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67 g Oppfinnelsen angdr en fremgangsmite for fremstilling av nye

farmasoytisk virksomme aminoacylater av glycerolacetal med den
generelle formel I

CHZ_O\ /Rl
/°\R

CH_-0
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CH,0 CO(CHZ)_N/\ X
p \/
hvor
R, betyr en substituert fenylgruppe eller en gruppe med formel
CnHzmsy1, hvor m er et heltall fra 9 til 25,

R, betyr et hydrogenatom, en fenylgruppe eller en gruppe med
formel C,H;..;, hvor n er et heltall fra 1 til 10,

p er et heltall fra 3 til 10,

2y

\/‘ betyr en nitrogenholdig heterocyklisk gruppe, og

-

X~  betyr et farmaseytisk akseptabelt anion.
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Oppfinnelsen angdr en fremgangsmate for fremstilling av
nye aminoacylater av glycerolacetal. Forbindelsene fremstillet
i henhold til foreliggende oppfinnelse er aminoacylater av

glycerolacetaler med den generelle formel I

CH. -0 R
. 2 1
VRN
CH.O R2 I
’ D s~ @
CE,O CO(CH,)—N% X
2 2’5 \\j

hvor

R, betyr en fenylgruppe som er substituert med én eller flere
metoksygrupper, eller en gruppe med formel CH,,,, hvor m er et
heltall fra 9 til 25, .

R, betyr et hydrogenatom, en fenylgruppe eller en gruppe med
formel C.H,,,,, hvor n er et heltall fra 1 til 10,

p er et heltall fra 3 til 10,

@
—ij) betyr en nitrogenholdig heterocyklisk gruppe valgt fra

pyridinium, 3-tiazolinium, kinolinium, isokinolinium,
imidazolium og pyrazinium, og

¥ star for anionet av en farmasgytisk akseptabel uorganisk
eller organisk syre, sarlig et halogenidion sa& som klor, brom
eller jod, eller anioner av benzosyre, eddiksyre,
metansulfonsyre eller vinsyre.

Forbindelsene oppnadd i henhold til oppfinnelsen er
interessante som anti-PAF-midler (PAF betyr

blodplateaktiverende faktor), med korresponderende virkning
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som anti-anafylatiske, antitrombotiske, anti-
blodplateaggregerende, antibronkokonstriktive, normotensive og
anti~ischemiske midler, som immunodepressive midler og er ogsa
virksomme mot immunreaksjon i nyren, mot forskjellige sjokk,
mot hudallergier og intestinale ulcerasjoner forarsaket av for
eksempel endotoksin.

Fremgangsmaten i henhold til oppfinnelsen bestar i a
omsette et svakt stokiometrisk overskudd av et aldehyd eller
keton med formel R,COR,, hvor R, og R, er som ovenfor definert,
med glycerol i et upolart opplesningsmiddel i nerver av p-
toluensulfonsyre og under tilbakelgpsbetingelser, hvorpa det
resulterende 4-hydroksymetyl-1,3-dioksolanderivat ved rom-
temperatur omsettes med et O -halogenalkanoylklorid med
formel ClCO(CH;),Y, hvor p er som ovenfor definert, og Y er-
halogen, i nzrver av en organisk base sa som trietylamin og
deretter under nitrogensirkulasjon ved 50-80°C, omsette den

resulterende forbindelse med formel

">
o] R2

-Y
0CO(CH,)

med en nitrogenholdig heterocyklisk forbindelse med formel

Ni) , 09 nadr X er forskjellig fra halogen, omdannes det

tilsvarende hydrohalogenid til det o¢nskede farmaseytisk

akseptable salt pd i og for seg kjent mate.
Fremgangsmaten fremgdr av det etterfelgende

reaksjonsskjema.
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Fremgangsmaten i1 henhold til oppfinnelsen er i det
folgende illustrert ved eksempler. Eksempel 1 er beskrevet i
sin helhet, mens i de etterfglgende eksempler er Kkun de

karakteristiske egenskaper av substituentene og de

resulterende forbindelser oppgitt (om intet annet er angitt er

TLC foretatt pa silikagelplater).
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Eksempel 1
2-heptadekyl-2-metyl-4-[4'-(N-pyridinium) butyrvloksy-metyl]-
1,3-dioksolan~klorid

@
R, = C;H;;, R, = CH;, -N fi) = pyridinyl, X =Cl, p = 3.

Trinn a: Fremstilling av_2-heptadekyl-2-metvl-4-hydroksy-

metyl-1,3-dioksolan. a

I en passende reaksjonskolbe ble det anbragt 11,1 g
(40 mmol) 2-nonadekanon, 6 g dobbelt-destillert glycerol, som
representerer et overskudd i forhold til stokiometriske
forhold, og 0,6 g p-toluensulfonsyre opplest i 120 ml torr
toluen. Reaksjonsblandingen ble kokt under tilbakelgpskjeling
i 12 timer og det resulterende vann fjernet ved bruk av et
Dean-Stark-apparat. Etter avkjeling ble den organiske fase
vasket med 30 ml 5 vektprosent vandig kaliumhydroksyd og
deretter 3 ganger med et minimum av vann. Etter terking over
vannfri natriumsulfat ble opplesningsmidlet fjernet under
redusert trykk. Residuet ble sd& renset ved kromatografi pa en
silikagelkolonne. Fra kolonnen ble ketonet som ikke inngikk i
reaksjonen, eluert i én fraksjon (petroleter:dietyleter, 95:5,
volumdeler), og deretter dioksolan a (petroleter:dietyleter,
85:15, volumdeler). Dioksolanet utgjorde et viskest delvis
krystallisert produkt.
Utbytte 11 g (78%).
Rf: 0,18 (petroleter/dietyleter, 70:30, volumdeler)
IR 3500 cm® (OH)

1100 - 1060 cm™® (C-0-).

