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oder ~0~R4 bedeuten, jedoch verschieden sind; Rq und Ry

stelien einen n-Alkylrest mit 12 bis 20 Kohlenstoffatomen oder einen
n-Alkenylrest mit 12 bis 20 Xohlensioffatomen dar, welcher keine
Doppelbindung in der l1e=Stellung aufweist; vy ist ein Alkylenrest mit
2 bis 4 Kohlenstoffatomen, wobei die beiden Valenzen an verschiedenen
Kohlenstoffatomen vorhanden sind, oder ein ortho-, meta« oder
para=Phenylendimethylenrest, sowie die pharmazeutisch annchmbaren
Séureadditicnssalze davon. Die neuen Verbindungen zeigen eine
Antivirenaktivitit geqeniiber einer gro8en Vielzahl von Viren in vivo
bei Sdugetieren und in vitre bel Kulturen aus Sidugstisrgewebe,
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Verfahren zur Hersteliung von Aminderivaten von Glyzerin
und Propandiolen

Anwendungsgebiet der Erfindung:

.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
neven Aminderivaten von Di~O-(n-htheren-alkyl und -alkényl)-
glyzerinen und -propandiolen sowie deren pharmazeutisch
annchmbaren Sdureadditionssalzen, welche zur Bek#mpfung
voanireninfektionen bei SHugetieren vorteilhaft sind.

Charskterigtik der bekannten technischen ILosungen:

Virusinfektionen, welche Sdugetiere einschlieBlich llenschen
befallen, sind normalerweise ansteckende Krankheitenrn, die
grofie menschiiche Leiden und wirtschaftlichen Verlust be-
dingen., Ungliicklicherweise ist das Auffinden von Verbin-
dungen mit Antivirusaktivitdt sehr viel komplizierter und



5 @ T L
-2- 267 370

schwieriger als das Auffinden von antibekteriellen Miitteln
und Antipilzmitteln. Dies ist teilweise der engen Struk-~
turdhnlichkeit von Viren mit der Struktur von bestimmten,
essentiellen Zellbestandteilen wie Ribonuclein- und Deoxy-
ribonucleinsiuren zuzuschreiben. Dennoch sind zahlreiche,
nicht zu den Viren gehorige, "Antivirenmittel™ in der Li-
teratur beschrieben, d.h. Substanzen, welche "entweder
einen schiitzenden oder therapeutischen Effekt bis zum klar
nachweisbaren Vorteil bei dem mit Viren befallenen Gast
bilden kﬁnnen;%oder es handelt sich um irgendwelche lig~-
terialien, welche in signifikeanter Weise die Antik&rper-
bildung fordern, die AntikSrpersktivitédt verbessern, die
nicht-gpezifische Resistenz verbessern, die Konvaleszenz
beschleunigen oder Symptome uhterdrﬁcken",‘siehe Herman

et al., Proc. Soc. Explt. Biol. HMed. 103 (1960), 625. Die
Liste der angegebenen Antivirenmittel umfaBt -~ um einige
Wenigé'aufzuzéhlen ~ Interferon und synthetische Haterialien
wie Amantadinhydrochlorid, Pyrimidine,.Biguanide,‘Guanidin,
Pteridine und llethisazon. Wegen des ziemlich engen Bereiches
von Vireninfektionen, welche durch jedes dieser derzeit im
Handel erhdltlichen Antivirenmittel behandelt werden kann,
g8ind neue synthetische Antivirenmittel als potentiell wert-
volle Erginzungen der "Waffen" der medizinischen Technolo-
gie willkommen. '

Die Zellen von S@ugetieren bilden als Ansprechen auf Virus-
infektionen eine Substanz, welche es den Zellen mdglich
"macht, der Vermehrung einer Vielzahl von Viren zu wider-
stehen. Diese Viren resistierenden oder Viren st¥renden
Substanzen werden als "Interferone" bezeichnet. Die Inter-
ferone sind Glycoproteine, die in ihren physikalisch-chemi-
schen Eigenschaften verschieden sein k®nnen, welche jedoch
alle die gleiche biologischen Eigenschaften zeigen, ndmlich
daB sie einen groflen Bereich von nicht miteinander verwand-
ten Viren hemmen, daB sie keine toxischen oder anderen
schédlichen Effekte auf Zellen besitzen und def sie srytspe-
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zifisch sind, siehe Lockart, Frontiers of Biology, Vol. 2,
"Interferons", herausgegeben von Finfer, W. B. Saunders Co.,
Philadelphia (1966), Se 19/20,

Bislang wurde jedoch noch keine praktische, wirtschaftliche
liethode zur Herstellung von exogenem Interferon fiir die
routineméfiige, klinische Anwendung gegen Vireninfektionen
entwickelt. Eine alternative Anndherung zur Bildung von
Interfercn wurde daher verfolgt, wobei diese die Applika~
tion einer "Nichtvirensubstanz' bei dem zu schiitzenden oder
zu behandelnden Séugetier umfaBt, welche die Bildung von
Interferon in den Zellen stimuliert oder induziert. Das auf -
diese Weise gebildete Interferon wird als "endogenes" In-
terferon bezeichnet.

In der US-Patentschrift 2 738 351 ist engegeben, daB Verbin-
dungen der folgenden allgemeinen Formel

R1--X--CH2

1

CH-Z-ALK-B

1

R2-Y-CH2

-

worin jeder der Reste R, und R, ein Alkyl-, Aralkyl-, Aryl-,
Cycloalkyl-, nitrosubstituierter Aryl-, halogensubstituier-
ter Aryl-, alkylsubstituierter Aryl- oder alkecxysubstitu-
iexrter Aryl—Rest ist, jeder der Reste X, ¥ und Z Sauerstoff,
Schwefel oder Sulfonyl sein kann, ALK ein geradkettiger oder
verzweigtkettiger Alkylenrest mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen
ist und B Di(nieder)-alkylamino, Piperidino, Morpholino,
Pyrrolidino, (Niederalkyl)-pyrrolidino, N'-Alkyl-piperazi-
no oder Pipecolino sein kann, Mittel zur lckalen Anaesthe-
sie sind, Weiterhin werden elternative synthetische Wege in
Spalte 1, Zeilen 57~70 dieser US~Patentschrift diskutiert
und Zwischenprodukte der oben angegebenen Formel genennt,
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worin B.Amino und (Wiederalkyl)-amino ist. Jedoch enthili
keine der spezifisch angegebenen Verbindungen dieser US-
‘Patentschrift einen RT--oder R2~Alkylrest hoher als n-Pen-
tyl. Weiterhin sind in keiner dieser Verbindungen die bei-
den Reste R‘I und Rz'Alkyl und beide Reste X und Y Sauer-
stoff,

Verbindungen mit Wirkung als Insektizide und WMitizide (Mil-
benvertilgungsmittel) der folgenden Formel

R1 -CHQ

CHm(CHE)q-A,

R,~CH,

worin R1 und'R2 unter anderem jeweils Niederalkylthio gein
konnen, q = 0 bis 5 ist und A uv.a. ein 1-Piperidino oder
Di{niederalkyl)-amino sein kann, sind in dem japanischen
Patent J7-6042-177 beschrieben.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

EBs wurde nun gefunden, daB bestimmte, neue Amin- und Amidin-
derivate von Di-0-(n-htheren-alkyl und -alkenyl)-glyzerinen
und ~propandiolen in der Iage sind, Vireninfektionen bei
Sgugetieren zu bekdmpfen.

Die neuen,erfindungsgeméBen Verbindungen begitzen die Formel:



und der pharmazeutisch annehmbaren SHureadditionssalze da-
von, worin Q1 und Q2 entweder = 0 = ¥ - NHR3 oder - 0 - R
jedoch verschieden sind worin bedeuten:

R, und R, einen n-Alkylrest mit 12 bis 20 Kohlenstoffatomen
oder einen n-Alkenylrest mit 12 bis 20 Kohlenstoffatomen,
welcher keine Doppelbindung in der 1-Stellung aufweist;

Y einen Alkylenrest mit 2 bis 4 Kohlenstoffatomen, wobei
die zwei Wertigkeiten an unterschiedlichen Kohlenstoffato-
‘men vorliegen, einen ortho-, meta- oder para-Phenylendi-
methylenrest

1’

worin q eine ganze Zahl von 1 bis 3 ist und die librigge-
bliebene Bindung an O gebunden ist,

R3 ein Vagserstoffatom oder einen Alkylrest mit 2 bis 4
Kohlenstoffatomen darstellt.

Die Erfindung betrifft weiterhin die SHureadditionssalze
der neuen antivirslen Verbindungen der Formel (I).

Die erfindungsgeméfien Verbindungen Zeigen'eine Antiviren~
ektivitdt gegeniliber einer groBen Vielzahl von Viren in vivo
bei Sdugetieren und in vitro bei Kulturen aus Stugetierge-
webe. Wenigstens ein wesentlicher Anteil dieser Aktivitdt
ergibt sich aus der Fihigkeit dieser Verbindungen zur In-
duktion der Bildung von Interferon in den Zellen, d.h. von
endogenem Interferon.

Unter "pharmazeutisch annehmbaren" Siureadditionssalzen
sind solche Salze zu verstehen, welche bei den applizier-
ten Dosierungen nicht foxisch sind. Die pharmazeutisch an-
nehmberen SHureadditicnssalze, welche eingesetzt werden
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kOnnen, umfassen solche wasserlislichen und waéserunlbsli-
chen Salze wie Hydrochlorid-, Hydrobromid-, Phosphat-, Ni-
“trat-, Sulfat-, Acetat-, Hexafluorophosphat-, Citrat-, Glu-
conat~, Benzoat-, Propionat-, Butyrat-, Sulfosalicylat-,
Malegt~, Laurat-, llalat-, Fumarat-, Succinat-, Oxalsat-,
Tartrat-, Amsonat-(4,4'~Diamino-stilben~2,2'~disulfonat),
Pamoat~{(1,1'-Methylen-bis-2~hydroxy-3-naphthoat), Stearst-,
3-Hydroxy-2-naphthoat-, p-Toluclsulfonat-, NMethansulfonat-,
Lactat- und Suramin-sslze.

