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Eine neue Thieno[2,3-d]imidazol-Synthese wird beschrieben, wobei in der Schliisselsequenz ein
Nitrothiophenderivat mit Dinatriumcyanamid umgesetzt und das resultierende Natriumsalz nach
einer katalytischen Hydrierung ringgeschlossen wird. Eine nach diesem Verfahren hergestellte
Verbindung 1, deren Substitutionsmuster einem gegen Rhino- und andere Picornaviren hochwirk-
samen Benzolanalogon, dem Enviroxime (B), entspricht, zeigt eine geringere antivirale Aktivitit als
dieses.

Thiophene as a Structural Element of Physiologically Active Compounds, XI: Substituted
Thieno[2,3-dlimidazoles as Potentially Antiviral Compounds

A novel synthesis of thieno[2,3-d]imidazole is described. In the key reaction sequence a
nitrothiophene derivative is reacted with disodium cyanamide. The resulting sodium salt is subjected
to ring closure after a catalytic hydrogenation step. Compound 1, prepared by this procedure, has a
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substitution pattern equal to that of the benzene analogue enviroxime (B), which is highly active
against picorna virus and rhino virus in particular. However, the thienoimidazole 1 was found to be
less active against these viruses than the benzimidazole.

Die antivirale Wirkung von Benzimidazolen ist seit 1952 bekannt?; die Struktur-Aktivititsbezie-
hungen einer groBen Zahl von Benzimidazolderivaten wurden seitdem extensiv untersucht®?.
2-(o-Hydroxybenzyl)benzimidazol (HBB) (A), eine der bestuntersuchten antiviralen Substanzen,
hemmt selektiv die Vermehrung bestimmter Vertreter der Picornavirus-Gruppe, indem es mit der
Replikation der viralen Nukleinsiure interferiert™®. Die Empfindlichkeit verschiedener Viren der
Picorna-Gruppe gegen A variiert sehr stark, insbesondere wird die Mehrzahl der klinisch
bedeutenden Rhinoviren durch A nicht oder nur marginal gehemmt’®. [2-Amino-1-(isopropylsul-
fonyl)-6-benzimidazolyl}phenylmethanon-Oxim (Enviroxime) (B) ist ein hochwirksamer Inhibitor
der Rhinovirus-Vermehrung in Zell- und Organkulturen'®!"). Es zeichnet sich durch ein breites
Wirkspektrum aus: Alle bisher untersuchten Rhinovirus-Serotypen und Enteroviren (Polio, Echo
und Coxsackie) werden effektiv gehemmt'?.

Diese interessante biologische Aktivitit veranlaBte uns, die Synthese des Thiophen-
analogons 1 des Enviroximes (B) auszufilhren und seine antivirale Aktivitdt zu
untersuchen. Es konnte in den bisherigen Mitt. gezeigt werden, daB der Austausch Benzol
gegen Thiophen sehr hiufig nicht durch einfache Ubertragung analoger Syntheseschritte
gelingt, sondern daB die Entwicklung neuer Syntheseverfahren erforderlich ist. Dies giltin
besonderem MaBe, wenn man aus Okonomischen Griinden einen vergleichbaren
synthetischen Aufwand fiir den thiophenhaltigen Wirkstoff anstrebt,

