtnsp621flschu Hemmung.

Die bei den Tests von‘4~Amiﬁdmethyl~'uZ“gyjn(di;n-d@¢yloxy);:
n~propyl7 ~4-phenylpiperidin erhaltenden Erg ebnigse sind in
der folgenden Tabelle IV zusammengeSuellt. Der hthere Ham-
agglutinati onstluer, ngche% naci der e“neuten intranusku
liren Inaek ion bei so*chen Tlerﬂn, beil denen die Testver- -
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‘ Ufblndung appl¢21ert wurde, beonachtet wurde, zelgt die Ak—"'
E tivitdt der Verhlndungen als Hl’fsstoff.,

. Tabelle.

Antigen

vHémagglutinationétiﬁer‘

eppliziert am Tag: - | .155_‘ 30%" 44 - 75
0 0 160 80
o 0 0. 40 10
- Fluogen 10 0 8 10
ol e 10 o 8 = 80
B 10 o 160 160
: 10 10 80 1280
L 10 107 640 2560
Gote LA L 10 40 640 - 1280
" Fluogen und 4-Aminomethyl- 0 10 640 1280
1=/2, 3=(di-n-decyloxy)-n- 0 20 640 i*v160 L
| vpropyL7~4—pheny piperidin 10 - 10 10 20
{5mg) 0 10 40 10
e e | 10 10 10 10
10 0 10 10
o o, - —

* Tag nach der prlmaren Sens::_blllslerung -
erneute 1ntramuskulare Ingektlon dps Homelogen- -
| Ant igens 30 Tage nach der prlmaren Sen81blllslerun

g Dle Erbebnlsse 91nd dle bei Jedém Ller 1n ‘den gewellxgen
»Gruppen bcobachceten Ergebnlsse.; ‘
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Erfindungsanspruch:

Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der allgemei-
nen Formel (XVII) und der phermazeutisch vertriglichen
,Sﬁure&dditidnssalze'davon, worin;einerrdér:Reate Yl und
¥’ die allgemeine Pormel (VII) hat und der andere OR;
ist, .wobei mit Ri und R2 Jjeweils ein n-Alkylrest mit 8

 bis 11 Kohlenstoffatomen bezelchnet ist, gekennzelchnet
- dadurch, daf man

‘a) eine Verblndung der allgemeinen Formel

| . : .
- ’ e 1
l o ,' ?hz -7

1

CH?ORZ,

worin einer der Reste,Zl'und 22 die Pormel (kIX7 auf- |

weist und der andere OR, ist, reduziert und

b) falls gewunécht,.die“erhaltene Verbindung in ein.
pharmazeutisch vertrigliches Sidureadditionssalz um-
wandelt. |

Verfahren nach Punkf 1, gekenndejcnnet dadurch @B als
Reduktionsmittel Rﬁﬂﬁy—Nleﬁl und Wasserstoff verwendct

werden,

Verfahren nach’ Punkt 2, golennzelchnet daaurch daﬁ Rl

und Ry jeweils ein n~DLcy1rust igt,

.................

Moy 3 §% "on %@;a in
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