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Sposéb wytwarzania nowych 3-podstawionych 1,2,4-triazolonukleozydéw

Wynalazek dotyczy sposobu wytwarzania nowych 3-podstawionych 1,2,4-triazolonukleozyddw charaktery-
zujacych sie aktywnoscia przeciwwirusowa jak i przeciwnowotworowa.

Nowe 3 podstawione 1,2,4-triazolonukleozydy przedstawia wzoér 1.

Dotychczas znanymi dwoma antybiotykami nukleozydowymi o pieciocztonowych pierscieniach heterocy-
- klicznych sa showdomycyna i pirazomycyna, okreslone nizej podanymi wzorami 3 i4. Spo$réd dotychczas
poznanych syntetycznych nukieozydowych srodkéw przeciwwirusowych szczegélne znaczenie majg 5-jodo-2'-
dezoksyurydyna (E—IDU), 9-8-D-arabinofuranozyloadenina (Ara-A) oraz 1-D-arabinofurazynolocytozyna
(Ara—C). Z tych substancji dostgpna jest tylko 5-1IDU (w roztworze 0,1% w szczegdlnosci jako srodek przeciw-
wirusowy. Wadg tego zwigzku jest jego staba rozpuszczalno$é isilna toksycznosé, powodujgca koniecznosé
stosowania tego zwigzku w niekorzystnie duzych rozciericzeniach.

Alonsc i inni w ,J. Heterocyclic Chem.”” 7, 1269—72 (1970) opisuja wytwarzanie 1-(3-D-rybofuranozylo)-
-4-karboksamido-1,2,3-triazolu, nie wspominajg jednak o jakiejkolwiek jego aktywnosci biologicznej . Witkowski
i Robins w artykule pod tytutem ,,Synteza chemiczna neukleozydéw 1,2,4-triazolowych, pochodnych urydyny,
2'-dezoksyurydyny, tymidyny icytydyny”’ (J. Org.Chem. 35, 2635—41), (1970), proponuja rézne analogi
1,2,4-triazolonukleozydowe, jako substancje odpowiednie do wykonywania testéw biologicznych, przy czym
jednak nie wspominajg o zadnych dziataniach specjalnych tych zwiazkéw. Dalsze badania wykazaty, ze sposrod
podanych analogéw tylko 5—bromo-3—nitro-1-(2,3,5-tr6j-0-5cetylo-B-D-rybofurano;ylo)-1 ,2,4-triazol wykazuje
niewielka aktywno$¢ przeciwwirusowa, przy czym przyjmuje si¢ ze aktywno$¢ te nalezy przypisaé jedynie
cytotoksycznosci tego zwigzku.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze 3-podstawiony-1-(0-acylozablokowany-D-rybofuranozylo)-
1,2,4-triazol o wzorze 2, w ktérym kazdyz podstawnikéw Ac oznacza grupe acylowa, Y oznacza grupe cyjanowa,
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poddaje sie reakcji z amoniakiem a nastepnie usuwa blokujace grupy acylowe przez zmydlenie. Stosule sie
zwiazki wyjsciowe o grupach hydroksylowych zablokowanych resztami acylowymi.

Zwiazki wedtug wynalazku wykazujg aktywno$é przeciwwirusowa, w postaci nie zacylowanej czyli
~odblokowanej” wykazuja znacznie wigksza rozpuszczalno$é¢ w wodzie niz dotychczas znane nukleozydowe
srodki przeciwwirusowe. Szczegdlnie korzystny jest nowy 1-(8-D-rybofuranozylo-1,2,4-triazolo-3-karboksamido-
nukleozyd, ktory charakteryzuje sie bardzo szerokim zakresem skutecznosci przeciwwirusowej oraz przeciwguzo-
wej.

Ester metylowy kwasu 1,2,4-triazolo-3-karboksylowego oraz 3-cyjanotriazol moga stuzyé, jako produkty
wyjsciowe do syntezy 1,2,4-triazolonukleozydéw wedtug wynalazku. Pierwszy z wymienionych zwigzkéw mozna
wytwarza¢ za pomoca utleniania 3-metylo-1,2,4-triazolu i nastepujacq potem estryfikacje otrzymanego kwasu
metodg Cipensa i Grinsteina (poréwnaj ,,Latvijas PSR Zinatnu Akad Vestis”. Kim. Ser. (1965) (2) 204—08,
poréwnaj C.A. 63, 13243, 1965). 3 cyjano-1,2 4 triazol wytwarza sie w drodze wielostopniowej syntezy podanej
przez Cipensa i innych (loc sit.). Zwigzek ten mo2na otrzymywacé w sposéb jeszcze bardziej korzystny stosujac
reakcje addycji miedzy dwucyjanem a hydrazyng, przy czym powstaje hydrazyd kwasu 1-cyjanoforminidowego
oraz nastgepujacy potem cyklizacje w ortomréwczanie tréjetylowym katalizowana przez kwas. Zgodnie z jednym
z wariantéw otrzymuje sie z wydajnoscia ilosciowa pochodng tréjmetylosililowa estru metylowego kwasu
1,2,4-triazolo-3-karboksylowego w reakcji ‘ z heksametylo-dwusilazanem pod chtodnica zwrotna, a nastepnie
wprowadza si¢ ja w reakcje z odpowiednim 0 acylowanym (zacylowanym przy tlenie) halogenkiem cukru, przy
czym powstaje na przykiad mieszanina ztozona z estrow metylowych 0-benzoilowanych kwaséw 1-Drybofura-
nozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego oraz 5 karboksylowego zgodnie ze schematem 1 reakcji. W schemacie
tym symbol Bz oznacza grupe benzoilowa. Ester metylowy kwasu 3-karboksylowego izoluje si¢ za pomocq
krystalizacji czastkowej, albo korzystnie metodg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Odben-
zoilowanie i aminoliza daja amid kwasu 1{8-D-rybofuranozylo)-1,2 4 triazolo-3 karboksylowego.