Trinn b: 2-heptadekyl-2-metyl-4-(4'-kiorbutyryloksymetyl)-

1,3-dioksolan. b

En blanding av 6,4 g (18 mmbl) 2-heptadekyl-2-metyl-4-
hydroksymetyl-1,3~dicksolan, fremstillet som beskrevet i trinn
(a) og 6 ml (45 mmol) trietylamin i 15 ml torr kloroform, ble
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drédpevis tilsatt til en opplesning av 6,25 g (22 mmol) 4-
klorbutyrylklorid i 10 ml terr kloroform ved 0°C. Blandingen
ble omrert i 12 timer ved romtemperatur. Etter tilsetning av
20 ml kloroform ble blandingen vasket med 1N vandig natrium-
hydroksydopplesning og deretter med vann inntil pH 7. Ved
fjerning av opplesningsmidlet ble det oppnddd et residuum som
ble kromatografert pa en silikagelkolonne med
petroleter:dietyleter som eluent, feorst med 95:5, deretter med
90:10 og tilslutt med 80:20, volumdeler. Det ble derved
oppnadd 7,6 g (utbytte 82%) av et oljeaktig produkt som
Krystalliserte; smeltepunkt 39-40°C. Produktet utgjorde en
blanding av de to cis- og trans-isomerene (separasjon av disse
er problematisk).
Rf: 0,45 og 0,37 (petroleter/dietyleter, 80:20, volumdeler)
IR 1740 cm™ (C=0)
1180 - 1160 cm! (C-O-C eter og ester)
NMR 60 MHz, CDCl,, (TMS)
§ : 0,9 (triplett, 3H, CH; i kjeden)

1,3 (multiplett, 35H, 32H + CH;)

2,1 (multiplett, 2H, CO-CH,-CH,)

2,5 (triplett, 2H, CO-CH,)

3,6 (multiplett, 4H, CH,-O og CH,Cl)

4,2 (multiplett, 3H, CH,0CO og CH-0).

Trinn ¢ : 2-heptadekyl-2-metvl-4-[4'—(N-pyridinium)-
butyrvloksymetyl]-1,3-dioksolan-klorid. I

5 g av forbindelsen oppnadd i foregdende trinn (b},

opplest i 30 ml pyridin, ble omrgrt ved 80°C under nitrogen i
24 timer. Pyridin-overskuddet ble deretter fjernet under
redusert trykk og residuet renset ved kromatografi pa
silikagel. Eluering med kloroform (for gjenvinning av uomsatt
utgangsmateriale) og deretter med kloroform/metanol, ferst
90:10, deretter 80:20, volumdeler, ga 3,80 g av
tittelproduktet. Produktet utgjorde en blanding av de to cis-
og trans-isomerene (separasjon av disse er problematisk),
utbytte 40% totalt (65% for dette trinn).

Smeltepunkt 84-85°C.
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Rf : 0,28 (CHCl,/MeOH, 70:30, volumdeler)
IR (nujol) 1740 cm™
1630 cm! (pyridin)
1200, 1180 cm™! (C-0-C)
NMR, 250 MHz, CDCl,
§ : 0,9 (triplett, 3H, CH,)
1,2 (singlett, stor 30H)

1,4 (dublett, 3H, -g><<CH3) (to CH; av de to

diastereoisomerer)

-0 H,-
1,55 (multiplett, 2H, -0 )
2,35 (multiplett, 2H, CO CH,-CH,)
2,6 (triplett, 2H, CO CH,)
3,9 (multiplett, 1H, CH-0)
4 (multiplett, 2H, CH,0 CO)
4,2-3,6 (2 multipletter, 2H, CH,0) (av de to

diastereoisomerer)

@
5,10 (multiplett, 2H, CH,N)
8 (multiplett, 2H, Hj)
pyridinium 8,4 (multiplett, 1H, H
9,6 (dublett, 2H,)
Massespektrum:
M -Cl nm/z : 504

< &
‘ ON—(CH2)3 - CO5H » : 166

Eksempel 2
2-heptadekyl-2-metyl-4-[4'—(N-kinolinium)-butvrvloksymetyl]-




170632

1,3-dioksolan-klorid.

Trinn c: 5 g av forbindelsen oppnddd i Eksempel 1 (trinn b)
ble opplest i en blanding av 20 ml kinolin og 20 ml DMSO og
oppvarmet til 80°C under nitrogen i 4 dager. Kinolin og DMSO
ble fradestillert under redusert trykk og residuet
kromatografert pad en silikagelkolonne med CHCl; og deretter med
CHC1l,/MeOH, 95:5. 2,5 g av det gnskede produkt ble oppnadd som
en blanding av de to diastereoisomerene.

Rf : 0,58 (CHCl,/MeOH, 70:30)

IR kinolin 1650, 1630 og 1600 cm™!

Massespektrum:
M -Cl m/z 524
E  ew
\U N (CHs) 3 —CO5H 1 216,

NMR kinolinium i stedet for pyridinium.
§ ppm: 7,90-8,10 (4H), 8,70 (1H), 8,90 (1H), 10,90 (1H,).

Eksempel 3
2-heptadekyvl-2-metvl—-4-[4'—(N-tiazolinijium)-butyrvloksymetyl]-

1,3-dioksolan-klorid.

Trinn ¢ : 850 mg av produktet oppnddd i Eksempel 1 (trinn b) i
en blanding av tiazol (4 ml) og DMSO (6 ml), ble oppvarmet til
80°C i 24 timer. Reaksjonsblandingen ble inndampet i vakuum og
residuet kromatografert pad en silikagelkolonne med CHCl;/MeOH,
50:50 som eluent, hvorved et viskest produkt ble oppnadd.

