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Wprowadzenie

1. Wprowadzenie

Uktady heterocykliczne odgrywaja niezwykle istotna rol¢ w procesie projektowania
nowych lekow. W wielu przypadkach sa integralnymi elementami budowy aktywnych
biologicznie zwiazkow, mimo ze szereg fizjologicznych ligandéw nie zawiera ich w swoich
strukturach chemicznych. PierScienie heterocykliczne warunkuja okreslona aktywnos$¢
farmakologiczna, a takze nasladujac inne cykliczne uklady heteroatomowe, badz grupy
funkcyjne, zapewniaja odpowiednig trwato§¢ oraz wlasciwosci fizykochemiczne pozwalajace
otrzymaé polaczenia o optymalnych parametrach farmakokinetycznych.'

Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny rozwo6j technik syntezy organicznej
sprawia, ze nowoczesna chemia lekow dysponuje aktualnie ogromna liczba ukladéw
heterocyklicznych, zréznicowanych pod wzgledem rodzaju heteroatomu, wielkosci i ilo$ci
pierscieni oraz stopnia nasycenia. Pelnia one w strukturze liganda role fragmentu
rdzeniowego badz podstawnika, decydujac, a czesto zwigkszajac aktywnos¢ biologiczna.

Z punktu widzenia podjgtej w niniejszej rozprawie tematyki szczegolnie interesujace
wydaja si¢ azotowe pierscienie heteroatomowe, tworzace fragment imidowy lub laktamowy.
Uktady tego typu stanowia integralna czg$¢ struktury zwiazkow o zrdéznicowanym wpltywie
na osrodkowy uktad nerwowy. Ich obecnos$¢ jest szczegodlnie widoczna wsrdd potaczen
o aktywnosci przeciwdrgawkowej, a takze zwiazkow dzialajacych antypsychotycznie,
przeciwdepresyjnie i przeciwlgkowo.

Prace prowadzone w$rod zwiazkéw o aktywnos$ci przeciwdrgawkowej maja na celu,
z jednej strony otrzymanie substancji leczniczych pozwalajacych na kontrolowanie r6znych
typoéw napadow padaczkowych, z drugiej zas zwiazkéw posiadajacych mozliwie najmniejsze
dziatania niepozadane, szczego6lnie przy ich dlugotrwatym podawaniu.

Dotychczasowe poszukiwania ,,idealnego” leku przeciwpadaczkowego zaowocowaty
opisaniem szeregu potaczen o silnych wiasciwosciach przeciwdrgawkowych. Do zwiazkow
tych, bardzo czgsto zréznicowanych pod wzgledem budowy chemicznej, naleza m.in.
pochodne kwasu piperydyno-2-karboksylowego,”” acetamidy oraz ich analogi propion-
amidowe tworzace grupe tzw. funkcjonalnych aminokwasow,* > pochodne kwasu y-hydroksy-

mastowego,’ a takze rdznie podstawione semikarbazony.” Wspolnym elementem struktur-

11



Wprowadzenie

ralnym w tego typu zwiazkach sa wiazania amidowe, ktdre mozna uznaé, za jeden
z najwazniejszych fragmentow farmakoforowych. Ugrupowania te sa réwniez obecne
w budowie najnowszych lekéw przeciwpadaczkowych, wsrdéd ktorych wymieni¢ nalezy
retigabine, safinamid, harkoserid, talampanel czy walrocemid.® Z danych literaturowych
wynika, ze wigzania amidowe moga wystgpowac zarowno w postaci wolnej lub jako czgs$¢
pierécienia heterocyklicznego (imidy, laktamy). Wielu Autoréw *'' uznaje wigc piecio- lub
sze$ciocztonowe pierscienie azotowe z jedna lub dwoma grupami karbonylowymi oraz
podstawnikami aromatycznymi, badz alkilowymi jako uktady farmakoforowe dla struktur
charakteryzujacych si¢ aktywnos$cia przeciwdrgawkowa. Cechy te posiada szereg aktualnie
stosowanych lekow przeciwpadaczkowych, jak rowniez potaczen otrzymanych w badaniach
majacych na celu poszukiwanie nowych aktywnych przeciwdrgawkowo substancji chemi-
cznych.

Przykladem zwiazkow spelniajacych powyzsze wymagania strukturalne jest fenytoina
(5,5-difenylohydantoina) oraz jej bliskie analogi mefenytoina, etotoina, a takze zwiazek

o charakterze proleku - fosfenytoina (Ryec. 1).