Najlepsza metoda syntezy polega na s:apianiu w obecnosci kwasowego katalizatora odpowiednio podsta-
wionego triazolu z cukrem zablokowanym acylami przy atomach tlenu (w tym przypadku z 1 O-acetylo2,35- -
tr6j-0-tréjbenzoilo-8-D-rybofuranoza), po czym nastepule odblokowanie i aminoliza, jak to wynika ze schematu 2
reakcji.

Albo tez do stapiania stosowac 2-cyjano-1,2 4-triazol po czym powstaty 3-cyjano-14(2,3 5-tr610-acetylo{3-
D-rybofuranozylo-1 2,4 triazol przeprowadzaé w aktywny 3-karboksamido nukleozyd za pomoca reakcji z nad-
tlenkiem wodoru w obecnosci wodnego roztworu amoniaku. Jednakze wydajnosé jest mniejsza niz w przypadku
stapiania z estrem metylowym kwasu 1,2,4-triazolo karboksylowego.

Pomimo, Ze wynalazek opisano ze szczegélnym uwzglednieniem zablokowania grupami acetylowymi lub
benzoilowymi grup hydroksylowych w pozycjach 2'-, 3'- i 5 reszty cukrowej, to jednak zaznacza sie, Ze do
zabezpieczenia tych grup hydroksylowych przed reakcjami ubocznymi, na przyktad przed dehydratacjg (podczas
syntezy substancji czynnych, stanowiacych przedmiot wynalazku) mozna stosowaé wszelkie odpowiednie acyle
Sutherland iinni w,Biochim.et. Biophys_ Acta’ str. 148 107 (1967) podaja, Ze zacylowanie cyklicznych
nukleotydéw wywiera korzystny wptyw na transport komérkowy Wolne grupy hydroksylowe reszty cukrowej
nukleotyddw i nukleozydéw wedtug wynalazku mozna zacylowaé inaczej w celu zwigkszenia rozpuszczalnosci
w lipidach albo na przyktad wprowadzaé¢ grupy alkilo albo alkarylosulfonylowe na przyktad tozylowe,
mezylowe, brozylowe, nizylowe itd..

Pomimo, ze jako grupe opuszczajacq pozycje 1' wyZej wspomnianego reagenta cukrowego podano acetyl
albo wprzvpadku sililowania — chlorowiec, to jednak nalezy zaznaczy¢, Ze mo2na zastosowaé ka2dg reszte-
zdatng do zastapienia i odszczepienia w postaci produktu ubocznego.

Pomimo, Zze w powy2szej czesci opisu w celach wyjasnienia wynalazku postu2ono si¢ grupami §-D rybofu-
ranozylowq i ksylofuranozylowa to jednak nale?y zaznaczyé, 2e wynalazek przewiduje réwniez zastosowanie
innych reszt cukrowych, na przyktad 2’-dezoksy3-D-rybofuranozylu, 2°-dezoksy a-D+ybofuranozylu i §-D -arabi-
nofuranozylu. W przypadku 2'-dezoksytriazolonukleozydéw cukrami wyjsciowymi mogg by¢ 2'-dezoksytriazolo-
nukleozydéw cukrami wyjsciowymi mogga byé 2 dezoksy-1,3 5-tr6j-0 acetylo-D-rybofuranoza albo 1-0-acetylo-2-
dezoksy-3,5-dwu-0-(p-toluilo) D+ybofuranoza Te ostatnig otrzymuje sie dziatajac na chlorek 2-dezoksy-3,5-
dwu-0-(p-toluilo)-D-rybofuranozylu octanem rteci |1 w czterohydrofuranie.

Arabinozylotriazolo-nukleozydy wytwarza si¢ metodg sililowania, przy czym stosuje sie chlorek
2,3,5-tr6j-0-benzoilo-D-arabinofuranozylu.

