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1. Wprowadzenie 

 

 

 

Układy heterocykliczne odgrywają niezwykle istotną rolę w procesie projektowania 

nowych leków. W wielu przypadkach są integralnymi elementami budowy aktywnych 

biologicznie związków, mimo że szereg fizjologicznych ligandów nie zawiera ich w swoich 

strukturach chemicznych. Pierścienie heterocykliczne warunkują określoną aktywność 

farmakologiczną, a także naśladując inne cykliczne układy heteroatomowe, bądź grupy 

funkcyjne, zapewniają odpowiednią trwałość oraz właściwości fizykochemiczne pozwalające 

otrzymać połączenia o optymalnych parametrach farmakokinetycznych.1 

 Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny rozwój technik syntezy organicznej 

sprawia, że nowoczesna chemia leków dysponuje aktualnie ogromną liczbą układów 

heterocyklicznych, zróżnicowanych pod względem rodzaju heteroatomu, wielkości i ilości 

pierścieni oraz stopnia nasycenia. Pełnią one w strukturze liganda rolę fragmentu 

rdzeniowego bądź podstawnika, decydując, a często zwiększając aktywność biologiczną. 

 Z punktu widzenia podjętej w niniejszej rozprawie tematyki szczególnie interesujące 

wydają się azotowe pierścienie heteroatomowe, tworzące fragment imidowy lub laktamowy. 

Układy tego typu stanowią integralną część struktury związków o zróżnicowanym wpływie 

na ośrodkowy układ nerwowy. Ich obecność jest szczególnie widoczna wśród połączeń  

o aktywności przeciwdrgawkowej, a także związków działających antypsychotycznie, 

przeciwdepresyjnie i przeciwlękowo. 

Prace prowadzone wśród związków o aktywności przeciwdrgawkowej mają na celu,  

z jednej strony otrzymanie substancji leczniczych pozwalających na kontrolowanie różnych 

typów napadów padaczkowych, z drugiej zaś związków posiadających możliwie najmniejsze 

działania niepożądane, szczególnie przy ich długotrwałym podawaniu.  

Dotychczasowe poszukiwania „idealnego” leku przeciwpadaczkowego zaowocowały 

opisaniem szeregu połączeń o silnych właściwościach przeciwdrgawkowych. Do związków 

tych, bardzo często zróżnicowanych pod względem budowy chemicznej, należą m.in. 

pochodne kwasu piperydyno-2-karboksylowego,2, 3 acetamidy oraz ich analogi propion-

amidowe tworzące grupę tzw. funkcjonalnych aminokwasów,4, 5 pochodne kwasu γ-hydroksy-

masłowego,6 a także różnie podstawione semikarbazony.7 Wspólnym elementem struktur-
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ralnym w tego typu związkach są wiązania amidowe, które można uznać, za jeden  

z najważniejszych fragmentów farmakoforowych. Ugrupowania te są również obecne  

w budowie najnowszych leków przeciwpadaczkowych, wśród których wymienić należy 

retigabinę, safinamid, harkoserid, talampanel czy walrocemid.8 Z danych literaturowych 

wynika, że wiązania amidowe mogą występować zarówno w postaci wolnej lub jako część 

pierścienia heterocyklicznego (imidy, laktamy). Wielu Autorów 9-11 uznaje więc pięcio- lub 

sześcioczłonowe pierścienie azotowe z jedną lub dwoma grupami karbonylowymi oraz 

podstawnikami aromatycznymi, bądź alkilowymi jako układy farmakoforowe dla struktur 

charakteryzujących się aktywnością przeciwdrgawkową. Cechy te posiada szereg aktualnie 

stosowanych leków przeciwpadaczkowych, jak również połączeń otrzymanych w badaniach 

mających na celu poszukiwanie nowych aktywnych przeciwdrgawkowo substancji chemi-

cznych. 

 Przykładem związków spełniających powyższe wymagania strukturalne jest fenytoina 

(5,5-difenylohydantoina) oraz jej bliskie analogi mefenytoina, etotoina, a także związek  

o charakterze proleku - fosfenytoina (Ryc. 1). 

NH NH

O

O  
 

N NH

O

O  
 

N NH

O

O  
 

Fenytoina (Phenytoinum®) Mefenytoina (Mesantoin®) Etotoina (Peganone®) 

 

N NH

O

O

2Na+ 2-O3PO

 
 

 

 Fosfenytoina (Cerebyx®)  

Ryc. 1. 
 

Fenytoina została zsyntetyzowana w 1908 roku przez Heinricha Biltz’a, a jej 

aktywność przeciwdrgawkową ustalili Merritt i Putnam w badaniach, których celem było 

otrzymanie pochodnych fenobarbitalu pozbawionych działania sedatywnego.12 Ocena 

zależności pomiędzy strukturą i aktywnością wykazała istotną rolę pierścieni fenylowych  
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w położeniu-5 hydantoiny. Wprowadzenie w ich miejsce dwóch podstawników benzylowych 

spowodowało całkowitą utratę aktywności przeciwdrgawkowej (Ryc. 2).13 

 

NH NH

O

O  
 

 

NH NH

O

O  
 

Fenytoina (Phenytoinum®)  Związek nieaktywny 

Ryc. 2. 

 

Główny mechanizm działania fenytoiny i innych hydantoin polega na blokowaniu 

napięciowo-zależnych kanałów sodowych,14, 15 przy czym wiążą się one tym silniej, im 

częściej kanały te są otwierane w jednostce czasu (use dependence).16 Fenytoina wpływa 

również na przewodnictwo wapniowe17 oraz hamuje ośrodkową neurotransmisję 

pobudzającą.18 Jest stosowana w terapii napadów dużych (grand-mal), napadach psycho-

motorycznych i częściowych.19, 20 Do jej działań niepożądanych zalicza się m.in. przerost 

dziąseł, hirsutyzm i reakcje alergiczne.21 Wśród bliskich analogów fenytoiny wymienić 

należy mefenytoinę i etotoinę, które z uwagi na wyższą toksyczność i mniejszą skuteczność 

terapeutyczną nie znajdują obecnie zastosowania w lecznictwie. Ciekawą pochodną fenytoiny 

jest jej sól dwusodowa estru kwsu fosforowego - fosfenytoina (Cerebyx®) (Ryc. 1). Ten 

prolek, dzięki dobrej rozpuszczalności w wodzie nadaje się do stosowania pozajelitowego  

i jest pozbawiony szeregu działań niepożądanych związanych z parenteralnym podaniem 

fenytoiny. W ustroju fosfenytoina ulega szybkiemu i całkowitemu metabolizmowi do 

macierzystej cząsteczki. Reakcja ta ma charakter enzymatyczny i jest katalizowana przez 

fosfatazę tkankową.22, 23 

 Fenytoina jako jeden z podstawowych leków przeciwpadaczkowych stanowi strukturę 

modelową dla szeregu nowych pochodnych zawierających w swojej budowie farmakoforowy 

układ hydantoiny. Modyfikacje chemiczne dotyczą głównie położenia-3 i 5 imidazolidyn-2,4-

dionu. Wśród jej bliskich analogów na uwagę zasługuje 5-fenylo-5-n-propylo-imidazolidyn-

2,4-dion (Ryc. 3), związek charakteryzujący się wysoką aktywnością w teście drgawek 

elektrycznych (MES).24 
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NH NH

O

O  

ED50 = 25 mg/kg (MES) 

Ryc. 3. 

W dalszych badaniach otrzymano szereg aktywnych związków, w których w miejsce 

pierścieni aromatycznych w położeniu-5 hydantoiny wprowadzono podstawnik benzyli-

denowy 25 lub β-tetralonowy.26 Modyfikacje tego typu zilustrowano na Ryc. 4. 
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Ryc. 4.  

Kolejną grupę leków, których budowa opiera się na układzie pirymidyno-2,4,6 (1H, 

3H, 5H)-trionu stanowią barbiturany, wśród których zastosowanie w terapii padaczki znalazły 

fenobarbital (Luminal®) i primidon (Mysoline®) (Ryc. 5). 
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Fenobarbital (Luminal®) Primidon (Mysoline®) 

Ryc. 5. 



Wprowadzenie 
 
 

 15 

 Fenobarbital (5-etylo-5-fenylo-pirymidyno-2,4,6 (1H, 3H, 5H)-trion), został wprowa-

dzony do lecznictwa w roku 1912.27 Mimo pewnych analogii strukturalnych z fenytoiną, 

posiada całkowicie odmienny mechanizm działania. Nasila on hamujący wpływ kwasu  

γ-amino-masłowego (GABA) poprzez allosteryczne oddziaływanie z receptorem GABAA, co 

powoduje wydłużenie czasu otwarcia kanału chlorkowego i hiperporalyzację błon komórek 

nerwowych.28, 29 Fenobarbital posiada także zdolność blokowania wysoko-napięciowych 

kanałów wapniowych (HVA, High Voltage - Activated), w wyniku czego dochodzi do 

hamowania uwalniania neuroprzekaźników pobudzających w różnych strukturach OUN.30 

Dodatkowo, zmniejsza on przewodnictwo sodowe i zwiększa przepuszczalność błon 

neuronalnych dla jonów potasowych.31 Fenobarbital należy do leków skutecznych w różnych 

typach padaczki, niemiej jednak głównym wskazaniem są napady duże i częściowe. Podobne 

właściwości farmakodynamiczne i wskazania terapeutyczne dotyczą primidonu, będącego 

pochodną kwasu dezoksybarbiturowego, który w ustroju metabolizowany jest do dwóch 

aktywnych metabolitów - fenobarbitalu i fenyloetylomalonoamidu.27 

 Kolejnymi przykładami leków przeciwpadaczkowych o budowie imidowej są 

pochodne pirolidyno-2,5-dionu: etosuksimid (Zarontin®), mesuksimid (Petinutin®) i fen-

suksimid (Milontin®), a także ich bliskie analogi trimetadion (Tridione®) i dimetadion 

(Eupractone®), których struktura opiera się na układzie oksazolidyno-2,4-dionu (Ryc. 6). 

Spośród wymienionych połączeń aktualnie jedynie etosuksimid i mesuksimid posiadają 

istotne znaczenie terapeutyczne. 
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 Trimetadion (Tridione®) Dimetadion (Eupractone®)  

Ryc. 6. 
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Mechanizm działania przedstawionych powyżej związków polega na blokowaniu nisko-

napięciowych kanałów wapniowych typu T, zlokalizowanych w neuronach wzgórzowo -

 korowych.30, 32 Leki te charakteryzują się wąskim spektrum aktywności, są skuteczne  

w różnych postaciach padaczki uogólnionej typu petit-mal (napady małe) oraz młodzieńczych 

napadach mioklonicznych.27, 30, 33 Należy podkreślić, że w badaniach in vivo etosuksimid był 

nieaktywny w teście maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES), będącego modelem 

napadów dużych (grand-mal), natomiast okazał się skuteczny w drgawkach kardiazolowych 

(scPTZ), które odpowiadają napadom typu absence. Wprowadzenie pierścienia aromaty-

cznego w położenie-3 pirolidyno-2,5-dionu (mesuksimid, fensuksimid), spowodowało, że leki 

te były aktywne w obu testach (MES i scPTZ). Natomiast w przypadku pochodnych 

oksazolidyno-2,4-dionu (trimetadionu i dimetadionu), przeważało działanie protekcyjne  

w modelu scPTZ.27 

 Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat ukazało się wiele publikacji będących 

wynikiem szerokich badań dotyczących syntezy nowych pochodnych zawierających  

w swoich strukturach farmakoforowy układ imidowy. Spośród nich na szczególną uwagę 

zasługują prace Bailleux’a34 i Vamecq’a,35, 36 dotyczące pochodnych o budowie ftalimidowej. 

Wśród otrzymanych związków wiele charakteryzowało się wysoką aktywnością przeciw-

drgawkową (Ryc. 7). 
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O

NH
2  

N

O

O

NH
2

 

N

O

O
ClNH

2

 

ED50 = 8,0 mg/kg ED50 = 28,3 mg/kg ED50 = 5,7 mg/kg 

Ryc. 7. 

 

Jednym z najnowszych leków przeciwpadaczkowych jest lewetiracetam (Keppra®), 

będący bliskim analogiem strukturalnym piracetamu (Nootropil®), leku o działaniu 

nootropowym.37, 38 Lewetiracetam jest pochodną pirolidyn-2-onu, który to fragment jest 

również obecny w jego pochodnych - briwaracetamie (UCB 34714) 39, 40 i seletracetamie 

(UCB 44212),41, 42 znajdują się aktualnie w badaniach klinicznych (Ryc. 8).43 
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Ryc. 8. 

Lewetiracetam, (-)-(S)-α-etylo-2-okso-1-pirolidyno-acetamid, w badaniach in vivo był 

nieaktywny w testach MES i scPTZ, natomiast charakteryzował się znaczną skutecznością  

w drgawkach rozniecanych, audiogenicznych, pilokarpinowych i kainowych.44, 45 Lek ten 

posiada całkowicie nowy mechanizm działania, jest ligandem błonowego białka pęcherzyków 

synaptycznych (SV2A), które odpowiada za regulowanie procesu egzocytozy i uwalniania 

neuroprzekaźników.46, 47 Sugeruje się również jego oddziaływanie na kanały potasowe oraz 

wysoko-napięciowe kanały wapniowe.48, 49 Lewetiracetam jest skuteczny w młodzieńczej 

padaczce mioklonicznej, w napadach częściowych nieuogólnionych i wtórnie uogólnionych, 

w napadach nieświadomości, atonicznych oraz padaczce lekoopornej.43 Ponadto wykazuje 

działanie przeciwdepresyjne i anksjolityczne.50, 51 

 Kolejnym przykładem związku o aktywności przeciwdrgawkowej, w którego 

strukturze występuje fragment cyklicznego amidu, jest pochodna 1,5-dihydro-2H-imidazol-2-

onu - AWD 131-138 (Ryc. 9). 

N
N
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Cl

 

Ryc. 9. AWD 131-138 
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 Związek ten charakteryzuje się aktywnością w drgawkach elektrycznych (MES)  

i kardiazolowych (scPTZ), a ponadto hamuje drgawki audiogeniczne. Mechanizm działania 

AWD 131-138 wiąże się z częściowym pobudzeniem receptorów benzodiazepinowych,  

z czego wynika również jego aktywność anksjolityczna.52, 53  

Fragment imidowy lub cykliczny amid występują nie tylko wśród związków 

działających przeciwdrgawkowo, ale również stanowią ważne elementy strukturalne w lekach 

przeciwpsychotycznych, co dotyczy szczególnie badań w grupie nowych atypowych 

neuroleptyków. Związki te w odróżnieniu od leków konwencjonalnych (m. in. haloperidolu), 

charakteryzują się lepszą tolerancją, brakiem lub nieznacznymi objawami ze strony układu 

pozapiramidowego, większą skutecznością w redukowaniu objawów negatywnych i zaburzeń 

poznawczych.54-56 Korzystny profil terapeutyczny jest wynikiem ich mechanizmu działania, 

który polega na silniejszym blokowaniu receptorów serotoninowych 5-HT2 (głównie podtypu 

5-HT2A) niż dopaminowych D2, podczas gdy efekt leczniczy klasycznych neuroleptyków 

związany jest z antagonizowaniem głównie receptorów D2.
57, 58  

 Jednym z atypowych neuroleptyków, wprowadzonym do lecznictwa w latach 90-tych 

przez firmę Janssen Pharmaceuticals jest risperidon (Risperdal®), w którego strukturze 

obecny jest farmakoforowy układ 6,7,8,9-tetrahydro-4H-pyrido[1,2-a]pirymidyn-4-onu 

(Ryc. 10).59 

 

ON

N

N

O

N

F

 

 

 Ryc. 10. Risperidon (Risperdal®)  

  

W wyniku prowadzonych badań otrzymano szereg jego analogów, wśród których na uwagę 

zasługują okaperidon - pochodna o zwiększonej aromatyczności i paliperidon, będący  

9-hydroksylową pochodną macierzystego leku (Ryc. 11). 
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Ryc. 11. 



Wprowadzenie 
 
 

 19 

Związki te charakteryzują się działaniem przeciwpsychotycznym, a paliperidon jest aktualnie 

przedmiotem badań klinicznych, których wstępne wyniki wskazują na korzystniejszy profil 

leczniczy w stosunku do referencyjnego risperidonu. 60, 61 Dalsze modyfikacje struktury 

risperidonu w obrębie układu benzoizoksazolu, przy jednocześnie zachowanym fragmencie 

4H-pyrido[1,2-a]pirymidyn-4-onu wpłynęły na zmianę profilu aktywności z przeciw-

psychotycznej na uspokajającą, co obserwowano w przypadku pirenperonu i lusaperidonu 

(Ryc. 12). 
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Pirenperon  Lusaperidon 

Ryc. 12. 

Sertindol (Serlect®), to kolejny przykład neuroleptyku, który w swojej strukturze 

posiada pięcioczłonowy układ imidazolidyn-2-onu (Ryc. 13). 
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 Ryc. 13. Sertindol (Serlect®)  

 

Został on otrzymany w wyniku badań mających na celu poszukiwanie nowych połączeń  

o aktywności neuroleptycznej w grupie pochodnych 1-(4-fluorofenylo)-1H-indolu.62 Badania 

te były prowadzone w oparciu o wcześniejsze doniesienia wskazujących na wysoką 

aktywność przeciwpsychotyczną pochodnych 1-fenylo- lub 3-fenylo-indanu posiadających  

w strukturach ugrupowania piperazynowe, piperydynowe lub pirydynowe.63-65 Jednak dopiero 

wprowadzenie układu imidazolidyn-2-onu połączonego z pierścieniem piperydynowym 

poprzez łącznik etylenowy pozwoliło otrzymać silny i skuteczny lek przeciwpsychotyczny -

 sertindol. 
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 Badania ostatnich lat wskazują na istnienie funkcjonalnej zależności pomiędzy 

receptorami serotoninowymi 5-HT2A i 5-HT1A. Stwierdzono, że pobudzenie receptorów  

5-HT1A powoduje podobny efekt jak antagonizm 5-HT2A.
66 Dlatego też, receptory 5-HT1A 

stanowią jeden z obiecujących celów molekularnych, branych pod uwagę w projektowaniu 

nowych neuroleptyków, a związki, które jednocześnie blokują receptory D2 i pobudzają 

receptory 5-HT1A zasługują na szczególną uwagę jako nowe atypowe neuroleptyki. 

Pierwszym lekiem o takim mechanizmie działania był tiospiron, będący pochodną 8-aza-

spiro[4.5]dekano-7,9-dionu, który otrzymano w firmie Bristol-Meyers (Ryc. 14).67 

 

S
N

N

N

N

O

O

N

N

N

O

O

N

N

Buspiron

Tiospiron  

 

 Ryc. 14.  

Został on zsyntetyzowany jako analog buspironu, w którym w miejsce ugrupowania 

pirymidynylowego przy azocie piperazyny umieszczono układ benzoizotiazolu. Tiospiron 

mimo, że nie wprowadzono go do lecznictwa, został uznany za strukturę modelową dla wielu 

nowych atypowych neuroleptyków.68 Efektem tych badań było otrzymanie przez japońską 

firmę Sumitomo Pharmaceuticals, Co. Ltd nowego leku przeciwpsychotycznego drugiej 

generacji - perospironu (Lullan®). Lek ten zsyntetyzowano wprowadzając w miejsce 8-aza-

spiro[4.5]dekano-7,9-dionu, bicykliczny układ heksahydro-1H-izoindo-1,3(2H)-dionu 

(Ryc. 15). 
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 Ryc. 15. Perospiron (Lullan®)  
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Analiza zależności struktura - aktywność wykazała, że bicykliczny imid zwiększa istotnie 

powinowactwo leku do receptorów 5-HT1A.
69, 70 Wyniki te przyczyniły się do dalszych badań, 

dzięki którym otrzymano szereg jego analogów o zbliżonej aktywności receptorowej.71  

Jednym z takich związków jest lurasidon (SM-13496), będący aktualnie w badaniach 

klinicznych.72 W pochodnej tej łańcuch butylenowy został wbudowany w pierścień 

cykloheksanu, a fragment imidowy tworzy układ heksahydro-2H-4,7-metanoizoindol-1,3-

dionu (Ryc. 16). 
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 Ryc. 16. Lurasidon (SM-13496)  

  

Kolejnym analogiem tiospironu jest ziprasidon (Zeldox®) 73 - związek, w którym 

fragment imidowy zastąpiono pierścieniem 1,3-dihydro-2H-indol-2-onu (Ryc. 17). 
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Ryc.  17. Ziprasidon (Zeldox®) 

 

Charakteryzuje się on silniejszym działaniem antagonistycznym w stosunku do receptorów 

serotoninowych 5-HT2A, niż D2 dopaminowych, a także częściowym agonizmem 5-HT1A.
74 

Jest dobrze tolerowany, a dopiero przy dłuższym stosowaniu obserwowano nieznaczne efekty 

pozapiramidowe. Ponadto nie stwierdzono istotnego przyrostu masy ciała, co jest jednym  

z poważniejszych i bardziej uciążliwych działań niepożądanych atypowych neuroleptyków.75 

Znaczna aktywność przeciwpsychotyczna wielu analogów tiospironu powoduje, że 

pochodne te stanowią nadal jeden z wiodących obszarów poszukiwania nowych leków 

neuroleptycznych. Potwierdzeniem tego faktu są badania prowadzone w firmie Solvay and 

Wyeth w wyniku, których otrzymano związek SLV-310 (Ryc.18) - pochodną ftalimidową 



Wprowadzenie 
 

 22 

zawierającą w swojej strukturze zmodyfikowane fragmenty obecne w budowie haloperidolu, 

znanym neuroleptyku, jak i selektywnym inhibitorze wychwytu zwrotnego serotoniny -

 indalpinie. Tak zaprojektowana substancja łączy właściwości blokowania receptorów D2  

z selektywnym hamowaniem wychwytu zwrotnego serotoniny, a związki o tym mechanizmie 

działania stanowią obecnie ciekawy kierunek poszukiwania nowych leków przeciw-

psychotycznych.76-79 Aktualnie SLV-310 znajduje się w drugiej fazie badań klinicznych  

w leczeniu schizofrenii, ponadto wskazuje się na jego potencjalną skuteczność w chorobie 

dwubiegunowej. 
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Ryc. 18. SLV-310 

 Podobnie jak w przypadku leków neuroleptycznych pięcio- lub sześcioczłonowe 

układy imidowe i laktamowe stanowią ważne elementy budowy wielu leków przeciw-

depresyjnych i anksjolitycznych. Obecnie największe znaczenie terapeutyczne w leczeniu 

depresji odgrywają selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI - Selective 

Serotonin Reuptake Inhibitors) oraz wprowadzone do lecznictwa w latach 90-tych inhibitory 

wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI - Serotonin/Noradrenaline Reuptake 

Inhibitors). Natomiast, wśród anksjolityków dominującą pozycję zajmują benzodiazepiny 

wykorzystywane w krótkotrwałej terapii stanów lękowych. Niemniej jednak stosowanie 
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zarówno SSRI, jak i benzodiazepin ograniczają liczne działania niepożądane, a najważniejsze 

z nich to zaburzania funkcji seksualnych, apetytu, snu, a także uzależnienie psychiczne, 

oszołomienie i ograniczenie sprawności intelektualnej.80-83 Dlatego też, w poszukiwaniu 

nowych leków przeciwlękowych i przeciwdepresyjnych duże nadzieje wiąże się z tzw. 

azapironami, które pozbawione są ww. działań niepożądanych. Pierwszym lekiem tego typu 

był buspiron (Buspar®), pochodna 8-azaspiro[4.5]dekano-7,9-dionu, który został wprowa-

dzony do lecznictwa w 1986 roku przez firmę Bristol-Meyers (Ryc. 19). 
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 Ryc. 19. Buspiron (Buspar®)  

 

Lek ten otrzymano w wyniku badań mających na celu poszukiwanie nowych związków 

przeciwpsychotycznych w grupie N-(4-arylopiperazyn-1-ylo)-alkilowych pochodnych 

cyklicznych imidów.84, 85 Niemniej jednak, mimo pozytywnych testów na zwierzętach, 

późniejsze badania kliniczne nie potwierdziły jego działania neuroleptycznego,86 stwierdzono 

natomiast, że posiada on silne właściwości przeciwlękowe i przeciwdepresyjne.87, 88 Zarówno 

buspiron jak i inne połączenia zaliczone do azapironów charakteryzują się wysoką selekty-

wnością w stosunku do somatodendrytycznych receptorów 5-HT1A. 

Buspiron, którego wprowadzenie do lecznictwa było przełomem w farmakoterapii 

lęku, stał się strukturą modelową dla wielu nowych niebenzodiazepinowych anksjolityków. 

Wśród szeregu azapironów, otrzymanych jako analogi buspironu wymienić należy gepiron,89 

zalospiron,90 ipsapiron, tandospiron,91 sunepitron i WY-48723 (Ryc. 20). W porównaniu do 

buspironu, jego pochodne charakteryzują się znacznie wyższym powinowactwem i selekty-

wnością w stosunku do receptorów 5-HT1A, jednak podobnie jak on są szybko metabolizm-

wane do 1-(pirymidyn-2-ylo)-piperazyny (1-PP), będącej silnym antagonistą receptorów α2-

adrenergicznych.92, 93 Wykazano, że 1-PP odpowiada za wzmocnienie ośrodkowej neuro-

transmisji noradrenergicznej, która to nadaktywność jest brana pod uwagę jako jedna  

z przyczyn lęku.94 
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Ryc. 20. Struktury ważniejszych azapironów 

 

Dlatego też, dalsze badania miały na celu otrzymanie połączeń, których biotransformacja nie 

prowadziłaby do tworzenia 1-PP. W wyniku tych badań otrzymano alnespiron (Ryc. 21), 

związek, w którym fragment pirymidyn-2-ylo-piperazyny zastąpiono podstawnikiem  

5-metoksy-N-propylo-chromano-3-aminowym. Pochodna ta w odróżnieniu od buspironu  

i jego analogów nie wpływa na receptory α2-adrenergiczne.
95 
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 Ryc. 21. Alnespiron  
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Alnespiron działając przeciwlękowo i przeciwdepresyjne, jednocześnie charakteryzuje się 

korzystną farmakokinetyką, dlatego też może stać się kandydatem na nowy lek w terapii 

depresji i lęku.96, 97 Podobne badania wśród pochodnych azapironów prowadzone są w wielu 

ośrodkach naukowych na świecie. Proponowane modyfikacje chemiczne polegają przede 

wszystkim na wprowadzeniu różnie podstawionych układów imidowych do fragmentu  

1-butylo-4-arylopiperazyny. W wyniku tych badań otrzymano szereg połączeń będących 

silnymi ligandami receptorów 5-HT1A, z których wiele posiadało aktywność przeciw-

depresyjną lub/i anksjolityczną.98-102 Struktury oraz wartości stałych wiązania (Ki) dla 

wybranych związków przedstawiono na Ryc. 22. 
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Ryc. 22. 