Rf : 0,34 (CHCl,/MeOH, 70:30)

NMR tiazolinium i stedet for pyridinium.

§ ppm: 8,19 (dublett: 1H), 8,4 (dublett: 1H), 10,90 (singlett,
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1H)
Massespektrum : M - C1 : 510 m/z.

Eksempel 4

2-heptadekyl-4-[4'-(N-pyridinium) ~butyryloksymetyl]-

1,3-dioksolan-klorid.

= pyridinyl, X = Cl, p = 3.

(e

R, = Cy;H;s, R, = H, =N

_O)(
I, NMR i stedet for CH; ved 1,4 (-0 CHj3)

-0
2 multipletter sentrert om 4,9 ppm (—O><:H)
Massespektrum : M -~ C1 : 490 m/z.

Eksempel 5
2-heptadekyl-4-[4'-(N-kinolinium)-butyrvloksymetyl]-~-

1,3-dioksolan-klorid.
9
R; = Cy;Hss, R, = H, -N O= kinolinium, X = Cl, p = 3.

Rf : 0,48 (kloroform/metanol, 70:30, volumdeler).



9

Eksempel 6

metyll-1,3-dioksolan-klorid.

I
w

/ . +
R; = Cy;Hss, R, = n-propyl, ‘N<>= pyridinyl, X = Cl, p
I, NMR i stedet for CH; ved 1,4

-0 H,-
1,55 (multiplett, 4H -0 CH,-)
1,2 (32H)
0,9 (triplett, 6H, 2CH,)
Massespektrum : M - Cl1 : 532 m/z.

Eksempel 7

2-heptadekyl-2-metyl-4-[5'~( prvridinium) pentanovl-oksymetyl]-

1,3-dioksolan-klorid.

= C 9
R1 = C17H35, Rz = CH3, -N \> = pyrldlnyl, X = Cl, P = 4,

Rf : 0,23 (kloroform/metanol, 70:30).

Eksempel 8
2-(3,4,5-trimetoksyfenyl)-2-metyl-4-[4'—-(N-pyridinium)-—

butyvryloksymetyl]-1,3-diocksolan~klorid.

OCH3 @/ o
Rl = CCHB , Rz = CHS , =N \) = pyridinyl, X =Cl, p
OCH3

IR 1735 (C=0)

1610 (pyridin)

1590 (benzen)

2740 (OCH,) \
I, NMR 1 stedet for kjeden R;

3.
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-0
1,5 ppm (m, 3H, —O>K<;H3) for R,

3,7 (singlett, 9H, OCH,;)
6,8 (2H, aromatisk)
Massespektrum : M - C1 : 432 m/z.

1,3-dicksolan-bromid.

&)
= o
R, = C;H35, R, = CH;, =N’ = pyridinyl, X = Br, p

il
(8]

Trinn b : Z2-heptadekyl-2-metyl-4-(6'-brom-heksanoyloksymetyl) -

1,3~-dioksolan-bromid.

Ved & felge fremgangsmdten beskrevet i Eksempel 1 og

benytte 6-brom-heksanoylklorid, ble det e¢nskede produkt
oppnddd som et viskest produkt (utbytte 82%).
Rf : 0,57 (petroleter/eter, 80:20).

Trinn ¢ : Ved & felge fremgangsmaten beskrevet i Eksempel 1,
ble det onskede produkt oppnadd som et viskest produkt
(utbytte 70%).

Rf : 0,36 (CHCl,/MeOH, 70:30)

IR 3450 cm™* (gjenvarende vann)

1740 cm' (CO), 1180 cm! (C-0-C), 1640 cm! (pyridin)

NMR 500 MHz CDCl,, & (TMS)

0,85 (triplett, 3H, CH;), 1,25 (singlett, stor 30H),

-0
1,35 (dublett, 3H, >< , Z + E);

-0 CH,
1,45 (multiplett, 2H, CHy):
2,1 (multiplett, 2H, COCH,CH,); 2,35 (multiplett, 2H, COCH,):
3,70 og 4,35 (multiplett, 2H, CH,0, Z + E); 4 (multiplett, 3H,
CH,0CO og H-C-0);
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®

5,05 (triplett, 2H, CH,N)

pyridinium 8,1 (triplett, 2H, Hy): 8,6 (triplett, 1H, H );
9,5 (dublett, 2H, H,).

U.V. (etanol) log 3,65 258,8 nm.

Massespektrum :

M - Br m/z : 532
O%}_(CHZ)S — COZH : 194.‘

Eksempel 10
2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'—(N-kinolinium)-heksanovloksymetyl) -

1,3-dioksolan-bromid.
Rf : 0,60 (CHCl,/MeOH, 70:30)
IR kinolinium 1650, 1630, 1600 cm!
U.V. (etanol) log 4,53 235,4 nm

2,18 316,5 nm
NMR kinolinium i stedet for pyridinium.

@

§ + 5,5 (2H, CH,N), 7,90-8,40 (5H), 9,10 (1H),
10,70 (1H, Ha).
Massespektrum :

M - Br m/z : 582

Y .
ON...(CHZ) 5 — CO5H T 244
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Eksempel 11
2-heptadekyl=-2-metyl-4-[6'-(N-isokinolinium)-heksanoyloksy-

metyl)-1,3-diocksolan-bromid.

Trinn ¢ : Bruk av isokinolin i stedet for kinolin.
Rf : 0,55 (CHCl;/MeOH, 70:30)

IR isokinolin 1650, 1610, 1590 cm*.

NMR isokinoclinium i stedet for kinolinium.

@
§ : 5,15 (triplett, 2H, CH,N); 7,95-8,40 (4H); 8,80 (2H);

11,05 (1H).
Massespektrum : M - Br : 582 m/z.