Wobec stwierdzonej aktywnosci biologicznej rybofuranozylotriazoli wedtug wynalazku prawdopodobna
wydaje sig réwnie2 aktywno$¢ odpowiednio podstawionych arabinofuranozylotriazoli, zwtaszcza ze wzgledu na
znaczng aktywnos$é przeciwwirusowa zwiazku ,,Ara-A” i zwiazku ,,Ara—C"’. Podobnie znana aktywno$¢ przeciw-
wirusowa 5-jodo-2’-dezoksyurydyny pozwala przewidywaé aktywnosé biologiczna odpowiednich 2'-dezoksy 8D -
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+ybofuranozylotriazoli, skoro poznano aktywnos$¢ rybofuranozylotriazoli wedtug niniejszego wynalazku, z\-1ta-
szcza przeciw wirusom zawierajgcym DNA, jak wirusy typu 1 Herpes i typu 2 Herpes. Jednak2e dla zwigzkéw
tych w badaniach wobec wirusdw wedtug nizej podanego przyktadu XVI nie stwierdzono wecale aktywnosci
przeciwwirusowej, co nalezy oczywiscie przypisaé niezdolnosci enzymow zawartych w hodowli tkankowej do
fosforylowania wolnych nukleozydéw, ktdrych reszty cukrowe nie zawierajg w pozycji 2 atoméw tlenu
w potoZeniu trans. Dlatego tez te nukleozydy nalezatoby przed podaniem syntetycznie ufosforylowaé do
przypuszczalnie aktywnej postaci 5'-fosforanu. Ewentualnie postepowania mozna 5*fosforan przed podaniem
scyklizowaé, przy czym zachodzace in viwo odszczepienie daje aktywny metabolit 5’fosforanowy Fosforylacja
odbywa sie zasadniczo jak wyzej opisano i prowadzi do wytworzenia rybotydéw.

Podane ponizej przyktady stuzg do wyjasniania niniejszego wynalazku. Czeéci i procenty o ile nie
wskazano inaczej, oznaczajg czesci i procenty wagowe Temperature podano w stopniach Celsjusza. Wszystkie
zabiegi odparowywania wykonywano w wyparnikach rotacyjnych pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze
35°C.

Przyk+tad I. Ester metylowy kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-benzoilo-B *rybofuranozylo)-1 2,4-triazolo-3-karb-
oksy lowego i ester metylowy kwasui 1 (2,3,5,0-benzoilo 8-D-rybofuranozylo)-1,2,4 triazolo 5-karboksylowego
(Metoda sililowania). :

(A) Wytwarzanie estru metylowego kwasu N-{tréjmetylosililo)-1,2,4-triazolo 3 karboksylowego. Zawiesing
14,0g (110 mM) estru metylowego kwasu 1.2,4-triazolo 3-karboksylowego i 100 ml szesciometylodwusilazanu,
stosujgc mieszanie, utrzymuje si¢ we wrzeniu pod chtodnicg zwrotng dopéty, a2 przestanie sie wydziela¢ wolny
amoniak (okoto 2 godzin). Nadmiar szesciometylodwusilazanu usuwa si¢ pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymuje sie przy tym 20,6 g (100%) N-tréjmetylosililowej pochodnej estru metylowego kwasu 1,2 4-triazolo-3-
-karboksylowego.

(B) Rybozylowanie halogenkiem cukru Roztwér, zawierajacy 20 6 g (110 mM) estru metylowego kwasu
N-tréjmetylosililo)-1,2,4-triazolo 3-karboksylowego i 52,5 g (100 milimoli) bromku 2,3,5- tré6j-0-benzoilo D rybo-
furanozylowego w 300 ml bezwodnego acetonitrylu. utrzymuje si¢ w ciagu 3 dni w temperaturze 25°C. Usuwa
sie rozpuszczalnik, a pozostatosé¢ przekrystalizowuje z etanolu. Po ponownym przekrystalizowaniu tego materia-
tu z mieszaniny etanolu z octanem etylowym, jak réwniez po chromatografii kolumnowej przesaczéw na Zelu
krzemionkowym za pomoca chloroformu otrzymuje sig czysty ester metylowy kwasu 12,3 5-tréj 9-benzoilo§ -
-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowago w ilosci 25,1g (44,0%) o temperaturze topnienia 137139°C..

. Analiza: Dla C39H,5sN30

obliczono: C 63,04 H44 N 7,35

znaleziono: C 62,91 H4,17 N7,10

Sktadnik przesuwajacy sie szybciej w kolumnie 2elu krzemionkowego przykrystalizowuje sie z etanolu
otrzymujac 13,2 g (23%) estru metylowego kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-benzoilo 8-D+ybofuranozylo)1,2,4-triazolo 5-
karboksylowego o temperaturze topnienia 122°—124°C.