Eine bevorzugte Gruppe von Verbindungen der Formel (I) be-
steht aus den Hydrochloridsalzen der Basen. Eine andere be-
vorzuglte Gruppe von Verbindungen der Formel I besteht aus
Verbindungen, worin R1 und Rz Jeweils ein n-Alkylrest mit

14 bis 18 Kohlenstoffatomen sind.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Verbindungen der Formel

I besteht aus solchen Verbindungen, worin 31 und R2 jeweils
ein n-Alkylrest mit 14 bis 18 Kohlenstoffatomen gind und die-
se die gleiche Anzahl von Kohlenstoffatomen aufweisen.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Verbindungen der Formel I
besteht aus solchen Verbindungen, worin R1 und R2 jeweils
ein n-Hexadecylrest sind.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von erfindungsgemdfen Ver-
bindungen besteht aus solchen Verbindungen der Formeln I
worin RB ein Vasserstoffatom ist und Y ein geradkettiger
Alkylenrest mit 2 bis 4 Kohlenstoffatomen ist.

Eine weitere bevorzugte Gruppe von Verbindungen der Formel
_I besteht aus solchen Verbindungen, worin RB ein Vasger-
stoffatom ist und Y ein ortho-, meta- oder para-Phenylen-
dimethylenrest ist,

Besonders wertvoll sind die folgenden Verbindungen und ihre
pharmezeutisch annehmbaren Sdureadditionsselze:

15 3=-Di=0-(n-hexadecyl)~2-0~(3~aminopropyl)-glyzerin
1,Q»Dino—(nmheiadecyl)~3~O-(3-aminopropy1}nglyzerin

| 1, 3-Di=0-{n~hexadecyl)-2=0=(meta~aminomethylbenzyl)~glyzerin.

-l
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1,2=-Di-0-(n-hexadecyl)=3-0- (meta—aminomnthylbenzyl)-glyzerin
1,2-Di-0-{n~tetradecyl)-3-0~(meta~aminomethylbenzyl)-glyzerin
1,3=-Di=0~(n-hexadecyl)-2~0- - (meta~aminomethylphenyl)-glyzerin
1,3-Di-0~(n-hexadecyl)-2-0-( para-aminomethylphenyl ) ~glyzerin
1,2-Di-0=(n—hexadecyl)-3-0-(para—aminomethylphenyl)-glyzerin.

Die Verbindungen der Formel I kidnnen aus dem geeignéten
1,2-Di~0-(n-hSheren-alkyl oder -alkenyl)-glyzerin und
1,3-Di-0~(n-htheren-alkyl oder -alkenyl)-glyzerin als Aus-
gengsmaterialien nach dem Fachmann an sich bekannien Hetw
hoden hergestellt Werden; Beispielsweise kinnen herge-
stellt werden:

a) Verbindungen, worin R3 = H und ¥ = 3-Propylen sind,
‘durch Kondensation des Ausgangsmeterials mit Acrylnitril
in wiBriger Losxung unter stark basischen Bedingungen
unter Bildung des 2-Cyanodthylderivates, des dann hy-
driert wird;

" b) Verbindungen, worin R3 = Hund ¥ = 4-Butylen sind, durch
Hinzufligung eines Allylrestes an das Ausgangsmaterisl
durch Umsetzung hiervon mit einem Allylhalogenid unter
stark basischen Bedingungen, Hydroborierung des Allyl-
“derivates, Oxidation des erhaltenen Zwischenprodukies
mit Wasserstoffperoxid in bésischer, wiBriger Lisung :
zu dem 3-Hydroxypropylderivat, Umsetzung des 3-Hydroxy-
propylderivates mit einem Sulfonylchliorid, RSOzcl, ZeB,
p-Toluolsulfonylchlorid, unter basischen Bedingungen

zur Bildung des entsprechenden Sulfonatesters, z.B. desg
Tosylates, Substitution einer Cyanogruppe fiir die RSO -
Gruppe durch Umsetzung mit Natriumcyanid und ansch¢1ec-
sendes Reduzieren des erhaltenen 3-Cysnopropylderivates;

_¢) Verbindungen, worin m = 1, R3 = H uwnd ¥ = 2-Propylen
sind, unter Befolgung der Arbeitsweise (b) bis ein-

schlieBlich der Vasserstoffperoxidoxidationssiufe, Iso-

-



a)

‘lation des 2—Hydroiypropyloxidations~Nebenproduktes und
‘dann Durchfiihrung der restlichen Stufen der Arbeitsweise

(b) unter Verwendung von HNatriumezid anstelle von Na-
triumcyenid an dem 2-Hydroxypropylderivat;

Verbindungen, worin R3 = Hund ¥ = Phenjlendimethylen
sind, durch Umsetzung des Ausgangsmeterials mit einem
Cyanobenzylhalogenid unter stark basischen Bedingungen
und anschlieBende Reduktion des erhaltenen Cyanobenzyl-
derivates mit einem Hydridreagens wie Lithiumaluminivm-

. hydrid;

e)

Verbindungen, worin R3 = H, Y-dér Rest

q
/

und g = eine genze Zahl von 1 bis 3 gind, durch Umsectzung

‘des Ausgangsmaterials mit einem Sulfonylchlorid, Rsozcl,

z.B. p-Toluolsulfonylchlorid, unter basischen Bedingun-
gen unter Bildung des entsprechenden Sulfonatesters, z.
B. des Tosylates, von Di-0-(n-hdherem-alkyl oder -alke=
ny1)~glyuer1n Substitution einer Cyanophenoxy- oder |
g,-Gyanoalkylphonoxygruppe fir die RSOB-Cruppe durch Um-
setzung mit z.B. Natriumcyanophenolat und anschlleﬁende
Hydrierung des erhaltenen Cyanophenyl- oder Cysnocallkyl-
phenylderivates des Di-O-(n-htheren-alkyl oder -alkenyl)-
glyzerinausgangsmaterials;

Verbindungen, worin m = 1, R3 = n-Alkyl sind, durch
Acylierung der entsprechenden Verbvindung, worin R, = H

\.u

ist, mit einem Avylhaloben¢d unter bessischen Bedingun-
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gen und anschlieflende Reduktion des erhaltenen N-Acyl-
derivates;

Dem Fachmann auf dem Gebiet ist klar, daB weitere Verbin-
dungen der Formel I unter Anwendung von offensichtlichen
Variationen der zuvor aufgefiihrten Synthesemethoden herge-
stellt werden konnen.

Sdureadditionssalze der Basen der Formel I kOnnen nach
kenventionellen Arbeitsweisen hergestellt werden, z.B.
durch Vermischen der Amin- oder Amidinverbindung in einem
geeigneten LUsungsmittel mit der erforderlichen S#ure und
Gewinnung des Salzes durch Eindampfen oder Ausfillen bei
Zugabe eines Nichtldsungsmittels Fflir das Salz. Hydrochlo-
ridsalze konnen in einfacher Weise durch Durchleiten von
Chlorwesserstcff durch eine L¥sung der Aminverbindung in
einem organischen Ldsungsmittel hergestellt werden. Wie aus
den folgenden Beispielen ersiohtlich, besitzen zahlreiche
der isolierten Hydrochlorid- oder Dihydrochloridsalze der
Basen der Formeln I-V die Neigung, einen betrichtlichen
Wassergehalt aufzuweisen. Ob dieses festgestellte, "einge-
gchlossene" Wasser willkiirlich wihrend der Kristaliisation
eingeschlossen wird oder der Bildung von echten Molekiil-
hydraten entspricht oder wegen des Vorhandenseins irgend-
einer anderen LErscheinung vorliegt, ist nicht bekannt. Auf
Jeden Fell kinnen die "eingeschlossenes" Wasser enthalten-
den Selze in wirksemer Weise ohne vorherige Entwisserung
formuliert und appliziert werden. ,
Die 1,2-Di-0~(n-hdheren-alkyl)-glyzerinausgangematerialien
konnen nach der Methode von M.Kates et al., Biochemisiry, 2
(1963), 394 hergestellt werden. Die 1,3-Di-0-{n-hdheren-
alkyl)-glyzerinausgangsmaterialien kidnnen nach der Methode
von R. Demico et &l., J. Lipid Res., § (1967) 63 hergestellt
werden. Die 1,2~ und 1,3-Di-0~-(n-hdheren-alkenyl)-glyzerin-
susgangsmaterialien kdnnen nach der Methode von W. J. Bau-

- 10 =
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man und H, K. Mangold, J. Org. Chem., 31 (1966) 498 herge-
stellt werden.

Die Antivirensktivitét der erfindungsgemifien Verbindungen
wurde unter Verwendung von zwei unabhingigen Arbeitsweigen
bestimmt. Bei der ersten Arbeitsweise wurde die Testverbin-
dung bei Mdusen auf intraperitonealem Wege 18 bis 24 Stunden
vor der Applikation einer lethalen Dosis von Encephalomyo-
~carditisvirus (BUC-Virus) appliziert. Die Uberlebenswerte
wurden wihrend 10 Tagen nach der Virenapplikation beob-
achtet und mit den Werten fir Tiere, welche keine Substanz-
behandlung erhalten hatten, verglichen. Die Arbeitsweise,
bei welcher der Wirkstoff 18 bis 24 Stunden vorher gegeben
wurde und zwar en einem vollstdndig verschiedenen Platz von
der Virusinjektion, wurde so ausgewiéhlt, da8 likale Effekte
zwischen Wirkstoff und Virus ausgeschaltet wurden und nur
solche Verbindungen identifiziert wurden, welche ein syste-
matisches Antivirenansprechen ergaben.

Bei der zweiten Arbeitsweisé wurden Monoschichten von Na-
salpolypzellen von lMenschen, welche auf Mikrotiterplatten
geziichtet wurden, mit der Tesiverbindung etwe 18 Stunden
vor der Behandlung mit einer lethalen Dosis von Vesicular-
stomatitis hervorrufenden Viren (VSV-Viren) behandelt. Die
Tegtverbindung wurde vor der Virusbehandlung von den Mono-
schichten weggewaschen. Kulturfliissigkeit, welche aus den
Platten nach einer nach der Virenbehandlung verstrichenen
Inkubationsperiode extrahiert worden war, wurde suf die
llenge an anfizierenden Viren, welche in liikrotiterplatten
von L-929-liHusefibroblasten vorlagen, titriert. Der Vergleich
-wurde mit den Virenausbeutewerten von Kulturfliissigkeit,
die von unichtgeschiitzten Polypzellen extrahiert worden war,
angestellt.