Eksempel 12
2-heptadekyl-2-metyl-4-711'~(N-pyridinium-

undekanovloksymetyl)-1,3-dioksolan-bromid.
32

R, = C;H35, R, = CHj, -N@: pyridinyl, X = Br, p = 10.

Trinn b : 2-heptadekyl-2-metyl-4-(11’-brom-—
undekanoyloksymetyl)-1,3-dioksolan.

Ved & folge fremgangsmdten beskrevet i Eksempel 1 og
benytte ll-brom-undekanoylklorid, ble det onskede produkt
oppnadd.

Smeltepunkt: 52°C (utbytte 60%)
Rf : 0,26 (petroleter/eter, 85:15).

Trinn c

Smeltepunkt : 92°C.

Rf : 0,45 (CHCl;/MeOH, 70:30)
Massespektrum : M - Br : 602 m/z.
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Eksempel 13
2-heptadekyl-2-(n-propyl)=-4-[6'=(N-pyridinium)-heksanoyl=~

metyl]-1,3-dioksolan-bromid.

@ A
R, = C;H;s, R, = n-propyl, —Nfi:> = pyridinyl, X = Br, p = 5.

Rf ¢ 0,44 (CHCl;/MeOH, 70:30)
Smeltepunkt : 76°C
Massespektrum : M - Br : 560 m/z.

Eksempel 14
2-nonyl-2-metyl-4-[6'-(N-pyridinium)-heksanoyloksymetyl) -

1,3-dioksolan-bromid.

@ . . -
R; = CgHys, R; = CHj, Nfit) = pyridinyl, X = Br, p = 5.

Trinn b
Rf : 0,50 (petroleter/eter, 80:20)

Trinn c
Rf : 0,30 (CHCl,/MeOH, 70:30)

Massespektrum : M - Br : 420 m/z.

TOKSTKOLOGT

Forbindelsene fremstillet i henhold til oppfinnelsen er
blitt gitt til mus fbr bestemmelse av akutt LDs,. For samtlige
forbindelser var 1LDs, hoyere enn 300 mg/kg (i.p. eller s.c.) og
600 mg/kg (p.o.).

FARMAKOLOGI

En bekreftelse av den farmaseytiske anvendelighet av

forbindelsene fremgdr av feglgende farmaseytiske undersgkelser:

1) Hemming av blodplateaggregasijon hos New Zealand-kaniner.
Undersgkelsene ble foretatt pd blodplater med plasma fra
New Zealand-kaniner.
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Blodpregver ble tatt fra orearterien og anbragt i citrat-
buffer (3,8%; pH 7,4); blodet ble deretter sentrifugert i
15 min. ved 1200 rpm.

Testforbindelsene ble tilberedt i DMSO og helt over pa
blodplaterikt plasma i 1 minutt, hvorpéd en dose pa 2,5 nM
PAF ble tilsatt.

Bestemmelsen ble foretatt pad et Cronclog Coultronics
apparat som bestemmer den prosentuelle transmisjon som
tilsvarer maksimalhegyden av toppen for desaggregasjonen.
Variasjonsprosenten av hemmingen med hensyn til den
prosentuelle transmisjon ble beregnet (kontroll; ren
DMSO) .

Denne metode er utferlig beskrevet i Laboratory
Investigations, Vol. 41, Nr. 3, s. 275, 1979, av Jean-
Pierre Cazenave, Jaques Benveniste & J. Fraser Mustard,
"Aggregation of Rabbits Platelets by Platelet-Activating
Factor Is Independent of the Release Reaction and the
Arachidonate Pathway and Inhibited by Membrane-Active
Drugs".

Resultatene viser at forbindelsene hemmer aggregasjonen
indusert av 2,5 nM PAF. Fem forsek foretatt pa fem
forskjellige kaniner gjorde det mulig & beregne ICs,—
verdien av de forskjellige forbindelser ved hjelp av
line®r regressjon.
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Hemming av PAF-indusert blodplateaggregasjon i

blodplaterikt plasma fra kaniner.

Eks. nr. : IC;; PRP (M)
NE:. Leeuieeeenenoneonanenanens 2,2 . 10°°
NE:. 2tueeeceeeoeneaaneaneanees 1,2 . 107
Nr. 3..... et rer et e .. 2,15 . 1070
NE. deeieneenneenaanaaannns .. 7 .10
NE:. Beereveneencneonaenananns 3,1 . 107®
NE. 6eeieeenconanannn ceeeeee. 3,04 . 10°¢
Nr. 7eeeeee.. Ceetesteenescass B . 107
NYr. 8.cuiieienceceaoananas eee. 1,13 . 1073
NY:. Qiiiereenennaacnaonannns 4,04 . 1077
NY. 10.eeeeeoeoeaeaaenaanaeans 3,03 . 1077
NE. 12.cieeeeenennaconaonnnnns 3,12 . 1073
Nr. 13........ S eerecceesesanan 1,73 . 10°¢
NE. 14 eieeeeneeneeneanennens 1,46 . 10°®

2) BINDING

Den anvendte syntetisk tritierte [°H]-PAF ble benyttet i
etanolopplesning og hadde en spesifikk aktivitet pa
59,5 ci/mmol. Umerket PAF og lyso-PAF ble opplest i etanol og
oppbevart ved -80°C. Forbindelsene ble opplest i DMSO.

Fullblod (6 volumdeler) fra kanin ble tatt ut fra den
midtre ¢rearterie og overfort i 1 volumdel ACD-opplesning
(sitronsyre 1,4 g, natriumcitrat 2,5 g, dekstrose 2 g per
100 ml H,0) og sentrifugert ved 150 g i 15 minutter. Det
blodplaterike plasma (PRP) ble forsiktig tatt ut og
sentrifugert i 15 minutter ved 1000 g. Den oppnadde blodplate-
pellet ble deretter vasket tre ganger, to ganger med Tris-HCl-
buffer 10 mM, pH 7,4 inneholdende NaCl 150 mM, MgCl, 5 mM, EDTA
2 mM, og siste gang i den samme, men natriumfrie buffer.