Schema 1

Wir haben in einer friiheren Mitt.”¥ iiber die Synthese des Thiophenanalogons des
Benzimidazol-Analgeticums Entonitazen berichtet, wozu eine neue Synthese von
Thieno[2,3-dlimidazolen durch Curtiusabbau von o-Aminothiophencarbonsiureaziden
entwickelt worden war. Obwohl nun in der gewiinschten Zielverbindung 1 dasselbe
Stammsystem vorlag, wurde ein anderes Synthesekonzept erarbeitet, welches in der
Schiliisselstufe einen nucleophilen Substitutionsschritt vorsieht (vgl.*'¥). Der limitierende
Faktor bei der Synthese eines Thienoimidazols ist ndmlich die Instabilitit der bei der
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Synthese intermediar auftretenden Thiophendiamine. Wihrend bei der Synthese iiber den
Curtiusabbau elektronenabziehende Substituenten an der Aminogruppe zur Stabilisie-
rung der Zwischenprodukte eingesetzt worden waren, lieB bei der Synthese von 1 iiber
einen nucleophilen Austausch die bereits im Edukt 3 vorliegende elektronenabziehende
Benzoylgruppe eine groBere Stabilitit der intermedidr auftretenden Amine erwar-
ten',
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Schema 2

Die Ausgangsverbindung 3 lieB sich in ausgezeichneter Ausbeute aus der Carbonséaure 2
durch Friedel-Crafts-Reaktion des Sdurechlorides herstellen. Der nucleophile Austausch
des Chloratoms gegen die Aminogruppe erfolgte durch Erhitzen in einem Gemisch von
Methanol und gesittigter wiBriger Ammoniaklosung. Das erhaltene Monoamin 4a wurde
in einer Parr-Hydrierapparatur mit W-2-Raney-Nickel hydriert, wobei mit einem grofien
Katalysatoriiberschuf} gearbeitet werden muflte. Das Diamin 5a war wider Erwarten sehr
unbestindig und konnte nicht in reiner Form isoliert werden. Versuche, das Rohprodukt
von 5a bzw. sein Hydrochlorid mit Bromcyan umzusetzen, fithrten zur Zersetzung des
Reaktionsgemisches.

Aufgrund dieser Ergebnisse erschien die Einfiihrung einer Cyanaminogruppe ein
vielversprechender Ausweg zu sein, einerseits wegen der stabilisierenden Wirkung der
elektronenabziehenden Cyangruppe, andererseits, weil simtliche fiir das Ringsystem
erforderliche Atome in einem Schritt eingefiihrt werden konnten. Tatsdchlich gelang der
Umsatz von 3 mit Dinatriumcyanamid recht gut. Die durch Ansduern des Reaktionsge-
misches erhaltene Verbindung 4b wurde zu Sb hydriert, welches aber offensichtlich ebenso
wie 8a recht instabil war und sich unter Ammoniakentwicklung zersetzte. Beim
nucleophilen Austausch mit Dinatriumcyanid war das Natriumsalz 4¢ in kristalliner Form
aus dem Reaktionsgemisch angefallen. Dieses wurde beim nichsten Versuch in die
katalytische Hydrierung eingesetzt. Tatséchlich konnte nach dem Ansduern des Hydrie-
rungsgemisches 6a in guter Ausbeute isoliert werden, sodaf sich auf diese Weise eine sehr
einfache und effiziente neue Synthese fiir 2-Aminothieno[2,3-d]imidazole ergab. Durch
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Umsatz des Natriumsalzes von 6a mit Isopropansulfonsiurechlorid konnte 6b erhalten
werden. Die hellgelbe Farbe von 6b, sowie ein UV-Maximum bei 380 nm bestitigten die
Annahme einer Substitution in Position 1, da nur in diesem Fall eine energetisch giinstige
mesomere Grenzformel mit einer negativen Ladung am Carbonylsauerstoff und einer
positiven Ladung am exocyclischen Stickstoff geschrieben werden kann. Durch Riickfluf3-
erhitzen von 6b mit Hydroxylamin in Methanol wurde schlieBlich 1 als Gemisch der
(E)/(Z)-Diastereomere erhalten.

Diskussion der Ergebnisse der Untersuchungen zur antiviralen Aktivitit

Das Thiophenanalogon 1 der gegen Picornaviren wirksamen Substanz B besitzt eine
deutlich geringere antivirale Aktivitit als diese (Tab. 1).