; O ; 0
NH
HN\[(NH /N\[(NH \/N\[(
o) o

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

o)
2Na* 20;PO__N NH
T
Fosfenytoina (Cerebyx")
Ryec. 1.
Fenytoina zostala zsyntetyzowana w 1908 roku przez Heinricha Biltz’a, a jej
aktywno$¢ przeciwdrgawkowa ustalili Merritt i Putnam w badaniach, ktorych celem bylo

otrzymanie pochodnych fenobarbitalu pozbawionych dziatania sedatywnego.'”? Ocena

zaleznosci pomigdzy struktura 1 aktywnoscia wykazata istotng rolg¢ pierscieni fenylowych
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Wprowadzenie

w potozeniu-5 hydantoiny. Wprowadzenie w ich miejsce dwdch podstawnikéw benzylowych

spowodowato catkowita utrate aktywnosci przeciwdrgawkowej (Rye. 2)."

) (D
° o
() -

HN__ NH HN \[(NH O
o ol
Fenytoina (Phenytoinum") Zwiazek nieaktywny

Ryec. 2.

Glowny mechanizm dziatania fenytoiny 1 innych hydantoin polega na blokowaniu
napieciowo-zaleznych kanaléw sodowych,'*'> przy czym wiaza si¢ one tym silniej, im
czesciej kanaly te sa otwierane w jednostce czasu (use dependence).'® Fenytoina wplywa
rowniez na przewodnictwo wapniowe'’ oraz hamuje o$rodkowa neurotransmisje
pobudzajaca.'® Jest stosowana w terapii napadéw duzych (grand-mal), napadach psycho-
motorycznych i czgsciowych.'”? Do jej dziatan niepozadanych zalicza sie m.in. przerost
dziaset, hirsutyzm i reakcje alergiczne.21 Wsréd bliskich analogow fenytoiny wymieni¢
nalezy mefenytoing i etotoing, ktére z uwagi na wyzsza toksyczno$¢ i mniejsza skutecznos¢
terapeutyczna nie znajduja obecnie zastosowania w lecznictwie. Ciekawa pochodna fenytoiny
jest jej s61 dwusodowa estru kwsu fosforowego - fosfenytoina (Cerebyx™) (Rye.1). Ten
prolek, dzigki dobrej rozpuszczalnosci w wodzie nadaje si¢ do stosowania pozajelitowego
1 jest pozbawiony szeregu dzialan niepozadanych zwiazanych z parenteralnym podaniem
fenytoiny. W ustroju fosfenytoina ulega szybkiemu i catkowitemu metabolizmowi do
macierzyste] czasteczki. Reakcja ta ma charakter enzymatyczny 1 jest katalizowana przez
fosfataze tkankowa.** %

Fenytoina jako jeden z podstawowych lekow przeciwpadaczkowych stanowi strukture
modelowa dla szeregu nowych pochodnych zawierajacych w swojej budowie farmakoforowy
uktad hydantoiny. Modyfikacje chemiczne dotycza gidwnie potozenia-3 i1 5 imidazolidyn-2,4-
dionu. Wérdd jej bliskich analogdéw na uwage zastuguje 5-fenylo-5-n-propylo-imidazolidyn-
2,4-dion (Rye. 3), zwiazek charakteryzujacy si¢ wysoka aktywno$cia w tescie drgawek
elektrycznych (MES).*
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Wprowadzenie

(o}

Y

o
EDs, =25 mg/kg (MES)
Ryec. 3.

N

W dalszych badaniach otrzymano szereg aktywnych zwiazkéw, w ktérych w miejsce
pierscieni aromatycznych w potozeniu-5 hydantoiny wprowadzono podstawnik benzyli-

denowy * lub B-tetralonowy.”® Modyfikacje tego typu zilustrowano na Ryc. 4.

)
HN\ﬂ/NH HN\ﬂ/ HN\ﬂ/

o o o

NH NH

EDs, = 59 mg/kg EDs, =39 mg/kg EDs, =28 mg/kg
(MES) (MES) (MES)

NN NH
T

EDsy = 12 mg/kg
(MES)

Ryec. 4.

Kolejna grupe lekow, ktoérych budowa opiera si¢ na uktadzie pirymidyno-2,4,6 (1H,
3H, 5H)-trionu stanowia barbiturany, w$rdd ktorych zastosowanie w terapii padaczki znalazty

fenobarbital (Luminal®) i primidon (Mysoline™) (Rye. 5).