Analiza:

Znaleziono: C 63,20 H 435 N7,12

Przyk+tad Il. Ester metylowy kwasu 1-(2 3,5-tr6j-0-benzoilo8-D+ybofuranozylo)-1 2,4-triazolo-3karb-
oksylowego. Mleszaning ztozong z 12,7 g (100 mM) estru metylowego kwasu 1,2,4-triazolo-3-karboksylowego
iz55,49g (110mmM) 1-O-acetylo-2,3,5-tréj-0-benzoilo fD-rybofuranozy ogrzewa sie w tazni oIejowéj utrzymy-
wanej w temperaturze 160—165°C. Po stopieniu cukru, mieszajac, dodaje si¢ 400 mg fosforanu bis(p-nitrofenylo-
wego), po czym mieszaning pod zmniejszonym cisnieniem ogrzewa sie do temperatury 160—165°C w ciagu
15—20 minut. Po przekrystalizowaniu pozostatosci z mieszaniny octanu etylowego z etanolem otrzymuje sie
42,5 g (74,5%) produktu o temperaturze topnienia 137—139°C.

Przyktad Ill. Ester metylowy kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-acetylo 8-D-rybofuranozylo)-1,2,4 triazolo-3-kar-
boksylowego. Mieszaning 12,7 g (0,10 M) estru metylowego kwasu 1 2 4 triazolo-3 karboksylowego z2318g
(0,10 M) 1,2,3,5-cztero-0-acetylo$-Drybofuranozy ogrzewa sie w tazni olejowej utrzymywanej w temperaturze
160—165°C az do stopnieniai cukru. Nastepnie dodaje sie 250 g fosforanu bis-phitrofenylowego i mieszajgc
ogrzewa si¢ dalej jeszcze w ciggu 15—20 minut. Pozostato$é rozpuszcza sie w goragcym benzenie Roztwor filtruje
sig. Do przesaczu dodaje sie cykloheksanu, otrzymujac 30 0 g (77,8%) produktu krystalicznego o temperaturze
topnienia 107—109°C.

Analiza: dla C, sH, N3 09

Obliczono: C 46,75 H 4,97 N 10,91

Znaleziono: C 46,88 H 5,03 N 10,64
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Przyktad IV. Ester metylowy kwasu 1-{-D-rybofuranozylo)-1,2 4 triazolo-3-karboksylowego. Roz-
twor 25,0 g (43,9 mM) estru metylowego kwasu 1-(2,3,5-tréj-0-benzoilo3-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-ka-
rboksylowego i 400 mg roztworu metylenu sodowego w metanolu (200 ml) utrzymuje sie w stanie wrzenia
w ciggu 45 minut pod chtodnicg zwrotng.. Roztwér zobojetnia sie preparatem Bio-Rad AG 50 X 2(H) i filtruje.
Nastepnie przesgcz zageszcza sie do konsystencji syropu Po przekrystalizowaniu tego syropu z mieszaniny
metanolu z octanem etylowym otrzymuije sie 8.0 g (70,5%) produktu o temperaturze topnienia 117—119°C

Analiza: dla Cg H] 3N3 06

obliczono. C41,70 H506 N 16 21

znaleziono: C 41,57 H5,13 N 16,16

Przyktad V. (A) Amid kwasu 1-(3-D-rybofuranozylo)-12 44riazolo-3-karboksylowego. Metoda 1.
Roztwér 16,0 g (28,0 mM) estru metylowego kwasu 1-(2 3 5-tr6j-0-benzoilo8 D-rybofuranozylo) 1,2 4-triazolo-
3-karboksylowego w 300 ml metanolu uprzednio nasyconego w temperaturze 0°C bezwodnym amoniakiem,
utrzymuje si¢ wciaggu 3 dni w temperaturze 25°C. Nastepnie usuwa sie rozpuszczalnik i przekrystalizowuje
produkt z etanolu. Otrzymuje si¢ przy tym 6,7 g (98%) substancji o temperaturze topnienia 174-176°C. Dzieki
przekrystalizowaniu tego produktu zrozwodnionego etanolu otrzymuje sie drugg krystaliczng forme tego
nukleozydu o temperaturze topnienia 166—168°C.

Analiza: Dla CgH; ;N4 Og

Obliczono: C 39,34 H 4.95 N 2294

Znaleziono: = C 39,08 H5,10 N 22,67

(B) Amid kwasu 1-(8-D-rybofuranozylo)-1,2,4 triazolo-3-karboksylowego (Metoda 22). Roztwér 10049
(26,0 mM) estru metylowego kwasu 1-{2,3.5 tr6j-0-actylo8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego
w 70 ml metanolu, uprzednio nasyconego w temperaturze 0°C bezwodnym amoniakiem, utrzymuje sie w ciagu
18 godzin w zamknigtej kolbie wysokopreznej w temperaturze 25°C. Produkt przekrystalizowuje sie z etanolu,
otrzymujac 5,70 g (90,0% amidu) kwasu 1-(§-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo 3k«arboksylowego.