 Cykliczny amid wbudowany w pierścień triazolowy jest również obecny w strukturach 

takich leków przeciwdepresyjnych jak trazodon (Trittico®) oraz jego bliski analog -

 nefazodon (Serzone®) (Ryc. 23 i 24).  
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Ryc. 23. Trazodon (Trittico®) 
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Ryc. 24. Nefazodon (Serzone®) 

 

Leki te, pomimo analogii strukturalnych do azapironów, charakteryzują się całkowicie 

odmiennym mechanizmem działania, który polega na hamowaniu wychwytu zwrotnego 

serotoniny i noradrenaliny z przestrzeni synaptycznej oraz blokowaniu postsynaptycznych 

receptorów 5-HT2A. Ponadto stwierdzono, że nefazodon jest również relatywnie silnym 

antagonistą receptora α1-adrenergicznego.
103, 104 

 Jedną z teorii patogenezy depresji i lęku jest koncepcja dotycząca zaburzenia 

równowagi hormonalnej osi przysadka - podwzgórze - nadnercza. Ustalono, że stanom 

depresyjnym i lękowym towarzyszy zwiększenie poziomu kortyzolu oraz nasilona aktywność 

podwzgórzowego hormonu CRH (Corticotropin - Releasing Hormon) i czynnika - CRF 

(Corticotropin - Releasing Factor), które pobudzają uwalnianie kortykotropiny (ACTH).105 

Dlatego też, nowa strategia leczenia depresji i leku może polegać na normalizowaniu funkcji 

wspomnianej osi m.in. przez zmniejszenie aktywności CRH i CRF.106 

Przykładem takiego podejścia są związki blokujące ośrodkowe receptory CRF. 

Pierwotnie były to połączenia o budowie peptydowej, które ze względu na wysoką 

hydrofilowość posiadały ograniczoną zdolność wchłaniania z jelit i słabą penetrację przez 

barierę krew - mózg.107, 108 Biorąc to pod uwagę, w wyniku dalszych prac otrzymano bardziej 

lipofilowe połączenia o budowie heterocyklicznej, spośród których wiele posiada w swojej 

strukturze układy laktamowe.109 Wśród nich należy wymienić pochodne 1,2-dihydro-3H-

pirazol-3-onu, będące antagonistami receptorów CRF (Ryc. 25). 
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IC50 = 13,70 µM IC50 = 3,30 µM 

Ryc. 25. Antagoniści receptorów CRF 

Związki te pomimo niskiego powinowactwa receptorowego dały początek dalszym badaniom, 

w wyniku, których otrzymano szereg połączeń zawierających w swoich strukturach dwu-

pierścieniowe układy 3,4-dihydropyrido[2,3-b]pirazin-2(1H)-onu, charakteryzujące się nano-

molowym powinowactwem do receptorów CRF-1 (Ryc. 26).110, 111 
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IC50 = 0,92 ± 0,29 nM IC50 = 0,30 ± 0,05 nM IC50 = 0,82 ± 0,20 nM 

Ryc. 26. Antagoniści receptorów CRF-1 

 Kolejną pochodną 1,2-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-onu jest aprepitant (MK-896) 

(Ryc. 27), lek zarejestrowany jako środek zapobiegający nudnościom i wymiotom towarzy-

szącym chemioterapii, będący selektywnym antagonistą receptorów NK1.
112, 113 Biorąc pod 

uwagę doniesienia wskazujące na zaangażowanie neurokinin w patomechanizmie depresji, 

związek ten jest aktualnie przedmiotem drugiej fazy badań klinicznych w leczeniu depresji.114 
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Ryc. 27. Aprepitant (MK-896) 

 

 

Pięcioczłonowy układ pirolidyn-2-onu obecny jest również w strukturze kolejnego  

z nowych leków przeciwdepresyjnych - rolipramie, będącego selektywnym inhibitorem 

fosfodiesterazy (PDE4), enzymu odpowiedzialnego za rozkład cAMP (Ryc. 28). Związek ten 

w badaniach przedklinicznych charakteryzował się silnym działaniem przeciwdepresyjnym, 

niemniej jednak, jego wykorzystanie w terapii mogą ograniczyć obserwowane działania 

niepożądane.115, 116 
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 Ryc. 28. Rolipram  
 

Fragment cyklicznego amidu jest ważnym elementem strukturalnym występującym 

wśród połączeń o przeważającej aktywności anksjolitycznej, stosowanych w różnych stanach 

lękowych, w tym także o charakterze uogólnionym (GAD - Generalized Anxiety Disorder). 

Szczególnie intensywne badania prowadzone są wśród związków nasilających aktywność 

ośrodkowego układu GABA-ergicznego, pozbawionych działania sedatywnego. Punktem 

wyjścia, było poznanie funkcji poszczególnych podtypów receptora GABAA. Ustalono, że 

miejscem wiązania tego typu związków są receptory GABAA, złożone z pod-jednostek β i γ 

oraz jednej z czterech domen λ. W badaniach radioreceptorowych ustalono, że za działanie 

przeciwlękowe odpowiedzialne są receptory GABAA z podjednostką λ1, zaś za działanie 

sedatywne z λ2.
117-120 Biorąc pod uwagę powyższe wyniki, otrzymano m.in. pagoklon, 
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pochodną cyklopirolonu, który w strukturze posiada dwa główne fragmenty - układ 1H-

izoindol-1-onu i połączoną z nim 7-chloro-1,8-naftyrydynę (Ryc. 29). 
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Pagoklon 5’- Hydroksy-pagoklon 

Ryc. 29. 

Pagoklon jako częściowy agonista receptorów GABAA działa przeciwlękowo, jednak 

powoduje sedację. Jako anksjolityk dotarł do III fazy badań klinicznych w leczeniu GAD, 

które przerwano ze względu na brak przekonujących wyników terapeutycznych. Szczegółowe 

badania farmakodynamiczne wykazały, że za jego efekt leczniczy odpowiada głównie czynny 

metabolit macierzystej cząsteczki, 5’- hydroksy-pagoklon.121 
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Ryc. 30. 
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 Kolejnymi przykładami związków, będących bliskimi analogami pagoklonu, są 

suriklon i zopiklon (Imovane®) (Ryc. 30). Modyfikacje strukturalne w tej grupie połączeń 

polegały na zastąpieniu układu 1H-izoindol-1-onu fragmentem dihydro-7-okso-5H-pirolo 

[3,4-b]pirazyny (zopiklon) lub 2,3,6,7-tetrahydro-5H-p-ditieno[2,3-c]pirol-5-onu (suriklon) 

oraz na wprowadzeniu w miejsce 7-chloro-1,8-naftyrydyny podstawnika 5-chloro-

pirydylowego. Związki te, są nieselektywnymi agonistami poszczególnych podtypów 

receptora GABAA.
122, 123 Na uwagę zasługuje fakt, że badania farmakodynamiczne 

poszczególnych enancjomerów zopiklonu zaowocowały wprowadzeniem do lecznictwa jego 

formy lewoskrętnej - eszopiklonu (Lunesta®). Stwierdzono również, że w trakcie meta-

bolizmu powstają aktywne metabolity, z których S-desmetylo-zopiklon posiada silniejsze 

działanie anksjolityczne od macierzystego leku.124 

Jednym z najbardziej znanych, kontrowersyjnym i szeroko dyskutowanym do tej pory 

lekiem o budowie imidowej jest talidomid (Ryc. 31). 
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Ryc. 31. Talidomid 

 

 

Ta pochodna ftalimidu z pierścieniem glutarimidowym, przez wiele lat uważana była za jeden 

z najbezpieczniejszych środków uspokajających, który nie powodował zatruć nawet w przy-

padku przedawkowania. Dlatego też w latach 60-tych był często podawany kobietom w ciąży. 

Dość szybko okazało się, że działa on silnie teratogennie, co było przyczyną kalectwa wielu 

dzieci urodzonych w tym okresie. Talidomid wycofano z lecznictwa i na długie lata starano 

się o nim zapomnieć. Jednak z końcem lat 90-tych zaczął na nowo przeżywać swój 

„comeback”, ponieważ poddany ponownym badaniom okazał się związkiem silnie 

hamującym syntezę czynnika martwicy nowotworów TNF-α (Tumor Necrosis Factor), 

będącego jedną z głównych cytokin biorących udział w odpowiedzi zapalnej. Istnieje zatem 

prawdopodobieństwo, że potencjalnie będzie go można stosować m.in. w leczeniu chorób 

reumatycznych, stwardnienia rozsianego oraz rumieniu guzowatym.125, 126 

Podsumowując, można stwierdzić, że małe heterocykliczne układy imidowe i lakta-

mowe są ważnymi elementami strukturalnymi, szeroko reprezentowanymi wśród związków  

i leków działających w obrębie ośrodkowego układu nerwowego, a ponadto jak wynika  
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z tematyki niniejszej rozprawy, odgrywają ważną rolę w strukturach związków charaktery-

zujących się aktywnością przeciwdrgawkową. 
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2. Założenia i cel badań 

 

 

 

 

 

Na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat obserwowany jest znaczny postęp w farmako-

terapii padaczki, lecz pomimo wprowadzenia do lecznictwa szeregu nowych leków 

przeciwpadaczkowych, nadal u około 30% chorych nie można skutecznie opanować 

napadów. Ponadto leki te obarczone są szeregiem działań niepożądanych, z których 

najpoważniejsze dotyczą zmian w obrazie krwi, hepatotoksyczności i teratogenności.21 Nowa 

generacja leków, do której zaliczyć można między innymi lamotriginę, gabapentynę, 

lewetiracetam i pregabalinę, chociaż lepiej tolerowana, nie zmieniła jednak znacząco liczby 

chorych odpowiadających pozytywnie na stosowaną terapię. Ciągle więc istnieje duże 

zapotrzebowanie na nowe leki, skutecznych u większej liczby chorych, w różnych typach 

napadów, lepiej tolerowanych i pozbawionych niejednokrotnie groźnych dla życia działań 

niepożądanych.127-129 

Padaczka jest heterogennym zespołem, w którego patogenezie bierze udział szereg 

czynników takich jak: spadek poziomu kwasu γ-aminomasłowego lub/i zwiększona 

aktywność układu glutaminergicznego, bądź też zaburzenia w obrębie przewodnictwa jonów 

sodu, wapnia i potasu. Różnorodność celów molekularnych, nie zawsze w pełni 

sprecyzowanych, utrudnia ustalenie jednoznacznego mechanizmu działania leków 

przeciwpadaczkowych. Dlatego poszukiwania nowych aktywnych przeciwdrgawkowo 

związków, a w konsekwencji nowych leków, prowadzone są w dwóch głównych kierunkach. 

Pierwszy to modyfikacje struktur o ustalonej pozycji w terapii. Wymienić tutaj można między 

innymi analogi kwasu walproinowego,130 fenytoiny,131 karbamazepiny,132 i felbamatu.133 

Drugi kierunek obejmuje syntezę całkowicie nowych struktur, niejednokrotnie o bardzo 

zróżnicowanej budowie chemicznej. 

Biorąc pod uwagę powyższe doniesienia, wielu Autorów 36, 37, 134, 135 prowadzi badania 

mające na celu ustalenie elementów strukturalnych odpowiedzialnych za działanie 

przeciwdrgawkowe. Na podstawie tych badań opracowano szereg modeli farmakoforowych, 

umożliwiających racjonalne projektowanie nowych aktywnych przeciwdrgawkowo połączeń. 
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Jednym z istotnych fragmentów strukturalnych są 5- lub 6-członowe układy 

heterocykliczne z atomem azotu, tworzące zwykle imidy lub laktamy, ponadto pierścienie 

aromatyczne stanowiące część hydrofobową cząsteczki oraz ugrupowania karbonylowe 

umożliwiające tworzenie wiązań wodorowych. 

 W Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM od lat prowadzone są badania w grupie 

pochodnych imidu kwasu bursztynowego jako połączeń o potencjalnej aktywności 

przeciwdrgawkowej. Dotyczą one projektowania i syntezy nowych związków, posiadających 

różne ugrupowania przy imidowym atomie azotu oraz w położeniu-3 pierścienia pirolidyno-

2,5-dionu. Wśród tego typu połączeń otrzymano wiele aktywnych związków, których 

wartości dawki efektywnej (ED50) były porównywalne do ED50 znanych leków przeciw-

padaczkowych.136-138 

Z kolei, biorąc pod uwagę liczne doniesienia literaturowe dotyczące aktywności 

przeciwdrgawkowej spirocyklicznych pochodnych sukcynimidu,139-141 w ostatnich latach 

otrzymano szereg nowych 2-azaspiro[4.4]nonano- oraz [4.5]dekano-1,3-dionów, 

posiadających przy imidowym atomie azotu różnie podstawione ugrupowania fenylowe, 

benzylowe i pirydylowe. Wstępne badania farmakologiczne wykazały, że większość tego 

typu związków charakteryzuje się aktywnością w drgawkach wywołanych prądem 

elektrycznym (MES) lub/i podskórnym podaniem kardiazolu (scPTZ).142-144 Struktury  

i aktywność przykładowych azaspiranów przedstawiono na Ryc. 32. 
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Ryc. 32.  Struktury wybranych aktywnych pochodnych azaspiranów 

 

Dalsze badania prowadzone w grupie N-benzylowych pochodnych wykazały, że 

zastąpienie grupy metylenowej (-CH2-) łączącej azot imidowy z pierścieniem aromatycznym, 

ugrupowaniem iminowym (-NH-) powoduje istotny wzrost aktywności. Wyznaczona wartość 

ED50 w teście maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES) dla N-fenyloamino-2-azaspiro 
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[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A) wynosiła 76,21 mg/kg, podczas gdy jego analog metylenowy 

był nieaktywny (Ryc. 33). Uzyskane wyniki wskazują na ważną rolę wiązania iminowego  

w aspekcie aktywności tego typu połączeń.143 
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Związek nieaktywny  Zw. A 

ED50 = 72,61 mg/kg 
(MES) 

 

Ryc. 33. Struktura modelowego związku A 

 

Kontynuując badania mające na celu poszukiwanie nowych aktywnych 

przeciwdrgawkowo substancji chemicznych oraz biorąc pod uwagę aktywność N-fenylo-

amino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, zaplanowano syntezę biblioteki związków, dla 

których modelową strukturą stanowi prezentowany zw. A (Ryc. 33). Modyfikacje tej 

pochodnej w pierwszej kolejności dotyczyły wprowadzenia elektrono-akceptorowych (Br, Cl) 

lub elektrono-donorowych (CH3) podstawników w położenie-2, -3 lub -4 pierścienia 

aromatycznego, a następnie zastąpienia pierścienia cyklopentanu układem cykloheksanu 

(seria I) (Ryc. 34). 

W kolejnym etapie badań postanowiono wprowadzić w miejsce układów spiranowych, 

podstawniki alkilowe (seria II), otrzymując pochodne, które mogą być uważane za analogi 

azaspiranów z otwartym lub/i zdegradowanym pierścieniem cykloalkilowym. 

W dalszych badaniach postanowiono przeprowadzić syntezę bicyklicznych pochodnych 

heksahydroizoindo-1,3-dionu, w których pierścień cykloheksanu oraz układ sukcynimidu 

posiadają dwa wspólne atomy węgla (seria III). 

W celu sprawdzenia roli, jaką odgrywa układ spiranowy w aktywności przeciw-

drgawkowej azaspiranów, zaprojektowano serię analogów, w których w miejsce wspomnia-

nego ugrupowania wprowadzono podstawnik cykloheksylowy o dużej swobodzie rotacyjnej 

(seria IV). 
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W ostatnim etapie prac postanowiono wykonać syntezę serii N-fenyloaminowych 

pochodnych 3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu, w celu zbadania wpływu zwiększonej aromaty-

czności na aktywność przeciwdrgawkową tego typu połączeń (seria V). 
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Ryc. 34. Struktury związków będących przedmiotem prezentowanych badań 

 

Otrzymane związki zostaną przekazane do wstępnych badań farmakologicznych in 

vivo w ramach amerykańskiego programu poszukiwania nowych leków przeciw-

padaczkowych Antiepileptic Drug Development (ADD). Otrzymane wyniki pozwolą na 

badania zależności pomiędzy strukturą, a działaniem oraz umożliwią ustalenie elementów 

strukturalnych istotnych dla aktywności przeciwdrgawkowej. Dla wybranych aktywnych 

związków przewidziano badania radioreceptorowe in vitro mające na celu ustalenie 

prawdopodobnego mechanizmu działania. Biorąc pod uwagę, że szereg leków 

przeciwpadaczkowych oddziałuje na neuroprzekaźnictwo gabaergiczne, jak również fakt, że 

wiele z nich wpływa na przemieszczanie jonów wapniowych, dla wybranych pochodnych 

postanowiono wyznaczyć powinowactwo do receptorów GABAA i napięciowo-zależnych 

kanałów wapniowych. 

Mając na uwadze istotną rolę, jaką odgrywają właściwości lipofilowe w aktywności 

biologicznej, w kolejnym etapie badań przewidziano wyznaczenie lipofilowości dla 
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wszystkich otrzymanych związków, stosując eksperymentalne metody chromatograficzne  

w układzie faz odwróconych (RP - Reversed Phase), tj. technikę chromatografii 

cienkowarstwowej (RP-TLC) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC). 

Otrzymane wyniki pozwolą na ustalenie zależności pomiędzy lipofilowością i budową 

chemiczną, a także na ocenę wpływu właściwości lipofilowych na aktywność przeciw-

drgawkową badanych połączeń. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Założenia i cel badań 
 

 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Badania chemiczne 
 
 

 39 

3. Badania chemiczne 

 

 

 

 

 

 Realizując cel niniejszej rozprawy otrzymano serię pięćdziesięciu dziewięciu nowych 

pochodnych 3-podstawionego sukcynimidu, których niezmiennym elementem był układ 

pirolidyno-2,5-dionu posiadający przy imidowym atomie azotu ugrupowanie fenyloaminowe. 

 Syntezę produktów wyjściowych i zaprojektowanych połączeń przeprowadzono  

w oparciu o metody opisane w piśmiennictwie, wprowadzając pewne modyfikacje własne. 

Finalne związki otrzymano w reakcji cyklokondensacji odpowiednich kwasów dikarboksy-

lowych bądź bezwodnika kwasowego z pochodnymi fenylohydrazyny. 

 

 

3.1.  Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu 

(1-16) 

 Biorąc pod uwagę aktywność przeciwdrgawkową N-fenyloamino-2-azaspiro 

[4.4]nonano-1,3-dionu, będącego strukturą modelową planowanych połączeń, w pierwszym 

etapie prac otrzymano serię jego bliskich analogów z różnymi podstawnikami w obszarze 

aromatycznym oraz pochodne, w których w miejsce układu cyklopentanu wprowadzono 

pierścień cykloheksanu. 

 Substratami do syntezy serii azaspiranów były kwasy: 1-karboksy-1-cyklopentano-

octowy (I) i 1-karboksy-1-cykloheksano-octowy (II), otrzymane w oparciu o metody opisane 

w literaturze.145-147 Synteza tego typu pochodnych była prowadzona wykorzystując reakcję 

Knoevenagel’a, która polega na kondensacji odpowiednio cyklopentanonu lub 

cykloheksanonu z cyjanooctanem etylu w obecności mieszaniny octanu amonu i lodowatego 

kwasu octowego jako katalizatorów. W wyniku tej reakcji otrzymuje się odpowiedni ester 

etylowy kwasu 2-cykloalkilideno-2-cyjanooctowego, który ulega addycji z cyjankiem potasu 

tworząc odpowiedni 1-(cyjanocykloalkilo)-cyjanooctan etylu. Produkty te poddane wielo-

godzinnej hydrolizie w stężonym kwasie solnym, tworzą odpowiednie kwasy dikarbo-
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ksylowe. Związki I i II otrzymano z wydajnościami wynoszącymi około 60%. Syntezę oraz 

struktury kwasów dikarboksylowych (I, II) przedstawiono na Schemacie 1. 
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Schemat 1. Synteza kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego (I) i 1-karboksy-1-cykloheksano- 

 octowego (II) 

 

Finalne związki 1-16 otrzymano w reakcji cyklokondensacji równomolowych ilości 

wyjściowego kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego (I) lub 1-karboksy-1-cyklo-

heksano-octowego (II) z odpowiednimi pochodnymi fenylohydrazyny. Reakcję powadzono 

ogrzewając wodną zawiesinę kwasu dikarboksylowego ze stechiometryczną ilością aminy  

z równoczesnym oddestylowaniem wody. Po całkowitym usunięciu wody mieszaninę 

reakcyjną utrzymywano w temperaturze około 180°C przez 1 godzinę. Otrzymane zw. 1-16 

krystalizowano z izopropanolu, a następnie oczyszczano wykorzystując w tym celu metodę 

chromatografii kolumnowej. Związki uzyskano z wydajnościami mieszczącymi się w grani-

cach 48 - 75%. Syntezę oraz struktury zw. 1-16 przedstawiono na Schemacie 2. 
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Schemat 2. Synteza i struktury związków 1-16 

 

 Struktury związków 1-16 zostały potwierdzone wynikami analizy elementarnej oraz 

spektralnej tj. widma protonowego rezonansu magnetycznego (1H NMR) i badaniem widm  

w podczerwieni (IR). Ponadto, dla wybranych połączeń 7 i 16 wykonano widma masowe 

(MS). Czystości i jednorodności sprawdzono przy użyciu techniki chromatografii 

cienkowarstwowej (TLC) i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 

 

3.1.1. Dane spektralne związków 1-16 

3.1.1.1. Analiza widm MS 

 W widmach MS zw. 7 i 16, wykonanych metodą jonizacji strumieniem elektronów 

(EI-MS - Electron Impact Ionization - Mass Spectrometry), stwierdzono obecność jonów 

molekularnych - M+ m/e = 312 (100%), będącego pikiem głównym zw. 7 i M+ m/e = 336 

(99%) (zw. 16), które odpowiadały masom cząsteczkowym (Ryc. 35). 

 Jony fragmentacyjne m/e = 81 (28%), m/e = 109 (29%), m/e = 95 (17%) i m/e = 123 

(10%) powstały w wyniku rozpadu układu 2-azaspiro[4.4]nonano- (zw. 7), bądź 2-aza-

spiro[4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 16). Sygnały odpowiadające fragmentacji pierścienia 

pirolidyno-2,5-dionu związku 7 rejestrowano jako jony m/e = 176 (54%) i m/e = 202 (48%), 

podczas gdy dla zw. 16 obserwowano je jako piki m/e = 186 (38%) i m/e = 212 (22%). 
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Zw. 7 Zw. 16 
m. cz. 313,19 m. cz. 337,22 

M+ m/e = 312 (100%) M+ m/e = 336 (99%) 

[M+2]+ m/e = 314 (64%) [M+2]+ m/e = 338 (100%) 

[M+4]+ m/e = 316 (10%) 
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109 (zw. 7)

123 (zw. 16)

146 (zw. 7)

155 (zw. 16)

160 (zw. 7)

170 (zw. 16)
 

Ryc. 35. Analiza widm EI-MS zw. 7 i 16 

 

Obecności jonów m/e = 160 (24%) (zw. 7) i m/e = 170 (10%) (zw. 16), stanowiących 

fragmenty fenyloaminowe potwierdza rozerwanie wiązania iminowego (N-NH). Dalsza 

fragmentacja przebiegała z utworzeniem jonów m/e = 146 (24%) (zw. 7) i m/e = 155 (11%) 

(zw. 16), odpowiadających podstawnikom fenylowym. Obecność niejednorodnych izotopowo 

atomów chloru (zw. 7) lub bromu (zw. 16) powoduje występowanie w obu widmach pików 

izotopowych. Dla pochodnej 7 były to [M+2]+ m/e = 314 (64%) i [M+4]+ m/e = 316 (10%), 

natomiast w przypadku zw. 16 obserwowano pik [M+2]+ m/e = 338 (100%), będący zarazem 

jego pikiem głównym o intensywności niemal równej jonowi molekularnemu. 

 

3.1.1.2. Analiza widm 1H NMR 

 W widmach 1H NMR związków 1-16 w zakresie δ 1,35-2,37 ppm występują 

multiplety protonów alifatycznych pierścieni cyklopentanu (zw. 1-8) lub cykloheksanu (zw. 

9-16). W przypadku wszystkich połączeń sygnały protonów Ha i Hb układu pirolidyno-2,5-

dionu obserwowano jako singlety w zakresie δ 2,65-2,74 ppm.  
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Protony ugrupowania iminowego (-NH-) tworzą charakterystyczne szerokie singlety, 

występujące w zakresie δ 6,01-6,59 ppm. Przyczyną poszerzenia sygnału protonu 

połączonego z atomem azotu jest najprawdopodobniej występowanie momentu 

kwadrupolowego w jądrze 14N na skutek niesferycznego rozkładu jego ładunku. Natomiast 

przesunięcia chemiczne protonów -NH- uzależnione są od rodzaju podstawnika w położeniu 

orto pierścienia fenylowego. Zaobserwowano, że obecność silnie elektroujemnych atomów 

chloru, powoduje zmniejszenie gęstości elektronowej wokół protonów wiązania iminowego, 

czego efektem jest zmiana przesunięcia sygnału w kierunku większych wartości δ (efekt 

odsłaniania). Sygnały protonów aromatycznych były dobrze rozdzielone, a ich liczba i prze-

sunięcia chemiczne są uzależnione od rodzaju i położenia podstawników w pierścieniu 

fenylowym. W przypadku orto-metylo (zw. 1 i 9) oraz orto-chloro (zw. 4 i 12) podsta-

wionych pochodnych, protony H6 obserwowano jako dublety przy δ 6,47 ppm (zw. 1) i δ 6,45 

(zw. 9), bądź podwójne dublety przy δ 6,53 (zw. 4) oraz δ 6,50 (zw. 12). Jednoprotonowe 

multiplety mieszczące się w zakresie δ 6,86-6,93 ppm zostały przypisane protonom H4.  