(0] (0]
HN HN
(0] (0]
N \“N
o H H
Fenobarbital (Luminal®) Primidon (Mysoline®)
Ryc. 5.
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Wprowadzenie

Fenobarbital (5-etylo-5-fenylo-pirymidyno-2,4,6 (1H, 3H, 5H)-trion), zostal wprowa-
dzony do lecznictwa w roku 1912.7 Mimo pewnych analogii strukturalnych z fenytoina,
posiada catkowicie odmienny mechanizm dziatania. Nasila on hamujacy wptyw kwasu
y-amino-mastowego (GABA) poprzez allosteryczne oddziatywanie z receptorem GABA,, co
powoduje wydhuzenie czasu otwarcia kanatu chlorkowego i hiperporalyzacj¢ blon komorek
nerwowych.”®*?’ Fenobarbital posiada takze zdolno$¢ blokowania wysoko-napigciowych
kanatow wapniowych (HVA, High Voltage - Activated), w wyniku czego dochodzi do
hamowania uwalniania neuroprzekaznikéw pobudzajacych w réznych strukturach OUN.*
Dodatkowo, zmniejsza on przewodnictwo sodowe 1 zwigksza przepuszczalnos¢ bion
neuronalnych dla jonéw potasowych.”’ Fenobarbital nalezy do lekéw skutecznych w roznych
typach padaczki, niemiej jednak gléwnym wskazaniem sa napady duze i czgSciowe. Podobne
wlasciwosci farmakodynamiczne 1 wskazania terapeutyczne dotycza primidonu, bedacego
pochodna kwasu dezoksybarbiturowego, ktory w ustroju metabolizowany jest do dwoch
aktywnych metabolitow - fenobarbitalu i fenyloetylomalonoamidu.*’

Kolejnymi przyktadami lekéw przeciwpadaczkowych o budowie imidowej sa
pochodne pirolidyno-2,5-dionu: etosuksimid (Zarontin®), mesuksimid (Petinutin®) i fen-
suksimid (Milontin®), a takze ich bliskie analogi trimetadion (Tridione™) i dimetadion
(Eupractone®), ktorych struktura opiera si¢ na uktadzie oksazolidyno-2,4-dionu (Ryec. 6).
Sposrod wymienionych potaczen aktualnie jedynie etosuksimid i mesuksimid posiadaja

istotne znaczenie terapeutyczne.

(0]
>N 0Z N0 S
\ \
Etosuksimid (Zarontin®) Mesuksimid (Petinutin®) Fensuksimid (Milontin®)
(o) N >§O o N >§ o
\ H
Trimetadion (Tridione”™) Dimetadion (Eupractone®)
Ryec. 6.
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Wprowadzenie

Mechanizm dziatania przedstawionych powyzej zwiazkéw polega na blokowaniu nisko-
napigciowych kanatow wapniowych typu T, zlokalizowanych w neuronach wzgoérzowo -
korowych.**?* Leki te charakteryzuja sie waskim spektrum aktywnosci, sa skuteczne
w roznych postaciach padaczki uogélnionej typu petit-mal (napady mate) oraz mtodzienczych
napadach mioklonicznych.”*"** Nalezy podkresli¢, ze w badaniach in vivo etosuksimid byt
nieaktywny w tescie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), bedacego modelem
napadow duzych (grand-mal), natomiast okazat si¢ skuteczny w drgawkach kardiazolowych
(scPTZ), ktore odpowiadaja napadom typu absence. Wprowadzenie pier§cienia aromaty-
cznego w potozenie-3 pirolidyno-2,5-dionu (mesuksimid, fensuksimid), spowodowato, ze leki
te byly aktywne w obu testach (MES i1 scPTZ). Natomiast w przypadku pochodnych
oksazolidyno-2,4-dionu (trimetadionu i dimetadionu), przewazalo dziatanie protekcyjne
w modelu scPTZ.”

Na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat ukazatlo si¢ wiele publikacji begdacych
wynikiem szerokich badan dotyczacych syntezy nowych pochodnych zawierajacych
w swoich strukturach farmakoforowy uktad imidowy. Sposrdéd nich na szczegdlna uwage
zastuguja prace Bailleux’a®* i Vamecq’a,*>*° dotyczace pochodnych o budowie ftalimidowe;.
Wsrdéd otrzymanych zwiazkéw wiele charakteryzowalo si¢ wysoka aktywnoscia przeciw-

drgawkowa (Rye. 7).

o o o
NH,
N fIN N
0 | 0 /EI 0
= H,N = Cl
NH,

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

Rye. 7.