Den oppnédde blodplate-pellet ble resuspendert i
sistnevnte buffer, hurtig nedfrosset i flytende nitrogen og
langsomt opptint ved romtemperatur minst tre ganger som
beskrevet av T.Y. Shen et al. De lyserte blodplatene ble
sentrifugert ved 100.000 g i 30 minutter i en Beckman modell
18.55 ultra-sentrifuge (rotor 50,2 Ti). Blodplatemembran-
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homogenatet ble oppbevart ved =-80°C og benyttet innen 2 uker
uten merkbare forandringer i "PAF-acether"
bindingskarakteristika.

Proteininnholdet ble bestemt etter Lowry's metode ved &
benytte storfeserum-albumin som standard.

60-100 mikrogram membran-proteiner ble tilsatt til et
sluttvolum pa 1 ml i et plastrer innenholdende 1 nM [°H]-PAF i
Tris-HCl 10 mM pH 7 buffer inneholdende 0,025% storfeserum-
albumin og inkubert med eller uten umerket PAF eller PAF-
antagonist. Inkuberingen ble foretatt i 1,5 timer ved 0°C.
Bundet [®H]-PAF ble fraskilt fra den frie [°H)-PAF ved omgdende
filtrering gjennom Whatman GF/C glassfiberfilter under vakuum
(Brandel system). Reaksjonsblandingen og filterne ble vasket
tre ganger med 5 ml iskald buffer. Filterne ble deretter
anbragt i polyetylenampuller oppfyllt med 10 ml
scintillasjonsvaeske, hvorpd radioaktiviteten ble malt ved
hjelp av en LKB fB-teller med 45% efficiency.

Den uspesifikke binding ble bestemt i narvaer av 10° M
umerket PAF. Den spesifikke binding ble beregnet ved &
subtrahere uspesifikk binding fra totalbindingen.
Forbindelsenes hemming av den spesifikke [’H]-PAF-binding ble

bestemt som prosentuell hemming etter formelen:

(°H-PAF bundet i narvar)
(*H-PAF totalbundet) - ( )
( av forbindelser )
% hemming = X
100
*H-PAF spesifikt bundet

Eks. nr. ICs
NE. lieeieeeeoennnnennnans . 4,5 . 1077
Nr. 9....... e eeeee e . 3,5 . 10°®
Nr. J10.ceeeeieeneeeeeennennn 3,5 . 1078

Nr. 24t inenneennennnennnn 6,1 . 1077
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3) BRONKOKONSTRIKSON, LEUKOPENI OG TROMBOCYTOPENI
INDUSERT AV PAF T MARSVIN
Marsvin-hanner (400-500 g) ble anestetisert med uretan

(1,5 g/kg: i.p.) for trakeostomi, og ble ventilert med en
respiratorpumpe (UGO Basile) (70-80 éndinger/minutt,'l nl
luft/100 g/édnding). For & oppheve spontan respirasjon ble det
foretatt en pneumothorax. Innblasningsmotstanden ble mdlt med
en trykk-transducer (UGO Basile) mot et opprinnelig trykk pa
10 cm H,0 i henhold til Konzett & Rossler. Dyrene ble inndelt i
grupper og ble behandlet, eller ikke behandlet, med
forbindelsene fremstillet i henhold til oppfinnelsen (0,05,
0,1, 0,5, 1 og 5 mg/kg). Produktene ble gitt i.v. 1 time for
PAF-tilferselen.

Dyrene ble utsatt for forskjellige doser PAF (30-

100 n/kg) gitt intravenest, og variasjonene i
innblasningsmotstanden ble registrert.

Blodprgver ble tatt for og 1,5 og 10 minutter etter PAF-
tilfgrselen. 40 mikroliter blod ble fortynnet i 10 ml isoton
(Coultronics, Frankrike); erytrocytter ble lysert med
Zapoglobin (Frankrike) for leukocytter ble tellet i en Coulter
Counter. For & bestemme blodplate-antallet, ble 40 mikroliter
bled fortynnet i 2 ml isoton og sentrifugert med 100
omdreininger per minutt i 30 sekunder, hvorpd 100 mikroliter
av supernatanten ble tatt ut og fortynnet i 10 ml isoton for
telling i en Coulter Counter.



170632

18
Tabell nr. 1 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1, 3~
dioksolan~-bromid pa PAF-indusert bronko-
konstriksjon.
Doser Prosent Prosent
|mg/kg i.v. bronkckonstriksjon variasjon
Kontroll - 79,8 +/- 3,22 -
Forb. fra 5 3,5 +/- 1,53 95,6***
1 19,1 +/- 10,51 76,1%%x
0,5 23,6 +/- 7,15 70,4%%%
Eksempel
0,1 43,8 +/- 14,77 45,1**
nr. 9 0,05 79,0 +/- 9,27 1,0 NS

For samtlige tabeller gjelder:

NS

*
* %

* % %

Ikke Sign

: p < 0,05
: p < 0,01

p < 0,001

ifikant
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170632

: Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-

pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-
bromid p& PAF-indusert leukopeni.