Veiterhin wurden =hlreiche der erfindungsgemifien Verbin-
~dungen auf ihre Fdhigkeit untersucht, die bekennte Anti-
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virenaktivitdt von Polyinosin- :Polycytidyl- Siure zu er-
hﬁh?n. SchlieBlich wurden bestimmte Verbindungen weiterhin
auf ihre Pdhigkeit untersucht, zirkulierendes Interferon
in Miusen nach parenteraler Applikaetion zu induzieren, wo-
bei die von W, W. Hoffman et al., Antimicrobial Agents and
Chemothﬁrany, 3 (1973), 498-501 beschriebene Arbeluswelse
angewandt wurde. '

Die parenterale, ortliche oder intranasale Applikation der
zZuvor beschriebenen Amine bei einem SHugetier vor der Expo-~
silion des S#ugetiers gegeniiber einem infizierenden Virus
ergibt eine rasche Resistenz gegentiber dem Virus. Vorzugs-
weise sollte die Applikation etwa 2 Tage bis etwa 1 Tag vor
der Exposition mit dem Virus stattfinden, obwohl dies et-
was von der speziellen Aminart und dem besonderen, infizie-~
renden Virus abhingig ist.

Wemn die erfindungsgeméBien Verbindungen appliziert werden,
werden sie am einfachsten und wirksamgten in dispergierter
Form in einem ennehmbaren Triger appliziert. Unter der An-
gabe "daB diese Verbindung dispergiert ist" ist zu versiehen,
dafl die Teilchen lNolekiilgriBe besitzen kSnnen und in einer
echten LOsung in einem geeigneten Losungsmittel gehalten
werden, odexr dafl die Teilchen eine kolloidale GrtBe besit-
zen kfnnen und in einer fliissigen Phase in Form einer Sus-
pension oder einer Emulsion dispergiert sind. Der Ausdruck
"dispergiert" bedeutet weiterhin, daB die Teilchen mit einem
festen Tréger vermischi oder hierin verteilt sein kGnnen,

80 daBl die Kischung in Form eines Pulvers oder eines StdHube-
pulvers vorliegt. Diese Angsbe bedeutet ebenfalls, daf lMi-
schungen umfeft werden, welche zur Verwendung als Sprays
geelgnet gind, einschliefiich Losungen, Suspensionen oder
Emulsionen der erilndungsgeméﬁen Mittel.

Bei der parenieralen (subkutanen, intramuskuliren, intra-~
peritonealen) Applikation werden die erfindungsgemiifien Ver-
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- bindung in einer llenge von etwa 1 mg/kg Korpergewicht bis
etwa 250 mg/kg Korpergewicht eingesetzt. Der vorteilhafte
Bereich betrégt von etwa 5 mg/kg bis etwa 100 mg/kg K6rpér-
geWicht und der bevorzugte Bereich von etwa 5 mg bis etwa
50 mg/kg Korpergewicht., Die Dosierung hingt selbstversiindg-
lich von dem 2zu behandelnden'Séﬁgetier und der besonderen,
eingesetzten Aminverbindung ab, und wird durch das fiir die
Applikation vorgesehen Individuum festgelegt. Im allgemei-~
nen werden zu Beginn kleine Dosismengen unter allmihlicher

Steigerung der Dosierung eingesetzt, bis der optimale Do-'
sierungswert fiir den besonderen Patienten, der behandelt
werden soll, fesitgelegt ist.

Fiir die parenterale Injektion geeignete Tridger kdnnen ent=-
weder widBrige Trédger wie Wasser, isotonische Salzl8sung,
isotonische Dextroseldsung, Ringer-Ldsung sein, oder es
kenn sich um nicht-wifrige Triger wie fette 61e pflanzlichen
Ursprungs (Baumwollsaattl, ErdnuBSl, Maisdl, Sesamtl) oder
andere nicht-wédfrige Tréger, welche die Wirksamkeit der
Préparation nicht sttren und in dem verwendeten Volumen
oder dem angewandtén Verh#linis nicht toxisch sind, handeln,
z.B. Glyzerin, Athanol, Propylenglykol, Sorbit. Zusdtzlich
konnen vorteilhafterweise HMittel hergestellt werden, wel-
che flr eine zum Zeitpunkt vor der Applikation geeignete
Herstellung von Lésungen eingesetzt werden. Solche Mittel
konnen flissige Verdiinnungsmittel wie beispieloweise Propy-
lenglykol, Diéthylcarbonaﬁ, Glyzerin, Sorbit enthalten.

Bei Anwendung des intranasslen Applikationsweges gemif der
Erfindung kamm jede praktische lMethode zum Inkontaktbringen
des Antivirusmittels mit dem Respirationstrakt des SHuge~
tieres angewendt werden. Zffektive llethoden umfassen die
Applikation des littels durch‘lntranasaltropfen oder Naso-
pharyngealtropfen und durch Inhalation bei Abgabe aus ein-
ner Vernebelungsapparatur oder als Aercsol, Solche Applika-

tionsmetheden sind in der Iraxis wichtig, da sie eine einfa-
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che, sichere und wirksame Methode zur Durchfilhrung der Er-
findung liefern. Flir die intranasale Applikation des MNit-

tels, iliblicherweise in einem annehmbaren Trﬁgér, ist eine

Konzentration des Mittels zwischen 1,0 mg/ml und 100 mg/ml
zufriedenstellend. Konzentrationen im Bereich von etwa 30

bis 40 bis 50 mg/ml ermbglichen die Applikation eines ge-

- eigneten Volumens an HNaterial.

Fiir den Srtlichen Auftrag werden die Antivirenmittel vor-
teilhafterweise in einem annehmbaren Triger angewandt, um
eine einfache Applikation und eine Kontrolle der Applike-
tion und eine bessere Absorption zu ermdglichen. In diesem
Fall sind Konzentrationen im Bereich von etwa 1,0 mg/ml bis
etwa 250 mg/ml ebenfalls zufriedenstellend. Im allgemeinen
wird bei den zuvor genannten beiden Applikationsmetlhioden
eine Dosis imnerhalb des Bereichs von etwa 1,0 mg/kg bis
etwa 250 mg/kg Korpergewicht und vorzugsweise von etwa 5,0
mg/kg bis etwa 50 mg/kg Korpergewicht appliziert.

Die erfindungsgemidB verwendeten Verbindungen konnen alleine
eingesetzt werden, d.h. ohne andere Argzneimittel, als Mi-
schungen von mehr als einer der hier beschriebenen Verbin-
dungen oder in Kombination mit anderen medizinischen Mit-
- teln wie Analgetika, Anaesthetika, Antiseptika, kongesti-
onsvermindernden Mitteln, Antibiotika, Vaccinen, Puffer-
mitteln und anorganischen Salzen, um die erwlinschten phar-
mekologischen Eigenschaften sicherzustellen. Weiterhin ktn-
nen sie in Kombination mit Hyaluronidase appliziert werden,
un eine Ortliche Reizung zu vermeiden oder zumindest auf ein
MindestmaB herabzusetzen und um die Absorptionsrate der Ver-
bindung zu erhthen. Hyalurcnidasegehalte von wenigstens etwa
150 (U.S.P.) Einheiten sind in diesem Falle wirksam, Ob=
wohl hShere cder geringere Gehalte selbstverstindlich auch
verwendet werden konnen.

- 14 -
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Die erfindungsgemifien Verbindungen, welche in Wasser unlos-
lich sind einschliefilich der Verbindungen, die nur eine nied-
rige und/oder schwierige LiUslichkeit in Wasser begitzen,
werden fiir optimale Ergebnisse in Formulierungen appliziert,
Z.B. als Suspensionen oder Emulsionen, welche die Bildung
von Teilchengrtfien von weniger als 20 /um ermoglichen. Die
Teilchengrife der Formulierungen beeinfluBt ihre biologi-
sche Aktivitdt enscheinend durch die bessere Absorpiion
der aktiven Verbindungen, Bei der Formulierung dieser Ver-
bindungen bzw. liaterialien werden verschiedene grenzflichen-
aktive Mittel und Schutzkolloide verwendet. Geeignete grenz-
fléchengktive Mittel sind die partiellen Ester von ilblichen
Fettsuren wie Laurinsiure, Olsiure, Stearingsure mit He-
xitanhydriden, die von Sorbit abstammen und die Polyoxy-
dthylenderivaten solcher Esterprodukte. Solche Produkte
8ind im Hendel erhdltlich (Warenbezeichnung "Spans" bzw.
"T'weens", erhéiltlich von iGI United States Inc., Wilming-
ton, Del., USA). Cellulose#ther, insbesondere Cellulose-
methyldther (Warenbezeichnung Methocel, erh#ltlich von Dow
Chemical Co., Midland, Mich. USA) sind hochwirksam als
Schutzkolloide zur Verwendung in Emulsionen, welche die er-
findungsgeméBen Verbindungen enthalten.

Die hier beschriebenen, wasserloslichen Verbindungen werden
fiir optimale Ergebnisse in wiBriger Ldsung appliziert.Typi-
scherweise werden sie in einer mit Phosphat gepufferten Salz-
losung geben. Die in Wagser unldslichen Verbindungen werden
in Formulierungen des zuvor beschriebenen Typs oder in ver-
schiedenen anderen Formulierungen, wie zuvor beschrieben,
appliziert. Dimethylsulfoxid dient als geeigneter Triger

fir in Vasser unlésliche Verbindungen. Hine représentative
Formulierung fiir golche Verbindungen wnfalt das Formulieren
von 25 bis 100 mg des gewidhlten Wirkstoffes als Fmulsion
durch Schmelzen und Vermischen mit gleichen Teilen Pelysor-
bate 80 und Glyzerin, zu welchem warmes (80 °C) Vasser une
ter krdftigem Eimmischen zugeselzt wird. Natriumehlorid wird
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als konzentrierte LOsung bis zu einer Endkonzentration von
0,14 M zugesetzt, und Natriumphosphat, pH = 7, wird bis zu
einer Endkonzentration von 0,01 II zugegeben, um beispiels-
weise die folgende repriédsentative Zusammensetzung zu er-
helten:

mg/ml

Wirkstoff - , 50,0
Polysorbat 80 50,0
Glyzerin 50,0
llonobasisches Natriumphosphat (wasserhaltig) 1,4
Natriumchlorid , 7,9
Wasser 842,0

| 1.001,3

In bestimmten Fgllen, wo ein Verklumpen der Wirkstoff-
teilchen auftritt, wird eine Ultraschallbehaﬁdlung ange-
wandt, um ein homogenes System zu erhalten.