Tab. 1: Antivirale Wirksamkeit von 1

Viren MHK (ug/ml) Virus Rating
HBB  Enviroxime Thienoimidazol HBB Enviroxime Thienoimidazol

A B 1 A B 1
Rhino Typ 2 100 0,1 10 0,3 14 0.4
Rhino Typ 3 33 0,03 10-3 08 25 0,4
Rhino Typ 14 10-3 0,1 10-3 18 22 04
Rhino Typ 16 33 0,03 10-3 0,8 29 0,4
Rhino Typ 33 100 0,03 10-3 0,4 25 0,3
Rhino Typ 37 33 0,03 10-3 0,6 23 0,3
Rhino Typ 48 33 0,1 10-3 0,8 2,1 0,3
Rhino Typ 50 100 0,3 3 0,1 2,1 1,2
Rhino Typ 55 >100 0,1 33 0 1,6 0,1
Polio Typ 2 10 3,3 >33 1,5 1,8 0
Coxsackie B3 3 0,1 10-3 1,7 1,9 0,3
Echo Typ 9 10 0,3 3 1,7 2,8 1,3
EMC >100 >10 >33 0,5 0 0
MTK (ug/ml) 100 10-3 33

Es ist — ebenso wie B — gleichermaBen aktiv gegen alle untersuchten Rhinovirus-
Serotypen, die MHK-Werte liegen jedoch um einen Faktor 100 iiber denen des
Enviroximes. Dem HBB A ist unsere Verbindung beziiglich der Hemmung bestimmter
Rhinovirus-Serotypen vergleichbar (Abb. 1).

Encephalomyocarditis-Virus (EMC) wird durch keine der untersuchten Substanzen
gehemmt. Dieses Virus ist ein Picornavirus, gehort jedoch zu der von den Rhino- und
Enteroviren klar abgegrenzten Gruppe der Cardioviren. Die Zelltoxizitit von 1 ist hoher
als die des HBB (A), jedoch niedriger als die des Enviroximes (B). Die Ergebnisse zeigen,
daB im vorliegenden Fall ein Ersatz des Benzolrings durch ein Thiophen die antivirale
Aktivitat der Verbindung beeintrichtigt.
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Experimenteller Teil

Allgemeine Angaben vgl.'¥

(5-Chlor-4-nitro-2-thienyl)-phenylmethanon (3)

122,3 g (0,599 mol) 2'” wurden in 1,251 absol. Benzol mit 147 g (0,707 mol) Phosphorpentachlorid auf
50° erwidrmt. Es wurde auf etwa 20° abgekiihlt und 172 g (1,296 mol) wasserfreies Aluminiumchlorid
portionsweise so zugegeben, daB die Temp. 50° nicht erreichte. Es wurde 1h unter Riickflug erhitzt,
abgekiihit, auf ein Gemisch von 325 ml konz. Salzsiure und 3,5 kg Eis gegossen. Die organische Phase
wurde mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung ausgeschiittelt, beide Phasen iiber Hyflo
filtriert, die organische iiber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Aus Ethanol blieben 143,4¢g
(91 % d.Th.) farblose Nadeln zuriick. Schmp.: 119-120° (zers.). 'H-NMR: & (ppm) = 8,07 (s, 1H
Thiophen), 7,55-7,9 ppm (m, 5H Phenyl). C,;H,NO3SCI1 (267,5) Ber.: C49,4 H2,26 N 5,2; Gef.: C

49,4 H2,35N 5,3.
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(5-Amino-4-nitro-2-thienyl)-phenylmethanon (4a)