Jednym z najnowszych lekéw przeciwpadaczkowych jest lewetiracetam (Keppra®),
bedacy bliskim analogiem strukturalnym piracetamu (Nootropil® ), leku o dziataniu
nootropowym.’”*® Lewetiracetam jest pochodna pirolidyn-2-onu, ktory to fragment jest

39, 40

roOwniez obecny w jego pochodnych - briwaracetamie (UCB 34714) 1 seletracetamie

(UCB 44212),*"* znajduja si¢ aktualnie w badaniach klinicznych (Rye. 8)."
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&o
N
\\\\w\“n/NHz
H
(e}
(\A\ & Briwaracetam
(0] ‘
Tﬁf :
(0]

F>7

Piracetam Lewetiracetam F &
N o
\\wWNHZ
: (0]
Seletracetam
Ryec. 8.

Lewetiracetam, (-)-(S)-a-etylo-2-okso-1-pirolidyno-acetamid, w badaniach in vivo byt
nieaktywny w testach MES i scPTZ, natomiast charakteryzowal si¢ znaczna skutecznoscia
w drgawkach rozniecanych, audiogenicznych, pilokarpinowych i kainowych.*** Lek ten
posiada catkowicie nowy mechanizm dzialania, jest ligandem btonowego biatka pecherzykow
synaptycznych (SV2A), ktére odpowiada za regulowanie procesu egzocytozy i uwalniania
neuroprzekaznikow.*®*’ Sugeruje si¢ rowniez jego oddziatywanie na kanaly potasowe oraz
wysoko-napieciowe kanaly wapniowe.”* Lewetiracetam jest skuteczny w mlodzienczej
padaczce mioklonicznej, w napadach czesciowych nieuogdlnionych i wtornie uogoélnionych,
w napadach nieswiadomosci, atonicznych oraz padaczce lekoopornej.” Ponadto wykazuje
dziatanie przeciwdepresyjne i anksjolityczne.”” !

Kolejnym przyktadem zwiazku o aktywnosci przeciwdrgawkowej, w ktorego

strukturze wystepuje fragment cyklicznego amidu, jest pochodna 1,5-dihydro-2H-imidazol-2-
onu - AWD 131-138 (Rye. 9).

(o]

)
A PN

0]

Ryc. 9. AWD 131-138
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Wprowadzenie

Zwiazek ten charakteryzuje si¢ aktywno$cia w drgawkach elektrycznych (MES)
1 kardiazolowych (scPTZ), a ponadto hamuje drgawki audiogeniczne. Mechanizm dziatania
AWD 131-138 wiaze si¢ z czeSciowym pobudzeniem receptorow benzodiazepinowych,
z czego wynika rowniez jego aktywnos¢ anksjolityczna.™> >

Fragment imidowy Ilub cykliczny amid wystgpuja nie tylko wsrod zwiazkow
dziatajacych przeciwdrgawkowo, ale rowniez stanowia wazne elementy strukturalne w lekach
przeciwpsychotycznych, co dotyczy szczeg6lnie badan w grupie nowych atypowych
neuroleptykow. Zwiazki te w odroznieniu od lekow konwencjonalnych (m. in. haloperidolu),
charakteryzuja si¢ lepsza tolerancja, brakiem lub nieznacznymi objawami ze strony uktadu
pozapiramidowego, wigksza skutecznoscia w redukowaniu objawdéw negatywnych i1 zaburzen
poznawczych.”*>® Korzystny profil terapeutyczny jest wynikiem ich mechanizmu dziatania,
ktory polega na silniejszym blokowaniu receptoréw serotoninowych 5-HT, (gtownie podtypu
5-HTa) niz dopaminowych D,, podczas gdy efekt leczniczy klasycznych neuroleptykow
zwiazany jest z antagonizowaniem gléwnie receptoréw D,.>"
Jednym z atypowych neuroleptykow, wprowadzonym do lecznictwa w latach 90-tych

przez firme Janssen Pharmaceuticals jest risperidon (Risperdal®), w ktorego strukturze

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

(Rye. 10).”
(0}
g F
O
\
N—O

Ryc. 10. Risperidon (Risperdal®)

W wyniku prowadzonych badan otrzymano szereg jego analogow, wsrod ktorych na uwage
zastluguja okaperidon - pochodna o zwigkszonej aromatycznosci i1 paliperidon, bedacy

9-hydroksylowa pochodna macierzystego leku (Rye. 11).