W widmach zw. 1 i 9 widoczne są dwuprotonowe multiplety w zakresie δ 7,06-7,12 ppm, 

będące wynikiem nałożenia się sygnałów protonów H3 i H5. W przypadku pochodnych 4 i 12 

protony H5 obserwowano jako multiplety w zakresie δ 7,09-7,12 ppm, natomiast protony H3 

występują jako dublety dubletów przy δ 7,32 ppm. Analizując widma 3-metylowych 

pochodnych (zw. 2 i 10), stwierdzono obecność dwuprotonowych multipletów w zakresie δ 

6,52-6,58 ppm, które przypisano protonom H2 i H6. Sygnały protonów H4 obserwowano jako 

multiplety w zakresie δ 6,77-6,80 ppm. Przy δ 7,12 ppm (zw. 2) i δ 7,11 ppm (zw. 10) 

widoczne są triplety o intensywności odpowiadającej jednemu protonowi, które przypisano 

protonom H5. W przypadku analogów 3-chloro, zw. 5 i 13, protony H6 występują jako 

podwójne dublety dubletów przy δ 6,63 ppm (zw. 5) lub δ 6,62 ppm (zw. 13). Sygnały 

protonów H2 rejestrowano jako triplety przy przesunięciach wynoszących odpowiednio δ 6,71 

ppm (zw. 5) oraz δ 6,70 ppm (zw. 13). Jednoprotonowe podwójne dublety dubletów przy 

6,95 ppm (zw. 5) lub δ 6,94 ppm (zw. 13) przypisano protonom H4. Sygnały protonów H5 
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obserwowano jako triplety (zw. 5 i 13) przy δ 7,16 ppm W widmach połączeń posiadających 

w położeniu-4 podstawnika fenylowego atomy chloru (zw. 6 i 14), bromu (zw. 8 i 16) lub 

grupę metylową (zw. 3 i 11), w wyniku nałożenia się sygnałów protony aromatyczne 

obserwowano jako dwa multiplety w zakresach δ 6,63-7,72 ppm (H2, H6) oraz δ 7,02-7,36 

ppm (H3, H5), z których każdy posiada intensywność odpowiadającą dwóm protonom.  

W przypadku 2,4-dichloro podstawionych pochodnych 7 i 15, protony H6 występują jako 

dublety przy δ 6,46 ppm (zw. 7) oraz δ 6,44 ppm (zw. 15). Protonom H5 przypisano dublety 

dubletów widoczne w zakresie δ 7,10-7,12 ppm, podczas gdy H3 obserwowano jako 

jednoprotonowe dublety przy tym samym przesunięciu δ 7,34 ppm. Analizując powyższe 

widma zaobserwowano, że wprowadzenie silnie elektroujemnych atomów chloru lub bromu 

powoduje przesunięcie sygnałów pochodzących od protonów aromatycznych w stronę 

mniejszych wartości natężenia pola magnetycznego. W widmach 1H NMR zw. 1-3 oraz 9-11 

w zakresie δ 2,24-2,34 ppm występują dodatkowo trójprotonowe singlety pochodzące od 

protonów grup metylowych. 

 

3.1.1.3. Analiza widm IR 

 W widmach IR wybranych związków 4, 7, 8, 12, 15 i 16 występują pasma absorbcji 

charakterystyczne dla N-podstawionych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. W zakresie 1716 -

 1733 cm-1 obserwowano intensywne pasmo związane z drganiami rozciągającymi grup 

karbonylowych (C=O). Obecność podstawnika fenylowego potwierdzają silne pasma  

w obszarze 1452 - 1597 cm-1, wynikające z drgań rozciągających wiązania węgiel-węgiel 

(C=C) w układach aromatycznych. Drgania rozciągające alifatycznych wiązań C-H 

stwierdzono w zakresie 2857 - 2965 cm-1, podczas gdy w przypadku pierścieni aroma-

tycznych występowały w obszarze 3260 - 3334 cm-1. 

 

 

3.2. Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu (17-45) 

Biorąc pod uwagę wyniki badań farmakologicznych uzyskanych w grupie 

azaspiranów, które wykazały, że związki tego typu są aktywne głównie w teście 

maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES), w kolejnym etapie prac przeprowadzono 

syntezę ich analogów wprowadzając w położenie-3 układu pirolidyno-2,5-dionu różnej 

długości podstawniki alifatyczne. Struktury te zaprojektowano jako pochodne etosuksimidu 

(2-etylo-2-metylo-pirolidyno-2,5-dion), jednego z nielicznych leków przeciwpadaczkowych 
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skutecznych w leczeniu napadów nieświadomości. Lek ten jest nieaktywny w teście MES, 

natomiast hamuje drgawki wywołane kardiazolem (test scPTZ).23 Głównym celem 

przeprowadzonych modyfikacji strukturalnych było zbadanie, w jaki sposób wpłynie na 

aktywność przeciwdrgawkową degradacja ugrupowań cykloalkilowych, a także otrzymanie 

związków aktywnych w obu modelach drgawkowych (MES, scPTZ). Połączenia o takim 

profilu farmakologicznym mogą być potencjalnie skuteczne w leczeniu różnych typów 

napadów. 

Biorąc pod uwagę, obserwowaną w seriach 2-azaspiro[4.4]nonano i [4.5]dekano-1,3-

dionów znacznie wyższą aktywność przeciwdrgawkową pochodnych niepodstawionych  

i związków zawierających silnie elektroujemne atomy bromu lub chloru, a także połączeń 

posiadających w polożeniu-4 pierścienia fenylowego grupę metylową, syntezę 3,3-dialkilo-

pirolidyno-2,5-dionów (zw. 17-45) ograniczono do tego typu analogów. 

Otrzymano serie N-fenyloaminowych pochodnych 3,3-dimetylo-, 3-etylo-3-metylo-, 

3-metylo-3-propylo-, 3-butylo-3-metylo- oraz 3,3-dietylo-pirolidyno-2,5-dionu, których sub-

stratami do syntezy były kwasy: 2,2-dimetylo-bursztynowy (III), 2-etylo-2-metylo-burszty-

nowy (IV) 2-metylo-2-propylo-bursztynowy (V), 2-metylo-2-butylo bursztynowy (VI) oraz 

2,2-dietylo-bursztynowy (VII). 

Wyjściowe kwasy 2,2-dialkilo-bursztynowe (III-VII) syntetyzowano w oparciu  

o metodę opisaną przez Smith’a i Horowitz’a,148 zmodyfikowaną przez Moal’a.146, 149 Polega 

ona, podobnie jak w przypadku kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego i 1-karboksy-1-

cykloheksano-octowego, na kondensacji Knoevenagel’a odpowiednio podstawionego 

dialkilowego ketonu z cyjanooctanem etylu w obecności mieszaniny octanu amonu  

i lodowatego kwasu octowego jako katalizatorów. W pierwszym etapie otrzymano 

odpowiednie estery etylowe kwasów 2-cyjano-3-alkilo-karboksylowych, ogrzewając w tem-

peraturze wrzenia mieszaninę acetonu i cyjanooctanu etylu lub stosując jako środowisko 

reakcji benzen, w przypadku wyższych ketonów. Otrzymane produkty pośrednie poddano 

następnie reakcji addycji z cyjankiem potasu w wyniku, czego uzyskano różnie podstawione 

estry etylowe kwasów 2,3-dicyjano-3-alkilokarboksylowych. Z estrów tych po wielo-

godzinnej hydrolizie prowadzonej w stężonym kwasie solnym powstają odpowiednie kwasy 

2,2-dialkilo-bursztynowe (III-VII), z wydajnościami wynoszącymi 68 - 75%. Syntezę i struk-

tury otrzymanych kwasów przedstawiono na Schemacie 3. 
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R2 CH3 C2H5 C3H7 C4H8 C2H5 

 

Schemat 3. Synteza kwasów 2,2-dialkilo-bursztynowych (III-VII) 

 

Związki 17-45 otrzymano analogicznie jak pochodne azaspiranów, tj. w reakcji 

cyklokondensacji odpowiedniego 2,2-dialkilowego kwasu bursztynowego (III-VII) z pocho-

dnymi fenylohydrazyny, stapiając ich stechiometryczne ilości w temperaturze około 180°C 

przez godzinę (Schemat 4). Jako aminy stosowano: fenylohydrazynę (zw. 17, 24 i 40),  

4-metylo-fenylohydrazynę (zw. 18, 25 i 41), 2-chloro-fenylohydrazynę (zw. 19, 26, 31, 36  

i 42), 3-chloro-fenylohydrazynę (zw. 20, 27 i 32), 4-chloro-fenylohydrazynę (zw. 21, 28, 33, 

37 i 43), 2,4-dichloro-fenylohydrazynę (zw. 22, 29, 34, 38 i 44) oraz 4-bromo-

fenylohydrazynę (zw. 23, 30, 35, 39 i 45). Otrzymane produkty krystalizowano z izo-

propanolu, a następnie oczyszczano stosując metodę chromatografii kolumnowej. Wydajność 

reakcji mieściła się w granicach 67 - 81%. 
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4-Cl 21, 28, 33, 37, 43 

2,4-Cl 22, 29, 34, 38, 44 

4-Br 23, 30, 35, 39, 45 

 

Schemat 4. Synteza i struktury związków 17-45 

 

 Struktury związków 17-45 potwierdzono w oparciu o wyniki analizy elementarnej 

oraz badanie widm MS, 1H NMR i IR. Czystość i jednorodność otrzymanych połączeń 

sprawdzono wykorzystując techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) i wysoko-

sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). 

 

 

3.2.1. Dane spektralne związków 17-45 

3.2.1.1. Analiza widm MS 

 W widmach EI-MS wybranych 3,3-dimetylowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu,  

zw. 17, 19 i 22 stwierdzono obecność jonów molekularnych [M]+ m/e = 218 (zw. 17), 

[M]+ m/e = 251 (zw. 19) będących ich pikami głównymi oraz [M]+ m/e = 286 (zw. 22)  

o intensywności 82%, które odpowiadały ich masom cząsteczkowym (Ryc. 36). 
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Zw. 17 Zw. 19 Zw. 22 
m. cz. 218,26 m. cz. 252,70 m. cz. 287,15 

M+ m/e = 218 (100%) M+ m/e = 252 (100%) M+ m/e = 286 (82%) 

[M+1]+ m/e = 219 (13%) [M+2]+ m/e = 254 (32%) [M+2]+ m/e = 288 (52%) 

 

 

 

 

[M+4]+ m/e = 290 (8%) 

NO

O

N
H

R

134 (zw. 17)

168 (zw. 19)

202 (zw. 22)

174 (zw. 22)

140 (zw. 19)

92 (zw. 17)

126 (zw. 19)

83 (zw. 17, 19, 22)

160 (zw. 22)

106 (zw. 17)

77 (zw. 17)

111 (zw. 19)

145 (zw. 22)
 

Ryc 36. Fragmentacja pochodnych 3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17, 19 i 22) 

 

W przypadku wszystkich połączeń (17, 19 i 22), jon fragmentacyjny m/e = 83 (14%-17, 26%-

19, 23%-22), powstał w wyniku rozpadu układu pirolidyno-2,5-dionu. Dalsza fragmentacja 

tego pierścienia przebiegała z utworzeniem jonów m/e = 134 (95%), m/e = 106 (29%) 

(zw. 17), m/e = 168 (99%), m/e = 140 (27%) (zw. 19), m/e = 202 (100%) i m/e = 174 (20%) 

dla zw. 22. Jon m/e = 202 (100%) jest zarazem pikiem głównym pochodnej 22. Rozerwanie 

wiązania iminowego (N-NH) potwierdza obecności sygnałów m/e = 92 (9%) (zw. 17), 

m/e = 126 (10%) (zw. 19) i m/e = 160 (19%) (zw. 22), które odpowiadają fragmentom 

fenyloaminowym. Natomiast, jony m/e = 77 (17%) (zw. 17), m/e = 111 (19%) (zw. 18)  

i m/e = 145 (8%) (zw. 22) przypisano odpowiednim ugrupowaniom fenylowym. Obecność 

niejednorodnych izotopowo atomów chloru w zw. 19 i 22 powoduje, że w obydwu widmach 

występują piki izotopowe, dla pochodnej 19 - [M+2]+ m/e = 254 (32%) o względnej inten-

sywności wynoszącej 0.32 w stosunku do jonu molekularnego, natomiast w przypadku 2,4-

dichloro podstawionego zw. 22 są to piki [M+4]+ m/e = 290 (8%) i [M+2]+ m/e = 288 (52%). 

Z kolei strukturę zw. 23, potwierdzono w oparciu o widmo zarejestrowane metodą 

jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS - Electrospray Ionisation  -  Mass Spectro-

metry). Przeprowadzona analiza wskazała obecność jonu molekularnego [M+H]+ 297. 

Ponadto w widmie tym obserwowano pik izotopowy [M+2]+ m/z = 299 o intensywności 

niemal równej jonowi molekularnemu, który potwierdza występowanie w cząsteczce atomu 

bromu. 
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 Analogiczną fragmentację obserwowano w przypadku widm EI-MS zw. 26 i 29 

należących do serii N-fenyloamino-3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionów (Ryc. 37).  

W analizowanych widmach rejestrowano piki jonów molekularnych M+ m/e = 266 (100%) 

(zw. 26) oraz M+ m/e = 300 (100%) (zw. 29), będących ich pikami głównymi. 

 

Zw. 26  Zw. 29 
m. cz. 266,73  m. cz. 301,17 

M+ m/e = 266 (100%)  M+ m/e = 300 (100%) 

[M+2]+ m/e = 268 (32%)  [M+2]+ m/e = 302 (64%) 

 

 

 

 

[M+4]+ m/e = 304 (10%) 

NO

O

N
H

R

168 (zw. 26)

202 (zw. 29)

176 (zw. 29)

142 (zw. 26)

126 (zw. 26)

98 (zw. 26, 29)

160 (zw. 29)

111 (zw. 26)

145 (zw. 29)

69 (zw. 26, 29)

 

Ryc. 37. Fragmentacja pochodnych 3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 26 i 29) - widma EI-

MS 

 

W efekcie rozpadu pierścienia pirolidyno-2,5-dionu powstały jony fragmentacyjne m/e = 69, 

m/e = 98 (zw. 26 i 29) oraz m/e = 168 (76%) (zw. 26) i m/e = 202 (92%) (zw. 29). Dalsza 

fragmentacja przebiegała z utworzeniem jonów m/e = 142 (60%) (zw. 26) oraz 

m/e = 176 (47%) w przypadku pochodnej 29. Rozerwanie wiązania iminowego (N-NH) 

potwierdza obecności sygnałów m/e = 126 (10%) (zw. 26) oraz m/e = 160 (22%) (zw. 29), 

które przypisano fragmentom fenyloaminowym. Jony m/e = 111 (15%) (zw. 26) oraz 

m/e = 145 (8%) (zw. 29) odpowiadają ugrupowaniu 2-chlorofenylowemu (zw. 26) lub 2,4-

dichlorofenylowemu (zw. 29). W przypadku obu widm rejestrowano piki izotopowe związane 

z obecnością w ich strukturach niejednorodnych izotopowo atomów chloru. Dla zw. 26 był to 

[M+2]+ m/e = 268 (32%) o względnej intensywności wynoszącej 0.32 w odniesieniu do jonu 

molekularnego, natomiast w przypadku 2,4-dichloro-pochodnej 29 piki [M+4]+ m/e = 304 

(10%) oraz [M+2]+ m/e = 302 (64%), o intensywności odpowiednio 0,10 oraz 0,64. 

 Fragmentację związków 38 i 44 należących do pozostałych serii 3,3-dialkilowych 

pochodnych pirolidyno-2,5-dionu zbadano w oparciu o analizę widm EI-MS (Ryc. 38). 
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Zw. 38 
m. cz. 329,23 

M+ m/e = 328 (100%) 

[M+2]+ m/e = 330 (62%) 

[M+4]+ m/e = 332 (9%) 
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Zw. 44 
m. cz. 315,20 

M+ m/e = 314 (100%) 

[M+2]+ m/e = 316 (63%) 

[M+4]+ m/e = 318 (10%) 

NO

O

N
H

Cl

Cl

202 (65%)

176 (67%)

160 (23%)

112 (32%)

84 (23%)

145 (4%)

 
 

Ryc. 38. Fragmentacja EI-MS pochodnych 3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 38 i 44) 

 

W widmach tych obserwowano jony molekularne odpowiednio M+ m/e = 328 (100%) 

(zw. 38) oraz M+ m/e = 314 (100%) (zw. 44). Podobnie jak w przypadku opisanych powyżej 

pochodnych, rozpad pierścienia pirolidyno-2,5-dionu przebiegał z utworzeniem fragmentów 

m/e = 98 (10%), m/e = 126 (26%) (zw. 38) i m/e = 84 (23%), m/e = 112 (32%) (zw. 44),  

a także z uwagi na analogiczne podstawniki przy imidowym atomie azotu - jonów m/e = 176 

(48%-38, 67%-44) i m/e = 202 (74%-38, 65%-44). Obecność ugrupowania 2,4-dichloro-

fenyloaminowego potwierdza jon m/e = 160 (24%-38, 23%-44), powstały w wyniku 

rozerwania wiązania iminowego (N-NH) oraz jon m/e = 145 (4%-38, 44), który odpowiada 

fragmentowi 2,4-dichlorofenylowemu. W obydwu analizowanych widmach obserwowano 

jony izotopowe [M+4]+ m/e = 332 (9%) i [M+2]+ m/e = 330 (62%) (zw. 38) oraz [M+4]+ m/e 

= 318 (10%) i [M+2]+ m/e = 316 (63%) (zw. 44), pochodzące od zawartych w ich cząste-

czkach atomów chloru. 

 Strukturę zw. 37 i 43 potwierdzono w oparciu o widma ESI-MS, a ich analiza potwier-

dziła obecność jonów molekularnych [M+H]+ 294 (zw. 37) i [M+H]+ 280 (zw. 43). Z uwagi 
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na fakt, że w obu związkach występuje ugrupowanie 4-chlorofenylowe rejestrowano również 

piki izotopowe odpowiednio [M+2]+ m/z = 296 (zw. 37) i [M+2]+ m/z = 282 (zw. 43). 

 

3.2.1.2. Analiza widm 1H NMR 

 W widmach 1H NMR związków 17-45 w zakresie δ 0,90-1,90 ppm obserwowano 

sygnały protonów alifatycznych pochodzących od podstawników alkilowych R1 i R2. 

Ugrupowania metylowe (A) związane bezpośrednio z pierścieniem imidowym serii 3,3-

dimetylowych (zw. 17-23) oraz 3-etylo-3-metylowych (zw. 24-30) pochodnych pirolidyno-

2,5-dionu rejestrowano jako singlety w zakresie δ 1,37-1,43 ppm, podczas gdy w przypadku 

analogów 3-propylowych (zw. 31-35) i 3-butylowych (zw. 36-39) występują jako multiplety, 

łącznie z protonami łańcuchów alkilowych - C. Grupy metylowe (B) w podstawnikach 

etylowych, propylowych i butylowych tworzą triplety w zakresie δ 0,90-0,97 ppm, natomiast 

fragmenty metylenowe, etylenowe oraz propylenowe (C) obserwowano jako multiplety  

w zakresie 1,14-1,90 ppm. 
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 Sygnały protonów Ha i Hb układu pirolidyno-2,5-dionu w związkach niechiralnych 17-

23 i 40-45 obserwowano jako singlety w zakresie δ 2,61-2,70 ppm. Obecność asymetry-

cznego atomu węgla C-3 w połączeniach 24-39 powoduje, że protony te występują jako 

dublety przy δ 2,51-2,57 ppm (Ha) oraz δ 2,73-2,79 ppm (Hb) ze stałymi sprzężenia J 

wynoszącymi około  18 Hz. 
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 Protony wiązania iminowego (-NH-) wszystkich analizowanych związków tworzą 

charakterystyczne szerokie singlety, rejestrowane w zakresie δ 6,06-6,60 ppm. Analogicznie 

jak w przypadku widm opisanych dla azaspiranów, przesunięcie chemiczne protonów  

-NH- uzależnione jest od rodzaju podstawnika w położeniu orto pierścienia fenylowego, 

mianowicie obecność silnie elektroujemnych atomów chloru, powoduje zmniejszenie gęstości 

elektronowej wokół protonów wiązania iminowego, efektem tego jest zmiana przesunięcia 

sygnału w kierunku większych wartości δ (efekt odsłaniania). 

 Sygnały protonów aromatycznych były dobrze rozdzielone, a ich liczba i przesunięcia 

chemiczne uzależnione są od położenia atomów chloru, bromu, bądź grupy metylowej w pier-

ścieniu fenylowym. W przypadku niepodstawionych N-fenyloaminowych pochodnych 17, 24 

i 40 obserwowano je jako trzy multiplety w zakresach δ 6,75-6,79 ppm (H2, H6), δ 6,94-

7,01 ppm (H4) oraz δ 7,21-7,27 ppm (H3, H5). 

 Protony aromatyczne H6 orto-chloro podstawionych pochodnych 19, 26, 31, 36 i 42 

występują jako podwójne dublety w zakresie δ 6,53-6,56 ppm. Potrójne dublety o inten-

sywności odpowiadającej jednemu protonowi, występujące przy δ 6,90-6,91 ppm przypisano 

protonom H4. Atomy wodoru H5 rejestrowano jako multiplety w zakresie δ 7,10-7,17 ppm, 

natomiast protony H3 sąsiadujące z atomem chloru, obserwowano jako podwójne dublety 

przy δ 7,32-7,33 ppm. 

 Analizując widma 3-chloro pochodnych zw. 20, 27 i 32 stwierdzono obecność jedno-

protonowych podwójnych dubletów dubletów w zakresie δ 6,64-6,65 ppm, które przypisano 

protonom H6. Sygnały protonów H2 obserwowano jako triplety przy δ 6,72-6,73 ppm. 

Podwójne dublety dubletów protonów H4 we wszystkich widmach rejestrowano przy 

δ 6,95 ppm. Atomy wodoru H5 występowały jako triplety w zakresie δ 7,16-7,17 ppm. 

 W widmach połączeń posiadających w położeniu-4 podstawnika fenylowego atomy 

chloru (zw. 21, 28, 33, 37, 43), bromu (zw. 23, 30, 35, 39, 45), bądź grupy metylowe (zw. 18, 

25, 41), w wyniku nałożenia się sygnałów, protony aromatyczne obserwowano jako dwa 

multiplety w zakresach δ 6,63-6,75 ppm (H2, H6) oraz δ 7,03-7,38 ppm (H3, H5). 

 W przypadku 2,4-dichloro podstawionych pochodnych 22, 29, 34, 38 i 44 protony H6 

występują jako dublety w zakresie δ 6,46-6,49 ppm (zw. 22, 34, 38 i 44). Protonom H5 

przypisano dublety dubletów widoczne w zakresie δ 7,11-7,12 ppm. Jednoprotonowe dublety 

obserwowane we wszystkich widmach w zakresie δ 7,34-7,35 odpowiadają protonom H3 

pierścienia aromatycznego. 
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3.2.1.3. Analiza widm IR 

 W widmach IR wybranych związków 17, 19, 22, 24, 26, 28, 30-32, 34, 36, 37, 39, 40  

i 44, reprezentujących wszystkie serie 3,3-dialkilowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu, 

występowały pasma absorpcji charakterystyczne dla N-podstawionych sukcynimidów.  

W zakresie 1704 - 1731 cm-1 obserwowano intensywne pasmo związane z drganiami rozcią-

gającymi grup karbonylowych. Obecność podstawnika fenylowego potwierdzają silne pasma 

w obszarze 1403 - 1602 cm-1, wynikające z drgań rozciągających wiązania węgiel-węgiel  

w układach aromatycznych. Drgania rozciągające alifatycznych wiązań C-H stwierdzono  

w zakresie 2933 - 2980 cm-1, podczas gdy w przypadku pierścieni aromatycznych wystę-

powały w obszarze 3210 - 3436 cm-1. 

 

 

3.3. Pochodne N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-dionu (46-51) 

Realizując dalsze badania otrzymano bicykliczne pochodne N-fenyloamino-

heksahydroizoindo-1,3-dionu. Rozpatrując ich struktury jako pochodne pirolidyno-2,5-dionu, 

można stwierdzić, że w związkach tych pierścień cykloheksanu oraz układ sukcynimidu 

posiadają dwa wspólne atomy węgla C3 i C4. Modyfikacja tego typu miała na celu 

sprawdzenie czy odmienny sposób przyłączenia pierścienia cykloheksanu do układu 

imidowego, wpłynie na zmianę aktywności w porównaniu do odpowiednich związków serii 

azaspiranów. Dodatkowo struktura heksahydroizoindo-1,3-dionu może być traktowana jako 

nasycony układ ftalimidowy, opisywany przez Vamecq’a,36, 37 jako jeden z elementów 

farmakoforowych istotnych dla aktywności przeciwdrgawkowej. 

Związki 46-51 otrzymano w reakcji cyklokondensacji równomolowych ilości 

bezwodnika kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego z odpowiednio podstawioną 

fenylohydrazyną, ogrzewając mieszaninę reakcyjną w temperaturze około 180°C przez 

godzinę. W reakcji użyto następujące aminy: fenylohydrazynę (zw. 46), 4-metylo-

fenylohydrazynę (zw. 47), 2-chloro-fenylohydrazynę (zw. 48), 3-chloro-fenylohydrazynę 

(zw. 49), 4-chloro-fenylohydrazynę (zw. 50) oraz 2,4-dichloro-fenylohydrazynę (zw. 51). 