(C) Amid kwasu 1-(8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego. (Metoda 3). Mieszanine ztozong
2705 mg (2,0 mM) 3-cyjano-1-(2,3,6-tréj-0-acetylo-B-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolu, 20 ml 28% wodnego roz-
tworu amoniaku i 3,0 ml 30% nadtlenku wodoru, stosujac mieszanie, utrzymuje sie w ciaggu 6 godzin w tempera-
turze 25°C. Nastepnie dodaje sie dalsza 3,0-mililitrowq porcje 30% nadtlenku wodoru, po czym miesza sie dalej
w ciggu 12 godzin w temperaturze 25°C. Nadmiar nadtlenku wodoru rozktada sie za pomoca czerni platynowej.
Roztwér filtruje sie iprzesacz odparowuje do sucha. Pozostato$é rozpuszcza si¢ w metanolu ido roztworu
dodaje 5,0 g zelu krzemionkowego, po czym usuwa sie rozpuszczalnik. Mieszanine, zawierajacg Zel krzemionko-
wy wprowadza si¢ na kolumne zatadowang zelem krzemionkowym. Elucja mieszaning octanu etylowego
z metanolem (1 : 1) prowadzi do otrzymania 250 mg (51,2%) amidu kwasu 1-(3-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-
-3-karboksylowego. _

Przyktad VI. . S6l amonowa 143-D-rybofurazylo)-1,2,4-triazolo-3 karboksamido-6'-fosforanu..Roztwér
259 mg (1,00 mM) estru metylowego kwasu 14-D-rybofuranozylo)1,2,4-triazolo-3-karboksylowego 3,0 ml fos-
foranu tréjmetylowego i 0,20 ml tlenochlorku fosforu miesza sie w ciagu 1,6 godziny w temperaturze 0°C. Naste-
pnie dodaje si¢ wody z lodem, po czym otrzymany roztwér  zohojetnia sie wodnym roztworem wodorowegla-
nu sodowego. Wyciaga sie roztwdr chloroformem ozigbia fazg wodna do temperatury 0°C i nasyca amoniakiem.
Roztwér trzyma sie 16 godzin w temperaturze 25°C i filtruje. Przesacz odparowuje sie do matej objetosci.
Dodanie etanolu powoduje strgcanie si¢ osadu, ktory rozpuszcza si¢ w wodzie iwprowadza na kolumne
zatadowang preparatem Bio-Rad AG50—X2(NH,) (20 ml). Po zageszczeniu frakcji zawierajgcych nukleotyd,
otrzymuje si¢ s6| amonowq 1-{8-D—rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksamido-5'-fosforanu w ilosci 190 mg
(55,0%). .

- Analiza:dla C¢H; ¢ NsOgP * H, O:

Obliczono: C 26,74 H 5,05 N 19,50

Znaleziono: C 26,78 H 5,23 N 19,68

Przyktad VII. Amid kwasu 1-(8-D-ksylofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego. Mieszaning
ztozong z12,7g (40,0 mM) cztero-O-acetylo-D-ksylofuranozy, 5,08 g (40,0 mM) estru metylowego kwasu
1,2,4-triazolo-3-karboksylowego i 50 mg fosforanu bis-p-nitrofenylowego ogrzewa si¢ w ciagu 20 minut w tazni
olejowej utrzymywanej w temperaturze 160—165°C. Pozostatos$é oziebia sie irozpuszcza w chloroformie.
Surowy produkt oczyszcza sie za pomocg chromatografii na zelu krzemionkowym przy uzyciu mieszaniny
chloroformu z acetonem (20 ‘: 1). Cze$¢ (2,0 g) oczyszczonego estru metylowego kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-actylo{3-
-D-ksylofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-kartoksylowego traktuje si¢ w ciagu 16 godzin w temperaturze 25°C metano-
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lem, ktéry uprzednio nasycono amoniakiem gazowym. Usuwa sie rozpuszczalnik. Pozostato$é przekrystalizowuje
sig z rozciericzonego etanolu, otrzymujac przy tym 0,70 g produktu o temperaturze topnienia 194—196,5°C.

Analiza: dla CgH; ;N4 Og

Obliczono: € 39,34 H 4,95 N 22,94

Znaleziono:” C 39,18 H 4,82 N 22,97

Przyktad VIIl. Amid kwasu 1-{2,3,5-tr6j-0-acetylo-8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylow-
ego. Rozwor 488 g (2,00 mM) amidu kwasu 1-{8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego w 10,0 ml
pirydyny, zawierajacej 1,0 ml bezwodnika octowego, trzyma sie w ciagu 22 godzin w temperaturze 0—5°C.
Nastepnie dodaje si¢ 1,0 ml etanolu, po czym miesza roztwér w ciagu 2 godzin w temperaturze pokojowej
Odparowuje rozpuszczalnik, ado pozostatosci dodaje wody. Mieszanine ekstrahuje sie chlorkiem metylenu
(trzema porcjami po 20 ml kazda). Nastgpnie warstwg wodng wyciaga sie¢ wodnym roztworem wodoroweglanu
‘sodowego i woda. Faze organiczng suszy sie siarczanem magnezu, filtruje i odparowuje przesacz do konsystencii
syropu, ktéry wprowadza si¢ na kolumne Zzelu krzemionkowego. Produkt eluuje si¢ mieszaning chloroformu
z metanolem (19 : 1) iotrzymuje czysty produkt w postaci bezpostaciowej substancji statej w ilosci 560 mg
(75,6%).