— o 0

\ N F N F

Q\N / NO_(@ HOQ\N p NQ—(Q
N—0O N—0O

Okaperidon Paliperidon
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Wprowadzenie

Zwiazki te charakteryzuja si¢ dzialaniem przeciwpsychotycznym, a paliperidon jest aktualnie
przedmiotem badan klinicznych, ktorych wstgpne wyniki wskazuja na korzystniejszy profil
leczniczy w stosunku do referencyjnego risperidonu. ®*¢' Dalsze modyfikacje struktury
risperidonu w obregbie uktadu benzoizoksazolu, przy jednocze$nie zachowanym fragmencie
4H-pyrido[1,2-a]pirymidyn-4-onu wptynely na zmiang profilu aktywnosci z przeciw-
psychotycznej na uspokajajaca, co obserwowano w przypadku pirenperonu i lusaperidonu

(Rye. 12).

0 O (0]
N . N

Pirenperon Lusaperidon

Rye. 12.

Sertindol (Serlect™), to kolejny przyklad neuroleptyku, ktory w swojej strukturze
posiada pigciocztonowy uktad imidazolidyn-2-onu (Ryc. 13).

[ w

Cl N
Qj/@/\/ \\g
|
N

Ryc. 13. Sertindol (Serlect”™)

Zostal on otrzymany w wyniku badan majacych na celu poszukiwanie nowych potaczen
o aktywnosci neuroleptycznej w grupie pochodnych 1-(4-fluorofenylo)-1H-indolu.** Badania
te byly prowadzone w oparciu o wczesniejsze doniesienia wskazujacych na wysoka
aktywnos$¢ przeciwpsychotyczna pochodnych 1-fenylo- lub 3-fenylo-indanu posiadajacych

6363 Jednak dopiero

w strukturach ugrupowania piperazynowe, piperydynowe lub pirydynowe.
wprowadzenie uktadu imidazolidyn-2-onu potaczonego z pierScieniem piperydynowym
poprzez tacznik etylenowy pozwolito otrzymac silny i skuteczny lek przeciwpsychotyczny -

sertindol.
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Badania ostatnich lat wskazuja na istnienie funkcjonalnej zaleznosci pomigdzy
receptorami serotoninowymi 5-HT,4 1 5-HT;a. Stwierdzono, ze pobudzenie receptoréw
5-HT;» powoduje podobny efekt jak antagonizm 5-HT,A.°° Dlatego tez, receptory 5-HTi,
stanowia jeden z obiecujacych celow molekularnych, branych pod uwage w projektowaniu
nowych neuroleptykow, a zwiazki, ktére jednoczesnie blokuja receptory D, i pobudzaja
receptory 5-HT;, zastluguja na szczegdlna uwage jako nowe atypowe neuroleptyki.
Pierwszym lekiem o takim mechanizmie dziatania byt tiospiron, bedacy pochodna 8-aza-

spiro[4.5]dekano-7,9-dionu, ktory otrzymano w firmie Bristol-Meyers (Rye. 14).°’
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Ryec. 14.

Zostal on zsyntetyzowany jako analog buspironu, w ktérym w miejsce ugrupowania
pirymidynylowego przy azocie piperazyny umieszczono uklad benzoizotiazolu. Tiospiron
mimo, ze nie wprowadzono go do lecznictwa, zostat uznany za struktur¢ modelowa dla wielu
nowych atypowych neuroleptykow.®® Efektem tych badaf bylo otrzymanie przez japofiska
firm¢ Sumitomo Pharmaceuticals, Co. Ltd nowego leku przeciwpsychotycznego drugiej
generacji - perospironu (Lullan®). Lek ten zsyntetyzowano wprowadzajac w miejsce 8-aza-
spiro[4.5]dekano-7,9-dionu,  bicykliczny uktad  heksahydro-1H-izoindo-1,3(2H)-dionu
(Ryc. 15).