Produkty końcowe wyodrębniono po krystalizacji z izopropanolu, uzyskując je z wydajnością 

w granicach 69-74%. Syntezę i struktury otrzymanych związków przedstawiono na 

Schemacie 5. 
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Schemat 5. Synteza oraz struktury związków 46-51 

 

 

3.3.1. Dane spektralne związków 46-51 

3.3.1.1. Analiza widm MS 

Dla związku 50 wykonano widmo ESI-MS, w którym stwierdzono obecność jonu 

molekularnego [M+H]+ 278 oraz pik izotopowy [M+2]+ m/z = 280 związany z występowa-

niem w strukturze atomu chloru. 

 

3.3.1.2. Analiza widm 1H NMR 

 W widmach związków 46-51 sygnały alifatycznych protonów pierścienia 

cykloheksanu, oznaczonych jako A i B, obserwowano w zakresie δ 1,47-1,58 ppm (A)  

i δ 1,81-1,98 ppm (B). Protony Ha i Hb związane z trzeciorzędowym atomem węgla występują 

jako multiplety w zakresie δ 2,95-3,06 ppm. Atomy wodoru wiązania iminowego (-NH-) 

związków 46, 47, 49 i 50 tworzą szerokie singlety, które rejestrowano w zakresie δ 6,00-

6,09 ppm. W przypadku orto-chloro podstawionych pochodnych 48 i 51, w wyniku nałożenia 

się ich przesunięć chemicznych z sygnałami aromatycznych protonów H6, sygnały -NH-

obserwowano jako multiplety w zakresie δ 6,49-6,58 ppm. 
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 Sygnały protonów aromatycznych niepodstawionej pochodnej 46 występowały jako 

trzy multiplety w zakresach δ 6,76-6,80 ppm - H2 i H6, δ 6,94-7,00 ppm - H4 oraz δ 7,21-

7,27 ppm - H3 i H5. Analizując widma N-(2-chlorofenyloamino)-heksahydroizoindo-1,3-

dionu (zw. 48) oraz jego 2,4-dichloro-podstawionego analogu (zw. 51), w zakresie δ 6,49-

6,58 ppm obserwowano multiplety protonów H6. Atomom wodoru H5 przypisano multiplet  

w zakresie δ 7,10-7,26 (zw. 48) lub podwójny dublet przy δ 7,11 ppm, w przypadku 

pochodnej 51. Protony H3 rejestrowano jako podwójny dublet przy δ 7,32 ppm (zw. 48) lub 

jako dublet przy δ 7,34 ppm (zw. 51). Triplet dubletów przy δ 6,90 ppm występujący  

w widmie związku 48 odpowiada protonowi H4. Analizując dane 
1H NMR 3-chloro 

pochodnej 49 stwierdzono obecność jednoprotonowego podwójnego dubletu dubletów przy 

δ 6,65 ppm, który przypisano protonowi H6. Sygnał protonu H2 rejestrowano jako triplet przy 

δ 6,73 ppm. Atom wodoru H4 występował jako podwójny dublet dubletów przy δ 6,95 ppm, 

podczas gdy proton H5 tworzy triplet przy przesunięciu δ 7,17 ppm. W widmach para-metylo 

oraz para-chloro pochodnych 47 oraz 50 protony aromatyczne obserwowano jako dwa 

multiplety w zakresach δ 6,70-6,75 ppm (H2, H6) oraz δ 7,03-7,22 ppm (H3, H5). 

 

3.3.1.3. Analiza widm IR 

 W widmach IR wybranych związków 46 i 49 występowały pasma absorpcji 

charakterystyczne dla pochodnych sukcynimidu. Pasma związane z drganiami rozciągającymi 

grup karbonylowych obserwowano odpowiednio przy 1721 cm-1 (zw. 46) oraz 1720 cm-1 

(zw. 49). Obecność podstawnika fenylowego potwierdzają pasma w obszarze 1482 -

 1605 cm 1, wynikające z drgań rozciągających wiązań węgiel-węgiel w układach aroma-

tycznych. Drgania rozciągające alifatycznych wiązań C-H obserwowano w zakresie 2955 -

 2938 cm-1, podczas gdy te same drgania w pierścieniach aromatycznych występowały przy 

3332 cm-1 (zw. 46) lub 3321 cm-1 (zw. 49). 
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3.4. Pochodne N-fenyloamino-3-cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu (52-54) 

 W oparciu o wyniki badań farmakologicznych związków serii azaspiranów, istotnym 

wydawało się zbadanie roli układu spiranowego dla aktywności przeciwdrgawkowej tego 

typu połączeń. W tym celu otrzymano serię analogów, w których w miejsce układów 

spiranowych wprowadzono podstawnik cykloheksylowy o dużej swobodzie rotacyjnej.  

 W pierwszym etapie przeprowadzono syntezę wyjściowego kwasu 2-cykloheksylo-

bursztynowego (VIII), którą wykonano w oparciu o metodę opracowaną przez Miller’a  

i Long’a (Schemat 6).150, 151 

CHO
O

O

NC

O

O

CN

CN

O

O

CN

HOOC COOH

COOH

 

HOOC COOH

Odczynniki i warunki reakcji:

a - piperydyna, MeOH, 60oC, 5 min.;
b - KCN, MeOH, temp. pokojowa, 2 h;
c - 36% HCl, temp. wrzenia, 6 h;

+
a

b

c

-CO2

VIII  

Schemat 6. Synteza kwasu 2-cykloheksylo-bursztynowego (VIII) 

 

Metoda ta polega na kondensacji cykloheksanokarboksyaldehydu z cyjanooctanem etylu  

w obecności piperydyny jako katalizatora. Powstały ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-

cykloheksylo-akrylowego, w reakcji addycji z cyjankiem potasu tworzy ester etylowy kwasu 

2,3-dicyjano-3-cykloheksylo-propanowego, z którego w wyniku wielogodzinnej hydrolizy 

stężonym kwasem solnym otrzymano kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy. Produkt uzyskano  

z wydajnością 69%. 
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Związki 52-54 zsyntetyzowano stapiając równomolowe ilości kwasu 2-cykloheksylo-

bursztynowego (VIII) z pochodnymi fenylohydrazyny w temperaturze około 180°C przez 

godzinę. Jako amin użyto fenylohydrazynę (zw. 52), 2-chloro-fenylohydrazynę (zw. 53) i 2,4-

dichloro-fenylohydrazynę (zw. 54) (Schemat 7). 
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Schemat 7. Synteza oraz struktury związków 52-54 

 

Produkty końcowe krystalizowano z izopropanolu, a następnie oczyszczano przy 

użyciu chromatografii kolumnowej, otrzymując je z wydajnością 54 - 65 %. 

 

 

3.4.1. Dane spektralne związków 52-54 

3.4.1.1. Analiza widm MS 

W widmie EI-MS związku 53 stwierdzono obecność jonu molekularnego 

M+ m/e = 306 (100%), będącego jego pikiem głównym (Ryc. 39). 

 

Zw. 53 
m. cz. 306,80 

M+ m/e = 306 (100%) 

[M+2]+ m/e = 308 (32%) 
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Ryc. 39. Fragmentacja zw. 53 
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Jon fragmentacyjny m/e = 110 (6%) powstał w wyniku rozpadu pierścienia pirolidyno-2,5-

dionu. Obecność podstawnika cykloheksylowego potwierdza jon m/e = 83 o intensywności 

11%. Dalsza fragmentacja układu imidowego przebiegała z utworzeniem jonów m/e = 168 

(8%) oraz m/e = 142 (34%). Rozerwanie wiązania iminowego (N-NH) potwierdza obecność 

jonu m/e = 127 (43%) odpowiadającego fragmentowi 2-chlorofenylaminowemu. Jon m/e = 

111 (6%) przypisano ugrupowaniu 2-chlorofenylowemu. Obecność niejednorodnego izoto-

powo atomu chloru powoduje występowanie pików izotopowych, z których najintensy-

wniejszy to [M+2]+ m/e = 308 (32%) o względnej intensywności wynoszącej 0,32 w odnie-

sieniu do jonu molekularnego. 

 

3.4.1.2. Analiza widm 1H NMR 

 W widmach 1H NMR związków 52-54 w zakresie δ 1,03-2,17 ppm obserwowano 

multiplety protonów alifatycznych pierścieni cykloheksanu. Sygnały protonów Ha, Hb oraz Hc 

układu pirolidyno-2,5-dionu obserwowano jako multiplety w zakresie δ 2,60-2,94 ppm.  
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Protony wiązania iminowego (-NH-) tworzą charakterystyczne szerokie singlety, występujące 

w zakresie δ 6,10-6,57 ppm. Sygnały protonów aromatycznych były dobrze rozdzielone, a ich 

liczba i przesunięcia chemiczne uzależnione były od obecności i położenia podstawników  

w pierścieniu fenylowym. W przypadku niepodstawionej pochodnej 52 obserwowano je jako 

multiplety w zakresach δ 6,75-6,79 ppm (H2, H6), δ 7,21-7,26 ppm (H3, H5) lub triplet przy 

δ 6,98 ppm (H4). W widmach zw. 53 i 54 widoczne są jednoprotonowe sygnały atomów 

wodoru H6, występujące jako podwójny dublet przy δ 6,53 ppm (zw. 53), bądź dublet przy 

δ 6,46 ppm (zw. 54). Protony H5 obserwowano jako multiplet w zakresie δ 7,10-7,15 (zw. 53) 

lub podwójny dublet przy δ 7,12 ppm (zw. 54). Sygnały atomu wodoru H3 występowały jako 

podwójny dublet przy δ 7,32 ppm (zw. 53) lub dublet przy δ 7,34 ppm (zw. 54). W widmie 

zw. 53 widoczny jest jednoprotonowy multiplet w zakresie δ 6,87-6,92 ppm, który przy-

pisano protonowi H4. 
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3.4.1.3. Analiza widm IR 

 W widmach IR wybranych związków 53 i 54 występują pasma absorpcji 

charakterystycznych dla tego typu połączeń. Przy liczbie falowej 1716 cm-1 (zw. 54) oraz 

1720 cm-1 (zw. 53) obserwowano intensywne pasma związane z drganiami rozciągającymi 

grup karbonylowych (C=O). Obecność podstawnika fenylowego potwierdza silne pasmo  

w obszarze 1445 - 1595 cm-1, wynikające z drgań rozciągających wiązania węgiel-węgiel  

w układach aromatycznych (C=C). Drgania rozciągające alifatycznych wiązań C-H 

stwierdzono w zakresie 2851-2927 cm-1, natomiast aromatycznych przy 3322 cm-1 (zw. 53) 

lub 3329 cm-1 (zw. 54). 

 
 

3.5. Pochodne N-fenyloamino-3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu (55-59) 

 Dotychczasowe badania nad poszukiwaniem nowych związków o potencjalnym 

działaniu przeciwdrgawkowym w grupie 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu wykazały, 

że obecność obszaru aromatycznego w położeniu-3 pierścienia imidowego istotnie zwiększa 

aktywność tego typu pochodnych.136-138 Dlatego też, wydawało się zasadne otrzymanie 

analogów opisanych powyżej połączeń, w których w położenie-3 sukcynimidu wprowadzono 

podstawnik fenylowy (zw. 55-59). 

 Związki 55-59 otrzymano cyklizując równomolowe ilości kwasu 2-fenylo-

bursztynowego z pochodnymi fenylohydrazyny w temperaturze około 180°C przez godzinę. 

W reakcji użyto następujące aminy: fenylohydrazynę (zw. 55), 2-chloro-fenylohydrazynę 

(zw. 56), 3-chloro-fenylohydrazynę (zw. 57), 4-chloro-fenylohydrazynę (zw. 58) oraz 2,4-

dichloro-fenylohydrazynę (zw. 59) (Schemat 9). 
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Schemat 9. Synteza oraz struktury związków 55-59 

Produkty końcowe otrzymano z wydajnością 62 - 72%. 
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3.5.1. Dane spektralne związków 55-59 

3.5.1.1. Analiza widm MS 

Strukturę wybranego związku 59 potwierdzono w oparciu o widmo masowe 

wykonane techniką ESI-MS, w którym stwierdzono obecność jonu molekularnego [M+H]+ 

334 odpowiadającego jego masie cząsteczkowej. W widmie obserwowano również pik 

izotopowy [M+2]+ m/z = 336, wynikający z występowania w cząsteczce atomu chloru. 

 

3.5.1.2. Analiza widm 1H NMR 

 W widmach 1H NMR związków 55-59, sygnały protonów Ha, Hb i Hc układu 

pirolidyno-2,5-dionu rejestrowano w każdym przypadku jako podwójne dublety w zakresach 

δ 2,97-3,01 ppm (Ha), δ 3,33-3,37 ppm (Hb) oraz δ 4,14-4,18 ppm (Hc). 

Protony wiązania iminowego (-NH-) występowały jako charakterystyczne szerokie 

singlety, w zakresie δ 6,18-6,67 ppm. Ze względu na obecność dwóch obszarów 

aromatycznych i nałożenie się przesunięć chemicznych protonów podstawników fenylowych, 

ich sygnały były stosunkowo słabo rozdzielone. W przypadku niepodstawionej pochodnej 55 

protony te tworzyły trzy multiplety w zakresach δ 6,81-6,98 ppm (H2 i H6), δ 7,00-7,03 ppm 

(H4) oraz δ 7,23-7,43 ppm, które przypisano protonom H3 i H5 oraz atomom wodoru 

podstawnika fenylowego w położeniu-3 sukcynimidu (H2’ - H6’). 
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W widmie analogu 2-chloro (zw. 56) protony aromatyczne rejestrowano jako podwójny 

dublet przy δ 6,60 ppm (H6), triplet dubletów przy δ 6,92 ppm (H4) oraz multiplet δ 7,11-7,18 

ppm (H5). W zakresie δ 7,24-7,45 ppm obserwowano multiplet sześciu protonów, który 

przypisano protonowi H3 oraz atomom wodoru podstawnika fenylowego. W przypadku meta-

chloro pochodnej 57, protony H2, H4 oraz H6 rejestrowano jako multiplet w zakresie δ 6,67-

6,98 ppm. Atomowi wodoru H5 przypisano triplet przy δ 7,17 ppm. Multiplet w zakresie δ 
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7,26-7,44 ppm odpowiada pięciu protonom ugrupowania fenylowego (H2’-H6’) w pozycji-3 

sukcynimidu. W widmie izomeru 4-chloro (zw. 58), stwierdzono obecność multipletu w za-

kresie δ 6,74-6,79 ppm, który przypisano protonom H2 i H6, natomiast pozostałe atomy 

wodoru obserwowano jako multiplet w zakresie δ 7,19-7,44 ppm. W przypadku 2,4-dichloro 

pochodnej 59, protonowi H6 przypisano dublet przy δ  6,54 ppm podczas gdy H5 rejestrowano 

jako multiplet w zakresie δ 7,10-7,14 ppm. Protony aromatyczne H3 oraz H2’ - H6’ 

obserwowano jako multiplet w zakresie δ 7,25-7,45 ppm. 

 

Szczegółowe dane spektralne otrzymanych połączeń opisano w publikacjach 1, 3 i 4, 

zamieszczonych w Aneksie. W przypadku niepublikowanych połączeń 5, 6, 13, 14 oraz 55-59 

informacje przedstawiono w Części doświadczalnej. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Badania chemiczne 
 

 62 

 

 



Badania farmakologiczne 
 
 

 63 

4. Badania farmakologiczne 

 

 

 

 

 

4.1. Badania farmakologiczne in vivo 

Aktywność przeciwdrgawkowa oceniana jest rutynowo w zwierzęcych modelach 

drgawek padaczkowych.152-154 Pomimo pewnych niedoskonałości modele te często porównuje 

się z określonymi typami napadów padaczkowych u człowieka. Do najczęściej stosowanych 

testów, określanych mianem „złotego standardu” w poszukiwaniu nowych leków 

przeciwpadaczkowych należą: test maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES), który 

odpowiada ludzkim napadom toniczno-klonicznym oraz test drgawek chemicznych 

wywoływanych podskórnym podaniem kardiazolu (scPTZ), będący modelem napadów 

mioklonicznych i nieświadomości (absence).155 Wartym podkreślenia jest fakt, że opisane 

testy pozwalają na szybkie wyselekcjonowanie substancji będących potencjalnymi 

kandydatami na nowe leki przeciwpadaczkowe. 

W ostatnim okresie coraz większe znaczenie przywiązuje się do modelu drgawek 

psychomotorycznych - 6 Hz oraz rozniecanych (kindling). Test 6-Hz, będący alternatywnym 

testem wstrząsu elektrycznego, odpowiada napadom częściowym, podczas gdy test drgawek 

rozniecanych (kindling), polega na wielokrotnym stosowaniu bodźców podprogowych 

(głównie elektrycznych), w wyniku czego dochodzi do stopniowych zmian w pobudliwości 

mózgu, podobnych jak obserwowane w przebiegu padaczki u człowieka. W zależności od 

zastosowanych parametrów stanowi on model napadów złożonych, bądź uogólnionych 

drgawek motorycznych.156, 157 Stwierdzono, że związki działające ochronnie w tego typu 

badaniach, mogą być skuteczne w opornych na terapię napadach padaczkowych i zarazem 

charakteryzować się nowym, często nieznanym jeszcze mechanizmem działania.158 

Przykładem tego typu związku jest lewetiracetam (Keppra®), który był nieaktywny w testach 

maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES) i podskórnego podania kardiazolu (scPTZ), 

natomiast zapewniał wysoką ochronę w drgawkach rozniecanych (kindling) oraz w teście  

6-Hz.44, 159 
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Mimo znacznego postępu w dziedzinie neurologii i biologii molekularnej, jaki 

dokonał się w ostatnich kilkudziesięciu latach, wszystkie nowe leki przeciwpadaczkowe 

zostały wprowadzone do lecznictwa w oparciu o aktywność przeciwdrgawkową stwierdzoną 

w modelach zwierzęcych. W przypadku tej grupy leków znacznie mniejsze znaczenie 

przypisuje się racjonalnemu projektowaniu struktur w oparciu o cele molekularne zaanga-

żowane w patomechanizm napadów padaczkowych.160 

Do wstępnych badań farmakologicznych na aktywność przeciwdrgawkową 

przekazano wszystkie otrzymane połączenia. Badania wykonano w ramach amerykańskiego 

programu poszukiwania nowych leków przeciwpadaczkowych Antiepileptic Drug 

Development (ADD), realizowanego w Narodowym Instytucie Zdrowia w Bethesda 

(Epilepsy Branch, National Institute of Neurological Disorders and Stroke, National Institutes 

of Health, Bethesda, MD, USA).161 

Wstępny screening obejmuje dwa podstawowe testy in vivo: test maksymalnego 

wstrząsu elektrycznego (MES) oraz test drgawek wywołanych podskórnym podaniem 

kardiazolu (scPTZ). Równocześnie wyznaczana jest neurotoksyczność (NT) w teście 

obracającego się pręta (rotarod). Krótką charakterystykę testów fazy I na myszach oraz fazy 

VIa na szczurach przedstawiono poniżej: 

• MES - test drgawek wywołanych prądem elektrycznym. 

Stymulację prądem przeprowadza się przy użyciu elektrod rogówkowych impulsami 

elektrycznymi o czasie trwania 0,2 s i natężeniu odpowiednio 50 mA dla myszy oraz 

150 mA w przypadku szczurów. Drgawki u myszy wywoływane są po 30 minutach  

i po 4 godzinach po dootrzewnowym podaniu badanej substancji. Natomiast szczury 

testowane są w pięciu przedziałach czasowych - 15 min., 0,5 h, 1 h, 2 h i 4 h. 

• scPTZ - test drgawek wywołanych podskórnym podaniem kardiazolu.  

Kardiazol podawany jest podskórnie w dawce wywołującej drgawki kloniczne, u co 

najmniej 97% badanych zwierząt i czasie trwania nie krótszym niż 5 s. Dawka ta wynosi 

85 mg/kg dla myszy oraz 70 mg/kg dla szczurów. Kardiazol podawany jest podskórnie 

w czasach analogicznych jak w teście MES. 

• NT - neurotoksyczność wyznaczana jest w teście obracającego się pręta (rotarod). Test 

ten polega na ocenie zdolności zwierząt do utrzymania się na obracającym pręcie  

w czasie 1 min. 
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Testy fazy I, jako kwalifikacyjne, wykonywane są na małych grupach zwierząt (1-4). 

Związki podawane są dootrzewnowo myszom w zawiesinie 0,5% metylocelulozy w dawkach 

30, 100, 300 mg/kg. Wybrane połączenia charakteryzujące się aktywnością, w kolejnym 

etapie, badane są na szczurach (faza VIa), po podaniu doustnym w dawkach 30 mg/kg (MES), 

bądź 50 mg/kg (scPTZ). Wyniki tych badań są o tyle cenne, że pozwalają na ustalenie 

początku oraz całkowitego czasu działania, a także momentu w którym obserwowana jest 

szczytowa aktywność przeciwdrgawkowa (tzw. TPE, Time to Peak Effect). Z uwagi na 

odmienną charakterystykę i niewątpliwe zalety innych testów farmakologicznych, niektóre  

z połączeń będących przedmiotem niniejszej rozprawy zostały dodatkowo przebadane  

w teście drgawek psychomotorycznych 6-Hz, a także w teście drgawek pilokarpinowch -

Pilocarpine Induced Status Prevention (PISP), który jest najczęściej stosowanym zwierzęcym 

modelem stanu padaczkowego (status epilepticus). 

W testach fazy II określa się ilościowo działanie przeciwdrgawkowe poprzez 

wyznaczenie farmakologicznych parametrów ED50 (dawka efektywna u 50% badanych 

zwierząt), TD50 (dawka toksyczna u 50% badanych zwierząt) oraz indeksu ochronnego  

(PI, Protective Index), który określa stosunek między dawką efektywną a dawką wywołującą 

objawy toksyczne. Badania ilościowe przeprowadza się w czasie szczytowego działania 

przeciwdrgawkowego (TPE). 

 Wyniki badań farmakologicznych otrzymanych związków opisano w poszczególnych 

podrozdziałach. Aktywność przeciwdrgawkową w testach fazy I, przedstawiono podając 

najniższą dawkę badanej substancji, przy której obserwowano działanie ochronne oraz 

stosując tzw. klasyfikację ASP (Anticonvulsant Screening Project), według której, związek 

zaliczony do klasy 1 hamuje drgawki w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, do klasy 2 w dawce 

300 mg/kg, natomiast połączenia nieaktywne kwalifikowane są do klasy 3. Związki aktywne 

przeciwdrgawkowo, które powodują wystąpienie objawów neurotoksycznych w dawce 

30 mg/kg zaliczane są do klasy 4, która obejmuje także związki nieaktywne lecz toksyczne. 

Działanie neurotoksyczne określa najmniejsza dawka, przy której obserwowano zaburzenia 

koordynacji ruchowej badanych zwierząt w teście obracającego się pręta (rotarod). 

W testach fazy VIa na szczurach, a także drgawkach psychomotorycznych (6-Hz)  

i pilokarpinowych, aktywność przeciwdrgawkową wyrażono jako liczbę zwierząt, u których 

obserwowano działanie ochronne. 
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Spośród wszystkich otrzymanych połączeń 22 pochodne zostały zakwalifikowane do 1 

klasy. Pozostałe aktywne związki zaliczono do klasy 2 ASP. Wśród badanych połączeń 11 

związków było pozbawionych aktywności przeciwdrgawkowej w obu stosowanych testach. 

 

 

4.1.1. Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu 

Na podstawie wyników, które przedstawiono w Tabeli 1, można stwierdzić, że 

większość z otrzymanych azaspiranów charakteryzuje się aktywnością, hamując drgawki 

wywołane prądem elektrycznym lub/i podskórnym podaniem kardiazolu. 

W badanej serii trzy związki zostały zakwalifikowane do klasy 1 ASP ponieważ 

hamowały drgawki w dawce 100 mg/kg (zw. 7, 14 i 15). Pozostałe pochodne były aktywne  

w dawce 300 mg/kg (zw. 2-6, 8 i 10) lub nie wykazały aktywności w stosowanych testach 

(zw. 1, 9, 11-13). Związek 16, mimo działania ochronnego w drgawkach elektrycznych  

w dawce 100 mg/kg, wywoływał objawy neurotoksyczne po podaniu dawki 30 mg/kg  

i zgodnie z klasyfikacją ASP został zaliczony do klasy 4. 