Augfithruncsheispiele:

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele niher
erléutert. h

Beispiel 1

143=-Di~0- (n—hexadecyl)-Z—O (3-aminopropyl)-glyzerin-.
thTO“hlorld

A, 1 3—D1~O-(n-hexadecv1)-2-C~(2—cyanoéthyl)—glyzerin

Ein Gemisch von 80 g = 148 mmol 1,3-Di-O-(n-hex adecyl)—
glyzerin, 149 kg = 28,1 mol Acrylnitril und 1,2 1 2N Na-
trivmhydroxidlosung wurden auf 50 °C erwirmt. Es wurden
19,2 g einer 40 Gew,-%igen wiBrigen Lésung = 29,15 mmol
Tetrabutylammoniumhydroxid langsam hinzugegeben, wodurch
die Temperatur des Gemisches durch die exotherme Reskiion

- 16 -
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suf etwa 80 °C bis 90 ¢ anstieg. Dag Resktionsgemisch wur-

de dann 20 Minuten ohne weitere Erwérmung von auBen gerihrt,

snschlieBend wurde auf 20 °C abgekithlt und es vurden 1,0 1

Wasser hihzugegeben. Es wurde ein festes liaterial, né&mlich

ein Gemisch aug nicht-umgesetztem und cyanodthyliertem

1,3-Di-0~{n-hexadecyl)-glyzerin isoliert und erneut mit -

1,49 kg = 28,1 mol Acrylnitril, 1,2 1 wiBriger 2N Natrium-

hydroxidldsung und 19,2 g 40 Gew.-%iger widBriger Losung =

29,15 mmol Tetrabutylammoniumhydroxid fir 20 Minuten unter

Rithren bei 50 °C, anschlieBendes Abkithlen und Zugebe von

- 1,0 IIWgsser behandelt. Die erhaltenen Fesistoffe von

1,3-Di-0~(n-hexadecyl)-2-0~(2-cyanodthyl)-glyzerin wurden

ebfiltriert, nacheinander mit Wasser, lethanol und Aceto-

nitril gewaschen und getrocknet, wobei 82 g (Ausbeuté'z

93 %) laterial mit F. 45-46 °C erhalten wurden.

IR (CHC1,) 2250 em™ '

NMR (CDClB) d 3,92 (%, 2, NCCHECEQO- ); 3,33-3,67 (m, 9,
-OC@(Q§200§2015H31)2_; 2,62 (%, 2, NccH CH20~ )

=2
und 0,75-1,58 (m, 62, aliphatische Protonen).

NIIR = kernmagnetische Resonanz

B, Titelverbindung

Ein Gemisch von 20,5 g = 34,5 mmol 1,3-Di-O~{n-hexadecyl)-
2-0~(2-cyanodithyl)~-glyzerin, 200 ml Tetrahydrofuran, 10 ml
Athanol und 3 g Raneynickel-Katalysator wurde mit Ammoniak-
gas bei O bis 5 °c gesdttigt und dann bei 3,5 bar in einer
- Pagr-Hydriervorrichtung 3 Stunden bei Zimmeritemperatur hy-
driert. Das Gemisch wurde dann filtriert, der Katalysator

wvurde nmit 50 ml Tetrahydrofuran gewaschen und das gesamte

Filtrat vurde im Vakuum zu einen 01 eingedampft. Dicse Ar-
beitswelse wurde drei weitere kale mit frischen Reaktions-
teilnehmern und Xatalysator wiederholt, Wbbei eine Gesamt-
menge von 77 g Ol erhalten wurde. Dieses 01 wurde in 500 ml
Lther aufgeldst, und die Losung wurde mit 500 ml wiBriger

17
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-2 Gew.-figer AmmoniumhydréxidlBsung gewaschen, iber MgSO4
getrocknet, filtriert und im Vekuum unter Bildung eines
Feststoffes eingedampft. Der Feststoff wurde in 300 ml
Methanol aufgelost, und die Lésung wurde mit Chlorwasser-
stoffgas gestittigt und dann im Vakuum zu einem Feststoff |
eingedempft. Dieser Feststoff wurde aus Athylacetat kristal-
lisiert, wobei 63 g (Ausbeute 72 %) der gewiinschten Verbin-
dung mit einer geringen lienge an Verunreinigung und F. 69-
70 °C erhalten wurde. Dieses Haterial wird dann zweimal aus
800 ml 1:1 Isopropanol:Acetonitril umkristallisiert, wobei _
47,5 g (Ausbeute 54 %) Produkt mit F, 58-59 °C erhalten wur-
den.,
NLR (CD013) d 3,84 (%, 2, HNCH,CH,CH,0-); 3,55 (m, 9,
~0CH(CH OCH2 H 1)2), 3,24 (%, 2, H,NCH, CH
CH O-), 2,04 (m, 2, H,NCH,CH,CH 0-) und

27=27""2
0, 90 1,32 (m, 62, aliphatische FProtonen

2772

Elementaranalyse:
berechnet: C = 72,04 H = 12,73 N = 2,21 %
gefunden: C = 71,80 H = 12,41 N = 2,30 %

Beispiele 2 bis 7

In gleicher Weise wie in Beispiel 1 wurden die folgenden
Verbindungen hergestellt, indem das entsprechende 1,3~
oder 1,2-Di-0~-(n-hthere -alkyl)—glyzgrln als Ausgangsma—
terial verwendet wurde:

R1—O-THa ’ ¢ CHE-O(CHE)BHHE
TH—OFCHz)jNH2 I R1-O-TH ’ ‘ IT

- 18 -
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Bgp. Formel 31_ '32_ X Nolekiil-

v formel
2 I Q—dqdecyl g—dodecyl CBOH6303N4H01'3/2H20
3 I n-tetradecyl n-tetradecyl 034H7103N’H01"HQO
4 I n-octadecyl n-octadecyl C42H8703N°HCI
5 I n~-tetradecyl n-tetradecyl 034H7103N'H01
6 I p-hexadecyl n-hexadecyl = CygH, o0,W*HCL®3/4H,0
T | I n-octadecyl n-octadecyl 042H8703N-HC1’H20

Elementaraﬂalysé_
berechnet (%) - gefunden (%)

Bep. F.(%.) ¢ E X c i i
2 T6-TT 65.60 12.29 2.54  65.45  11.91  2.61
3 57-58  68.47 12.50  2.35  68.51  11.24  2.29
4 64-65 T73.04 12.84 2.03 72.96 12.56 1.99
5 90-91 70.60 12.55 2.42 70.74 12.85 2.68
6 76-78 T70.54 12.77 2.16  70.42  12.17  2.07
7 67-69 T71.19 12.80 1.98 70.95 >12.19 1.91

- 19 -



1, 3=Di-0-(n-hexadecyl)-2-0-(3-dthylaminopropyl)-glyzerin~-
hydrochlorid

A. 1,3-Di-0-(n-hexadecyl)-2-0-(3-acetamidopropyl) ~glyzerin
1,0 g = 1,6 mmol 1,3-Di-0-(n-hexadecyl)-2-0-(3-aminopropyl)-
glyzerin-hydrochlorid wurden zu einem Gemisch von 830 mg =
6,0 mmol Kaliumcarbonat und 75 ml Benzol hinzugeSetzt.'Dann
wurden 150 mg = 1,9 mmol Acetylchlorid zugegeben, und die
erhaltene llischung wurde fiir 1 Stunde unter RiickfluB geriihrt.
Bs wurden weitere 150 mg = 1,9 mol Acetylchlorid zugégeben,
und das Reaktionsgemisch wurde fiir eine weitere Stunde unter
RiickfluB gertihrt. Die TLC-Analyse zeigte, daB die Reaktion
im wesentlichen abgeschlossen war. Des Reaktionsgemisch wur-
de abgekithlt, es wurden 75 ml Wasser hizugegeben,'und das
erhaltene Gemisch wurde mit Ather (3 x 100 ml) extrahiert.
Die vereinigten Etherextrakte wurden iber MgSO4 getrocknet,
filtriert und im Vakuum eingedampft, wobei 800 mg (Ausbeute
79 %) der genannten Verbindung mit F. 53.54 QC_erhalten wur-
den. |
IR (CHC1,) 3400 wnd 1670 cm™'

NMR (0D013) d 1,97 (s, 3, -NHCOC§3)

B, Titelverbindung

700 mg = 1,1 mmol 1,3-Di-0~(n-hexadecyl)-2-0-(3-acetamido~
propyl)-glyzerin wurden in 100 ml Ather aufgeltst und mit
500 mg = 13 mmol Lithiumaluminiumhydrid behandelt. Es wur-
den dann 100 ml Wasser hinzugegeben, und das Gemisch wurde
mit ither (2 x 100 ml) extrahiert. Die vereinigten Ather—
extrakte wurden iber MgSO4 getrocknet, filtriert, mit
Chlorwaesserstoffgas behandelt und im Vakuum zu einem Fesi-
stoff eingedampft, der aus heiBem Athylacetat umkristalli-
siert wurde. Hierbei wurden 470 mg (Ausbeute 66 %) der Ver-
bindung mit F. 61-62 °C erhalten.