Ryc. 15. Perospiron (Lullan®)
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Analiza zalezno$ci struktura - aktywno§¢ wykazata, ze bicykliczny imid zwigksza istotnie
powinowactwo leku do receptoréw 5-HT5.% " Wyniki te przyczynity si¢ do dalszych badan,
dzieki ktorym otrzymano szereg jego analogdéw o zblizonej aktywnosci receptorowej.’”’
Jednym z takich zwiazkow jest lurasidon (SM-13496), bedacy aktualnie w badaniach
klinicznych.”” W pochodnej tej tancuch butylenowy zostal wbudowany w pierscien
cykloheksanu, a fragment imidowy tworzy uktad heksahydro-2H-4,7-metanoizoindol-1,3-
dionu (Ryec. 16).

Ryc. 16. Lurasidon (SM-13496)

Kolejnym analogiem tiospironu jest ziprasidon (Zeldox™)” - zwiazek, w ktorym

fragment imidowy zastapiono pierscieniem 1,3-dihydro-2H-indol-2-onu (Rye. 17).
0]
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Ryc. 17. Ziprasidon (Zeldox™)

Charakteryzuje si¢ on silniejszym dziataniem antagonistycznym w stosunku do receptoréw
serotoninowych 5-HT,, niz D, dopaminowych, a takze cze$ciowym agonizmem 5-HT,."*
Jest dobrze tolerowany, a dopiero przy dtuzszym stosowaniu obserwowano nieznaczne efekty
pozapiramidowe. Ponadto nie stwierdzono istotnego przyrostu masy ciata, co jest jednym
z powazniejszych i bardziej uciazliwych dziatan niepozadanych atypowych neuroleptykow.”
Znaczna aktywnos$¢ przeciwpsychotyczna wielu analogéw tiospironu powoduje, ze
pochodne te stanowia nadal jeden z wiodacych obszaréw poszukiwania nowych lekow
neuroleptycznych. Potwierdzeniem tego faktu sa badania prowadzone w firmie Solvay and

Wyeth w wyniku, ktorych otrzymano zwiazek SLV-310 (Rye.18) - pochodna ftalimidowa
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zawierajaca w swojej strukturze zmodyfikowane fragmenty obecne w budowie haloperidolu,
znanym neuroleptyku, jak i selektywnym inhibitorze wychwytu zwrotnego serotoniny -
indalpinie. Tak zaprojektowana substancja taczy wlasciwosci blokowania receptorow D,
z selektywnym hamowaniem wychwytu zwrotnego serotoniny, a zwiazki o tym mechanizmie
dzialania stanowia obecnie ciekawy kierunek poszukiwania nowych lekow przeciw-
psychotycznych.”®” Aktualnie SLV-310 znajduje si¢ w drugiej fazie badan klinicznych

w leczeniu schizofrenii, ponadto wskazuje si¢ na jego potencjalna skuteczno$¢ w chorobie

dwubiegunowej.
F
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Ryc. 18. SLV-310

Podobnie jak w przypadku lekow neuroleptycznych pigcio- lub sze$ciocztonowe
uktady imidowe i1 laktamowe stanowia wazne elementy budowy wielu lekow przeciw-
depresyjnych i anksjolitycznych. Obecnie najwigksze znaczenie terapeutyczne w leczeniu
depresji odgrywaja selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny (SSRI - Selective
Serotonin Reuptake Inhibitors) oraz wprowadzone do lecznictwa w latach 90-tych inhibitory
wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI - Serotonin/Noradrenaline Reuptake
Inhibitors). Natomiast, w$réd anksjolitykéw dominujaca pozycje zajmuja benzodiazepiny

wykorzystywane w krotkotrwatej terapii stanow Igkowych. Niemniej jednak stosowanie
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zardwno SSRI, jak i benzodiazepin ograniczajaq liczne dziatania niepozadane, a najwazniejsze
z nich to zaburzania funkcji seksualnych, apetytu, snu, a takze uzaleznienie psychiczne,
oszolomienie i ograniczenie sprawnosci intelektualnej.**™ Dlatego tez, w poszukiwaniu
nowych lekow przeciwlgkowych 1 przeciwdepresyjnych duze nadzieje wiaze si¢ z tzw.
azapironami, ktére pozbawione sa ww. dzialan niepozadanych. Pierwszym lekiem tego typu
byt buspiron (Buspar™), pochodna 8-azaspiro[4.5]dekano-7,9-dionu, ktory zostal wprowa-
dzony do lecznictwa w 1986 roku przez firmg Bristol-Meyers (Ryc. 19).

o
hN/\/\/N
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N
Ryec. 19. Buspiron (Buspar®)