Wśród badanych połączeń najaktywniejsze okazały się związki z silnie elektro-

ujemnymi atomami bromu lub chloru w położeniu-4 lub dwoma atomami chloru w pozycji-

2,4 podstawnika fenylowego. Połączenia te hamowały przede wszystkim drgawki wywołane 

prądem elektrycznym. Działanie to obserwowano w dawkach 100 mg/kg w czasie 0,5 h 

(zw. 7), 2 h (zw. 6 i 8) lub 4 h (zw. 14, 15 i 16). Związki 6, 7 i 8 były również aktywne w tym 

samym modelu w dawkach wynoszących 300 mg/kg w czasie 4 h. Ponadto, N-(4-

bromofenylo)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (zw. 8) i N-(2,4-dichlorofenylo)-2-azaspiro 

[4.5]dekano-1,3-dion (zw. 15) hamowały drgawki kardiazolowe (scPTZ) w dawce 300 mg/kg 

w czasach wynoszących odpowiednio 0,5 h i 4 h. Wprowadzenie atomu chloru w położenie 

orto lub meta pierścienia aromatycznego lub zastąpienie go grupą metylową powodowało 

obniżenie lub całkowitą utratę aktywności. Pochodne 4 i 10 były aktywne w obu zasto-

sowanych testach w dawce 300 mg/kg w czasie 0,5 h, podczas gdy związki 2 i 5 hamowały 

jedynie drgawki elektryczne, a zw. 3 był aktywny tylko w teście scPTZ. 
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Tabela 1. Aktywność przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 2-azaspiro[4.4]nona- 

  no- i [4.5]dekano-1,3-dionu (Testy fazy I) 

NO

O

N
H

NO

O

N
H

R

1 - 9

R

10 - 16  

MESa scPTZb NTc 
Związek R 

0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 

Klasa 

ASPd 
RM0

e log kw
f 

1 2-CH3 - - - - - - 3 1,470 1,917 

2 3-CH3 300 - - - 30014 - 2 1,221 1,866 

3 4-CH3 - - 300 - 100 - 2 1,281 1,876 

4 2-Cl 300 - 300 - - - 2 1,399 2,095 

5 3-Cl 300 - - - - - 2 1,576 2,234 

6* 4-Cl - 300 - - 300 - 2 1,631 2,250 

7 2,4-Cl 100 300 - - 30014 - 1 1,954 2,419 

8* 4-Br - 300 300 - 100 - 2 1,612 2,115 

9 2-CH3 - - - - 300 - 3 1,890 2,195 

10 3-CH3 300 - 300 - 100 100 2 1,631 2,126 

11 4-CH3 - - - - - - 3 1,710 2,148 

12 2-Cl - - - - - - 3 1,740 2,322 

13 3-Cl - - - - - - 3 1,896 2,223 

14 4-Cl - 100 - - 100 - 1 1,946 2,393 

15 2,4-Cl - 100 - 300 - - 1 2,164 2,634 

16 4-Br - 100 - - 30 100 4 1,915 2,337 

Fenytoinag  30 30 - - 100 100    

Etosuksimidg  - - 100 300 - -    

a) Drgawki wywołane prądem elektrycznym; 
b) Drgawki wywołane podskórnym podaniem kardiazolu;  
c) Neurotoksyczność, test rotarod; 
d) Klasyfikacja ASP: 1 - związek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce 
300 mg/kg, 3 - związek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;  
e) Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowości (RP-TLC);  
f) Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowości (RP-HPLC); 
g) Dane lit.162 

* Zw. 6 i 8, aktywne w dawce 100 mg/kg (MES) w czasie 2 h; 
Komentarz: 14 Zwierzęta były niezdolne do utrzymania się na obracającym pręcie. 
 

W badaniach neurotoksyczności zw. 1, 4, 5 oraz 11-13, nie zaburzały koordynacji 

ruchowej zwierząt, po podaniu maksymalnej dawki 300 mg/kg, przy czym pochodne 1 i 11-
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13 były pozbawiane aktywności. Pozostałe połączenia wywoływały objawy neurotoksyczne 

w dawce 30 mg/kg (zw. 16), 100 mg/kg (zw. 3, 8, 10 i 14) lub 300 mg/kg (zw. 2, 6, 7 oraz 9). 

 Wybrane związki 4, 7 i 15 aktywne w testach fazy I, zostały przebadane pod kątem ich 

aktywności przeciwdrgawkowej po doustnym podaniu szczurom, w dawkach wynoszących 

odpowiednio 30 mg/kg dla testu maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES) oraz 

50 mg/kg w przypadku drgawek wywołanych podskórnym podaniem kardiazolu (scPTZ). 

Otrzymane wyniki pozwalają na ustalenie początku aktywności przeciwdrgawkowej, a także 

szczytowego (tzw. TPE, Time to Peak Effect) oraz całkowitego czasu działania. W podobny 

sposób oceniana jest neurotoksyczność. Spośród badanych połączeń zw. 15 był nieaktywny  

w obu stosowanych testach. Dane dla zw. 4 i 7 przedstawiono w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 4 i 7 po doustnym podaniu szczurom 

Przedział czasowy 
Test* Związek 

0,25 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h 

MESa 4 1 1 0 1 0 

MES 7 2 2 2 3 0 

scPTZb 7 2 1 0 0 1 

MES Fenytoinac 1 4 3 3 3 

scPTZ Etosuksimidd 0 2 1 1 0 

* Aktywność przeciwdrgawkową określono jako liczbę zwierząt z czterech badanych, u których obserwowano 
działanie ochronne; 
a) Drgawki wywołane prądem elektrycznym; 
b) Drgawki wywołane podskórnym podaniem kardiazolu; 
c) Dane lit.7 
d) Dane lit.162 

 

Otrzymane wyniki wskazują na marginalną aktywność przeciwdrgawkową zw. 4, który 

chronił jedynie 25% badanych zwierząt w czasie 0,25 h, 0,5 h oraz 2 h. Natomiast, znacznie 

wyższą aktywność obserwowano w przypadku zw. 7, który w teście MES działał ochronnie  

u 75% zwierząt w czasie 2 h. Ponadto, pochodna ta chroniła 50% szczurów w przedziałach 

czasowych 0,25 h, 0,5 h i 1 h, a całkowity czas działania wynosił 2 godziny. Związek 7 był 

również aktywny w teście scPTZ, w którym hamował drgawki u 50% zwierząt w czasie 

0,25 h oraz u 25% po 0,5 h i 4 h. Substancje te podane doustnie nie wywoływały objawów 

neurotoksycznych. 

 Biorąc pod uwagę wyniki przedstawionych powyżej testów in vivo, N-(2,4-

dichlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (7) został zakwalifikowany do badań 

fazy II, w których wyznaczone zostały wartości dawki efektywnej ED50 oraz toksycznej TD50. 
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Parametry te określono w teście MES po doustnym podaniu szczurom w czasie szczytowego 

działania przeciwdrgawkowego (TPE) wynoszącego 2 h. Otrzymane wyniki wykazały, że 

wartość ED50 w teście MES jest większa od 180 mg/kg, natomiast w teście scPTZ jest 

większa od 125 mg/kg. Dawka toksyczna TD50 wynosiła powyżej 250 mg/kg. 

 

4.1.2. Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu 

W badaniach farmakologicznych przeprowadzonych w grupie pochodnych 3,3-

dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu, zaobserwowano, że wprowadzenie podstawników alkilowych 

w położenie-3 układu imidowego w istotny sposób zwiększa aktywność w porównaniu do 

pochodnych azaspiranów (Tabela 3 i 4). 

Z badań tych wynika, że z wyjątkiem trzech pochodnych 37, 40 i 45 nieaktywnych  

w obu stosowanych testach, wszystkie pozostałe połączenia hamowały drgawki wywołane 

prądem elektrycznym (MES) lub/i podskórnym podaniem kardiazolu (scPTZ). Jedenaście 

związków z tej serii zaliczono do klasy 1 ASP co oznacza, że działały ochronnie w dawce 

100 mg/kg, natomiast dziesięć hamowało drgawki w dawce 300 mg/kg (klasa 2 ASP). 

Związki, 19 i 29, pomimo aktywności w dawce 100 mg/kg odpowiednio w testach MES 

(zw. 19) lub scPTZ (zw. 29), były jednocześnie neurotoksyczne w dawce 30 mg/kg i zgodnie 

z zasadami ASP zostały zaliczone do klasy 4. 

W badanych seriach związków aktywność przeciwdrgawkowa zależna jest od długości 

grup alkilowych w pozycji-3 układu pirolidyno-2,5-dionu, a także od rodzaju i położenia 

podstawników w pierścieniu aromatycznym. 

Generalnie najwyższą aktywnością charakteryzowały się 2,4-dichloro- oraz 4-chloro 

pochodne. Z wyjątkiem N-(2,4-dichlorofenyloamino)-3-metylo-3-propylo-pirolidyno-2,5-

dionu (zw. 34), aktywnego jedynie w teście scPTZ w dawce 100 mg/kg, wszystkie pozostałe 

związki hamowały drgawki w obu stosowanych modelach (MES, scPTZ). Pochodne 21, 22, 

28, 33 i 38 były aktywne w teście MES w dawce 100 mg/kg po 0,5 h (zw. 21, 28, 33, 38) lub 

4 h (zw. 22). Działanie ochronne w teście MES obserwowano również w dawce 300 mg/kg 

po 0,5 h (zw. 29) lub/i 4 h (zw. 21, 29, 43 i 44). 
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Tabela 3. Aktywność przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3,3-dimetylo- i 3-etylo-3-

 metylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I) 

NO

O

N
H

NO

O

N
H

R

17 - 23

R

24 - 30  

MESa scPTZb NTc 
Związek R 

0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 

Klasa 

ASPd 
log kw

e 

17* H 300 - 300 - 100 - 2 1,471 

18 4-CH3 300 - - - 300 - 2 1,642 

19# 2-Cl 100 - 300 - 30 - 4 1,876 

20 3-Cl 100 - - - 300 - 1 2,071 

21 4-Cl 100 300 100 300 300 300 1 2,080 

22 2,4-Cl - 100 100 - 100 - 1 2,179 

23† 4-Br 300 300 - - 30014 - 2 1,864 

24 H 300 - 300 - 100 - 2 1,695 

25 4-CH3 300 - 300 - 300 - 2 1,928 

26 2-Cl 300 - - - 300 - 2 2,029 

27 3-Cl 300 - - - 300 - 2 2,183 

28 4-Cl 100 - 300 - 100 300 1 2,201 

29† 2,4-Cl 300 300 100 300 30 30014 4 2,334 

30†† 4-Br 300 - 300 100 30014 - 1 2,024 

Fenytoinaf  30 30 - - 100 100   

Etosuksimidf  - - 100 300 - -   

a) Drgawki wywołane prądem elektrycznym; 
b) Drgawki wywołane podskórnym podaniem kardiazolu;  
c) Neurotoksyczność, test rotarod; 
d) Klasyfikacja ASP: 1- związek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce 
300 mg/kg, 3 - związek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;  
e) Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowości (RP-HPLC); 
* Zw. 17, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES i scPTZ (0,25 h); 
# Zw. 19, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (0,25 h); 
† Zw. 23 i 29 aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (1 h); 
†† Zw. 30, aktywny w dawce 100 mg/kg w scPTZ (0,25 h); 
f) Dane lit.162 

Komentarz: 14 Zwierzęta były niezdolne do utrzymania się na obracającym pręcie. 



Badania farmakologiczne 
 
 

 71 

 

Tabela 4. Aktywność przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3-metylo-3-propylo-,  

 3- butylo-3- metylo- i 3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I) 

NO

O

N
H

NO

O

N
H

NO

O

N
H

31 - 35

R

36 - 39

R R

40 - 45  

MESa scPTZb NTc 
Związek R 

0.5 h 4 h 0.5 h 4 h 0.5 h 4 h 

Klasa 

ASPd 
log kw

e 

31 2-Cl 300 - 300 - 300 - 2 2,364 

32* 3-Cl 300 - 300 - 100 - 2 2,401 

33 4-Cl 100 - 300 - 100 30014- 1 2,445 

34 2,4-Cl - - 100 - - - 1 2,647 

35 4-Br 100 300 300 - 300 300 1 2,403 

36# 2-Cl 300 - 300 - 300 - 2 2,566 

37 4-Cl - - - - 300 - 3 2,638 

38 2,4-Cl 100 - 100 - 10014 - 1 2,896 

39# 4-Br - - 300 - 300 - 2 2,539 

40 H - - - - 300 - 3 1,826 

41 4-CH3 300 - - - 10014 - 2 1,999 

42 2-Cl - - 300 - 100 - 2 2,244 

43† 4-Cl - 300 100 300 300 300 1 2,314 

44†† 2,4-Cl 300 300 100 - 100 - 1 2,552 

45 4-Br - - - - - - 3 2,221 

Fenytoinaf  30 30 - - 100 100   

Etosuksimidf  - - 100 300 - -   

a), b), c), d), e), f) Jak w Tabeli 3; 
* Zw. 32, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (0,25 h); 
# Zw. 36 i 39, aktywne w dawce 100 mg/kg w scPTZ (0,25 h); 
† Zw. 43, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (2 h); 
†† Zw. 44, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (1 h); 
Komentarz: 14 Zwierzęta były niezdolne do utrzymania się na obracającym pręcie. 
 

Związki 29, 43 i 44 były także aktywne w tym samym teście w dawce 100 mg/kg po 1 h 

(zw. 29 i 44) lub 2 h (zw. 43). Dodatkowo, analiza otrzymanych danych wskazała, że 

pochodne 4-chloro (zw. 21, 43) i 2,4-dichloro (zw. 22, 29, 34, 38 i 44), charakteryzowały się 
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działaniem ochronnym w drgawkach wywołanych podskórnym podaniem kardiazolu 

(scPTZ). Związki 22, 29, 34, 38, 43 i 44 były aktywne w dawce 100 mg/kg po 0,5 h,  

a w przypadku pochodnych 21, 29 oraz 43 działanie to obserwowano także w dawce 

300 mg/kg po 4 h, co oznacza, że charakteryzują się one identyczną aktywnością 

przeciwdrgawkową jak etosuksimid, będący modelowym lekiem przeciwpadaczkowym, 

aktywnym w teście scPTZ. Pozostałe połączenia były aktywne w tym teście w dawce 

300 mg/kg po 0,5 h (zw. 28 i 33). Wprowadzenie atomu chloru w pozycję orto lub meta, 

zastąpienie go grupą metylową lub jej usunięcie w przypadku połączeń niepodstawionych, 

wpłynęło na obniżenie aktywności. 

Spośród 2-chloro pochodnych, najaktywniejszy, okazał się zw. 19, który hamował 

drgawki elektryczne w dawce 100 mg/kg po 0,5 h i 0,25 h. Dodatkowo, był aktywny w teście 

scPTZ w dawce 300 mg/kg po 0,5 h. Pozostałe związki z atomem chloru w pozycji-2 

pierścienia fenylowego, były aktywne w dawce 300 mg/kg po 0,5 h w obu zastosowanych 

testach (zw. 31 i 36) lub w teście MES (zw. 26), bądź scPTZ (zw. 42). Pochodna 36 była 

również aktywna w drgawkach kardiazolowych w dawce 100 mg/kg po 0,25 h. Podobną 

aktywnością charakteryzowały się analogi meta-chloro. Wśród nich najaktywniejszy to N-(3-

chloro-fenyloamino)-3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dion (zw. 20), który hamował drgawki 

elektryczne w dawce 100 mg/kg (0,5 h). Pozostałe związki działały słabiej, chroniąc 

zwierzęta w dawce 300 mg/kg po 0,5 h w obu stosowanych testach (zw. 32) lub jedynie  

w teście MES (zw. 27). Ponadto, pochodna 32 była aktywna w teście MES w dawce 100 

mg/kg po 0,25 h.  

Zastąpienie atomu chloru w położeniu-4 pierścienia fenylowego, większym i mniej 

elektroujemnym bromem pozwoliło otrzymać związki o zbliżonej aktywności biologicznej.  

Z wyjątkiem nieaktywnej pochodnej 45, pozostałe połączenia były aktywne w drgawkach 

elektrycznych (zw. 23), kardiazolowych (zw. 39) lub obu stosowanych testach (zw. 30 i 35). 

Wśród nich zw. 30 był aktywny w teście scPTZ w dawce 100 mg/kg po 0,25 h i 4 h oraz  

w dawce 300 mg/kg po 0,5 h, a także w teście MES w dawce 300 mg/kg po 0,5 h. Podobne 

wyniki obserwowano w przypadku zw. 35, który hamował drgawki w dawce 100 mg/kg po 

0,5 h oraz 300 mg/kg po 4 h (test MES), natomiast w modelu scPTZ był aktywny w dawce 

300 mg/kg po 0,5 h. Związek 23 był aktywny jedynie w teście MES w dawkach 100 mg/kg 

(1 h) i 300 mg/kg po 0,5 h i 4 h. Natomiast pochodna 39 działała ochronnie w drgawkach 

kardiazolowych w dawce 100 mg/kg oraz 300 mg/kg po 0,25 h i 0,5 h. 

 Wprowadzenie w miejsce silnie elektroujemnych podstawników Cl i Br, elektrono-

donorowej grupy metylowej (zw. 18, 25 i 41) wpłynęło na osłabienie aktywności. Związki te 
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hamowały drgawki jedynie w dawce 300 mg/kg po 0,5 h (MES, zw. 18 i 41) lub obu 

modelach drgawkowych (zw. 25). Na uwagę zasługuje fakt, że podobną zależność między 

strukturą i działaniem obserwowano w seriach N-fenyloaminowych pochodnych 2-aza-

spiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 1-16). 

Niepodstawione związki 17 i 24 zaliczono do klasy 2 ASP, co oznacza, że hamowały 

drgawki w dawce 300 mg/kg. Związki te były aktywne w obu stosowanych testach po 0,5 h. 

Ponadto, pochodna 17 działała ochronnie w teście MES i scPTZ w dawce 100 mg/kg po 

0,25 h. 

 W badaniach neurotoksyczności, w teście obracającego się pręta (rotarod), jedynie 

dwa związki 34 i 45 nie zaburzały koordynacji ruchowej zwierząt po podaniu maksymalnej 

dawki 300 mg/kg. Pozostałe połączenia wywoływały objawy neurotoksyczne w dawce 

30 mg/kg (zw. 19 i 29), 100 mg/kg (zw. 17, 22, 28, 32, 33, 38, 41, 42 i 44) lub 300 mg/kg 

(zw. 18, 20, 21, 23, 25-27, 30, 31, 35-37, 39, 40 i 43). 

 Przedstawione wyniki badań farmakologicznych wskazują, że badane związki 

charakteryzują się szybko występującą, lecz krótkotrwałą aktywnością przeciwdrgawkową. 

 Wybrane połączenia, 17, 23, 28, 29 i 30 aktywne w testach na myszach, w dalszym 

etapie, były badane na szczurach w teście maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES), po 

podaniu doustnym dawki 30 mg/kg. Wyniki badań przedstawiono w Tabeli 5. 

 

Tabela 5. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 17, 23, 28, 29 i 30 po doustnym podaniu szczurom  

    dawki 30 mg/kg (MES) 

Przedział czasowy 
Test* Związek 

0,25 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h 

17 1 0 2 0 0 

23 0 1 1 2 2 

28 0 0 1 0 1 

29 0 1 0 1 0 

30 3 2 1 1 1 

MES 

Fenytoinaa 1 4 3 3 3 

* Aktywność przeciwdrgawkową określono jako liczbę zwierząt z czterech badanych, u których obserwowano 
działanie ochronne; 
a) Dane lit.7 

 

Otrzymane wyniki wskazują, że do najaktywniejszych należą związki 17, 23 i 30, które 

chroniły 50% badanych zwierząt po 0,5 h (zw. 30), 1 h (zw. 17) oraz 2 h i 4 h (zw. 23). 

Ponadto, pochodna 30 hamowała drgawki u 75% szczurów po 0,25 h. Dodatkowo, związki 17 
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i 23 chroniły 25% zwierząt po 0,25 h (zw. 17), 0,5 h i 1 h (zw. 23). Pozostałe połączenia 28  

i 29 działały przeciwdrgawkowo u 25% szczurów po 0,5 h i 2 h (zw. 29) lub 1 h i 4 h 

(zw. 28). Jak wynika z Tabeli 5, badane związki charakteryzowały się niższą aktywnością  

w porównaniu do fenytoiny. Pochodne te działały stosunkowo krótko, a najdłuższe działanie 

obserwowano w przypadku zw. 23 (0,5 h - 4 h) oraz zw. 30, który chronił zwierzęta we 

wszystkich przedziałach czasowych. Połączenia te stosowane w dawce 30 mg/kg nie 

zaburzały koordynacji ruchowej w teście rotarod. 

 Wybrane związki 34 i 39, aktywne w drgawkach kardiazolowych u myszy, badano  

w tym samym teście po doustnym podaniu szczurom dawki 50 mg/kg. Otrzymane wyniki,  

w porównaniu do etosuksimidu, przedstawiono w Tabeli 6. 

 

Tabela 6. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 34 i 39 po doustnym podaniu szczurom w dawce  

    50 mg/kg (scPTZ) 

Przedział czasowy 
Test* Związek 

0,25 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h 

34 1 225 0 0 1 

39 0 1 0 0 0 scPTZ 

Etosuksimida 0 2 1 1 0 

* Aktywność przeciwdrgawkową określono jako liczbę zwierząt z czterech badanych, u których obserwowano 
działanie ochronne;  
a) Dane lit.162 

Komentarz: 25 drgawki miokloniczne. 
 

Z badań tych wynika, że pochodna 34 chroniła 50% badanych zwierząt w czasie 0,5 h, co 

odpowiada aktywności obserwowanej w przypadku etosuksimidu. Niemniej jednak w tym 

samym czasie wywoływała drgawki miokloniczne. Ponadto, związek ten był aktywny u 25% 

badanych szczurów w przedziałach czasowych 0,25 h i 4 h. Wynika stąd, że działał on dłużej 

niż etosuksimid. Natomiast, pochodna 39 chroniła 25% zwierząt 0,5 h po podaniu. Połączenia 

34 i 39 w dawce 50 mg/kg nie upośledzały koordynacji ruchowej szczurów w teście rotarod. 

 W kolejnym etapie, związki 36 i 39 były badane w teście drgawek elektrycznych -  

6-Hz. Test 6-Hz został po raz pierwszy opisany przez Brown’a 163 jako model drgawek 

psychomotorycznych odpowiadających napadom częściowym u człowieka. Test ten przez 

dłuższy czas nie należał do standardowych badań, ponieważ fenytoina oraz jej pochodne były 

w nim nieaktywne. Natomiast badania ostatnich lat wykazały, że stanowi on ważne narzędzie 

farmakologiczne, które pozwala na wyselekcjonowanie połączeń skutecznych w leczeniu 

napadów padaczkowych opornych na działanie klasycznych leków.158 
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Otrzymane wyniki badań w teście 6-Hz dla zw. 36 i 39 po dootrzewnowym podaniu 

myszom dawki 100 mg/kg wskazują, że pochodne te są aktywne po 0,5 h i chronią 

odpowiednio 50% (zw. 36) lub 25% (zw. 39) badanych zwierząt (Tabela 7). 
 

Tabela 7. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 36 i 39 po dootrzewnowym podaniu myszom  

w dawce 100 mg/kg - Test 6-Hz 

Przedział czasowy 
Test* Związek 

0,25 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h 

36 0 2 0 0 0 
6-Hz 

39 0 1 0 0 0 

* Aktywność przeciwdrgawkową określono jako liczbę zwierząt z czterech badanych, u których obserwowano 
działanie ochronne. 
 

Acetylocholina jest jednym z neuroprzekaźników pobudzających ośrodkowego układu 

nerwowego. Na podstawie szeregu obserwacji na szczurach i myszach stwierdzono, że 

podanie domózgowe lub systemowe agonistów receptorów muskarynowych m. in. 

pilokarpiny, powoduje drgawki z następczymi zmianami degeneracyjnymi neuronów mózgu. 

Ich lokalizacja i charakterystyka są zbliżone do tych, które zaobserwowano post mortem  

u osób, które przebyły stan padaczkowy.164, 165 Dlatego też, do panelu badań screeningowych 

Narodowego Instytutu Zdrowia, wprowadzono test drgawek pilokarpinowych (PISP, 

Pilocarpine Induced Status Prevention), który jest aktualnie najczęściej stosowanym 

zwierzęcym modelem status epilepticus. 

Spośród wszystkich otrzymanych związków, N-(3-chlorofenylo)-amino-3,3-dimetylo-

pirolidyno-2,5-dion (zw. 32), został wyselekcjonowany do badań w opisanym powyżej teście 

PISP. Zdolność hamowania drgawek pilokarpinowych zw. 32 została oceniona na szczurach, 

po jego podaniu dootrzewnowym. Wyniki testu PISP wyrażone zostały jako „liczba szczurów 

chronionych” vs „liczba szczurów niechronionych”. W momencie podania pilokarpiny 

dochodzi do charakterystycznych zmian w zachowaniu zwierząt, które opisuje pięcio-

stopniowa skala Racine’a:166 

• Stopień 1 - znieruchomienie, mrużenie oczu, miokloniczne skurcze mięśni pyska; 

• Stopień 2 - przejawy ogniskowych drgawek klonicznych, np. uporczywe ruchy żucia, 

rytmiczne „kiwanie” głową (tzw. head nodding); 

• Stopień 3 - jednostronne drgawki kloniczne przednich łap; 

• Stopień 4 - wspięcia z towarzyszącymi często obustronnymi drgawkami klonicznymi 

przednich łap; 
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• Stopień 5 - wspięcia z utratą równowagi i uogólnione drgawki kloniczne. 

Działanie przeciwdrgawkowe wyznaczane jest w tzw. czasie zero, tj. czasie pierwszego 

stadium drgawek stopnia 3, przedstawionej powyżej klasyfikacji. Otrzymane wyniki w teście 

drgawek pilokarpinowych dla pochodnej 32 przedstawiono w Tabeli 8. 

Tabela 8. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 32 po dootrzewnowym podaniu szczurom w teście 

PISP 

Średnia zmiana ciężaru ± 

SEM (g)b 
Związek 

Dawka 

(mg/kg) 

Czas 

[h]a 

Liczba 

szczurów 

chronionych 

Liczba 

szczurów 

niechronionych 
Szczury 

chronione 

Szczury 

niechronione 

32 65 0 7 8 15 ± 0,0 12,9 ± 2,2 

a) Pierwsze stadium drgawek stopnia 3; 
b) Średnia zmiana ciężaru ciała 24 po wystąpieniu drgawek stopnia 3. 
 

Przedstawione wyniki wskazują, że badana substancja podana dootrzewnowo w dawce 

65 mg/kg, chroniła 7 z 15 badanych szczurów. Równocześnie oceniono neurotoksyczność  

w teście rotorod. Zw. 32 zaburzał koordynację ruchową zwierząt jedynie w najwyższej 

stosowanej dawce 300 mg/kg. 