In einem fest verschlossenen 500ml Rotavaporkolben mit Magnetrithrer wurden 38ml konz.
Ammoniaklésung, 270 ml Methanol und 14g (52,3 mmol) 3 vorgelegt und die Suspension bei 60°
Olbadtemp. 4,25 h erhitzt. Dann wurde das Reaktionsgemisch 15 h auf 0° gekiihlt, kalt abgesaugt, mit
viel Ether nachgewaschen und bei 100° i. Vak. getrocknet. 9,36 g hellgelbe Kristalle. Sie wurden in
250 ml Dioxan aufgekocht. Es wurde heiB3 von einem verbleibenden Riickstand filtriert, das Filtrat auf
130 ml eingeengt und nach dem Erkalten das Reaktionsprodukt mit 400 ml Ether ausgefillt. Nach 15h
bei 0° wurde abgesaugt und mit Ether nachgewaschen. Nach Trocknung bei 100° i. Vak. wurden,
8,36 g (64 % d. Th.) hellgelbe Nadeln erhalten und aus Acetonitril umkristallisiert. Schmp.: 230-232°
(Zers.). 'H-NMR: & (ppm) = 9,3 (s, breit, 2H, -NH,, aust. mit D,0), 7,6-8,0 (m, 6H arom.).
C{HgN,O,S (248,26) Ber.: C 53,2 H 3,25 N 11,3; Gef.: C532 H 3,27 N 11,3.

(4,5-Diamino-2-thienyl)-phenylmethanon (5a)

3,9g (15,7 mmol) 4a wurden in 120 ml Dioxan unter Erwiarmen gelost, mit wenig Aktivkohle versetzt
und heiB in eine 500 m! Schiittelente gesaugt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemp. (RT) wurden 30g
W2-Raney-Nickel zugegeben und in eine Parr-Mitteldruckhydrierapparatur bis zur Aufnahme von
0,0471 mol H, hydrert (Dauer 3h). Das Hydriergemisch wurde iber Hyflo vom Katalysator
abfiltriert, mit viel Dioxan nachgewaschen und i. Vak. bei einer Badtemp. von ca. 30° eingedampft.
Es wurden 3,08 g (90 % d. Th.) eines dunkelroten Ols erhalten, das sehr stark zur Zersetzung neigte
und selbst unter N, im Tiefkiihlschrank nur kurzfristig aufbewahrt werden konnte.

N-(5-Benzoyl-3-nitro-2-thienyl)-cyanamid {4b)

Eine Losung von 2,36 g (56 mmol) Cyanamid in 20ml Natronlauge aus 4,48 g (112mmol) NaOH
wurde mit 60 m] Methanol verdiinnt. Sodann wurden 10g (37,4 mmol) 3 portionsweise zugegeben,
wobei sich das Gemisch auf 34° erwérmte und kurzfristig eine nahezu klare rote Losung auftrat, aus
der ein orangeroter Niederschlag fiel. Nach 15 min Rihren bei RT wurde abgesaugt, das Natriumsalz
mit Dichlormethan gut gewaschen und trocken gesaugt. Der Riickstand wurde in 40m] Wasser
suspendiert und mit 7ml konz. Salzsdure angeséuert, gut durchgeriihrt, die freie Verbindung 4b
abgesaugt und mit Wasser bzw. Dichlormethan digeriert. Die Mutterlauge des Natriumsalzes von 4b
wurde mit 2N-HCI bis zu einem pH von ca. 2 angeséuert, wobei noch ein Niederschlag von 4b ausfiel,
der gewaschen wurde. Die erhaltenen kristallinen Fraktionen wurden vereinigt und bei 60° i. Vak.
getrocknet. Ausb.: 6,93 g (67,9 % d. Th.). Schmp.: 165° (Zers.). '"H-NMR: & (ppm) = 7,4-8,0 (m, 6H
arom.), 6,05 (s, 1H, -NH-CN, aust. mit D,0). IR (KBr): 3400 und 3200 (-NH), 2240cm ™! {CN).