NMR (CD013)‘CY 1,47 (%, 3, -NHCHECEB)

- 20 -



Elementaranalvse:

berechnet: C =172, H=12,78 UW=2,11%
gefunden: C=72,47 H=12,56 N =2,03%
Beigpiel 9

1,3-Di-0-(n-hexadecyl)~-2-0~(3~isopropylaminopropyl)-gly-
zerin-hydrochlorid

700 mg = 1,1 mmol 1,3-Di-O-(n-hexadecyl)-2-0~(3-aminopropyl)-
glyzerin-hydrochlorid wurden in einer Losung von 1,05 ml
Egsigsdure, 350 mg = 4,3 mmol Tatriumacetat und 1,3 ml Ace-
ton eufgeldst. Es wurden 1,25 g = 33 mmol Natriumborhydrid
in kleinen Portionen zugesetzt, bis die TLC-Analyse gzeigte,
daB die gesamte 3-Aminopropylverbindung verbraucht worden
war. Das Reaktionsgemisch wurde dann mit 20 ml wiBriger 2N
Netriumhydroxidldsung und 20 ml Wasser behandelt und mit
Kther (3 x 40 ml) extrahiert. Die vereinigten Ltherextrakte
wurden iiber MgSO4 getrocknet, filtriert, mit Chlorwasser-
stoffgas behandelt und dann im Vakuum zu einem Feststoff
eingedampft, der aus heiBem Athylacetat unkristallisiert
wurde. Hierbei wurden 210 mg (Ausbeute 28 %) der genannten
Verbindung erhalten, die etwa 1/2 liol HZO pro Mol enthielt
und F. 72-73 °C sufwies.

MR (CDO1,) d 1,42 (4, 6, ~NHCH(CH,), )

Elementaranalyse:

berechnet: Cc=71,82 H
gefunden: C=71,92 H

12,79 N
12,46 X

2,04 %
1,94 %

H
i

i
I
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Beispiel 10

1,3=Di~0~ (n-hexadecvx)-2~0 (4—am1nobutyl)—g1yzerln—
hydrochlorld

1,3~Di~0~(n-hexadecyl)~2-0~(3~hydroxypropyl)-glyzerin
6,5 ml = 68,5 mmol eines Boranmethylsulfidkomplexes (BliS-
Komplex) wurden bei O bis 5 °C zu einer Ldsung von 10,82 g =
18,6 mmol 1,3-Di-O-(n~hexadecyl)-2-0-allyl-glyzerin,

, ‘ v in 190 ml Hexan

hinZugegeben, und die erhaltene LoOsung wurde 3 Stunden
bei Zimmertemperatur gerithrt. Die Reaktionsldsung wurde
denn erneut auf 0 bis 5 °C abgekiihlt, und es wurden 17,3 ml
Athanol tropfenweise zur Zersetzung des zuriickgebliebenen -
BliS hinzugegeben. Die Reaktilonslosung wurde dann mit 13 ml
wiBriger 3N NatriumhydroxidlSsung und 11 ml 30 Gew.-%iger
wiBriger VWasserstoffperoxidldsung behandelt, 16 Stunden
unter Riickfluf gexriihrt, abgekiihlt und auf Eiswasser, das
Natriumbisulfit enthiélt, gegossen. Die Eiswesserldsung
wurde gerlihrt, bis sie einen negativeh‘Stérke~Jod—test fiir
Peroxide ergab, dann wurde mit Ather (3 x 200 ml) extra-
hiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden mit 200 mi Was-
ser und 200 ml gesdttigter wiBriger Natriumchloridlésung~
ge?aschen, ilber I\.IgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum
eingedampft. Das erhaltene Produkt wurde durch Chromato-
graphie iiber Kiesclerdegel unter Elution mit Benzol:Athanol
gereinigt, wobei 5 g (Ausbeute 45 %) der Verbindung mit F.
29 °C erhalten wurden.
WMR (01)01 ) d 3,80 (%,

]

5 Hz, 2, -OChQCH CHZOH) und

2

3,75 (t, J = 5 Hz, 2, —OCH2CH20H20H} Do
B. 1,3-Di-0O-(n-hexadecyl)=2~0~/=3~(p~tosyloxy)=~propyl_/-gly-
zerin

8,0 g = 13,4 mnol 1,3-Di~0~ (n-b xadecyl)=-2-0=- (3—hydvo:"p“o—
pyl)=glyzerin wurden bei 10 °¢ zu einer Lésung von 5,25 g =
27,5 mmol p~Toluolsulfonylchlorid und 10 ml Pyridin in

200 nl Kethylenchlorid hinzugegen., und das Gemisch wurde
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60 Stunden bei Zimmertemperatur gerlnrt. Dann wurden 200 ml
Wasser hinzugesetzt, die lethylenchloridphase und die wiB-
rige Phase wurden getrennt und die wiSrige Phase wurde mit
Hethylenchlorid (2 x 150 ml) extrahiert. Die drei Methylen-
chloridschichten wurden vereinigt, mit Wasser (2 x 150 ml)
‘gewaschen, ﬁber'MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum
eingedempft. Das erhaltene Tosylat wurde durch Chromato-
graphie iiber Kieselerdegel unter Elution mit Benzol gerei-
nigt, wobei 3,0 g (Ausbeute 30 %) eines Ules erhalten wurden.
IR (CHCl;) 1130 und 1350 ca”'

. NLR (GD013)dv7,53 (q, 4, Protonen am Phenylring); 4,15 (%,

2, -SO3C§20H2CH20— )5 3,63 (%, 2, -50,CH CH,,Cl, 0}

3vHD
3,42 (m, 9, -oCH(CH,OCH,C gHy1)p . 2,45 (s, 3,

Ar-Ci1,)3 1,90 (m, 2, -SO,CH,CH,CE,0- ) und 0,80~
1,50 (m, 62, aliphatische Protonen)

C. 1,3-Di-0-(n~hexadecyl)~-2~0-(3~cyanopropyl)-glyzerin

3,0 g = 4,0 mmol 1,3-Di-0-(n-hexadecyl)-2-0-/3-(p-tosyloxy)-
propyl_7—g1yzerin wurden in einer Ldsung von 0,5 g = 10" mmol
Natriumcyanid in 50 ml N,N»Dimethylformamid anfgeldst, und
die erhaltene Lisung wurde 16 Stunden bei 80 °C geriihrt, ab-
gekiihlt, mit 100 ml Wasser verdinnt und mit Ather (3 x 100 ml)
extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden nacheinander
mit 1N Saelzsdure (3 x 75 ml), gestttigter wiHBriger Natrium-
bicarbonatldsung (3 x 75 ml), 75 ml Wasser und 75 ml gesgt-
tigter, waﬁrigér thriumchloridlﬁsung gewaschen, dann iiber
MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vakuum unter Bildung

eines wachsartigen Feststoffes eingedampft, der in der nich-
sten Stufe ohne weitere Reinigung verwendet wurde., Es vurden
2,0 g (Ausbeute 83 %) erhalten. )

IR (CHCL,) 2250 em™"

D. Titelverbindung

800 mg = 21 mmol Lithiumsluminiumhydrid wurden zu einer
Losung von 2,0 g = 3,3 mmol 1,.3-Di-0O~(n-hexadecyl)=2-0-(3~
cyanopropyl)~glyzerin in 100 ml Ather gegeben, und das

- 23 .
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Gemisch wurde 60 Stunden bei Zimmertemperatur geriihrt. Es
wurde sgusreichend Wasser zum Abstoppen der Reaktion vorsiche-

tig zugesetzt, anochliefiend wurden 100 ml Wasser zugegeben.
Das erhaltene Gemisch wurde fir eine weitere Stiunde bei Zim-~
mertemperatur gerithrt und dann mit Ather (3 x 100 ml) extra-
hiert. Die vereinigten Atherextrakte wurden mit gesittigter
wiBriger Natriumchloridlésung (3 x 75 ml) gewaschen, iiber
MgSO4 getrocknet, filtriert und zu einem 01 im Vakuum ein-
gedampft, dieses 01 wurde durch Chromatographie liber Kie-
selerdegzel unter Elubtion mit Benzol:Athanol gereinigt und
denn in Athenol aufgeldst. Die Lésung wurde mit Chlorwasser-
stoffgas behandelt und dann im Vakuum unter Erhalt eines
Feststoffes eingedanpft, dieser wurde aus Athylacetat um-
krlbtallls1ert, wobei 444 mg (Ausbeute 21 %) Produkt mit

F. 61,5-63,5 °C erhalten wurden. '

MR (0D013) 3,67 (%, 2, -OCH,CH,CH,CH,NE,); 3,55 (m, 9,

=22
~OCH(CH,0CH,C 1), 3,10 (%, 2 ~OCH,,CH,, CH,,
~CH,H,) 1 50 2 ;00 (m, 4, -OCH,CH,CH,CH,NH,)

und 0,80-1,50 (m, 62, aliphatische Protonen)

Elementaranalysé:
. berechnet: C =72,23 H=12,74 N =2,16%
gefunden: C = 72,53 H=12,42 X =2,10 %

Beispiel 11

1,2-Di-0-(n-hexadecyl)-3-aminomethylbenzyl)-glyzerin-
hyvdrochlorid

A. 1,2-Di~-O-(n~-hexadecyl)~3-0~(3-cyanobenzyl)-glyzerin
1,056 g einer 50 Gew.-%igen Dispersion in Mineraldl =

22 mmol an Natriumhydrid wurden zu einer Losung von 9,73 g
= 18 mmol 1,2-Di-O-(n~hexadecyl)-glyzerin in 150 ml Tetra-
hydrofuran hlnuugeueben. und die erhaltene LOsung wurde

20 Minuten bei Zimmertemperatur unter Stickstoff gerihrt,
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&g vurden 4,0 g = 20 mmol m-Cyenobenzylbromid hinzugesetzt,
und das Reaktionsgemisch wurde liber Nacht bei Zimmertempera-
tur unter Stickstoff gerilhrt, Dann wurden vorsichtig 200 ml
Wesser zugesetzt, und das erhaltene Gemisch wurde mit Athyl-
acetat (3 x 150 ml) extrahiert. Die vereinigten Athylacetat-
extrakte wurden iber MgSO4 getrocknet, filtriert und im Va-
kuum zu 12 g 01 eingedampft, dieses wurde durch Chromato-
grapnie lber Kieselerdegel unter Elution mit Benzol:Hexan
gereinigt, wobei 8,0 g (Ausbeute 68 %) eines Oles erhalten
wurden., |

IR (CH613) 2230 cm” !