 Związek 17 aktywny w testach na myszach i szczurach został zakwalifikowany do 

testów fazy II, w celu ilościowego wyznaczenia dawki efektywnej ED50, toksycznej TD50 oraz 

indeksu ochronnego (PI). Wartość PI jest miarą bezpieczeństwa danego leku, im jest on 

wyższy tym wyższe bezpieczeństwo stosowania danej substancji leczniczej. ED50 N-fenylo-

amino-3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17) wyznaczono w teście MES, po doustnym 

podaniu szczurom w czasie najwyższej aktywności - 0,5 h. W tym samym czasie określono 

TD50 oraz PI. Wyniki badań ilościowych zw. 26 i fenytoiny, które przedstawiono w Tabeli 9, 

wskazują, że zw. 17 był mniej aktywny, działał krócej, a także był bardziej toksyczny niż 

fenytoina. 

Tabela 9. Wartości ED50, TD50 i PI dla zw. 26 

Związek TPE (h)a 
MES ED50 

(mg/kg)b 
NT TD50 (mg/kg)

c PId 

17 0,5 69,89 ± 1,64 500 7,15 

Fenytoinae 2,0 23,2 ± 4,28 >500 >21,6 

a) Czas szczytowej aktywności farmakodynamicznej (TPE); 
b) ED50 - Dawka efektywna u 50% badanych szczurów po podaniu doustnym (test MES); 
c) TD50 - Dawka toksyczna u 50% badanych szczurów po podaniu doustnym; 
d) PI - Indeks ochronny (Protective Index) - TD50/ED50; 
e) Dane lit.141 



Badania farmakologiczne 
 
 

 77 

4.1.3. Pochodne N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-dionu 

W kolejnym etapie badań otrzymano bicykliczne pochodne heksahydroizoindo-1,3-

dionu, które można uznać za analogi odpowiednich 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionów.  

W związkach tych pierścień cykloheksanu oraz układ sukcynimidu posiadają dwa wspólne 

atomy węgla. Otrzymane wyniki badań farmakologicznych zebrano w Tabeli 10. 

 

Tabela 10. Aktywność przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych heksahydroizoindo- 

 1,3-dionu (Testy fazy I) 

NO

O

N
H

R

46 - 51  

MESa scPTZb NTc 
Związek R 

0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 

Klasa 

ASPd 
log kw

e 

46 H 300 - 300 - - - 2 1,937 

47 4-CH3 - - - - 300 - 3 2,028 

48 2-Cl - - - - - - 3 2,162 

49 3-Cl - - 300 - 300 - 2 2,173 

50 4-Cl - - 100 - - - 1 2,224 

51 2,4-Cl - 100 - - 300 300 1 2,425 

Fenytoinaf  30 30 - - 100 100   

Etosuksimidf  - - 100 300 - -   

a) Drgawki wywołane prądem elektrycznym; 
b) Drgawki wywołane podskórnym podaniem kardiazolu;  
c) Neurotoksyczność, test rotarod; 
d) Klasyfikacja ASP: 1 - związek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce 
300 mg/kg, 3 - związek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;  
e) Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowości (RP-HPLC). 
f) Dane lit.162 

 

W analizowanej grupie najaktywniejszy był związek 51 zawierający dwa atomy chloru 

w położeniu-2,4 układu aromatycznego. Hamował on drgawki wywołane prądem 

elektrycznym w dawce 100 mg/kg po czasie 4 h. Aktywność mono-chloro pochodnych 48,  

49 oraz 50 zależna była od położenia chlorowca w pierścieniu fenylowym. Izomery para 

(zw. 50) i meta (zw. 49), były aktywne w teście scPTZ w dawkach wynoszących 

odpowiednio 100 i 300 mg/kg, natomiast analog orto (zw. 48), był pozbawiony aktywności. 
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Niepodstawione pochodna 46 chroniła zwierzęta w dawce 300 mg/kg w obu zastosowanych 

testach, natomiast jego analog z grupą metylową w położeniu-4 (zw. 47), był nieaktywny. 

Objawy neurotoksyczne obserwowano w dawce 300 mg/kg dla zw. 47, 49 i 51. 

Pozostałe pochodne nie upośledzały koordynacji ruchowej zwierząt. 

Związek 46, aktywny w testach MES i scPTZ na myszach, badano w tych samych 

modelach drgawek po doustnym podaniu szczurom (Tabela 11). Otrzymane wyniki 

wskazują, że pochodna 46 jest praktycznie nieaktywna, chroniąc jedynie 25% badanych 

zwierząt w teście MES w czasie 0,5 h oraz w teście scPTZ w czasie 0,25 h i 1 h. Związek ten 

w stosowanych dawkach nie upośledzał koordynacji ruchowej badanych zwierząt. 
 

Tabela 11. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 46 po doustnym podaniu szczurom 

Przedział czasowy 
Test* Związek 

0,25 h 0,5 h 1 h 2 h 4 h 

MESa 0 1 0 0 0 

scPTZb 
46 

1 0 0 0 1 

MES Fenytoinac 1 4 3 3 3 

scPTZ Etosuksimidd 0 2 1 1 0 

* Aktywność przeciwdrgawkową określono jako liczbę zwierząt z czterech badanych, u których obserwowano 
działanie ochronne, bądź toksyczne; 
a) Drgawki wywołane prądem elektrycznym; 
b) Drgawki wywołane podskórnym podaniem kardiazolu; 
c) Dane lit.7 
d) Dane lit.162 
 

 Spośród N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-dionów zw. 47 został zakwalifiko-

wany do badań w teście drgawek pilokarpinowych PISP na szczurach (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Aktywność przeciwdrgawkowa zw. 47 po dootrzewnowym podaniu szczurom w teście 

     PISP 

Średnia zmiana ciężaru ± 

SEM (g)b 
Związek 

Dawka 

(mg/kg) 

Czas 

[h]a 

Liczba 

szczurów 

chronionych 

Liczba 

szczurów 

niechronionych 
Szczury 

chronione 

Szczury 

niechronione 

47 450 0 6 7 10,0 ± 1,2 12,0 ± 0,0 

a) Pierwsze stadium drgawek stopnie 3; 
b) Średnia zmiana ciężaru ciała 24 po wystąpieniu drgawek stopnia 3, SEM - standardowy błąd pomiaru. 
 

Pochodna ta charakteryzowała się aktywnością, chroniąc blisko 50% badanych zwierząt  

w dawce 450 mg/kg. Istotnym jest również fakt, że związek ten był nieaktywny w klasy-
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cznych testach MES i scPTZ. Działanie neurotoksyczne obserwowano u 100% zwierząt  

w dawce 300 mg/kg po 0,25 h, 0,5 h oraz 1 h. 

 

4.1.4. Pochodne N-fenyloamino- 3-cykloheksylo- i 3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu 

Prowadząc dalsze badania otrzymano serie N-fenyloaminowych pochodnych 3-cyklo-

heksylo-piroliduno-2,5-dionu zw. 52 - 54 oraz pochodne posiadające w położeniu-3 

sukcynimidu pierścień aromatyczny (zw. 55 - 59). Modyfikacje tego typu miały na celu ocenę 

roli układu spiranowego dla aktywności biologicznej, natomiast z drugiej strony 

odpowiedzieć na pytanie czy zwiększenie aromatyczności cząsteczek, poprzez wprowadzenie 

podstawnika fenylowego w położenie-3 pierścienia imidowego spotęguje działanie 

przeciwdrgawkowe (Tabela 13). 

 

Tabela 13. Aktywność przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3-cykloheksylo-,  

  3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I) 

NO

O

N
H

NO

O

N
H

R

52 - 54

R

55 - 59  
MESa scPTZb NTc 

Związek R 
0,5 h 4 h 0,5 h 4 h 0.5 h 4 h 

Klasa 

ASPd 
log kw

e 

52 H - - - - - - 3 2,406 

53 2-Cl - - - - - - 3 2,536 

54 2,4-Cl - - - - - - 3 2,896 

55 H - - - - - - 3 2,228 

56 2-Cl - - - - - - 3 2,520 

57 3-Cl - - - - - - 3 2,538 

58 4-Cl - - - - - - 3 2,581 

59 2,4-Cl - - - - - - 3 2,749 

Fenytoinaf  30 30 - - 100 100   

Etosuksimidf  - - 100 300 - -   

a), b), c), d), e), f) Jak w Tabeli 10. 
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Otrzymane wyniki wskazują, że związki 52 - 59, niezależnie od rodzaju podstawienia 

w pierścieniu imidowym oraz podstawników w ugrupowaniu fenyloaminowym były 

nieaktywne. Związki 52 - 59 nie działały również neurotoksycznie po podaniu maksymalnej 

dawki, wynoszącej 300 mg/kg. Pomimo braku aktywności pochodnych 52 - 59, uzyskane 

wyniki pozwoliły na systematyczną ocenę zależności struktura - aktywność przeciw-

drgawkowa w analizowanych seriach połączeń. Na ich podstawie można stwierdzić, że 

wprowadzenie zarówno podstawnika fenylowego jak i pierścienia cykloheksylowego  

w położenie-3 pirolidyno-2,5-dionu powoduje całkowitą utratę aktywności. 

 

4.2. Badania farmakologiczne in vitro* 

Padaczka jest heterogennym zespołem chorobowym o złożonej patogenezie. 

Różnorodność celów molekularnych, nie zawsze w pełni sprecyzowanych, utrudnia ustalenie 

jednoznacznego mechanizmu działania stosowanych aktualnie leków przeciwpadaczkowych. 

Niemniej jednak, w przypadku wielu połączeń, można określić pewne dominujące 

właściwości farmakodynamiczne, którym przypisuje się decydującą rolę dla aktywności. Stąd 

działanie przeciwpadaczkowe leku może być wynikiem:167 

• Blokowania napięciowo-zależnych kanałów sodowych; 

• Nasilenia ośrodkowych efektów hamujących układu GABA-ergicznego; 

• Hamowania napięciowo-zależnych kanałów wapniowych; 

• Zapobiegania uwalniania aminokwasów pobudzających (kwas glutaminowy  

i asparaginowy); 

• Blokowania receptorów NMDA, dzięki czemu ograniczana jest pobudzająca 

neurotransmisja glutaminergiczna. 

W celu wyjaśnienia prawdopodobnego mechanizmu działania dla wybranych 

aktywnych przeciwdrgawkowo związków wykonano badania radioreceptorowe mające na 

celu określenie ich powinowactwa do receptorów GABAA oraz napięciowo-zależnych 

kanałów wapniowych. 

 

4.2.1. Powinowactwo do receptorów GABAA 

Kardiazol jest jedną z najczęściej wykorzystywanych substancji drgawkotwórczych. 

Mimo, że mechanizm jego działania drgawkotwórczego jest ciągle niejasny, sugeruje się, że 

                                                 
* Badania radioreceptorowe wykonano w zespole kierowanym przez Prof. dr hab. Gabriela Nowaka w Zakładzie 
Cytobiologii i Histochemii UJ CM 
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blokuje on kanał dla jonów chlorkowych w kompleksie receptora GABAA. Do leków 

skutecznych w modelu scPTZ należą między innymi etosuksimid, strukturalnie zbliżony do 

połączeń będących tematem niniejszej rozprawy, kwas walproinowy oraz inne substancje 

mające wpływ na transmisję w układzie GABA-ergicznym.168 Dlatego też wydawało się 

celowym określenie wpływu wybranych związków na receptor GABAA. 

Do badań tych przekazano zw. 7, 8, 15 i 16 należące do serii pochodnych 2-aza-

spiro[4.4]nonano- (zw. 7 i 8) i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 15 i 16), aktywne w teście drgawek 

elektrycznych (zw. 7 i 16) lub w obu stosowanych testach (MES i scPTZ) (zw. 8 i 15). 

Badania te wykonano na homogenizatach tkankowych mózgu szczura stosując [3H]muscimol 

(5-aminometylo-3-izoksazol), będący agonistą receptorów GABAA. Na podstawie uzyska-

nych wyników stwierdzono, że związki o tej strukturze są pozbawione powinowactwa do 

miejsca wiążącego [3H]muscimolu w obrębie receptora GABAA, co wyklucza jego udział  

w mechanizmie działania badanych połączeń. 

 

4.2.2. Powinowactwo do napięciowo-zależnych kanałów wapniowych 

 Napięciowo-zależne kanały wapniowe odgrywają istotną rolę w patogenezie padaczki. 

Stwierdzono, że ich nasilona aktywacja jest jednym ze zjawisk odpowiedzialnych za 

spontaniczne wyładowania komórek nerwowych, występujących podczas napadu 

padaczkowego. Szereg z aktualnie stosowanych leków przeciwpadaczkowych posiada 

zdolność antagonizowania różnych typów kanałów wapniowych. Należą tu etosuksimid, 

karbamazepina, gabapentyna, pregabalina, a także zonisamid i lamotrigina. Warto podkreślić, 

że również inne blokery kanałów wapniowych, między innymi pochodne dihydropirydyny 

(nitrendypina, nifedypina), a także flunarizyna, wykazują działanie przeciwdrgawkowe  

w różnych modelach drgawek padaczkowych.169 

 Biorąc po uwagę powyższe dane, dla wybranych aktywnych połączeń 7 i  9 oraz 

nieaktywnej pochodnej 12, należących do serii azaspiranów, wyznaczono ich powinowactwo 

do napięciowo-zależnych kanałów wapniowych. Badania zostały wykonane na homogen-

nizatach tkanki mózgowej szczura z użyciem jako radioliganda [3H]nitrendypiny. Otrzymane 

wyniki wskazują, że połączenia te nie wiązały się z kanałem wapniowym, bez względu na ich 

aktywność in vivo. Świadczy to o odmiennym mechanizmie odpowiedzialnym za efekt 

przeciwdrgawkowy. 

Szczegółowe dane dotyczące badań farmakologicznych otrzymanych połączeń 

opisano w publikacjach 1, 3 i 4, zamieszczonych w Aneksie. 
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5. Badanie właściwości lipofilowych 

 

 

 

 

 

Lipofilowość jest jednym z najważniejszych parametrów fizykochemicznych 

związków biologicznie aktywnych. Decyduje o przechodzeniu substancji przez błony 

biologiczne, wpływa na procesy wchłaniania i dystrybucji cząsteczek w ustroju, ponadto 

bierze udział w oddziaływaniach ligand - receptor, które do pewnego stopnia mają charakter 

oddziaływań hydrofobowych.170 Cząsteczki posiadające odpowiednią lipofilowość, co wiąże 

się ściśle z ich powinowactwem do lipidowych błon biologicznych, są dobrze absorbowane, 

odpowiednio rozmieszczone w ustroju, a w konsekwencji dostarczone do danego celu 

molekularnego. Ze wzrostem lipofilowości wiąże się zmiana aktywności biologicznej, 

zmniejszenie rozpuszczalności w wodzie, nasilenie penetracji do tkanek, a także przys-

pieszenie metabolizmu i eliminacji. Dlatego też, właściwości lipofilowe obok sterycznych, 

elektronowych oraz wiązań wodorowych, stanowią podstawę ilościowej analizy struktura -

 aktywność (QSAR), a ich pomiar jest ważnym elementem w procesie racjonalnego 

projektowania nowych leków.171 

 Lipofilowość jest parametrem szczególnie istotnym dla połączeń działających  

w obrębie ośrodkowego układu nerwowego (OUN), których interakcję z określonym celem 

biologicznym, poprzedza przejście poprzez barierę krew-mózg (BBB). Według Hansach  

i współprac. optymalna lipofilowość dla tego typu substancji, wyrażona jako logarytm 

współczynnika podziału (log P); oscyluje w granicach 2.172 Biorąc pod uwagę fakt, że 

właściwości lipofilowe są jednym z podstawowych czynników determinujących ośrodkowe 

działanie związków chemicznych, wykazano istnienie korelacji między lipofilowością  

i efektem biologicznym, w tym również dla połączeń o aktywności przeciwdrgawkowej.173 

Niemniej jednak, wiadomym jest, że aktywność farmakologiczna stanowi wypadkową 

szeregu właściwości fizykochemicznych, ale przede wszystkim struktury i związanej tym 

obecności określonych ugrupowań w odpowiedniej konfiguracji, które decydują o powino-

wactwie i sposobie oddziaływania cząsteczki z danym receptorem. Dlatego też, pomiar 
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właściwości lipofilowych oraz ich wpływ na aktywność należy uznać za jedno z wielu 

narzędzi pomocnych w projektowaniu nowych leków. 

 Lipofilowość charakteryzuje powinowactwo substancji chemicznej do fazy lipidowej, 

a jej miarą jest logarytm dziesiętny współczynnika podziału P - log P. Standardowym 

rozpuszczalnikiem stosowanym do jego wyznaczania jest n-oktanol. Spośród wielu układów 

modelowych, mieszanina złożona z n-oktanolu i wody, odpowiada najbliżej rozkładowi faz 

polarnych i niepolarnych w ustroju.174 Ze względu na szereg niedogodności klasycznej 

metody (shake-flask), polegającej na podziale substancji między fazę olejową i wodną, w celu 

określenia właściwości lipofilowych do najważniejszych zalicza się aktualnie techniki 

chromatograficzne w układzie faz odwróconych (RP-Reversed Phase). Najczęściej stosowane 

to chromatografia cienkowarstwowa (RP-TLC) oraz wysokosprawna chromatografia 

cieczowa (RP-HPLC). Pomiar właściwości lipofilowych metodami chromatograficznymi 

opiera się na podziale substancji między polarną fazą ruchomą i niepolarną fazą stacjonarną. 

Ich miarą są chromatograficzne parametry RM dla techniki RP-TLC
175 lub logarytm 

współczynnika pojemnościowego log k w przypadku metody RP-HPLC.176 

 Wyniki wcześniejszych badań prowadzonych w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ 

CM wskazują na istnienie zależności między lipofilowością i aktywnością 

przeciwdrgawkową w seriach N-benzylowych,177 N-pirydylowych,144 oraz N-(4-arylo-

piperazyn-1-yl)-alkilowych178 pochodnych azaspiranów. Biorąc pod uwagę powyższe 

doniesienia i dysponując dużą grupą bliskich pod względem strukturalnym związków,  

w kolejnym etapie badań postanowiono wyznaczyć ich właściwości lipofilowe stosując 

metody chromatograficzne w układzie faz odwróconych - RP-TLC oraz RP-HPLC. 

Otrzymane wyniki pozwoliły na ustalenie zależności struktura - lipofilowość oraz ocenę 

wpływu lipofilowości na aktywność przeciwdrgawkową badanych połączeń. 

 Do badań lipofilowości metodą chromatografii cienkowarstwowej podziałowej  

z odwróconymi warstwami (RP-TLC) wybrano związki 1-16, należące do serii azapiranów. 

W pierwszym etapie badań opracowano warunki oznaczenia, stosując jako fazę ruchomą 

dwuskładnikowe układy złożone z n-propanolu oraz buforu TRIS o pH = 7,4. 

Na podstawie uzyskanych wyników, w dziewięciu różnych stężeniach n-propanolu, 

obserwowano liniową zależność między wartościami RM i jego zawartością w fazie ruchomej. 

Parametry RM zmniejszały się liniowo wraz ze wzrostem modyfikatora organicznego w ukła-

dzie rozwijającym. Wysoka korelacja, mieszcząca się w granicach 0,978-0,993, umożliwiła, 

w oparciu o metodę ekstrapolacji, wyznaczenia znormalizowanych chromatograficznych 

parametrów lipofilowości RM0, dla zerowej zawartości n-propanolu. Zależność współ-
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czynników RM od stężenia n-propanolu w układzie rozwijającym dla wybranych związków 1 

oraz 15 przedstawiono na Ryc. 40. 
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Ryc. 40. Liniowa zależność współczynników RM od zawartości n-propanolu w układzie rozwijającym 

dla zw. 1 (•) i 15 (▲) 

Znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowości RM0 opisują podział badanej 

substancji między wodę (w przedstawionym badaniu bufor TRIS o pH = 7,4) oraz niepolarną 

fazę stacjonarną. Parametry te są rekomendowane jako chromatograficzna miara lipofilowości  

w analizach QSAR.179 Otrzymane wartości RM0 dla zw. 1-16 zebrano w Tabeli 1. 

 

Analiza otrzymanych danych wykazała, że lipofilowość badanych połączeń jest 

uzależniona od wielkości pierścienia cykloalkilowego oraz rodzaju i położenia podstawników 

w układzie aromatycznym: 

• Pochodne 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 9-16) (RM0 w granicach 1,631-2,164), 

charakteryzują się wyższą lipofilowości w porównaniu do ich cyklopentanowych 

analogów (zw. 1-8) (RM0 w granicach 1,221-1,954); 

• Wprowadzenie atomów chloru lub bromu powoduje zwiększenie lipofilowości  

w porównaniu do analogów metylowych; 

• Wartości parametrów RM0 dla izomerów uzależnione są od położenia danego 

podstawnika w układzie aromatycznym. W przypadku związków posiadających  

w strukturze atom chloru, najwyższą lipofilowością charakteryzują się pochodne para 

(zw. 6 i 14), natomiast najniższą izomery orto (zw. 4 i 12). Przeciwnie, wśród 

analogów metylowych najwyższe wartości RM0 zaobserwowano dla orto-podsta-

wionych pochodnych 1 i 9, a najniższą lipofilowością charakteryzowały się izomery 
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meta - 2 i 10. Wynika to z odmiennych właściwości elektronowych atomu chloru  

i grupy metylowej. Wprowadzenie silnie elektroujemnego atomu chloru w położenie 

para powoduje zrównoważenie rozkładu elektronowego i zmniejszenie polarności 

cząsteczki spowodowanej obecnością silnie elektrono-akceptorowych atomów azotu  

i tlenu w układzie imidowym oraz wiązaniu iminowym. Natomiast, w przypadku 

analogów metylowych, ze względu na obojętny elektronowo charakter podstawnika 

CH3, większy udział w lipofilowości związku przypisuje się efektom sterycznym. 

 

W kolejnym etapie badań, w oparciu o wyznaczone eksperymentalnie wartości para-

metrów RM0, ustalono zależność pomiędzy lipofilowością i aktywnością przeciwdrgawkową 

otrzymanych połączeń. Zależność tą przedstawiono na Ryc. 41. 

 

 

 
 

Aktywność Zakres RM0 Średnia RM0 

100 mg/kg 1,946 - 2,164 1,99 

300 mg/kg 1,221 - 1,631 1,48 

>300 mg/kg 1,470 - 1,896 1,74 
 
Ryc. 41. Zależność lipofilowość - aktywność dla zw. 1-16 

 

W analizie tej wykorzystano zakresy oraz średnie wartość parametrów RM0 dla grup 

związków aktywnych w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz substancji pozbawionych akty-

wności (>300 mg/kg). Stwierdzono, że najwyższą lipofilowością charakteryzują się pochodne 

aktywne w dawce 100 mg/kg z zakresem RM0 wynoszącym 1,946-2,164 i średnią równą 1,99. 
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Wartym podkreślenia jest fakt, że związki aktywne w dawce 300 mg/kg posiadają najniższą 

lipofilowość. Jak wynika z prezentowanej ryciny zakres parametrów RM0 dla substancji 

nieaktywnych pokrywał się częściowo z zakresem dla połączeń aktywnych w dawce 

300 mg/kg. Zastosowana analiza statystyczna - test Kruskala-Wallisa, wykazała, że różnice 

pomiędzy badanymi grupami były istotne statystycznie, H (2, n = 16) = 11,24, p = 0,0036. 

 Z uwagi na fakt, że właściwości lipofilowe niejednokrotnie decydują o początku  

i całkowitym czasie trwania efektu biologicznego, przeprowadzono ocenę wpływu 

lipofilowości na czas, w którym obserwowano działanie przeciwdrgawkowe. W tym celu, 

porównano wartości chromatograficznych parametrów RM0 związków aktywnych po 0,5 h  

i 4 h (Ryc. 42). 

 

 
 

Czas [h] Zakres RM0 Średnia RM0 

0,5 1,221 - 1,631 1,42 

4,0 1,612 - 2,164 1,87 
 

Ryc. 42. Zależność lipofilowość - czas działania przeciwdrgawkowego dla aktywnych połączeń 

   serii azaspiranów 

 

 Zaobserwowano, że substancje aktywne po czasie 4 h od podania charakteryzują się 

wyższą lipofilowością (zakres: 1,612-2,164, średnia: 1,87), w porównaniu do związków, 

których efekt obserwowano po 0,5 h (zakres: 1,221-1,631, średnia: 1,42). Zastosowany test 

Manna - Whitney’a, potwierdził istotną statystycznie różnicę między analizowanymi grupami 

(U = 1,50, p = 0,0137). 
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 W kolejnym etapie prac, dla wszystkich otrzymanych połączeń, wyznaczono 

lipofilowość wykorzystując technikę RP-HPLC. W metodzie tej parametrem charaktery-

zującym właściwości lipofilowe jest współczynnik pojemnościowy - k. 

Uzyskane wyniki, w dziewięciu różnych stężeniach acetonitrylu (MeCN), wskazują na 

liniową zależność między wartościami k i zawartością modyfikatora organicznego  

w fazie ruchomej. Na tej podstawie, w oparciu o metodę regresji liniowej, wyznaczone 

zostały znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowości - log kw, które opisuje 

równanie Soczewińskiego-Wachtmeister’a.179 Liniową korelację współczynników k od za-

wartości MeCN w fazie ruchomej dla wybranych zróżnicowanych pod względem 

strukturalnym połączeń 7, 17, 43 i 45 przedstawiono na Ryc. 43. 
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Ryc. 43. Liniowa zależność współczynników k od zawartości MeCN w fazie ruchomej dla  

zw. 7 (•), 17 (▲), 43 (♦) oraz 45 (•) 

 

Wyznaczone zależności charakteryzowały się wysokimi współczynnikami korelacji, 

które mieściły się w granicach 0,990-0,998. Parametry log kw zebrano w Tabelach 1, 3, 4, 10 

i 13. 