N-(3-Amino-5-benzoyl-2-thienyl})-cyanamid (5b)

In eine Losung von 2g (7,3mmol) 4b in 60ml Methanol/Dioxan 1:1 wurde eine Spatelspitze
Aktivkohle eingeriihrt, in eine 500 ml Schiittelente gesaugt, mit ca. 20g W2-Raney-Nickel versetzt
und in einer Parr-Mitteldruckhydrierapparatur bis zur berechneten H,-Aufnahme von 22 mmol
hydriert (Dauer ca. 3h). Dann wurde iber Hyflo filtriert, mit Dioxan nachgewaschen und bei 30°
i.Vak. eingedampft. 1,5g (84% d.Th.) dunkelrotes Ol, welches laut DC (Benzol/Ethanol/
Triethylamin 6:1:1) nicht ganz einheitlich war und sich beim Stehen unter Ammoniakentwicklung
zersetzte.

N-(5-Benzoyl-3-nitro-2-thienyl)-cyanamid-Natriumsaiz (4¢)

In eine Losung von 37 g (417 mmol) Dinatriumcyanamid in 650 ml Methanol wurden portionsweise
74,5 g (278 mmol) 3 eingetragen, wobei die Temp. bei ca. 40° gehalten wurde. Nach beendeter Zugabe
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erfolgte 45 min Nachriihren bei RT. Dann wurde das Natriumsalz mit wenig Wasser gewaschen und
mehrmals mit Dichlormethan digeriert. Nach Trocknen i. Vak, bei 60° blicben 56,2 g (68 % d. Th.)
intensiv gelbe Kristalle zurtick. Schmp.: > 360°.

(2-Amino-1H-thieno[2,3-d]imidazol-5-yl)-phenylmethanon (6a)

7,75 g (26,3 mmol) 4¢c wurden in 320 ml Methanol unter gelindem Erwirmen geldst, mit Aktivkohle
versetzt und warm in eine Schiittelente filtriert. Nach dem Abkiihlen wurden ca. 60g W2-
Raney-Nickel zugegeben und in einer Parr-Mitteldruckhydrierapparatur bis zur Aufnahme von
79 mmol H, hydriert. Das Gemisch wurde iiber Hyflo filiriert, das Filtrat mit 200 ml Wasser und
6,56 ml konz. Salzsiiure versetzt und das Methanol i. Vak. abdestilliert. Die waBrige Phase wurde mit
Dichlormethan ausgeschiittelt, beide Phasen iiber Hyflo filtriert und die organische mit Dichlorme-
than extrahiert. Die wiBrige Phase wurde unter Riihren mit Natriumhydrogencarbonat neutralisiert,
wobei ein gelber Niederschlag ausfiel, welcher unter Zusatz von einigen Millilitern Dichlormethan
zur besseren Koagulation 1/2h nachgeriihrt wurde. Dann wurde filtriert, mit Wasser und
Dichlormethan gewaschen und bei 100° i. Vak. getrocknet. Ausb.: 4,25g (74 % d.Th.) hellgelbe
Nadeln. Schmp.: 273-276° (Zers.). 'H-NMR (DMSO-d;): 8 (ppm) = 7,5-8,0 (m, SH Phenyl), 7,35 (s,
1H Thiophen), 6,7 (s, 1H, -NH-, aust. mit D,0), 3,5 (s, breit, 2H, -NH,, aust. mit D,0). Fiir die
Analyse wurde aus Ethylacetat umkristallisiert. C,,HgN;0S (243,29) Ber.: C 59,2 H 3,73 N 17,3;
Gef.: C589H 3,72 N 16,8.