Prosent
Doser n Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- variasjon
antall
8 1 40,8 +/- 17,18 -
Kontr.
- 8 5 29,2 +/- 10,89 -
8 10 33,5 +/- 5,04 -
3 1 16,5 +/- 2,42 -59,6%
5 3 5 15,9 +/- 0,99 -45,5NS
Forb. 3 10 18,7 +/- 5,08 -44,2NS
4 1 3,5 +/- 12,60 -91,4**
fra 1 4 5 2,9 +/- 10,51 -90,1%
4 10 1,0 +/- 22,62 -97,0%x*
Eks. 6 1 34,6 +/- 6,35 -15,2NS
0,5 6 5 19,0 +/- 6,42 -34,9NS
6 10 14,6 +/- 5,36 -56,4NS
nr. S
6 1 41,8 +/- 6,50 + 2,5N8
0,1 6 5 31,9 +/- 4,88 - 9,2NS
6 10 33,5 +/- 4,65 0,O0NS
3 1 45,3 +/- 5,70 +11,0NS
0,05 3 5 21,6 +/- 3,42 -26,0NS
3 10 14,2 +/- 17,30 -57,6NS




170632

20
Tabell nr. 3 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-

pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-

bromid pa PAF-indusert trombocytopeni.

Prosent
Doser n Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- variasjon
antall
8 1 68,6 +/- 6,79 -
Kontr.
- 8 5 42,4 +/- 2,71 -
8 10 42,5 +/- 3,14 -
3 1 4,2 +/- 2,35| -93,9%x%x
5 3 5 5,6 +/- 1,84] -86,8%%xx%
Forb. 3 10 1,1 +/- 1,15| -97,4***
4 1 11,5 +/- 6,21| -83,2%**
fra 1 4 5 22,5 +/- 3,27| -46,9%
4 10 21,0 +/- 3,87 -50,6*
Eks. 6 1 19,3 +/- 10,19 =71,9%%x
0,5 6 5 9,6 +/- 12,15 =77 ,4**%
6 10 10,9 +/- 9,94| -74,4%x*
nr. 9
6 1 30,1 +/- 13,72 -56,1*%*
0,1 6 5 34,7 +/- 3,60| -18,2NS
6 10 42,3 +/- 4,791 - 0,5NS
3 1 45,2 +/- 1,20} -34,1NS
0,05 3 5 43,0 +/- 4,80 + 1,4Ns
3 10 36,1 +/- 2,41} -15,1NS
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Tabell nr. 4 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'(N-
kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-1, 3-
dioksolan-bromid p& PAF-indusert bronko-
konstriksjon
Doser Prosent Prosent
mg/kg i.v. bronkokonstriksjon variasjon
Kontroll - 90,8 +/~- 0,95 -
Forb. fra 1 8,1 +/- 2,91 ~ 91,1%x%
Eksempel 0,5 25,1 +/- 6,53 ~ 72,4%*%
nr. 10 .
0,1 80,4 +/- 13,78 - 11,5NS
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: Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-

dioksolan-bromid pd PAF-indusert leukopeni.

Prosent
Doser Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- variasjon
antall
1 41,4 +/- 8,0
Kontr.
- 5 28,7 +/- 6,9
10 26,9 +/- 10,1 -
1 24,1 +/- 6,8 - 41,0 NS
1 5 9,3 +/- 9,4 | - 67,6 **
Forb. 10 8,9 +/- 13,2 | - 66,9 *x
1 17,0 +/- 12,9 - 58,9*
fra 0,5 5 9,0 +/- 11,8 | - 68,6%*
10 -7,6 +/- 17,5 +128, 3NS
Eks. 1 38,8 +/- 6,3 | + 6,3NS
0,1 5 38,9 +/- 5,7 + 35,5NS
10 41,2 +/- 6,5 + 53,2NS
nr. 10
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Tabell nr. 6 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-
dioksolan-bromid pd PAF-indusert

trombocytopeni.
Prosent
Doser n Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- variasjon
antall
6 1 65,3 +/- 8,5
Kontr.
- 6 5 49,1 +/- 4,8 -
6 10 48,5 +/- 0,5
5 1 19,3 +/- 1,4 ~58,3%%%
1 5 5 22,1 +/- 2,5 ~-55,0%%
Forb. 5 10 19,4 +/- 3,6 -60,0%*
5 1 26,2 +/- 6,3 | -59,9%x
fra 0,5 5 5 29,8 +/- 1,7 -39,3%
5 10 32,1 +/- 5,8 | -33,8%
Eks. 5 1 51,1 +/- 12,1 -21,7NS
0,1 5 5 49,1 +/- 8,8 0 NS
5 10 45,0 +/- 9,7 - 7,2NS
nr. 10
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RESULTATER

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6' (N-pyridinium)-heksanoyloksy-
metyl]-1,3-dioksolan-bromid (0,5, 1 og 5 mg/kg i.v.) og 2-
heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-
1,3-dioksolan-bromid (0,5 og 1 mg/kg i.v.) hemmer PAF-indusert
bronkokonstriksjon og PAF-indusert trombocytopeni i marsvin.

4) ANTIGEN~INDUSERT BRONKOKONSTRIKSJON, LEUKOPENI OG
TROMBOCYTOPENI I MARSVIN PASSIVT SENSIBILISERT MED
HETEROLOGT SERUM
Intravengs injeksjon av ovalbumin i marsvin som var

passivt sensibilisert med anti-ovalbumin antiserum fra kanin,

induserer en bronkckonstriksjon sammen med en leukopeni og

trombocytopeni. Denne anafylaktiske reaksjon skyldes tilsyne-
latende frigjeringen av histamin og dannelse av arachidonsyre-
metabolitter (prostaglandiner, tromboksan A, og leukotriener).

I marsvin er frigjgringen av disse autacoider primazrt formidlet

via immunoglobuliner av IgG-klassen.

Som forsgksdyr ble Hartley marsvin-hanner, Charles River
(450-550 g) benyttet.

Immunisering ble oppnddd ved 18 timer fgr pavirkning med
antigenet 3 injisere intravengst 0,5 ml/kg av halv-fortynnet
anti-ovalbumin antiserum fra kanin.

Irritamentet ble oppnadd ved:

Ovalbumin, 0,75 mg/kg,

Intravengs injeksjon av antigenet i et sluttvolum pa 1 ml/kg

Bzremiddel 0,15 M Nacl.