Otrzymane dane wskazują, że na lipofilowość badanych połączeń miały wpływ 

ugrupowania w pozycji-3 układu pirolidyno-2,5-dionu oraz rodzaj i położenie podstawników 

w układzie aromatycznym. Na podstawie uzyskanych wyników można stwierdzić: 

• Najwyższe wartości eksperymentalnych parametrów log kw obserwowano w przy-

padku serii 3-butylo-3-metylowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu (zw. 36-40) 
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(2,566 - 2,896). Zgodnie z przewidywaniami, najniższą lipofilowością charaktery-

zowały się analogi 3,3-dimetylowe (zw. 17-23) (1,471 - 2,179); 

• Wprowadzenie w miejsce podstawnika cykloheksylowego w położeniu-3 pirolidyno-

2,5-dionu (zw. 52-54), ugrupowania fenylowego (zw. 55-59) spowodowało obniżenie 

lipofilowości; 

• Zmiana sposobu przyłączenia pierścienia cykloheksanu do układu sukcynimidu  

z atomu węgla „spiro” (zw. 9-16) na dwa wspólne atomy węgla w przypadku 

pochodnych heksahydroizoindo-1,3-dionu (zw. 45-50), zmniejszyła lipofilowość 

odpowiednich analogów; 

• W poszczególnych seriach najwyższe wartości parametrów log kw obserwowano dla 

2,4-dichoro- pochodnych, podczas gdy najniższe w przypadku związków 

niezawierających podstawników w pierścieniu fenylowym. Podobnie jak w metodzie 

RP-TLC, spośród izomerów chloro najbardziej lipofilowe okazały się pochodne para, 

natomiast najmniej izomery orto. W przypadku analogów metylowych, w serii 

azaspiranów, najwyższe wartości log kw obserwowano dla pochodnych z grupą 

metylową w położeniu-2, podczas gdy najniższe dla izomerów meta; 

• Lipofilowość 4-bromo pochodnych była zbliżona do ich 2- lub 3-chloro analogów. 

W oparciu o wyznaczone wartości parametrów log kw zbadano wpływ lipofilowości na 

aktywność przeciwdrgawkową. Ponieważ korelację taką wykonuje się dla bliskich 

strukturalnie połączeń, różniących się jedynie rodzajem podstawników lub długością 

fragmentów alkilowych, analizę tą wykonano oddzielnie dla związków z serii azaspiranów 

oraz pochodnych 3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu. Warto podkreślić, że w obydwu seriach 

dysponowano stosunkowo licznymi grupami związków, zróżnicowanych pod względem 

budowy i właściwości farmakologicznych, co pozwala na otrzymanie miarodajnych i rzetel-

nych wyników. 

Ocena zależności lipofilowość - aktywność była prowadzona w sposób analogiczny 

jak w przypadku parametrów wyznaczonych metodą RP-TLC, tj. porównano zarówno 

zakresy oraz średnią lipofilowość połączeń aktywnych w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz 

pochodnych pozbawionych aktywności (Ryc. 44 i 45). 
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Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i dekano-1,3-dionu (zw. 1-16) 
 

 
 

Aktywność Zakres log kw Średnia log kw 

100 mg/kg 2,337 - 2,634 2,45 

300 mg/kg 1,866 -2,250 2,08 

>300 mg/kg 1,917 - 2,322 2,16 
 

Ryc. 44. Zależność lipofilowość - aktywność dla zw. 1-16 

 

Na podstawie otrzymanych wyników można stwierdzić, że w seriach pochodnych  

2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu, najaktywniejsze związki charakteryzują się 

najwyższą lipofilowością, a różnice pomiędzy poszczególnymi grupami związków aktywnych 

w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz połączeń nieaktywnych są istotne statystycznie (test 

Kruskala - Wallis’a, H (2, n = 16) =  9,11, p = 0,011). Natomiast, zarówno średnia lipofilo-

wość jak i zakresy parametrów log kw związków aktywnych w dawce 300 mg/kg i pozbawio-

nych aktywności były do siebie zbliżone. 

Przeciwnie, korelacji takiej nie stwierdzono wśród pochodnych 3,3-dialkilo-

pirolidyno-2,5-dionu. Przyczyną tego może być ukierunkowanie syntezy, którą wykonano na 

podstawie danych farmakologicznych otrzymanych dla serii azaspiranów, skupiając się 

głównie na pochodnych zawierających w strukturze atomy chlorowców. Ponadto, z uwagi na 

obecność jedynie trzech nieaktywnych związków (37, 40 i 45), postępowanie to przepro-

wadzono dla substancji działających przeciwdrgawkowo w dawkach 100 mg/kg lub 

300 mg/kg (Ryc. 45). 
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Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-45) 
 

 
 

Aktywność Zakres log kw Średnia log kw 

100 mg/kg 1,876 - 2,896 2,31 

300 mg/kg 1,471 - 2,566 2,07 

 

Ryc. 45. Zależność lipofilowość - aktywność dla zw. 17-45 

 

 
 

Ryc. 46. Zależność pomiędzy wartościami log kw zw. 17-54 i ich aktywnością przeciwdrgawkową 
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Pomimo że, test Manna-Whitney’a (U = 52,0, p = 0,0956) wskazuje na brak 

statystycznej różnicy między analizowanymi grupami, można jednak zauważyć pewną 

tendencję wskazującą, że połączenia bardziej aktywne charakteryzują się wyższą 

lipofilowością. Zależność ta jest szczególnie widoczna, gdy badany jest rozkład parametrów 

log kw i aktywności biologicznej osobno dla poszczególnych serii 3,3-dialkilowych 

pochodnych pirolidyno-2,5-dionu (Ryc. 46). Największe odchylenia zaobserwowano  

w przypadku N-(4-chlorofenyloamino)-3-butylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 37) oraz 

N-(4-bromofenyloamino)-3,3-dietylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 45), które mimo wysokiej 

lipofilowości były nieaktywne. 

W kolejnym etapie badań określono wpływ lipofilowości wyznaczonej metodą RP-

HPLC na czas, w którym obserwowano aktywność przeciwdrgawkową. Zależności te 

przedstawiono na Ryc. 47 i 48. 

 

 

Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i dekano-1,3-dionu (zw. 1 - 16) 
 

 
 

Czas [h] Zakres log kw Średnia log kw 

0,5 1,886 - 2,234 2,04 

4,0 2,115 - 2,634 2,36 

 

Ryc. 47. Zależność lipofilowość - czas, po którym obserwowano działanie (zw. 1-16) 
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Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-45) 
 

 
 

Czas [h] Zakres log kw Średnia log kw 

0,5 1,471 - 2.896 2,13 

4,0 1,864 - 2.552 2,27 
6 

 

Ryc. 48. Zależność lipofilowość - czas, po którym obserwowano działanie (zw. 17-45) 

 

Otrzymane wyniki wskazują, że wśród pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]de-

kano-1,3-dionu, związki bardziej lipofilowe charakteryzowały się dłuższym działaniem 

przeciwdrgawkowym. Obserwowane różnice były statystycznie znamienne (U = 2,0, 

p = 0,018). Zależności tej nie stwierdzono wśród N-fenyloaminowych pochodnych 3,3-

dialkilo-pirolidyno-2,5-dionów, co potwierdza wynik analizy statystycznej (U = 66,0, 

p = 0,302). Warto natomiast zauważyć, że w poszczególnych seriach, połączenia z atomami 

chloru w położeniu-2,4 lub -4 podstawnika fenylowego, należące do najbardziej lipofilowych 

pochodnych, charakteryzują się jednocześnie najdłuższym czasem działania (Ryc. 49). 

Prawidłowość tą obserwowano w trzech seriach pochodnych: 3,3-dimetylo (zw. 17 - 23),  

3-etylo-3-metylo (zw. 24 - 30) oraz 3,3-dietylo-pirolidyno-2,5-dionów (zw. 40 - 45). Pewne 

różnice występowały w grupie 3-metylo-3-propylowych analogów (zw. 31 - 35), wśród 

których najdłuższym działaniem charakteryzował się zw. 35 o niższej wartości log kw. 

Natomiast pochodne 3-butylo-3-metylowe (zw. 36 - 39), były aktywne jedynie pół godziny po 

podaniu. 
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Ryc. 49. Wartości log kw zw. 17-45 i czas, po którym obserwowano działanie przeciwdrgawkowe 

 

 Podsumowując, techniki chromatograficzne w układzie faz odwróconych RP-TLC  

i RP-HPLC okazały się dogodnymi metodami pozwalającymi na eksperymentalne 

wyznaczenie właściwości lipofilowych badanych połączeń. Otrzymane znormalizowane 

chromatograficzne parametry lipofilowości RM0 i log kw pozwoliły na ocenę wpływu 

poszczególnych elementów strukturalnych na właściwości lipofilowe danej serii połączeń. 

Ponadto, w grupie pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu, wykazano 

istnienie korelacji między lipofilowością i aktywnością przeciwdrgawkową oraz jej wpływ na 

czas, po którym obserwowano działanie. Zależności takiej nie stwierdzono w przypadku 

pochodnych 3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu, które zostały zaprojektowane jako analogi 

najaktywniejszych i najbardziej lipofilowych azaspiranów. Istotnym jest również fakt, że  

w poszczególnych seriach 3,3-dilakilowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu najwyższą 

aktywnością i zarazem najdłuższym działaniem charakteryzowały się najbardziej lipofilowe 

połączenia. 

 Na podstawie przeprowadzonych badań zarówno RP-TLC jak i RP-HPLC można 

stwierdzić, że metody te pozwalają na szybki i rzetelny pomiar właściwości lipofilowych,  

a otrzymane parametry lipofilowości umożliwiają wstępne przewidywanie aktywności 

biologicznej. 
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Szczegółowe dane dotyczące eksperymentalnego pomiaru właściwości lipofilowych 

otrzymanych związków opisano w publikacjach 2, 3 i 4, zamieszczonych w Aneksie niniejszej 

rozprawy. 
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6. Badanie trwałości 

 

 

 

 

 

Badanie trwałości w środowisku kwaśnym i zasadowym wykonano dla 23 zróżnico-

wanych pod względem strukturalnym związków, reprezentujących wszystkie otrzymane serie: 

• Zw. 4, 5, 6 i 7  - pochodne 2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu; 

• Zw. 15 i 16 - pochodne 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu; 

• Zw. 17, 19 i 22 - pochodne 3,3-dimetylopirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 25, 26 i 28 - pochodne 3-etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 31 i 33 - pochodne 3-metylo-3-propylopirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 36, 37 i 39 - pochodne 3-butylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 40 i 43 - pochodne -3,3-dietylopirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 46 i 51 - pochodne heksahydroizoindo-1,3-dionu; 

• Zw. 54 - pochodna 3-cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu; 

• Zw. 59 - pochodna 3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu. 

 

Badania prowadzono w temperaturze pokojowej w następujących warunkach: 

• Trwałość w środowisku kwaśnym - 10 mg badanego związku w 96% etanolu  

z dodatkiem 0,5 ml 10% HCl, 

• Trwałość w środowisku zasadowym - 10 mg badanego związku w 96% etanolu  

z dodatkiem 0,5 ml 10% NaOH. 

 

Próbki pobierano po 10 minutach, po 1, 2, 3 godzinach, następnie po 1 i 2 dniach. Przebieg 

reakcji kontrolowano techniką TLC, stosując jako układy rozwijające S1 (butanol : kwas 

octowy : woda; 5 : 4 : 1) i S2 (chloroform : aceton; 9 : 1). 

 Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że na trwałość badanych połączeń 

nie wpływają zarówno podstawniki w położeniu-3 układu imidowego, jak i w ugrupowaniu 

fenyloaminowym. 
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Wszystkie badane związki ulegały bardzo szybkiemu rozkładowi w środowisku 

zasadowym, co obserwowano już po 10 minutach. Przeciwnie, w środowisku kwaśnym 

pochodne te charakteryzowały się znaczną trwałością, nawet po upływie 48 godzin nie 

stwierdzono na chromatogramie produktów rozkładu. 
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7. Podsumowanie i wnioski 

 

 

 

 

 

Głównym celem niniejszej rozprawy było badanie wpływu modyfikacji strukturalnych 

nowych N-fenyloaminowych pochodnych 3-podstwionego pirolidyno-2,5-dionu na ich 

aktywność przeciwdrgawkową. W wyniku przeprowadzonej syntezy otrzymano bibliotekę 

pięćdziesięciu dziewięciu związków, zaprojektowanych jako bliższe lub dalsze analogi 

struktury wiodącej - N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A). Wstępne bada-

nia farmakologiczne wykazały, że czterdzieści dwie pochodne to związki aktywne w co 

najmniej jednym teście drgawek padaczkowych (MES lub/i scPTZ). 

W oparciu o uzyskane wyniki badań farmakologicznych ustalono następujące 

zależności pomiędzy strukturą i działaniem przeciwdrgawkowym (SAR) badanych połączeń: 

• Obecność układu spiranowego jest niezbędna dla aktywności. Niemniej jednak 

wśród pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- (zw. 1-9) i [4.5]dekano-1,3-dionów 

(zw. 10-16), nie otrzymano połączeń o aktywności wyższej w porównaniu do 

związku modelowego - N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu; 

• W seriach tych, zastąpienie układu cyklopentanu (zw. 1-9), pierścieniem 

cykloheksanu (zw. 10-16) spowodowało nieznaczne obniżenie aktywności; 

• Wprowadzenie w położenie-3 układu pirolidyno-2,5-dionu w miejsce pierścieni 

cykloalkilowych połączonych z nim poprzez atom węgla spiro (zw. 1-16), różnej 

długości podstawników alkilowych (zw. 17-45), powoduje znaczące zwiększenie  

i rozszerzenie aktywności przeciwdrgawkowej. Związki tego typu były  

w większości aktywne w obu stosowanych testach (MES i scPTZ); 

• Najaktywniejsze spośród 3,3-dialkilowych pochodnych (zw. 17-45), były 

połączenia z dwoma grupami metylowymi w położeniu-3 sukcynimidu. Obniżenie 

aktywności obserwowano wraz z wydłużaniem jednego z podstawników 

alkilowych, kolejno pochodne 3-etylo-3-metylowe (zw. 24-30), 3-metylo-3-

propylowe (zw. 31-35) oraz 3-butylo-3-metylowe (zw. 36-39). Najmniej aktywne 

były analogi 3,3-dietylowe (zw. 40-45); 
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• Wprowadzenie pierścienia cykloheksanu jako elementu posiadającego dwa 

wspólne atomy węgla z układem pirolidyno-2,5-dionu w serii heksahydroizoindo-

1,3-dionów (zw. 47-51) nie ma istotnego wpływu na aktywność; 

• Zastąpienie powyższych układów pierścieniem cykloheksylowym o swobodzie 

rotacyjnej (zw. 52-54) lub wprowadzenie w tym położeniu podstawnika 

fenylowego (zw. 55-59) powoduje całkowitą utratę aktywności; 

• Aktywność przeciwdrgawkowa badanych połączeń zależna jest również od 

rodzaju i położenia podstawników w pierścieniu fenylowym. Do najaktywniej-

szych należą pochodne niepodstawione lub/i z silnie elektroujemnymi atomami 

chloru lub bromu. Szczególnie uprzywilejowane jest podstawienie w pozycji-4 

oraz związki z dwoma atomami chloru w położeniu-2,4 pierścienia fenylowego. 

Wprowadzenie elektrono-donorowych grup metylowych osłabia działanie 

przeciwdrgawkowe, przy czym również wśród tego typu pochodnych 

najaktywniejsze były izomery para. 

 

Wśród badanych połączeń najaktywniejszy okazał się N-fenyloamino-3,3-

dimetylopirolidyno-2,5-dion (zw. 17), którego dawka efektywna w teście MES (ED50) 

wynosiła 68,89 mg/kg. Działa on silniej i jednocześnie jest mniej toksyczny 

(TD50 = 500 mg/kg) od N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, będącego strukturą 

modelową dla pochodnych omawianych w niniejszej rozprawie (ED50 = 72,61 mg/kg, 

TD50 = 250 mg/kg). 

Ponadto, wybrane połączenia działały ochronnie w dodatkowych testach in vivo, 

takich jak: test 6-Hz, identyfikujący związki skuteczne w terapii napadów padaczkowych 

opornych na działanie klasycznych leków przeciwpadaczkowych (zw. 36 i 39) oraz test 

drgawek pilokarpinowch - Pilocarpine Induced Status Prevention (PISP), będący zwierzęcym 

modelem stanu padaczkowego (status epilepticus) - zw. 32 i 47. 

W celu wyznaczenia prawdopodobnego mechanizmu działania dla wybranych 

pochodnych, przeprowadzono badania radioreceptorowe w kierunku ich powinowactwa do 

receptorów gabaergicznych (GABAA) (zw. 7, 8, 15 i 16) oraz napięciowo-zależnych kanałów 

wapniowych (zw. 7, 9 i 12). Uzyskane wyniki wskazują, że tego typu połączenia nie wiążą się 

zarówno z receptorem GABAA, jak i kanałem wapniowym, co wyklucza ich zaangażowanie 

w mechanizm działania przeciwdrgawkowego badanych związków. 

W kolejnym etapie pracy dokonano eksperymentalnej oceny właściwości lipofilowych 

otrzymanych połączeń. W badaniach wykorzystano metodę chromatografii cienko-
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warstwowej (RP-TLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC)  

w układzie faz odwróconych. Uzyskane wartości znormalizowanych parametrów 

lipofilowości RM0 i log kw umożliwiły ocenę zależności pomiędzy strukturą i lipofilowością 

analizowanych połączeń. Zaobserwowano również korelację pomiędzy właściwościami 

lipofilowymi i aktywnością przeciwdrgawkową. Stwierdzono, że najaktywniejsze związki 

charakteryzowały się najwyższą lipofilowością. 

Podsumowując, cel niniejszej rozprawy został w pełni zrealizowany, a uzyskane 

wyniki stanowią podstawę do kontynuowania badań w grupie pochodnych 1,3-podstawionego 

pirolidyno-2,5-dionu, jako związków o potwierdzonej aktywności przeciwdrgawkowej. 
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8. Część doświadczalna 

 

 

 

 

 

8.1. Badania fizykochemiczne 

METODY CHROMATOGRAFICZNE: 

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC).  

Stosowano płytki powlekane żelem krzemionkowym Kieselgel 60 F254 firmy Merck 

(Darmstadt, Niemcy), o grubości warstwy 0,25 mm. 

Korzystano z następujących układów rozwijających: 

S1 - butanol : kwas octowy : woda  (5 : 4 : 1) (v/v) 

S2 - chloroform : aceton   (9 : 1) (v/v) 

 

Po rozwinięciu i wysuszeniu chromatogramy oglądano w świetle UV (λ = 254 nm). Ponadto 

wywołano je spryskując 0,05 molowym roztworem jodu w 10% kwasie solnym. 

 

Chromatografia kolumnowa.  

Użyto żel krzemionkowy Kieselgel 60 firmy Merck (Darmstadt, Niemcy), o wielkości ziaren 

0,063-0,200 mm (70-230 mesh ATM). 

Układ rozwijający: 

S2 - chloroform : aceton    [9 : 1] (v/v) 

 

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) 

Wykorzystano zestaw do HPLC firmy Waters (Milford, USA), w którego skład wchodziły: 

dwie pompy (Waters 515 HPLC), kontroler przepływy (600S Flow Controller), detektor UV 

Waters 486 oraz injektor (Rheodyne 7161 firmy Cotati, CA, USA). Warunki pomiaru: 
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• Metoda elucji gradientowej (badanie czystości zwiazków) 

Kolumna chromatograficzna: Chromolit (50 × 4,6 mm). Analizę prowadzono w gra-

diencie 5 minutowym od 0% do 100% zawartości rozpuszczalnika B, stosując 

przepływ 5 ml/min. Faza ruchoma zawierała: A-wodę, uprzednio oczyszczona przez 

filtrację, wykorzystując filtr HA Millipore (Millipore, Milford, MA, USA) o wielkości 

porów 0.45 µm, B-acetonitryl do chromatografii HPLC (Merck, Darmstadt, Niemcy). 

Na kolumnę wprowadzano po 5 µl roztworów badanych substancji o stężeniu 

1 mg/ml. Związki rozpuszczano w mieszaninie acetonitryl/woda (50 : 50; v/v). 

Pomiar absorbancji prowadzono przy długości fali λmax = 214 nm. 

Wszystkie otrzymane połączenia charakteryzowały się czystością mieszczącą się  

w granicach 98,67% do 99,89%. 

 

TEMPERATURA TOPNIENIA: 

Oznaczono w aparacie Büchi 535 (Büchi Labortechnik, Flawil, Szwajcaria). Temperatury 

topnienia badanych związków podano niekorygowane. 

 

ANALIZA ELEMENTARNA (C, H, N): 

Analizę elementarną przeprowadzono w aparacie Vario El III (Elementar, Niemcy).  

W przypadku wszystkich połączeń procentowa zawartość C, H i N wyznaczona ekspery-

mentalnie mieściła się w granicach ± 0,4% wartości teoretycznych. 

 

8.2. Metody spektroskopowe 

Spektrometria masowa (MS) 

• Technika jonizacji strumieniem elektronów (EI-MS, Electron Impact Ionization - Mass 

Spectrometry). Widma masowe wykonano za pomocą spektrometru LBK 2091 

(Varian, Les Ulis, Francja). Energia jonizacji wynosiła 70 eV. Próbki wprowadzano 

bezpośrednio; 

• Technika jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS, Electrospray Ionisation -

 Mass Spectrometry). Widma masowe wykonano za pomocą spektrometru Esquire 

3000 (Bruker-Daltonics, Bremen, Niemcy). Jonizacja pozytywna, różnica poten-

cjałów w źródle 4500 V. 
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Spektroskopia magnetycznego rezonansu protonowego (1H NMR) 

Widma protonowego rezonansu magnetycznego rejestrowano przy użyciu spektrometru 

Varian Mercury (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) (300 MHz) w CDCl3, stosując 

tetrametylosilan (TMS) jako wzorzec wewnętrzny. 

W opisie widm stosowano następujące skróty: 

 s.  - singlet 

d.  - dublet 

d.d.  - dublet dubletów 

d.d.d.  - podwójny dublet dubletów 

t.  - triplet 

d.t.  - dublet tripletów 

t.d.  - triplet dubletów 

m.  - multiplet 

 

Spektroskopia w podczerwieni (IR) 

Widma w podczerwieni wykonano używając spektrometru FT/IR 410 Furier Transform 

Infrared Spectrometer (Jasco, USA). 

 

8.3. Produkty wyjściowe 

• Kwas 1-karboksy-1-cyklopentano-octowy  (I) 

• Kwas 1-karboksy-1-cykloheksano-octowy  (II) 

• Kwas 2,2-dimetylo-bursztynowy   (III) 

• Kwas 2-etylo-2-metylo-bursztynowy  (IV) 

• Kwas 2-metylo-2-propylo-bursztynowy  (V) 

• Kwas 2-butylo-2-metylo-bursztynowy  (VI)  

• Kwas 2,2-dietylo-bursztynowy   (VII) 

• Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowego  (VIII) 

• Kwas 2-fenylo-bursztynowego   (Merck, Darmstadt, Niemcy) 

• Bezwodnik kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego 

(Merck, Darmstadt, Niemcy) 
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Pochodne fenylohydrazyny:   (produkty handlowe, Merck, Darmstadt, Niemcy) 

• Fenylohydrazyna 

• 2-Metylo-fenylohydrazyna 

• 3-Metylo-fenylohydrazyna 

• 4-Metylo-fenylohydrazyna 

• 2-Chloro-fenylohydrazyna 

• 3-Chloro-fenylohydrazyna 

• 4-Chloro-fenylohydrazyna 

• 2,4-Dichloro-fenylohydrazyna 

• 4-Bromo-fenylohydrazyna 

 

8.3.1. Kwasy 1-karboksy-1-cyklopentano-octowy (I) i 1-karboksy-1-cykloheksano-

octowy (II) 

Zostały otrzymane zgodnie z procedurą opisaną w literaturze.145-147 

Mieszaninę zawierającą 1,2 mola cyklopentanonu (100,94 g) lub 1,2 mola cykloheksanonu 

(117,78 g), 1,0 mol cyjanooctanu etylu (113,12), 0,1 mola octanu amonu (7,71 g) i 0,2 mola 

lodowatego kwasu octowego (12,01 g) w 150 ml benzenu ogrzewano w temperaturze wrzenia 

przez 12 godzin. Reakcję prowadzono w kolbie okrągłodennej zaopatrzonej w nasadkę 

azeotropową (aparat Deana-Starka), służącą do usuwania powstającej wody reakcyjnej. Po 

ochłodzeniu mieszaninę przemywano trzykrotnie w rozdzielaczu 100 ml wody destylowanej, 

a następnie nasyconym roztworem chlorku sodu. Warstwy wodne ekstrahowano kilkukrotnie 

benzenem. Połączone warstwy organiczne suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po 

odsączeniu siarczanu sodu mieszaninę zagęszczono otrzymując w postaci żółtych olejów ester 

etylowy kwasu 2-cyklopentylideno-2-cyjanooctowego (145,50 g, wyd. 67,6%) oraz ester 

etylowy kwasu 2-cykloheksylideno-2-cyjanooctowego (173,47 g, wyd. 74,8%). Estry te 

rozpuszczono w 400 ml metanolu i dodano porcjami, mieszając, 1,5-krotny nadmiar molowy 

cyjanku potasu rozpuszczonego uprzednio w około 100 ml wody. Całość pozostawiono  

w temperaturze pokojowej na dwa dni. Po tym czasie rozpuszczalnik oddestylowano. Do 

oleistej pozostałości dodano 500 ml stężonego kwasu solnego i ogrzewano w temperaturze 

wrzenia przez kolejne 16 godzin. Surowe produkty krystalizowano z wody. Otrzymane ilości 

oraz wydajność reakcji liczoną w stosunku do wyjściowego ketonu zebrano w Tabeli 14. 
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Tabela 14. 