~ Analizadla C; 4H, 3N, O3

Obliczono:  C 45,40 H 4,90 N 15,13

Znaleziono: C 45,36 H 4,66 N 14,90

Jezeli amid kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-acetylo3-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego podawaé
doustnie 2 razy dziennie w ciagu 9 dni w dawkach po 125 i 250 mg (kg) doba myszkom zakazonym wirusem
Influenza A, (Jap. 305), to liczba zwierzat przezywajacych, jak réwniez $redni czas przezycia zwierzat
potraktowanych wyraznie wzrastaja w poréwnaniu z odpowiednimi wynikami otrzymanymi na zwierzetach
kontrolnych.

Przyktad IX. Amid kwasu 18-D-arabinofuranozylo)-1,2,4 triazolo-3-karboksylowego. Roztwér zawie
rajagcy w 100 ml bezwodnego chlorku metylenu 4,12 g (22,0 mM) estru metylowego kwasu N-tr6j-metylosililo)-1-
2,4-triazolo-3-karboksylowego i 8,78 g (20,0 mM) chlorku 2,3,5-tr6j-0-benzoilo-D-arabinofuranozylu, utrzymuje
si¢ wciggu 48 godzin w temperaturze 25°C. Roztwér odparowuje sie do sucha, pozostato$¢ rozpuszcza
w chlorku metylenu, po czym przemywa sie roztw6r wodnym roztworem wodoroweglanu sodowego i woda.
Roztwér w chlorku metylenu suszy sie siarczanem magnezowym i filtruje po czym przesacz zageszcza sie do

-konsystencji syropu, ktéry nastepnie wprowadza sie na kolumne Zelu krzemionkowego napetniong benzezen

Eluowanie kolumny mieszanina benzenu z eterem (7 : 3) daje 1,9 g syropowatego produktu. Produkt ten traktuje
sie mililitrami metanolu, nasyconego w temperaturze 0°C bezwodnym amoniakiem. Zabieg ten prowadzi sig
w ciggu 48 godzin w kolbie wysokopreznej w temperaturze 25°C. Nastepnie usuwa sie rozpuszczalnik. Pozo-
stato$¢ poddaje sige krystalizacji chlorku metylenu z cykloheksanem. Otrzymuje sie przy tym 1,3g (12,6%)
amidu kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-benzoilo8-D-arabinofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego o temperaturze
topnienia 100—102°C.

Analizadla C;9H39N4;05

Obliczono: C 67,69 H 5,88 N 10,89

Znaleziono: C 67,82 H 5,70 N 10,94

Zawiesing czerni palladowej w 20 ml metanolu przygotowuje sie za pomoca redukcji wodorem 300 mg
chlorku palladu. Do zawiesiny dodaje sie roztwor 600 mg kwasu 1-(2,3,5-tr6j-0-benzoilo-8-D-arabinofuranozylo)-
1,2,4-triazolo-3-karboksylowego w 25 ml metanolu. Te mieszanine wstrzasa sie w aparacie do wodorowania pod
ci$nieniem 1,7 kg/cm? w ciggu 2 godzin w temperaturze 20°C. Odsacza sie katalizator, roztwoér przepuszcza sie
przez kolumne napetniong Amberlitem 1R45 (OH) (15 ml). Usuwa sig rozpuszczalnik, po czym przekrystalizo-
wuje si¢ pozostatos$é z etanolu. Otrzymuje sie przy tym 250 mg (88,5%) produktu o temperaturze topnienia
189-191°C.

Analiza dla CgH; ; N, 05

Obliczono: C 39,34 H 4,95 N 22,94

Znaleziono: C 39,25 H 4,86 N 23,09

Przyktad X. (A) 1-O-acetylo-2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo-D-rybofuranoza. Mieszaning, ztozong
z 15,6 g (40,0 mM) chlorku 2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo-D-rybofuranozylo. 12,7 g (40,0 mM) octanu rteci |l
i 200 ml tetrahydrofuranu poddaje sie mieszaniu w ciaggu 10 godzin w temperaturze 25°C. Nastgpnie usuwa si@
rozpuszczalnik,, po czym do pozostatosci dodaje sie chloroformu. Mieszaninge ekstrahuje si¢ 30% wodnym
roztworem jodku potasowego (cztery porcje po 60 ml) i woda. Faze organiczng suszy si¢ siarczanem magnezu,
filtruje izageszcza do konsystencji syropu (16,09 97,0%). Po przekrystalizowaniu czesci tego produktu
z,mieszaniny cykloheksanu z benzenem otrzymuje sig substancje czysta o temperaturze topnienia 88—91°C.
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Analiza dla C23H2407