Forbindelsene ble gitt oralt i et volum pa 2,5 ml/kg 1
time for antigen-irritamentet. Etter anestesi ved intraperitoneal
injeksjon av etylkarbamat (1,5 g/kg) i et volum pa 10 ml/kg.
Fplgende parametere ble undersgkt:
a - Bronkokonstriksjon
Antigen-indusert bronkokonstriksjon i mm (A)
Maksimal bronkokonstriksjon i mm (B)
Den prosentuelle bronkokonstriksjon ble beregnet pa
felgende mdte:
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A x 100
B
Neutrofile celler og blodplate-telling ble foretatt 1
minutt fgr og 1,5 og 10 minutter etter irritamentet. For-
andringene i prosent ble beregnet pa basis av de verdier som
ble oppnddd 1 minutt for irritamentet.
Fglgende utstyr ble benyttet:
Ugo Basile} Comerio Italia,
Rodent ventilator ref. 7025
Bronchospam transducer ref. 7020
To-kanals skriver "Gemini" ref. 7070
Coultrcnics, Frankrike,
Coulters Counter 2 B I

Tabell nr. 7 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
pyridinium)-heksanoyloksymetyl]l-1, 3-
dioksolan-bromid pd@ antigen-indusert bronko-

kenstriksjon
Dose Prosent Prosent
mg/kg i.v. n bronkokonstriksjon variasjon
Kontroll - 6 71,9 +/- 14,2 -
Forb. fra 5 : 8 51,3 +/- 14,2 - 28,7 NS
Eks. nr. 9
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Tabell nr. 8 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-

pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-
bromid pd antigen-indusert leukopeni.

Prosent
Dose n Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- hemming
antall
6 1 -11,8 +/- 5,1
Kontr.
- 6 5 -39,6 +/- 9,5 -
6 10 -53,9 +/- 7,1
Forb. 8 1 -15,6 +/- 6,6 +32,0 NS
fra 5 8 5 - 8,7 +/-10,7 -78,0%*
Eks. 8 10 -12,3 +/-14,1 -77,2%
nr. 9
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Tabell nr. 9 : Effekt av 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-
bromid pad antigen-indusert trombocytopeni

Prosent
Dose n Tid senkning av Prosent
mg/kg i.v. (min.) leukocytt- hemming
antall
6 1 - 6,8 +/- 2,7
Kontr.
- 6 5 -39,7 +/- 12,5 -
6 10 -26,1 +/- 8,1
Forb. 8 1 + 0,3 +/- 7,9 -104,4NS
fra 5 8 5 - 3,5 +/- 3,1 - 91,2%x%
Eks. 8 10 -15,7 +/- 6,2 - 39,8NS
nr. 9 ’
RESULTATER

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-pyridinium)-heksanoyl-
oksymetyl]-1,3-diocksolan-bromid (5 mg/kg i.v.) antagoniserer
antigen-indusert leukopeni og trombocytopeni uten & vesentlig
redusere antigen-indusert bronkokonstriksjon.

5) VIRKNING AV PAF-INDUSERT HYPOTENSJON I ANESTETISERTE ROTTER

Sprague-Dawley-hannrotter (250-300 g) (Charles River
Breeding Station) ble anestetisert med etylkarbamat i en dose pa
1,2 g/kg i.p.

Intravengs injeksjon av PAF forarsaker en doseavhengig
hypotensjon. De kurative virkningene av 2-heptadekyl-2-metyl-4-
[6'-(N-pyridinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-bromid og
2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-kinolinium-heksanoyloksymetyl]-
1,3-dioksolan-bromid ble undersgkt overfor PAF-indusert
hypotensjon. Hypotensjon ble fordarsaket ved en enkelt dose PAF
(1 mikrogram/kg) ved intravengs injeksjon, direkte i vena penis
i et volum pd 0,1 ml1/100 g. Medikamentene ble gitt under den
maksimale hypotensjon, dvs. 3 minutter etter PAF-injeksjonen.
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Det systoliske og diastoliske arterielle trykk (mmHg) ble
mdlt. I de etterfglgende kurver er verdiene angitt som gjennom-
snitt +/- SEM.

Fglgende mdleapparater ble benyttet:

Gould Py, transducer for & mdle arterielt trykk,
Braun perfuser,
Gould 8000 s polygraphic recorder.
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6) ANTAGONISME AV DEN POLYMORFONUKLEZRE LEUKOCYTT-AGGREGASJON

INDUSERT AV PAF.

Polymorfonuklezre leukocytter (PMNs) ble oppnddd som
beskrevet av A.W. Ford-Hutchinson & al., (Br. J. Pharmacol. 76,
367 - 371, 1982). Cellesuspensjoner (< 90% PMNs) ble fremstillet
fra peritoneale eksudater oppnddd etter en 5 ml i.p. injeksjon
av natrium-kaseinat 12% (vekt/volum) til Wistar hannrotter med
300 g legemsvekt.

Etter sentrifugering ble cellene vasket med Hanks-opplesning
og resuspendert i MEM/Hepes 30 mM medium (pH = 7,4) ved en
konsentrasjon p& 107 celler/ml. Cytochalasin B (5 mikrogram/ml)
ble tilsatt 10 minutter fgr aggregasjonsutlegsningen for &
forsterke aggragasjonen av PMNs. Lystransmittansen i celle-
suspensjonen (400 mikroliter) ble malt under magnetisk omrering
med en hastighet pd 900 rpm., med et dobbeltstrdle-aggregometer
(Cronolog Corp. Coultronics).

Kontrollkyvetten inneholdt cellesuspensjonen fortynnet til
20% av celleantallet med MEM, og differansen representerer 100%
transmittans. Transmittansforandringen som inntrer ndr PAF
tilsettes, ble kontinuerlig registrert.