Zw. Nawa chemiczna Otrzymana ilość [g] Wydajność [%] t.t. [°C] 

I 
Kwas 1-karboksy- 

1-cyklopentano-octowy 
123,26 59,7 

162-164 

(lit. 163)146 

II 
Kwas 1-karboksy- 

1-cykloheksano-octowy 
131,62 58,9 

140-142 

(lit. 136)146 

 

 

8.3.2. Kwasy 2,2-dialkilo-bursztynowe (III-VII) 

Syntezę prowadzono według metody opisanej przez Smith’a i Horwitz’a,148 a zmody-

fikowanej przez Moal’a.146, 149 

W kolbie okrągłodennej umieszczono 0,2 mola odpowiedniego ketonu dialkilowego 

tj.: acetonu (11,62 g), butan-2-onu (14,42 g), pentan-2-onu (17,23 g), heksan-2-onu (20,03 g) 

lub pentan-3-onu (17,23 g) z 0,38 mola cyjanooctanu etylu (42,98 g), 0,2 mola octanu amonu 

(15,42 g), 0,61 mola lodowatego kwasu octowego (36,63 g) w 160 ml benzenu (z wyjątkiem 

reakcji z acetonem). Mieszaninę reakcyjną ogrzewano w temperaturze wrzenia przez około 17 

godzin usuwając powstającą wodę. W wyniku reakcji otrzymano odpowiednie dialkilidenowe 

pochodne cyjanooctanu etylu, które izolowano wykorzystując proces destylacji pod 

zmniejszonym ciśnieniem. Estry zbierano jako frakcje, destylujące odpowiednio  

w temperaturach: ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-metylobut-2-enowego, 184-186°C (28,64 

g, wyd. 93,5%); ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-metylopent-2-enowego, 195-197°C (28,76 g, 

wyd. 86,0%); ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-metyloheks-2-enowego, 210-212°C (33,10 g, 

wyd. 91,3%); ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-metylohept-2-enowego, 215-217°C (30,77 g, 

wyd. 78,8%); ester etylowy kwasu 2-cyjano-3-etylopent-2-enowego, 205-207°C (32,51 g, 

wyd. 89,7%). 

Otrzymane produkty pośrednie rozpuszczono w 200 ml metanolu i dodano stopniowo, 

dwukrotny nadmiar molowy cyjanku potasu, rozpuszczonego w około 100 ml wody. 

Mieszaninę reakcyjną ogrzano do wrzenia, a następnie szybko ochłodzono. Po odde-

stylowaniu metanolu otrzymano odpowiednie estry etylowe kwasów 2,3-dicyjano-3-

alkilokarboksylowych w postaci gęstych olei, które następnie zadano 200 ml stężonego kwasu 

solnego i hydrolizowano w temperaturze wrzenia przez 18 godzin. Po tym czasie mieszaninę 

reakcyjną ochłodzono i ekstrahowano trzykrotnie 200 ml eterem dietylowym. Po rozdzieleniu 

warstwę, eterową suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Eter dietylowy oddestylowano 

uzyskując w każdym przypadku jasne oleje. Odpowiednie kwasy 2,2-dialkilo-bursztynowe 
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(III - VII) otrzymano w postaci stałej w wyniku krystalizacji z 10% roztworu kwasu solnego. 

Temperatury topnienia poszczególnych produktów oraz wydajności reakcji zebrano w Tabeli 

15. 

 

Tabela 15. 

Zw. Nawa chemiczna Otrzymana ilość [g] Wydajność [%] t.t. [°C] 

III 
Kwas 2,2-dimetylo-

bursztynowy 
20,21 69,2 

140-142 

(lit. 139°C)146 

IV 
Kwas 2-etylo-2-metylo-

bursztynowy 
22,54 70,4 

108-110 

(lit. 113°C)146 

V 
Kwas 2-metylo-2-propylo-

bursztynowy 
23,18 72,0 

122-124 

(lit. 126-127°C)146 

VI 
Kwas 2-butylo-2-metylo-

bursztynowy 
25,73 68,4 

94-96 

(lit. 102°C)146 

VII 
Kwas 2,2-dietylo-

bursztynowy 
24,81 59,7 

114-116 

(lit. 113°C)146 

 

 

8.3.3. Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII) 

Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII) otrzymano w oparciu o metodą opisaną 

przez Miller’a i Long’a.150, 151 

 W kolbie okrągłodennej zmieszano 0,2 mola cykloheksanokarboksyaldehydu (22,43 

g), 0,2 mola cyjanooctanu etylu (22,62 g) i 2 ml piperydyny w 300 ml metanolu. Całość 

ogrzewano w temperaturze 60°C przez 15 minut. Po ochłodzeniu, wykrystalizował biały osad 

estru etylowego kwasu 2-cyjano-3-cykloheksylo-akrylowego, który oczyszczono przez 

krystalizację z metanolu. Otrzymano 35,23 g produktu z wydajnością 85,0%. Ester 

rozpuszczono w 300 ml metanolu i dodano dwukrotny nadmiar molowy cyjanku potasu, 

rozpuszczonego w około 100 ml wody. Całość mieszano przez 1 godzinę w temperaturze 

pokojowej, następnie rozpuszczalnik oddestylowano, otrzymując ester etylowy kwasu 2,3-di-

cyjano-3-cykloheksylo-propanowego w postaci gęstego oleju. Olej zadano 200 ml stężonego 

kwasu solnego i hydrolizowano utrzymując całość w temperaturze wrzenia przez 12 godzin. 

Po ochłodzeniu otrzymano kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII) w postaci białego 

osadu, który oczyszczono poprzez krystalizację z wody, uzyskując 27,65 g czystego produktu 

z wydajnością 69,0% (t.t. 147-149°C, lit. 144-146°C180). 
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8.4. Ogólna metoda otrzymywania N-fenyloaminowych pochodnych  

3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu i heksahydroizoindo-1,3-dionu 

 W kolbie okrągłodennej zmieszano 0,01 mola odpowiedniej pochodnej fenylo-

hydrazyny, 0,01 mola odpowiedniego kwasu dikarboksylowego lub bezwodnika kwasowego 

w 15 ml wody destylowanej. Całość ogrzewano na łaźni grafitowej do momentu całkowitego 

oddestylowania wody. Po jej oddestylowaniu temperatura mieszaniny reakcyjnej wzrosła do 

około 180°C i w tej temperaturze prowadzono cyklizację przez 1 h. Surowe produkty 

krystalizowano z izopropanolu, a następnie otrzymane krystaliczne substancje oczyszczono 

wykorzystując technikę chromatografii kolumnowej stosując jako układ rozwijający 

chloroform : aceton (9 : 1) (v/v) (S2). 

Szczegółowe dane spektralne otrzymanych połączeń opisano w publikacjach 1, 3 i 4, 

zamieszczonych w Aneksie. W przypadku niepublikowanych połączeń 5, 6, 13, 14 oraz 55-59 

dane te przedstawiono poniżej. 

 

8.4.1. Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu 

8.4.1.1. N-(3-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (5) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 138-140°C; wydajność: 64%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 1,74-2,26 (m, 8H, cyklopentan), 2,72 (s, 2H, Ha, Hb, imid), 6,17 

(brs, 1H, NH), 6,63 (ddd, 1H, Ar - H6, J = 1,52 Hz, J = 2,31 Hz, J = 8,24 Hz), 6,71 (t, 1H, Ar -

 H2, J = 2,05 Hz), 6,95 (ddd, 1H, Ar - H4, J = 0,90 Hz, J = 1,92 Hz, J = 7,96 Hz), 7,16 (t, 1H, 

Ar - H5, J = 8,08 Hz). 

Wzór sumaryczny: C14H15ClN2O2 (m. cz. 278,74). 

TLC: Rf = 0,60 (S2) 

HPLC: Rt = 2,74 min. (5) 

 

8.4.1.2. N-(4-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (6) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 145-147°C; wydajność: 71%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): 1,73-2,22 (m, 8H, cyklopentan), 2,71 (s, 2H, Ha, Hb, imid), 6,11 

(brs, 1H, NH), 6,69-6,72 (m, 2H, Ar - H2,6), 7,19-7,22 (m, 2H, Ar - H3,5). 

Wzór sumaryczny: C14H15ClN2O2 (m. cz. 278,74). 

TLC: Rf = 0,63 (S2) 

HPLC: Rt = 2,75 min. (5) 
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8.4.1.3. N-(3-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dion (13) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 174-176°C; wydajność: 68%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 1,36-1,96 (m, 10H, cykloheksan), 2,69 (s, 2H, Ha, Hb, imid), 

6,13 (brs, 1H, NH), 6,62 (ddd, 1H, Ar - H6, J =0,90 Hz, J = 2,31 Hz, J = 8,08 Hz), 6,70 (t, 1H, 

Ar - H2, J = 2,05 Hz), 6,94 (ddd, 1H, Ar - H4, J = 0,90 Hz, J = 1,92 Hz, J = 7,95 Hz), 7,16 (t, 1H, 

Ar - H5, J = 8,08 Hz). 

Wzór sumaryczny: C15H17ClN2O2 (m. cz. 292,77). 

TLC: Rf = 0,68 (S2) 

HPLC: Rt = 2,96 min. (5) 

 

8.4.1.4. N-(4-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dion (14) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 178-180°C; wydajność: 72%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): 1,36-1,95 (m, 10H, cykloheksan), 2,67 (s, 2H, Ha, Hb, imid), 6,08 

(brs, 1H, NH), 6,68-6,72 (m, 2H, Ar - H2,6), 7,17-7,21 (m, 2H, Ar - H3,5). 

Wzór sumaryczny: C15H17ClN2O2 (m. cz. 292,77). 

TLC: Rf = 0,69 (S2) 

HPLC: Rt = 2,96 min. (5) 

 

 

8.4.2. Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu (17-45) 

Dane fizykochemiczne i spektralne zw. 17-45 zamieszczono w publikacji 4 (Aneks). 

 

 

8.4.3. Pochodne N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-dionu (46-51). 

Dane fizykochemiczne i spektralne dla zw. 46-51 zamieszczono w publikacji 4 (Aneks). 

 

 

8.4.4. Pochodne N-fenyloamino-3-cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu (52-54) 

Dane fizykochemiczne i spektralne połączeń 52-54 opisano w publikacjach 1 i 3 (Aneks). 
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8.4.5. Pochodne N-fenyloamino-3-fenylopirolidyno-2,5-dionu (55-59) 

8.4.9.1. N-fenyloamino-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (55) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 138-140°C; wydajność: 64%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 2,97 (dd, 1H, Ha, imid, J = 4,68 Hz, J = 18,59 Hz), 3,34 (dd, 

1H, Hb, imid, J = 9,58 Hz, J = 18,60 Hz), 4,16 (dd, 1H, Hc, imid, J = 4,65, J = 9,57 Hz), 6,21 

(brs, 1H, NH), 6,81-6,98 (m, 2H, Ar - H2,6), 7,00-7,03 (m, 1H, Ar-H4), 7,23-7,43 (m, 7H, Ar -

 H3,5, Ar - H2’-6’). 

IR; v (cm-1): 3414 (C-H, aromat.), 1709 (C=O), 1603, 1497, (C=C). 

Wzór sumaryczny: C16H14N2O2 (m. cz. 266,30). 

TLC: Rf = 0,45 (S2) 

HPLC: Rt = 2,19 min. (5) 

 

8.4.9.2. N-(2-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (56) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 98-100°C; wydajność: 62%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 3,01 (dd, 1H, Ha, imid, J = 4,68 Hz, J = 18,64 Hz), 3,37 (dd, 

1H, Hb, imid, J = 9,61 Hz, J = 18,64 Hz), 4,18 (dd, 1H, Hc, imid, J = 4,68 Hz, J = 9,59 Hz), 

6,60 (dd, 1H, Ar - H6, J = 1,41 Hz, J = 8,10 Hz), 6,67 (brs, 1H, NH), 6,92 (td, 1H, Ar - H4, 

J = 1,44 Hz, J = 7,75 Hz), 7,11-7,18 (m, 1H, Ar - H5), 7,24-7,45 (m, 6H, Ar - H3, Ar - H2’-6’). 

IR; v (cm-1): 3312 (C-H, aromat.), 1717 (C=O), 1596, 1498, (C=C). 

Wzór sumaryczny: C16H13ClN2O2 (m. cz. 300,75). 

TLC: Rf = 0,76 (S2) 

HPLC: Rt = 2,81 min. (5) 

 

8.4.9.3. N-(3-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (57) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 129-131°C; wydajność: 67%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 2,98 (dd, 1H, Ha, imid, J = 4,49 Hz, J = 18,59 Hz), 3,34 (dd, 

1H, Hb, imid, J = 9,62 Hz, J = 18,59 Hz), 4,16 (dd, 1H, Hc, imid, J = 4,62, J = 9,49 Hz), 6,24 

(brs, 1H, NH), 6,67-6,98 (m, 3H, Ar - H2,4,6), 7,17 (t, 1H, Ar - H5, J = 8,05 Hz), 7,26-7,44 (m, 

5H, Ar - H2’-6’). 

Wzór sumaryczny: C16H13ClN2O2 (m. cz. 300,75). 

TLC: Rf = 0,60 (S2) 

HPLC: Rt = 2,84 min. (5) 
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8.4.9.4. N-(4-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (58) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 163-165°C; wydajność: 72%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 2,97 (dd, 1H, Ha, imid, J = 4,62 Hz, J = 18,47 Hz), 3,33 (dd, 

1H, Hb, imid, J = 9,62 Hz, J = 18,59 Hz), 4,14 (dd, 1H, Hc, imid, J = 4,62 Hz, J = 9,99 Hz), 

6,18 (brs, 1H, NH), 6,74-6,79 (m, 2H, Ar - H2,6), 7,19-7,44 (m, 7H, Ar-H3,5, Ar - H2’-6’). 

Wzór sumaryczny: C16H13ClN2O2 (m. cz. 300,75). 

TLC: Rf = 0,59 (S2) 

HPLC: Rt = 2,85 min. (5) 

 

8.4.9.5. N-(2,4-dichlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (59) 

Biały krystaliczny osad; temperatura topnienia: 156-158°C; wydajność: 66%. 
1H NMR (300MHz, CDCl3): δ 3,01 (dd, 1H, Ha, imid, J = 4,64 Hz, J = 18,67 Hz), 3,37 (dd, 

1H, Hb, imid, J = 9,60 Hz, J = 18,67 Hz), 4,18 (dd, 1H, Hc, imid, J = 4,62 Hz, J = 9,49 Hz), 

6,54 (d, 1H, Ar - H6, J = 8,69 Hz), 6,61 (brs, 1H, NH), 7,10-7,14 (m, 1H, Ar - H5), 7,25-7,45 (m, 

6H, Ar - H3, Ar - H2’-6’). 

ESI-MS; m/z: [M+H]+ 335, [M+2]+ 337. 

Wzór sumaryczny: C16H12Cl2N2O2 (m. cz. 335,19). 

TLC: Rf = 0,65 (S2) 

HPLC: Rt = 3,12 min. (5) 

 

8.5. Badanie lipofilowości 

Dla wszystkich otrzymanych połączeń 1-59 wykonano eksperymentalną ocenę właściwości 

lipofilowych metodą RP-HPLC. Ponadto w przypadku związków 1-16 lipofilowość została 

wyznaczona metodą RP-TLC. 

 

8.5.1. Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej RP-HPLC 

Wykorzystano zestaw do HPLC firmy Waters (Milford, USA), w którego skład wchodziły: 

dwie pompy (Waters 515 HPLC), kontroler przepływy (600S Flow Controller), detektor UV 

Waters 486 oraz injektor (Rheodyne 7161 firmy Cotati, CA, USA). Warunki pomiaru: 
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• Metoda elucji polikratycznej (badanie właściwości lipofilowych) 

Kolumna chromatograficzna: LiChrospher C18 (End-capped column) o wielkości zia-

ren 5 µm i wymiarach 250 × 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Niemcy). Analizę prowa-

dzono stosują przepływ 1 ml/min i fazę ruchomą zawierającą wodę oraz od 40% do 

95% (v/v) acetonitrylu, przy każdorazowym wzroście zawartości modyfikatora 

organicznego o 5% (v/v). Czas pomiaru był uzależniony od czasu retencji związku. Na 

kolumnę wprowadzano po 5 µl roztworu badanych substancji o stężeniu 1 mg/ml. 

Związki rozpuszczono w mieszaninie acetonitryl/woda (50 : 50; v/v). W celu 

wyznaczenia czasu martwego kolumny (t0) stosowano uracyl (Merck, Darmstadt, 

Niemcy), jako substancję niepodlegającą retencji. Pomiar absorbancji prowadzono 

przy długości fali λmax = 214 nm. 

 

Wartości współczynników pojemnościowych k obliczono wg wzoru: 

 

k = (tr-t0) / t0 

 

gdzie: 

tr -czas retencji badanej substancji 

t0 -czas retencji związku nie ulegającego retencji (uracyl, Merck, Darmstadt, Niemcy) 

 

Czasy retencji (tr) zastosowane w obliczeniach były wielkościami średnimi wyznaczonymi na 

podstawie trzech pomiarów. W oparciu o metodę regresji liniowej, wyznaczone zostały 

chromatograficzne parametry log kw, które opisuje równanie Soczewińskiego-

Wachtmeister’a:181 

 

log k = log kw - Sφ 

 

gdzie: 

φ -zawartość acetonitrylu w fazie ruchomej 

S -nachylenie krzywej regresji 

log kw -znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowości 

 

Znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowości log kw zebrano w Tabelach 1, 3, 

4, 10, 13 (Rozdz. Badania farmakologiczne) i publikacjach 3 i 4 zamieszczonych w Aneksie. 
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8.5.2. Metoda chromatografii cienkowarstwowej RP-TLC. 

Do badań lipofilowości metodą RP-TLC wybrano związki serii 2-azaspiro[4.4]nonano- (1-8)  

i 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu (9-16). Szczegółowe dane dla związków 1-5, 7-12 oraz 15 

i 16 zostały opisane w publikacji 2 (Aneks). Lipofilowość pochodnych 5, 6, 13 i 14 

wyznaczono w analogiczny sposób, a otrzymane wartości RM0 przedstawiono w Tabeli 1. 

(Rozdz. Badania farmakologiczne). 

Chromatografię wykonano na płytkach chromatograficznych RP-18 F254 o wymiarach 

20 × 20 cm i grubości warstwy 0,25 mm firmy Merck (Darmstadt, Niemcy). Stosowano 

dwuskładnikowe układy rozwijające zawierające od 30% do 70% n-propanolu w 5% 

odstępach oraz bufor TRIS o pH=7,4. Na płytki nanoszono po 10 µl 1% roztworów chloro-

formmowych badanych substancji. Dla każdego ze związków wykonano po trzy pomiary przy 

danym stężeniu modyfikatora organicznego w fazie ruchomej. Chromatograficzne parametry 

lipofilowości RM obliczono stosując wzór: 
 

RM = log (1/Rf - 1) 

 

Liniowa zależność pomiędzy RM i stężeniem n-propanolu w układzie rozwijającym pozwoliła 

wyznaczyć znormalizowane chromatograficzne parametry lipfilowości RM0 wg równania: 

 

RM = RM0 + Ac 

gdzie: 

RM -chromatograficzny parametr lipofilowości 

A -nachylenie krzywej regresji 

c -zawartość n-propanolu w fazie ruchomej 

RM0 -znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowości dla zerowej zawartości n-propanolu  

w fazie ruchomej 

 

8.6. Analiza statystyczna 

Analizę statystyczną wykonano wykorzystując program komputerowy Statistica 7.0 (StatSoft, 

Inc.). 
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10. Streszczenie 

 

 

 

 

 

 We wstępie niniejszej rozprawy omówiono rolę azotowych układów hetero-

cyklicznych - imidowego i laktamowego, jako fragmentów istotnych dla aktywności 

biologicznej związków działających na ośrodkowy układ nerwowy. W opisie uwzględniono 

zarówno leki znajdujące się aktualnie w terapii, jak i substancje będące w różnych fazach 

badań klinicznych. 

W badaniach własnych opisano przeprowadzoną syntezę pięćdziesięciu dziewięciu 

nowych pochodnych, w których podstawowym układem jest N-fenyloamino-pirolidyno-2,5-

dion. Połączenia te zostały zaprojektowane jako analogi aktywnego przeciwdrgawkowo  

N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, stanowiącego dla nich strukturę modelową. 

Główne modyfikacje strukturalne dotyczyły położenia-3 pierścienia pirolidyno-2,5-dionu,  

a celem niniejszej rozprawy było badanie ich wpływu na aktywność przeciwdrgawkową. 

Wyniki badań farmakologicznych pozwoliły na ustalenie pewnych zależności struktura -

 aktywność i na wskazanie fragmentów budowy istotnych dla działania biologicznego. 

Realizując zamierzony cel badań otrzymano następujące serie N-fenyloaminowych 

pochodnych 3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu: 

• 2-Azaspiro[4.4]nonano- (zw. 1-9) i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 10-16); 

• 3,3-Dimetylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-23); 

• 3-Etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 24-30); 

• 3-Metylo-3-propylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 31-35); 

• 3-Butylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 36-39); 

• 3,3-Dietylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 40-45); 

• Haksahydroizoindo-1,3-dionu (zw. 46-51); 

• 3-Cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 52-54); 

• 3-Fenylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 55-59). 
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Związki 1-59 otrzymano w wyniku kilkuetapowej syntezy, stosując jako substraty 

odpowiednie kwasy dikarboksylowe lub bezwodnik kwasowy. Do reakcji użyto następujące 

produkty wyjściowe: 

• Kwas 1-karboksymetylo-1-cyklopentanooctowy; 

• Kwas 1-karboksymetylo-1-cykloheksanooctowy; 

• Kwasy 2,2-dimetylo-, 2-etylo-2-metylo-, 2-metylo-2-propylo-, 2-butylo-2-metylo- 

oraz 2,2-dietylo-bursztynowe; 

• Bezwodnik kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego; 

• Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy; 

• Kwas 2-fenylo-bursztynowy. 

 

Zaplanowane związki zsyntetyzowano w wyniku cyklokondensacji równomolowych 

ilości odpowiednich kwasów dikarboksylowych lub bezwodnika kwasu cykloheksano-1,2-

dikarboksylowego z pochodnymi fenylohydrazyny. Reakcję prowadzono w temperaturze 

około 180°C przez 1 godzinę. Surowe produkty krystalizowano z izopropanolu, a następnie 

dodatkowo oczyszczano wykorzystując technikę chromatografii kolumnowej. Struktury 

otrzymanych połączeń zostały potwierdzone wynikami analizy elementarnej oraz spektralnej -

 widma protonowego rezonansu magnetycznego (1H NMR) i widma w podczerwieni (IR). 

Dla wybranych związków wykonano widma masowe (MS). Czystości i jednorodności 

sprawdzono przy użyciu techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) i wysokosprawnej 

chromatografii cieczowej (HPLC). 

Wszystkie związki zostały przekazane do wstępnych badań farmakologicznych na 

aktywność przeciwdrgawkową w ramach amerykańskiego programu poszukiwania nowych 

leków przeciwpadaczkowych Antiepileptic Drug Development (ADD), realizowanego  

w Narodowym Instytucie Zdrowia - Epilepsy Branch, National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA. 

Zgodnie z procedurami Anticonvusant Screening Project (ASP), wstępny screening 

obejmuje dwa podstawowe testy in vivo - test maksymalnego wstrząsu elektrycznego (MES)  

i test drgawek wywołanych podskórnym podaniem kardiazolu (scPTZ). 

Otrzymane wyniki badań farmakologicznych wykazały, że większość z badanych 

związków była aktywna w teście drgawek elektrycznych - MES. Pośród badanych serii, 

najwyższą aktywnością charakteryzują się N-fenyloaminowe pochodne 3,3-dimetylo-

pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-23), natomiast ulegała ona osłabieniu wraz z wydłużaniem 
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jednego z podstawników alkilowych (zw. 31-45), bądź wprowadzeniem w ich miejsce 

pierścienia cyklopentanu (zw. 1-8) lub cykloheksanu (zw. 9-16), połączonego z układem 

imidowym poprzez atom węgla „spiro”. Wprowadzenie pierścienia cykloheksanu jako 

elementu posiadającego dwa wspólne atomy węgla z układem pirolidyno-2,5-dionu, w serii 

heksahydroizoindo-1,3-dionów (zw. 47-51), nie miało istotnego wpływu na aktywność  

w porównaniu do odpowiednich azaspiranów. Wśród aktywnych połączeń najsilniejsze 

właściwości przeciwdrgawkowe posiadały związki z silnie elektroujemnymi atomami Br i Cl 

w położeniu-4 lub -2,4 pierścienia fenylowego. Pochodne 3-cykloheksylo- (zw. 52-54)  

i 3-fenylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 55-59) były nieaktywne w obu stosowanych testach. 

Wśród badanych połączeń najwyższą aktywnością charakteryzował się N-fenylo-

amino-3,3-dimetylopirolidyno-2,5-dion (zw. 17), dla którego dawka efektywna (ED50) wynosi 

68,89 mg/kg (MES). Zawiązek ten działał silniej i był mniej toksyczny niż N-fenyloamino-2-

azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A), będący strukturą modelową dla połączeń prezento-

wanych w niniejszej rozprawie. 

Wykonane badania radioreceptorowe, mające na celu ustalenie prawdopodobnego 

mechanizmu działania badanych związków, wykazały brak powinowactwa zarówno do 

receptora GABAA jak i do napięciowo-zależnych kanałów wapniowych. 

Mając na uwadze, że lipofilowość jest jednym z najczęściej wykorzystywanych 

deskryptorów opisujących właściwości fizykochemiczne cząsteczek, dla wszystkich 

związków wykonano chromatograficzny pomiar lipofilowości stosując w tym celu metody 

RP-TLC i RP-HPLC. W przypadku obu zastosowanych technik uzyskano liniową zależność 

pomiędzy chromatograficznymi parametrami lipofilowości i stężeniem modyfikatora 

organicznego w fazie ruchomej, co pozwoliło na wyznaczenie tzw. znormalizowanych 

chromatograficznych parametrów lipofilowości RM0 (RP-TLC) i log kw (RP-HPLC) dla 

zerowej zawartości rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej. Otrzymane wartości RM0 

i log kw umożliwiły ocenę zależności pomiędzy strukturą i lipofilowością, a także zaobserwo-

wano korelację pomiędzy właściwościami lipofilowymi i aktywnością przeciwdrgawkową 

analizowanych połączeń. 
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Prezentowane badania były współfinansowane w ramach grantu Ministerstwa Nauki  

i Informatyzacji nr 4P05702425 oraz z Europejskiego Funduszu Społecznego i budżetu 

państwa w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego. 
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