[2-Amino-1-[(1-methylethyl)sulfonyl]-1H-thieno[2,3-d]imidazol-5-yl]-phenylmethanon (6b)

In eine Suspension von 34,7g (142,6 mmol) 6a in 270 ml absol. Dimethoxyethan wurden unter
Stickstoff 3,56 g (145 mmol) Natriumhydrid eingetragen. Nach 1h RiickfluBerhitzen wurde auf 30°
abgekiihlt und 16,95ml (151 mmol) Isopropylsulfonylchlorid in 52ml absol. Dimethoxyethan so
zuflieBen gelassen, daB die Temp. 40° nicht iiberstieg. Nach weiteren 4 h RiickfluBkochen wurde das
Dimethoxyethan i, Vak. abgedampft, der dunkelbraune Riickstand (66,3 g) in ca. 900 ml Dichlor-
methan gelast, mit 0,5 N-HCL, Wasser, 0,1 N-HCI und mit geséttigter Natriumhydrogencarbonatlo-
sung gewaschen. Die organische Phase wurde getrocknet, abfiltriert, zur Trockene eingedampft und
der Riickstand in 1250 ml Ethanol aufgekocht, die Losung mit Aktivkohle versetzt und heiB filtriert.
Nach 15h wurde der Niederschlag abgesaugt und bei 100° i. Vak. getrocknet (Ausb.: 14,98 g). Die
Mutterlauge wurde auf 200 ml eingeengt und die ausgefallenen Kristalle erneut gesammelt (4,1g).
SchlieBlich wurde das restliche Ethanol abgedampft, der Riickstand mit S0 ml Ether digeriert, der
Niederschlag aus Ethanol umkristallisiert, wobei weitere 2,5 g reines 6b isoliert werden konnten.
Gesamtausb.: 21,5 g (43% d.Th.) gelbe Nadeln. Schmp.: 209-211,5°. 'H-NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 7,4-8,0 (m, 8H arom., 2H, -NH,, aust. mit D,0), 3,7-4,3 (m, 1H, -CH-), 1,35 (d, 6H,
-2CH,3). UV (EtOH): A max. (g) = 210 (10043), 258,5 (8 730), 380 nm (18 660). Fiir dic Analyse wurde
aus Acetonitril umkristallisiert. C;sH;sN30,S, Ber.: C 51,6 H 4,33 N 12,0; Gef.: C 51,5 H 4,30 N
11,9.

[2-Amino-1-[(1-methylethyl)sulfonyl]-1H-thieno[2,3-d]imidazol-5-yl]-phenylmethanonoxim (E/Z-
Diastereomerengemisch) (1)

14,9g (42,6 mmol) 6b und 8,89 g (128 mmol) Hydroxylaminhydrochlorid wurden in 700 ml absol.
Methanol unter Stickstoff 24 h riickfluBerhitzt. Dann wurde auf 175 ml eingeengt. Zu der noch heiBien
Losung wurden unter heftigem Rithren 207 ml Wasser, 207 ml pH 7-Pufferiésung und 207 m! pH
7-Pufferlésung/Wasser 1:1 zugegeben, wobei bei der Zugabe des Puffer/Wassergemisches ¢in feiner
gelbbrauner Niederschlag ausfiel. Die Losung wurde auf Raumtemp. abkiihlen gelassen und 17h
nachgeriihrt, wobei das Prézipitat zu groBeren Teilchen koagulierte. Es wurde mit wenig Wasser
gewaschen und bei 100° i. Vak. getrocknet. Ausb.: 6,8g (43,8 % d. Th.); farblose Kristalle. Schmp.:
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170-172° (Zers.). "H-NMR (DMSO-dg): & (ppm) = 12,1 (s, breit, 0,82 H, -OH, aust. mit D,0), 11,1
(s, breit, 0,18 H, -OH, aust. mit D,0), 7,5 (m, SH Phenyl), 7,0 (s, breit, 2H, -NH,, aust. mit D,0), 6,9
(s, 0,82 H Thiophen), 6,5 (s, 0,18 H Thiophen), 3,5-4,1 (m, 1H, -CH(CH;),), 1,33 (d, 6H,
-CH(CHz),)- C sH¢M,058, (364,45) Ber.: C 49,4 H 4,43 N 15,4; Gef.: C 49,5 H 4,35 N 15,1.