obliczono: C 66,98 H587

Znaleziono: C 67,23 H 5,97

(B) Ester metylowy kwasu 1{2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo-a-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksy-
lowego i ester metylowy kwasu 1-(2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksyl-
owego. Mieszaning ztozong z4,54g (11,0 mM) 1-O-acetylo-2-dezoksy 3,5-dwu-0-p-toluilo-D-rybofuranozy
1,27 g (10,0 mM) estru metylowego kwasu 1,2,4-triazolo-3-karboksylowego i 10 mg fosforanu-bis-p-nitrofenylo-
wego, stosujagc mieszanie, ogrzewa si¢ w ciaggu 10—15 minut pod zmniejszonym ci$nieniem w tazni olejowej
~ 0 temperaturze 159°C. Pozostato$é rozpuszcza sie¢ w chlorku metylenu, roztwér filtruje sie i nastepnie przemy-
wa wodnym roztworem wodoroweglanu sodowego i woda. Faze organiczng suszy sie ponad siarczanem magnezu,
filtruje i zageszcza na syrop. Chromatografia kolumnowa tej mieszaniny anomer6w na zelu krzemionkowym daje
anomer a, ktéry przekrystalizowuje sie z mieszaniny cykloheksanu z chlorkiem metylenu, otrzymujac 780 mg
produktu czystego o temperaturze topnienia 94-95°C.

Analizadla C,sH;5N304

Obliczono: € 62,62 H 5,26 N 8,76

Znaleziono: C 62,44 H 5,16 N 8,64

Kolejne frakcje eluatu z kolumny Zelu krzemionkowego zawieraja mieszanin anomerdw « i . Frakcje te
taczy sie i oczyszcza dalej metoda chromatografii na zelu krzemionkowym przy uzyciu chloroformu. Otrzymuje
si¢ przy tym anomer § w postaci syropu.

(C) Amid kwasu 1-(2-dezoksy{3-D-rybofuranozylo)-(1,2,4-triazolo-3-karboksylowego. Roztwé6r 650 mg
(1,35 milimola estru metylowego kwasu 1-(2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-k-
arboksylowego w 20 ml metanolu, uprzednio nasyconego w temperaturze 0°C bezwodnym amoniakiem, utrzy -
muje si¢ w temperaturze 25°C wciagu 3 dni w zamknigtej butli wysokopreznej. Nastepnie usuwa sie
rozpuszczalnik i chromatografuje pozostatos¢ na kolumnie zelu krzemionkowego i przy eluowaniu za pomocq
mieszaniny octanu etylowego z metanolem (9 : 1). Otrzymuje sie 250 mg (80,8%) amidu kwasu 1-(2-dezoksy $-
-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego, jako bezpostaciows substancje stata. ’

Analiza dla Cg Hl 2 N404
Obliczono: Cc 42,10 H 3,30 N24,55
Znaleziono: C 41,86 H5,12 N 24,49

(D) Amid kwasu 1-(2-dezoksy-a-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego. Roztwér 780 g
(1,63 mM) estru metylowego kwasu 1-(2-dezoksy-3,5-dwu-0-p-toluilo-a-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karbo-
ksylowego si¢ zamknigtej kolbie wysokopreznej w temperaturze 25°C w ciagu 3 dni. Nastepnie usuwa sie
rozpuszczalnik, a surowy produkt chromatografuje sie na kolumnie zelu krzemionkowego. Eluacja mieszaning
octanu etylowego i metanolu (9 : 1) daje amid kwasu 1-(2-dezoksy-a-D-rybofuranozylo)-1,2 4-triazolo-3-karboks-
ylowego w ilosci 3560 mg (94,4%), jako produkt bezpostaciowy.

Analiza dla CgH; ; N;O4
Obliczono: C42,10 H 5,30 N 24,55
Znaleziono: C 41,88 H 5,48 N 24,29

Chcac te samg metode zastosowac do przeksztatcenia poszczeg6inych anomerycznych estréw metylowych
: wodpowiadajace im amidykwaséw karboksylowych, mozna mieszanine anomerycznych estréw metylowych,
otrzymang wedtug punktu (B) poddaé reakcji z amoniakiem przy czym powstaje mieszanina a i f-anomeréw
karboksamidéw. ‘