B. Titelverbindung ‘

Eine Ldsung von 1,0 g = 1,5 mmol 1,2-Di-0-(n-hexadecyl)-
-3-0-(3-cyanobenzyl)-glyzerin in 10 ml Ather wurde langsam
uater Stickstoff zu einer Suspénsion von 0,057 g = 1,5 mmol
Lithiumaluminiumhydrid in 40 ml Ather zugesetzt, und das
erhaltene Gemisch wurde flir 1 Stunde unter RiickfluB und
Stickstoffatmosphéire gerlihrt und denn abgekiihlt. Zs vurden
00 ml Vesser vorsichtig zugegeben, und das Gemisch wurde
mit Ather (3 x 50 ml) extrahiert. Die vereinigten Atherex-
trakte wurden liber MgSO4 getrocknet, filtriert und im Vaku-
un zu einem Ol eingedampft, dieses wurde durch Chromstogra=-
phie iiber Kieselerdegel unter Elution mit Benzol:lAthanol
gereinigt und damn in Athylacetat aufgeldst. Die Losung
wurde mit Chlorwasserstoffgas behandelt und dann im Vakuum
unter Bildung eines Feststoffes eingedampft, dieser wurde
aus Athylacetat umkristallisiert, wobei 220 ng (Ausbeute

21 %) Produkt mit F. 88-90 °C erhalten vurden.

Elementarenalyse:

74,14 H = 11,87 N
74,35 H = 11,54 N

2,01 %

2,15 %

berechned: c

i
i

gefunden: C

Hi
It
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Beispiele 12 bis 23

In gleicher Weise wie in Beispiel 11 wurden die folgenden
Verbindungen hergestellt, wobeil das géeignete 1,3- oder
1,2-Di-0-(n-hohere-alkyl oder -alkenyl)-glyzerin und Cyano-
benzylbromid als Ausgangsmaﬁerialien verwendet werden:

R, -0-~CH,, CH, N,
1
CH-O-CH2-——],/’ I | I
) |
o ' N ‘ :
R,=0~CH,,
| Ol NH,, |
CH,=0~CH,y —( 2~ | I1
]
' R,-0-0H X
T
R,-0-CH,
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Elementaranalyse

. berechnet (%) gefunden (%)

Bop. c B N c E X

12 74,14 11.87 2,01  73.89  11.43  1.99
13 73.20  11.85  1.98 73.17 11.53  2.28
14 72.28  11.83  1.96 72,52  11.46  1.90
15 72.63  11.48 2,17 72,62 11,81  2.43
16 74,14 11.87 2,01  73.94 11.25  2.02
17 73.14 11,65 2,19 72,86 11.44 2.1
18 74.99 12,06  1.86 T74.97 11.73  1.83
19 TA50  11.57  1.85  T4.40 11,08 2.08
20 7314 11,65 2.59 72.84 i1;3o 02,26
21 74,14 11.87 2,01  T4.33 11.55  2.15
22 74,99 12,06  1.86 7450 11.30  1.91
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Beisniel 24

1y2=Di=0= (nohexadecyl) 3~0- (4-am1nomethylphenyl)uglyzerln
hydroch1orld

A, 1,2-Di—O-(n—hexadeoy1)—3—0—(p—fosyl)—glyzerin

In gleicher Veise wie in Beispiel 11 B, wurde die genenn-
te Verbindung durch Umsetzung von 1,2-Di-0O-(n-Hexadecyl)-
glyzerin mit p-Toluolsulfonylchlorid hergestellt. Die Rei-
nigung wurde durch Umkristellisation aus Athylacetat durch-
gefithrt. Die Verbindung hatte F. 53-55 °C.

IR (CHC1,) 1360 wnd 1180 om™"

B. 1,2-Di-0~(n-hexadecyl)=3-0~(4~cyanophenyl)-glyzerin

BEin Gemisch aus 1,4 g-= 2,0 mmol 1,2-Di-0O-(n-hexadecyl)-
3~0~(p-tosyl)-glyzerin, 0,5 g = 3,5 mmol Natrium-4-cyano-
phenolat und 100 ml Xylol wurde 16 Stunden unter RiickfluB
gerthrt. Da die Reaktion noch nicht abgeschlossen war, wur-
de das Lylol durch Destillation entfernt und durch 100 ml
N,f-Dimethylformamid ersetzt, und die erhaltene Lisung
wurde fiir weitere 16 Stunden bei 150 °C geriihrt. Die Reek-
tionslOsung wurde dann abgekithlt, mit 100 ml Wasser ver-
diinnt und mit Ather (2 = 100 ml) extrahiert. Die vereinig-
ten Atherextrakte wurden aufeinanderfolgend mit 100 ml

3N Salzsdure, 100 ml wiBriger 10 Gew.-%iger Natriumbicar-
bonatlﬁsung und 100 ml Wasser gewaschen, iiber MgSO4_gew
trocknet, filtriert und im Vakuum zu einem Ol eingedampft,
dieses wurde durch Chronatografie iiber Kieselerdegel-unter
Elution mit Benzol gereinigh, wobei 0,65 g (Ausbeute 50 %)
der Verbindung mit F. 53-55 ?C erhalten wurden.

R (CHCL, 2210 em” ) -

C. iltelverblndung

0,60 g = 0,93 mmol. 1,2-Di-0-(n-hexadecyl)~-3-0- (4—cvano—
phenol)mglyzerla wurde zu einer Suspension von 0,3 g = 7,9
mnol Lithiumaluminiumhydrid _n 25 ml Lther hinzugegeben,_und

- 29 -
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das erhaltene Gemisch wurde fir 30 Minuten bei Zimmertem~

peratur gerihrt. Dann wurden vorsichtig 25 ml Vasser zuge-

setzt, die Ltherphase und die wiBrige Phase wurden getrennt
und die wiBrige Phase mit Ather (3 x 25 ml) und Athylacetat

(25 ml) extrahiert. Die filnf organischen Extrakte wurden

miteinander vereinigt, iber HgSO4 getrocknet, filtriert und

im Vekuum zu einem 01 eingedampft, dieses wurde in Ather

aufgeldst. Die Losung wurde mit Chlorwasserstoffgas behan-

delt, wodurch die Ausf&llung eines Feststoffes hervorge-
rufen vurde. Es wurden 0,41 g (Ausbeute 64 %) der Verbin-
dung mit F. 110-112 °C erhalten.
NMR’(CDClB) d 4,02 (s, 2, ~CH,WH,)

Elementeranalyse:

73,91 H=11,81 N = 2,05 %
73,62 H=11,71 N= 2,14 %

berechnet: C
gefunden: C

|

H

‘Beispiele 25 big 27

in dhnlicher Weise wié in Beispiel 24 B-C wurden die fol-
genden Verbindungen ausg dem bosylat, das wie in Beispiel

26 A hergestellt war, und Natriumcyanophenolat hergestellt:

- 3

O
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Beisgpiel 28

1,2-Di~-0~ (n—he cadecyl)=-3-0-/F-(3- amlnopropyl)-phenyl _7/-gly-
zerln—hydrocblorld

In 8hnlicher Weise wie in Bedspiel 24 wurde die genannte
Verbindung unter Verwendung von Hatrium~4-(2-cyanoithyl)-
-phenolat anstelle von Natrium-4-phenolat hergestellt. Die
Verbindung hat F. 153-155 °¢.

Elementaranalyse:

berechnet: C=174,37T H= 11;91 N= 1,97 %
gefunden: C =T4,13 H=11,44 N = 2,08%

‘Beispiel 29

1,2~Di-0~(n-~hexadecyl)-3-0- (2-am1nop”0pyl)—glyzer1n—hydro~
chloVId

A. 1,2-Di-0- (n—hexadevyl) 3-0-/2~ (p«tosyloxy)-propyl 7-
glyzerin .

In dhnlicher Weise wie in Beispiel 10 A und 10 B wurde
1,2=Di-0~(n-hexadecyl)~-3-0-allyl-glyzerin mit BMS umgesetzt,
und die erhaltenen 2-Hydroxypropyl- und 3-Hydroxypropyl-
verbindungen wurden in ihre entsprechenden Tosylate umge-
wandelt. In dieser Stufe wurde keine Trennung durchgefiihrt,
das Gemisch der Tosylate wurde direkt in der ndchsten Stufe
verwendet.

B. 1,2~Di-0~(n-hexadecyl)-3-0- (2na21doprole)—glyzer1n

Das erhaltene Gemisch von 3,0 g = 4,0 mmol Tecsylaten wurden
in 50 ml N,H-Dimethylacetamid aufzeldst und mit einer ILdsung
von 0,326 g = 5,0 mmol Hatriumazid in 5 ml Vasser wihrend

16 Stunden bei 90 °C behandelt. Die Reaktiongldsung wurde
abgekilnlt, mit 200 ml Vasser verdinnt und mit Ather (2 x

150 ml) extrahiert. Die vereinigten Ltherextrakte wurden

- 32 -
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mit Wasser gewaschen, iiber MgSO4 getrocknet, filtriert und
im Vekuum zu einem 01 eingedampft. Es wurden 2. g (Ausbeute
81 %) eines Gemisches der 2~Azidopropyl- und 3-Azidopropyl-
verbindungen erhalten, das ohne weitere Reinigung in der
ndchsten Stufe eingesetzt wurde. '

IR (CHC1,) 2100 o™ |

C. Titelverbindung

Das erhaltene Gemisch von 2 g = 3,2 mmol Aziden wurde in
100 ml Ather aufgeldst, mit 0,4 gvz 10,5 mmol Lithiunm-
aluminiumhydrid behandelt und 2 Stunden bei Zimmertempera--
tur geriihrt. Uberschiissiges Hydrid vwurde durch vorsichtige
Zugabe von 10 ml Athanol und 150 ml Wasser zerstdrt und
‘das Gemisch wurde dann mit Ather (2 x 100 ml) extrahiert,
Die vereinigten Atherextrakte wurde iiber IﬁgSO4 getrocknet,
filtriert und im Vakuum zu 1,8 g eines Oles konzentriert,
das durch Chromatografie liber Kieselerdegel unter Elution
durch Benzol:Athanol gereinigt und anschliefend zu dem Iy-
drochloridsalz durch Aufldsen und Behandlung mit Chlor-.
wasserstoffgas umgewandelt wurde. Das Salz wurde sus Lthyl-
aecetat wmkristallisiert, wobei 0,21 g (Ausbeute 10 %) der
Verbindung mit F. 56-58 °C erhalten wurden, wobei die Fest-
stoffe etwa 1/2 mol H20 pro llol der genannten Verbindung
enthielten.