Biologische Untersuchungen: Material und Methoden

Zellen: HeLa Ohio Zellen wurden als Ein-Zell-Schichten in Eagle’s Minimum Essential Medium
(MEM)™ mit 5% fétalem Kalberserum (FCS) bei 37° in einer 5% CO, in Luft-Atmosphire
kultiviert. Zellsuspensionen wurden durch Behandlung konfluenter Zellkulturen mit Trypsin-
Versen' hergestellt; die von der Oberfliche abgelésten Zellen wurden in der gewiinschten Dichte in
MEM mit 15% FCS suspendiert. Die GMK-Zellinie ist eine von primiren Affennierenzellen
abgeleitete, kontinuierliche Zellinie, und stammt von H. Lennartz, Hamburg. Sie wurde in gleicher
Weise wie HeLa Ohio Zellen kultiviert.

Viren: Alle Rhinoviren wurden von der American Type Culture Collection erhalten. Polio Typ2,
Coxsackie B3 und Echo Typ 9 stammen urspriinglich von A. B. Sabin und wurden von H. J. Eggers,
Kéln, zur Verfiigung gestellt. Encephalomyocarditis- Virus war von M. Scriba, Wien. Echovirus Typ 9
wurde in GMK Zellen geziichtet™, die iibrigen Viren in HeLa Ohio Zellen. Zur Vermehrung von
Rhinoviren enthielten alle Medien zusétzlich 30 mmol MgCl,.

Substanzen: Enviroxime (B) wurde freundlicherweise von E. Lilly, Indianapolis, zur Verfiigung
gestellt. Thieno[2,3-d]imidazol und B wurden in DMSO gelést, in MEM verdiinnt und mittels
Ultraschall gut suspendiert. Beide Substanzen waren erst ab 10pg/ml klar 16slich. 2-(a-D-
Hydroxybenzyl)benzimidazol-HCl (HBB) (A) wurde direkt in MEM gelost.

Virus-Hemm-Test (Tab.1): In Mikrotiterplatten mit flachem Boden wurden serielle Dreifach-
Verdiinnungen der Substanzldsung in MEM hergestellt. Gleiche Vol. Virusverdiinnung in MEM und
Zellsuspension in MEM mit 15 % FCS wurden zugesetzt. Die Zellkonzentration wurde so gewahit,
daB sich nach 1-2d ein konfluenter Zellrasen bildet. Die Virusverdiinnungen wurden so eingestellt,
dafl ohne hemmende Substanz nach 3-4d ein volistindiger zytopathischer Effekt auftritt. Als
Kontrollen wurden Zellen allein (Zellkontrolle), Zellen mit Virus (Viruskontrolle) und Zellen mit
Substanz in verschiedenen Konz. (Toxizititskontrolle) mitgefiihrt. Als minimale Hemmkonzentra-
tion (MHK) wurde die Substanzkonzentration bezeichnet, in deren Gegenwart der zytopathische
Effekt noch deutlich geringer als der der Viruskontrolle war. Die minimale toxische Konzentration
(MTK) war die Substanzkonzentration, bei der noch eine geringere Zelidichte als in der Zelikontrolle
beobachtet wurde. Das ,,Virus Rating* wurde nach Sidwel/* aus MHK, MTK und aus dem Grad der
Hemmung des zytopathischen Effekts berechnet.

Plaque-Reduktions-Test (Abb. 1): Konfluente Ein-Zell-Schichten wurden mit seriellen Zehnfach-
Verdiinnungen von Viruslysaten infiziert. Nach 1h Adsorption bei RT wurden die Zellen
iiberschichtet mit einer Mischung aus gleichen T. 1,2 % Agarose und doppelt konz. Medium nach
Dulbecco®™, welches die zu testende Substanz in verschiedenen Konz. enthielt. Nach 3-4 d wurden die
Zellen mit Neutralrot gefirbt, die Plaques im Zellrasen gezihlt, und die Plaquezaht relativ zur
Viruskontrolle berechnet.
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