Przyktad Xl. Srodki przeciwwirusowe wedtug wynalazku poddaje sie badaniu ich na aktywnosé
wobec wielkich i matych wiruséw zaréwno zawierajacych DNA i jak zawierajacych RNA metoda oceny wiruséw
(metoda VR) Sidwella iin. (Appl. Mierobiol. 22, 797 (1971). V.R.> 1,0 oznacza definitywng aktywno$é
przeciwwirusowa. V.R. < 0,5—0,9 oznacza mierng aktywno$¢ przeciwwirusowa a V.R. 0,5 oznacza ze stwierdzo-
no zaledwie nieznaczng albo, Ze nie stwierdzono dostrzegalnej aktywnosci przeciwwirusowej. W ponizszym
zestawieniu wynikéw dla poréwnania podano wartosci dla znanych srodkéw przeciwwirusowych otrzymane za
pomocg préb na pojedynczej warstwie komoérek KB albo RK13 hodowanych na ptytkach ze sztucznego
tworzywa Microtest |1 (Faloon Plastics). Sposréd wirusdw uzytych do wykonania préb typ 1 Herpes Labialis
powoduje (zimne stany zapalne) Herpes-koratitis i Herpes Encephalitis.Typ 2 Herpes powoduje Herpes genitalis,
rozpowszechniong izarazliwg posta¢ schodzenia narzadéw rodnych. Mycoma powoduje $mieré krolikow
domowych idzikich, poprzedzong schorzeniem drég oddechowych i silng opuchling.. Pseudorabies powoduje
‘zarazliwe porazenie rdzenia przedtuzonego znane réwniez u bydta, owiec, $wiri, pséw i nurkéw, jako choroba
..mad itch”’. Wirus Parainfluenzy powoduje stabe zaatakowanie gérnych drég odechowych u cztowieka,
zwtaszcza u matych dzieci, ma tacznosé z zapaleniem spojéwek u bydta. Vaccinia jest niezjadliwg postacia
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wirusa ospy ijest stosowana do szczepiert ochronnych przeciw ospie. Stosowanie jej jest czesto zwigzane
z niepozadanymi dziataniami ubocznymi. Ehino-Typ 13 jest jednym z wielu wiruséw, powodujacych zwykte
przezigbienie.

WyzZej podany zwigzek 1 badano na krélikach i chomikach. W dawkach nietoksycznych stwierdzono
wyrazng aktywnos$¢ przeciw Keratitis (Anti-HSV-Keratitisltvitat). Zwigzek ten przeciwdziata wyraZnie rozwojo-
wi zmian wystepujacych na zakazonych HSV ogonkach myszek, je$li zostanie podany domiejscowo w miesjcu
zakazenia. Zwigzek ten badano réwniez wobec wirusa Influenzy 12, Influenzy B i Parainfluenzy 1, przy czym
stwierdzono bardzo wysoka jego aktywnos$¢ przeciwwirusowa. Jak wynika z tablicy 1 zwigzek ten wykazuje-
znacznie szerszy zakres aktywnosci przeciwwirusowej, niz IDU, Ara-A, albo Ara-C. Oprocz wyzej wskazanej
aktywnosci przeciwwirusowej amid kwasu 1-8-D-rybofuranozylo)-1,4-triazolo-3-karboksylowego hamuje wzrost
bakterii Pseudomonas aeroginosa oraz grzybkéw Candida albicans i Cryptococcus digluents.

Wszystkie zwiazki od 1 do 6 wykazujq niskq cytotoksyczno$é i sq rozpuszczalne w srodowiskach wodnych.

Amid kwasu 1-(8-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazolo-3-karboksylowego wykazuje jeszcze interesujaca aktyw-
no$é przeciwguzowa. Trzem grupom myszek C 57 Blk (6) po 6 myszek w kazdej grupie) podano podskrérnie
Adenocarcinoma 755. Dwie grupy otrzymywaty ten zwigzek (100 mg)kg X 7 dni i 200 mg/kg X 7 dni) dootrzew-
nowo, podczas gdy trzecia grupa, stuzaca jako kontrolna, otrzymywata tylko roztwér soli. 16-dnia tak
potraktowane zwierzéta wykazaty 18% wzgl. 63 zahamowanie guza w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi.
W podobnych do$wiadczeniach myszkom DBA (2 zaszczepiono komérki Leukemii L-1210 (1 X 105 komérek na
1 zwierze). Stwierdzono wzrost przezywalnosci o 31% w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi po potrakto-
waniu tym zwiazkiem (250 mb/kg X 7 dni). Jezeli podawaé ten zwigzek w dawkach (250 mg/kg X 14 dni), to
stwierdza sie przezycie 80% zwierzat (myszek), ktérym wszeczpiono Ascites carsinema Ehrlicha. Dalej
stwierdzono aktywno$¢ in vivo przeciwko Hepatoma-Novikoff.

Dalej stwierdzono, ze sam amid kwasu 1,2,4-triazolo-3-karboksylowego wykazuje wyrazng aktywnos$é
przeciwwirusowa. Zbadanie tego zwigzku wyzZej opisang metoda daje dlari nastepujace wartosci VR: wobec
Herpes Typ 1 — 0,6, 1,0, Vaccinia — 0,8 i Parainfluenza 0,6, 0,6. Zwigzek ten badany wobec wiruséw Adano-
i Rhino- typéw 13 wykazuje odpowiednie nastepujgce wartosci przeciwwirusowe: 0,0, wzgl. 0,3.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wytwarzania nowych 3-podstawion,ch 1,2,4-triazolonukleozydéw o wzorze 1, znamienny
ty m, ze 3-podstawiony -1-(0-acylozablokowany-3-D-rybofuranozylo)-1,2,4-triazol o wzorze 2 w ktérym kazdy
z podstawnikéw Ac oznacza grupe acylowa, Y oznacza grupe cyjanowa, poddaje sie reakcji z amoniakiem,
a nastepnie usuwa blokujgce grupy acylowe przez zmydlenie.
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