Elementaranalyse:
berechnet: C = 71,03 H = 12,70 N = 2,18 %
gefunden: C = 71,711 H =12,91 T = 2,16 %

Beispiel 30

1,2»Di—0-(n—octadecyl)~3~0~(2—aminopropyl)»glyzerin—
nydrochlorid _ _

In #hnlicher Weise wie in Beigpiel 29 A wurde 1,2-Di-0-

~ 33 -



(n~octadecyl)~3-0-(2-hydroxypropyl)-glyzerin sus 1,2-Di-0-
(n-octadecyl)-3-0~allyl-glyzerin hergestellt. Die genannte
Verbindung wurde aus 1,2-Di-0-(n-octadecyl)-3-0-(2-hydro-
Xypropyl)-glyzerin in gleicher Weise wie in Beispiel 40
B-C hergestellt, der Feststoff enthielt 1 mol HQO pro Hol
des genanmten Produktes, hatte F. 65-67 °C und folgende

Elementaranalyse:
berechnet:-.C = 71,19 H = 12,80 N = 1,98 %
gefunden: C = = 1,92 %

71,12 H = 12,52 N

Beispiel 21

In—Vlvo-Akt1v1tat von 1,3-Di-0-~(n-hexadecyl)-2-0-{3-amino-
propvl)-glvzerln-hydrochlorldAgegen BLiC-Virus

Die Formulierung als Emulsion wurde durch Schmelzen und
Vermischen von gleichen Teilen der gerannten Verbindung,
ven Polysorbat 80 und Glyzerin und enschliefendes Disper-
gieren des Gemisches in heiBlem Vasser unter kridftigem Ver-
mischen hergestellt. Die Formulierung wurde denn auf End-
konzentrationen von 0,14l Natriumchlorid und 0,01M Natrium-
phgsphat, pH = 7, eingestellt, Weitere Verdiinnungen wurden

t 0,14 Natriumchlorid-0,07M Netriumphosphat, pH = 7, Puf-
ferlosung hergestellt.

‘Drei Gruppen von 10 weiblichen Albinomiusen (20 - 25 g
Korpergewicht) wurden intraperitoneal 0,5-ml-Injektionen
gegeben, welche Dosierungsmengen von 1,5, 5 bzw. 15 mg
der genannten Verbindung/kg Kdrpergewicht enthielten. Eine
vierte Kontrollgruppe von 10 IHusen erhielt keine solche
Injektion. 18 bis 24 Stunden spiter wurden alle vier Grup-
pen eine subkutane 0,2-mi-Injekiion gegeben, welche das
20-fache des LDrO ~Wertes von Eucephalomyocarditis-Virus
\LIC~V1ruu) erth*elt, wobei der Lu5o-”ert der Dosiswert



“ist, welche eine Todesrate von 50 % bei ungeschiitzten
Mgusen in 10 Tagen bewirkt. Die Uberlebensdaten wurden
wahrend der nichsten 10 Tage aufgezeichnet und die rela-
tive Uberlebensrate (Sr) wurde berechnet.

Dosierungswert der Sr(Durchschnift von 7 Experimenten)
genannten Verbindung

15 mg/kg 61
5 " 45
1,5 " 24

Die Antivirusaktivitét wird als relative Uberlebensrate
(S ) bel Experimentalgruppen im Vergleich zu der Kontrolle
am 10. Teg nach der Virusapplikation ausgedruckt. Der Vert
Sr wird durch folgende Pormel definiert:

Sy + z ' X -—; el ,
s = - i=] to__ 10 i=1 to 10}t X 100
r
100 + 100 - ei
i=l to 10 _
worin bedeuten:
S, = relative Uberlebensrate
SX = prozentuale Urverlebensrate nach 10 Tegen bei der
Experimentalgruppe
X; = Anzehl von iiberlebenden Lleren am i-ten Tag bel der
Experimentalgruppe
ey = Andanl von ilberlebenden Tieren am i-ten Tag bel der

ont*ollarvppb
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Beigpiele 32 bis 49

In gleicher VWeise wie in Beispiel 31 beschrieben, wurde die
In~Vivo-Aktivitdt gegeniliber ENC-Virus fiir die inm folgenden
aufgefilhrten Verbindungen bestimmt.

- 36 -
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Beispiel 50

Reduzierung der Virusausbeute bel Polypenzellen vom lienschen
in vitro durch 1,3-Di-0O-{n-hexadecyl)~-2~0-(3-amincpropyl)-
glvzerin-hydrochlorid _

Das Wachstumsmedium wurde hergestellt durch Ergénzung von
100 ml Eagle-liedium essentieller Bestendteile mnit 2 ml
100~fach konzentrierter antibiotischer-antimykotischer
Losung, 1 ml 200 ml Glutaminl®sung, 1 ml 100-fach konzen-
trierter Losung nicht essentieller Aminosduren, 1 ml 100
mid Natriumpyruvatlﬁsung'und durch Hitze inaktiviertem,
fetalem Kalbserum (10 %). Jedes Loch der likrotiterplatten
mit 96 Lichern wurde mit elwa 50.000 Menschen-Fasalpolyp-
zellen, suspendiert in 0,2 ml Vachstumsmedium beimpft. Die
Platten wurden denn fiir 8~10 Tage bei 37 OC in einer At~
mosphire mit 5 % €0, zur Bildung von Monoschichten ven Zel-
len inkubiert.

Am Ende der Zellwachstumsperiode von 8-10 Tegen wurden
susammenfliefende lionoschichten aus den Platten viermal mit
nit Phosphat gepufferter Salzldsung gewaschen und umit-
telbar danach mit 0,2 ml pro Loch an Aufrechterhaltungs-
medium behandelt, das 10, 5,0, 1,0, 0,5, 0,1 bzw.

0 /ug/ml der genamnten Verbindung enthielt. Das Aufrecht-
erhaltungsmedium war mit dem zuvor beschriebenen Wachgtums~
medium'identisch, mit der Ausnahme, dab der Gehalt des
fetalen Kalbsserums 2 % beirug. Die Platten wurden fir
weitere 18 Stunden bei 37 °u inkubiert, und die lono-
schichten wurden viermal mit mit Phosphat gepufferter Salz-
16sung zur Entfernung der genannten Verbindung gewaschen;
mit einer Zusammensetzung, welche etws das 1000-fache des
TCIDSO—
Tnfektionsrate bei nicht geschiitzten XKulturen hervorruft -

Wertes - d.h. des Desierungswertes, der eine 50 dige
enthielt an vesicularem Stomatitisvirus (VSV) fir eine zwei-
as - 3. . O X - " » - .

stiindige Adsorptionsperiode (37 ~C) behandelt, viermal nit

nit Phosphat gepufferter SalzlSsung zur Entfernung von nicht
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adsorbierten Virusteilchen gewaschen.und erneut mit 0,2 ml
des Aufrechterhaltungsmediums pro Loch versetzt. Die Platten

wurden dann 7 Stunden bel 37°C inkubiert und die Kulturfliis-
 pigkeit aus 5-8 Replikatzellen, die von jeder Platte geern~
tet worden waren, wurden in RShrchen eingefroren aufbewahri
und dann-auf die llenge an infektidsen Viren, die in 1ikro-
titerplatten von L-92S9-Miusefibroblasten vorhanden waren,
titriert, Die L-929-MHusckuliuren wurden mikroskopisch ein-
gestult und etwa 3 bis 4 Tage spiter anslysiert, wobei die
folgenden prozentualen Abnahmen der Virusausbeute (bezogen
auf die Kontrolle) fiir die fiinf Konzentrationen der genann-
ten, untersuchten Verbindungen bestimmt wurde:

Prozentuale Reduktion dexr Virusausbeute
Konzentration (/ug/ml) an genammter Verbindung

19 50 1,0 0,5 0.1
94 % 90 % 84 % 5% <68 %

Beispiele 51 bisg 54

In gleicher Weise wie in Beispiel 50 wurde die Reduktion
der Virusausbeute auf menschliche Polypzellen in vitro
fir die folgenden Verbindungen bestimmib:

- 40 -



an w - + an o€ 79
= - an an - + + 62 €9
=
%P aN ax - + o * '8¢ <9
' an ax - + + L2 L9
. - - - - + G2 | 09

- - - + + oz | 6G
- - - ¥ + 6L 85
- - - + + Ll LG
- - - + o * 9l 96
an an .- - + Gl ¢q
- - - + + Li 74
an att - + + oL €5
an - - ¥ an 8 265
au - - + + 9 1S

10 &6 oL 0°% [CP _

:E\ms\v UO T4 BIFUSZUOY *dsg ur
21N9gSNBSNIT,) JLop TWOT4Nnpey oTenjuszoxd 1ITe3se3xsYy ‘IuUNPUTIISf cdeg

G

- A1



-n- 207 370

Deigpiel 65

Fahigkeit von 1,3-Di-0~-(n-hexadecyl)-2-0-(3-aminopropyl)-
glyzerin-hydrochlorid zur Induktion von zirkulierendem
Interferon

Ein Gemisch von gleichen Gewichten der genannten Verbindung,
Polysorbat 80 und Glyzerin wurde zusammengeschmolzen und
dann in heifler 0,14l Natriumchloridldsung, welche 0,01 Na-
triumphosphat, pH = 7 (PB3) enthielt, homogenisiert. Die
erhaltene 61—in;WasSer—emulsion wurde fir die Applikation
einfach mit PBS verdiinnt.