Medikamenter opplgst i MEM/Hepes ble tilsatt (4 mikroliter)
til PMNs-suspensjonen 2 minutter fgr PAF-tilsetningen.

RESULTATER

PAF 10-8 M induserte 55 til 70% aggregasjon av denne PMNs-
suspensjonen.

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-pyridinium)-heksanoyloksy-
metyl]-1,3-dioksolan-bromid og 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-bromid ga en
dose-avhengig hemming av denne aggregasjon med felgende ICso-
verdier:

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'(N-pyridinium)-heksanoyloksy-
metyl]-1,3-dioksoclan-bromid : 5 x 10-7 M

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-kinolinium)-heksanoyloksy-
metyl]-1,3-dioksolan-bromid : 10-¢ M
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7) HEMMING AV INTRACYTOSOLISK FRI KALSIUM-MOBILISERING

INDUSERT AV PAF I VASKEDE BLODPLATER FRA KANIN

Blod fra kaninens prearterie ble overfprt til sitronsyre/-
natriumcitrat/dekstrose og antikoagulant, og de vaskede
blodplater ble behandlet som beskrevet av Ardlie et al., Brit.
J. Pharmacology, 19 7-17, 1970. Blodprevene ble inkubert med
acetylsalicylsyresalt (100 mikromol, 30 minutter) for & unnga
tromboksan-indusert aggregasjon. De ble deretter ladet med den
fluorescerende kalsium-indikator, farvestoffet Quin-2 ved
inkubering med Quin-2/aceto-metylester (15 mikromolar i DMSO,
20 minutter ved romtemperatur) som penetrerer cellemembranen og
etter hydrolyse fanges opp av blodplatene. Medikamentene ble
preinkubert med blodplater i 15 minutter samtidig med CP/CPK-
blanding som gdelegger utskilt ADP.

Fluorescensmalingene ble deretter foretatt (excitasjon
A= 339 nm, emisjon A= 492 nm) etter PAF-tilsetning til
blodplate-suspensjonen. Fluorescens-intensiteten er proposjonal
med det frie cytosoliske kalsiumnivd [Ca2*]i som kan bestemmes
som beskrevet av Tsien & al., J. Cell. Biol., 94, 325-334, 1982.

RESULTATER

Blodplate-stimulering indusert av PAF 2 x 10-° M, gket
[Ca2+]i-nivdet fra ca. 150 nM under hviletilstand til 400-600 nM.

2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-pyridinium)-heksanoyloksy-
metyl]-1,3-dioksolan-bromid og 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
kinolinium)-heksanoyloksymetyl]-1,3~-dioksolan-bromid i en
konsentrasjon pa 5 x 10-7 M hemmet totalt den PAF-induserte
[Ca2*]i-mobilisering. Ved 5 x 10-8 M var hemmingen av PAF-
effekten henholdsvis 44% for 2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-
pyridinium-heksanoyloksymetyl]-1,3-dioksolan-bromid og 75% for
2-heptadekyl-2-metyl-4-[6'-(N-kinolinium)heksanoyloksymetyl]-
1,3-diocksolan-bromid.

MEDIKAMENTERING

Human-terapeutisk utgjer daglige perorale doser fra 0,1
til 0,5 mg i form av tabletter eller kapsler med enterosolubil
drasjering. Ved intravengs administrasjon utgjer de tilsvarende
degndoser fra 0,01 til 0,05 mg. Behandlingen foretas vanligvis
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Patentkravw

1. Analogifremgangsmate for fremstilling av nye terapeutisk
aktive aminoacylater av glycerolacetal med den generelle
formel I

CH,=0 R,

P4 /\C/ -
LN ,
CH-0 R, I
I D 4 S

: w 7
CH,0 CO(C::.Z)D_N\> X

-

hvor
R, betyr en fenylgruppe som er substituert med én eller flere

metoksygrupper, eller en gruppe med formel C.H,,.;,, hvor m er et
heltall fra 9 til 25,

R, betyr et hydrogenatom, en fenylgruppe eller en gruppe med
formel CH, ,,, hvor n er et heltall fra 1 til 10,

p er et heltall fra 3 til 10,

@ :
- ::) betyr en nitrogenholdig heterocyklisk gruppe valgt fra

pyridinium, 3-tiazolinium, kinolinium, isokinolinium,
imidazolium og pyrazinium, og

X" star for anionet av en farmaseytisk akseptabel uorganisk
eller organisk syre,

karakterisert ved at

et svakt stokiometrisk overskudd av et aldehyd eller keton med

formel R,COR,, hvor R, og R, er som ovenfor definert, omsettes
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med glycerol i et upolart opplesningsmiddel, i narvaer av p-
toluensulfonsyre og under tilbakelgpsbetingelser, hvorpa det
resulterende 4-hydroksymetyi-1,3-dioksolanderivat ved rom-
temperatur omsettes med et ®w -halogenalkanoylklorid med formel
ClCO(CHz)pY, hvor p er som ovenfor definert, og Y er halogen, i
nervar av en organisk base sa som trietylamin, og den
resulterende forbindelse med formel

onsettes med en nitrogenholdig heterocyklisk forbindelse med
formel

Nfi:> , ved 50-80°C under nitrogen-gjennomstremning,

og nar X er forskjellig fra halogen, omdannes det tilsvarende
hydrohalogenid til det onskede formaseytisk akseptable salt pa
i og for seg kjent mate.

2. Fremgangsmate ifelge krav 1 for fremstilling av en
forbindelse med formel I hvor X star for et halogenidion
eller et anion av benzoesyre, eddiksyre, metansulfonsyre eller
vinsyre, karakterisert ved at tilsvarende
utgangsmaterialer anvendes.
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