Weibliche Schweizer-liguse (20-25 g Korpergewicht) wurden
intraperitoneal (0,5 ml) mit einer lenge der zuvor genann-
ten, verdiinnten fZmulsion injiziert, welche 25 mg der ge-
nennten Verbindung/kg Korpergewicht enthielt. Acht, zwolf,
sechzehn und zwanzig Stunden nach der Injektion wurden
Plasmaproben aus vier Miusen abgenommen und zusammengege-
ben, Reihenverdiinnungen in L-15 (Leibovitz)-iedium, das

5 % Tetales Kalbsserum enthielt, wurden in Mikrotiterplatten
iber Nacht bei 37 °C auf zusammenhingernden Monoschichien
von L-929-lifuse-fibroblasten inkubiert. Die HMonoschichten
vurden dann mit proteinfreiem Medium gewaschen, mit dem
10-fachen der TCIDSO—Wertes, d.he des die 50 %ige Infek-
tionsrate bei nicht geschiitzten Kulturen hervorrufenden
Dosiswertes, an vesicularen Stomatitisviren (VSV) flr eine
einstiindige Adsorptionsperiode (37 °C) bshandelt, gewaschen,
mit L-15-lledium, das 5 % fetales Kelbsserum enthielt, er-
neut behandelt und dann wiederum fiir 48 Stundean bei 37 °C
inkubiert. Die L-929-Kulturen wurden dann mikroskopisch'
guf Viruscytopathologie untersucht und analysiert, wobei
der Plasmainterferongehalt, der reziproke Wert der Plasma~
verdinnung, welche 50 %igen Schutz an L-929-lionoschichten
ergibt, bestimmt wurde.



Ein zweitee Experiment wurde unter Befolgung der zuvor ge-
nannten Arbeitsweise mit der Ausnahme durchgefiihrt, dafl den
lidusen 10 mg der genannten Verbindung/kg Korpergewicht in-

jiziert wurde, und daB Proben einer peritonealen VWische bel

" vier llHusen genommen und zusammengégeben wurden, und zwar

6, 9, 12, 15 und 18 Stunden nach der Injektion. Die Proben
wurden durch Exposition der Peritonealmembran genommen, wo-

bei 1 ml an ausgeglichener Hank-Salzldsung, die 100 Peni-

cillineinheiten/ml und 100 ,ug Streptomycin/ml enthielt, in
/

‘dem Peritoneglhohlraum injiziert wurde, das Abdomen kurz
massiert wurde und dann die Peritonealwésche abgesaugt
wurde. '

Die folgenden Daten wurden bei diesen beiden IExperimenten
erhalten: '

Interferon- Interferongehalte (Binheiten/ml)
quelle Zeit (h) nach der Injektion

6 8 9 12 15 16 18 20

Plasma - 34 - 67 - 52 - 40
Peritonealwische <16 ~ 768 320 448 - 448 -

Beispiele 66 bis 69

In gleicher Veise wie in Beispiel 65 wurde die Fihigkeit
zur Induktion von zirkulierendem Interferon fiir die im
folgenden angegebenen Verbindungen bestimmib:
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Beigspiel 70

Erhthung der durch Polyinosin-Polycytidylstiure (Poly(I:C) )
induzierten Zellresistenz gegen Vireninfektion durch

1, 2=Di-0~(n~hexadecyl)=2-0- (3—am1nopropyl)—glyzer¢n—
~hydrochlorid

Wachstumsmedium wurde durch Erginzung von 100 ml Eagle-mé;
dium minimaler essentieller Bestandteile mit 2 ml 100-fach
konzentrierter antibiotvischer-antimykotischer Lisung, 1 ml
200 mil GlutaminlOsung und durch Hitze inaktiviertem, feta~
lem Kalbsserum (5 %) hergestellt. Nduse-L-929-fibroblasten
wurden im Wachstumsmedium suspendiert, und jedes Loch von
Mikrotiterplatten mit 96 Ldchern wurden mit 0,2 ml der Sus-
pension, welche 20 000 bis 30 000 Zellen enthielt, beimpft.
Die Platten wurden fiir 2 bis 4 Tage bei 37 °C in einer At~
mosphire von 5 % 002 zur Ausbildung von Monoschichten der
Zellen inkubiert. Die Platten wurden viermal mit mit Phos-
phat gepuiferter Salzldsung unmittelbar vor der Behandlung
gewaschen,

Poly(I:C) wurde bei Konzentrationen von 5,0, 1,0, 0,2

und 0,04 /ug/ml in dem zuvor beschricbenen Medium ohne das
Kalbsserum hergestellt. 0,1 ml jeder Verdimnung wurde in
einer Schachbrettanordnung auf(den L-929~Zellenmonogchich-
ten mit 0,1 ml Verdiinnungen, welche 20,0, 4,0, 0,8, 0,16
und 0,032 /ug der genannten Verbindung pro ml des vom Serum
freien Mediums enthielten, zusammengegeben. Die Kentroll-
Lécher wurden entweder Poly(I:C) oder der genannten Verbin-
dung alleine exponiert. Die Platten wurden 6 Stunden bei

37 °¢ in einer Atmosphire vor 5 % 002 inkubiert, viermal
nit mit Phosphat gepufferter Salzldsung gewaschen und er-
nevt mit 0,1 ml pro Loch an Wachstumsmedium, das 2 % feta-
les Kaltsserum enthielt, versetzt. Nach weiterer 18-stiin--
diger Inkubation wurden die Platten auf Toxizitét einge-
stuft und dann mit 0,1 ml pro Loch einer Suspension von
vesiculare Stomatitis-Viren («mv-uuupeL51on) welche das

10=fache bis 30-fache des TC¢D50mh€rbeo, d.n. Gewebekultur-

- 45



5. 207

'infektionsdosis, welche eine 50 %ige Anfektionsrate bewirkt,
versetzt. Die Platten wurden fiir weitere 3 bis 4 Tage inku-
biert und dann mikroskopisch auf oytopathogenen Infekt (CPE)
untersucht. Zellen, welche vor der Virusinfektion geschiitzt
waren, waren frei von CPE. Die minimgle Schutzdosis (IIPD)
flr Poly(I:C) alleine wurde aufgezeichnet, und das Ausmaf
der erhdhten oder gesteigerten Antivirusektivitit, welche
durch die Kombination mit der genannten Verbindung hervor-
gerufen wurde, wurde flr jeden Verdiinnungswert der genannten
Verbindung bestimmt. |

Erhthung der durch Poly(I:C)-induzierten Zellresigtenz
gegen Vireninfektion

Konzentration (/ug/ml) der genannten Verbindung

20,0 4,0 0,8 0,16 0,032
125% 125 125X 5% <5X%

Anmerkung: Die Kombination von Poly{I:C) mit der genarmten
Verbindung ergibt den gleichen Antiviruseffekt wie die an-
gegebene Erhhung der Poly(I:C)-konzentration um das an-
gegebene Vielfache.

.

Beispiele 71 bis 92

iIn gleicher Weise wie in Beispiel 70 wurde die ErhShung
der durch Poly(I:C)-induzierten Zellresistenz gegeniiber
Vireninfektion fir die im folgenaen angegebenen Verbin.
dungen bestimmt:
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Erfindungsanspruch:

1. Verfahren flir die Herstellung einer Verbindung der
Pormel:
|
CH -~ Q2 I

1

und der pharmazeutisch annehmbaren Siureadditionssalze
davon, WOrin~Q1 und Q2 entweder —O-Y-—NHR3 oder ~OmR1,
jedoch verschieden sind,

R1 und R2 Jje aus der normales Alkyl mit 12 bis 20 Koh-
lenstoffatomen vnd normales Alkenyl ohne Doppelbindung
in der 1-Stellung mit 12 bis 20 Kohlenstoffatomen um-

fasgenden Gruppe ausgewdhlt sind,

Y aus der Alkylen mit 2 bis 4 Kohlenstoffatomen, wobel
die beiden Valenzen an verschiedenen Kohlenstoffatomen

vorhanden sind,

ortho-, meta- und para~Phenylendimethylen und

worin ¢ eine ganze Zahl von 1 bis 3 ist und die linke
Bindung an O gebunden ist, umfassenden Gruppe ausgewdhlt
ist, und )

.R3 aus der Wasserstoff und Alkyl mit 2 bis 4 Kohlen-
stoffatomen umfassenden Gruppe ausgewdhlt ist, gekenn-

W0

-4
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- zeichnet dadurch, daB es die folgenden Verfahrensschritte
umfaB+t: '

(a) Reduzieren einer Verbindung der Formel

Oy - Q3
B |
CH -

1

CH2

Y

-0 - Rz
worin Q3 und Q4 entweder -O--R1 oder -0-Y'~CH bzw,

--O-R1 oder —O—Y«NB, Jedoch verschieden sind,

worin Y' sus der Alkylen mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen,

-CH2——- I \ .
- s . worin die linke

Bindung an 0 ge-
bunden ist, und

worin die linke
Bindung an 0 ge-
bunden ist,

unfassenden Gruppe susgewshlt ist, zur Gewinnung einer
Verbindung der Formel I, worin R3 Wasserstoff ist;

(b) wenn gewingcht, Alkylieren der entstandencn Verbin-
- dung der Formel I, worin R3 Wagsserstoff ist; und



Te
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(c) wenn gewiinscht, Umwandeln der sus Schritt (a) oder
(b) hervorgegangenen Verbindung der Formel I oder II in
ein phermazeutisch-annehmbares S#ureadditionssalz davon.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf R,
und RE je normaleg Alkyl mit 14 bis 18 Xohlenstoffatomen
sind.

Verfahren nach Punkt 2, gekennzelchnet dadurch, daf R1
und R2 je n-hexadecyl gind., '

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daf die

Verbindung unter denjenigen mit der Formel I ausge-

wihlt ist.

Verfahren nach Punkt 1, gekénnzéichnet dedurch, daf ¥
ein geradkettiges Alkylen mit 2 bis 4 Kohlengtoffatomen
und Ry Wasserstoff ist.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da8 Y
ortho-, meta- oder nara-Phenylendimethylen und R3 Was-

serstoff ist.

Verfahren nach Punkt 6, gekennzeichnet dadurch, daB Y
meta-Phenyldimethylen ist.

Verfshren nach Punkt 5, gekennzeichnet dadurch, daf
R, und R2 Je n-Hexadecyl sind und ¥ n-Propylen ist.

Verrahren nach Punkt 8, gekennzeichnet dadurch, daB
die Verbindung die Formel I hat.
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10. Verféhren nach Punkt 7, gekennzeichnet dadurch, da8
,R1 und R2 Jje n-Hexydecyl sind.

11. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, da8
R1 und R2 je n-Hexadecyl sind, ’

- ist, worin die linke Bin-
dung an 0 gebunden ist,

und R3 W&sserstoff ist.
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