Lek ten otrzymano w wyniku badan majacych na celu poszukiwanie nowych zwiazkéw
przeciwpsychotycznych w  grupie N-(4-arylopiperazyn-1-ylo)-alkilowych pochodnych
cyklicznych imidow.**® Niemniej jednak, mimo pozytywnych testow na zwierzetach,
pozniejsze badania kliniczne nie potwierdzity jego dziatania neuroleptycznego,* stwierdzono
natomiast, ze posiada on silne wtasciwosci przeciwlgkowe 1 przeciwdepresyjne.87’ 8 Zaréwno
buspiron jak i inne potaczenia zaliczone do azapirondéw charakteryzuja si¢ wysoka selekty-
wnoscia w stosunku do somatodendrytycznych receptorow 5-HT 4.

Buspiron, ktérego wprowadzenie do lecznictwa bylo przetomem w farmakoterapii
leku, stal si¢ struktura modelowa dla wielu nowych niebenzodiazepinowych anksjolitykow.
Wirod szeregu azapironéw, otrzymanych jako analogi buspironu wymienié nalezy gepiron,®
zalospiron,”” ipsapiron, tandospiron,”’ sunepitron i WY-48723 (Ryc. 20). W pordéwnaniu do
buspironu, jego pochodne charakteryzuja si¢ znacznie wyzszym powinowactwem i selekty-
wnoscia w stosunku do receptorow 5-HTa, jednak podobnie jak on sa szybko metabolizm-
wane do 1-(pirymidyn-2-ylo)-piperazyny (1-PP), bgdacej silnym antagonista receptoréw o;-
adrenergicznych.”” > Wykazano, ze 1-PP odpowiada za wzmocnienie o$rodkowej neuro-
transmisji noradrenergicznej, ktéra to nadaktywnos$¢ jest brana pod uwage jako jedna

z przyczyn leku.”
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Ryec. 20. Struktury wazniejszych azapironéw

Dlatego tez, dalsze badania miaty na celu otrzymanie potaczen, ktorych biotransformacja nie
prowadzitaby do tworzenia 1-PP. W wyniku tych badan otrzymano alnespiron (Ryec. 21),
zwiazek, w ktorym fragment pirymidyn-2-ylo-piperazyny zastapiono podstawnikiem
5-metoksy-N-propylo-chromano-3-aminowym. Pochodna ta w odrdznieniu od buspironu

i jego analogdw nie wplywa na receptory op-adrenergiczne.”

xF

Ryec. 21. Alnespiron
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Alnespiron dzialajac przeciwlgkowo i przeciwdepresyjne, jednocze$nie charakteryzuje sig
korzystna farmakokinetyka, dlatego tez moze sta¢ si¢ kandydatem na nowy lek w terapii
depresji i leku.”®*” Podobne badania wérdéd pochodnych azapironéw prowadzone sa w wielu
osrodkach naukowych na $wiecie. Proponowane modyfikacje chemiczne polegaja przede
wszystkim na wprowadzeniu roéznie podstawionych uktadow imidowych do fragmentu
1-butylo-4-arylopiperazyny. W wyniku tych badan otrzymano szereg polaczen begdacych
silnymi ligandami receptoréw 5-HT;a, z ktérych wiele posiadalo aktywnos$¢ przeciw-
depresyjna lub/i anksjolityczna.”®'* Struktury oraz wartoéci statych wiazania (K;) dla

wybranych zwiazkow przedstawiono na Rye. 22.
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Ryec. 22.

Cykliczny amid wbudowany w pierscien triazolowy jest rdwniez obecny w strukturach
takich lekéw przeciwdepresyjnych jak trazodon (Trittico™) oraz jego bliski analog -

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

Leki te, pomimo analogii strukturalnych do azapironéw, charakteryzuja si¢ calkowicie
odmiennym mechanizmem dzialania, ktéry polega na hamowaniu wychwytu zwrotnego
serotoniny 1 noradrenaliny z przestrzeni synaptycznej oraz blokowaniu postsynaptycznych
receptorow 5-HT,a. Ponadto stwierdzono, ze nefazodon jest rowniez relatywnie silnym
antagonista receptora a;-adrenergicznego.'*> '

Jedna z teorii patogenezy depresji 1 leku jest koncepcja dotyczaca zaburzenia
roOwnowagi hormonalnej osi przysadka - podwzgorze - nadnercza. Ustalono, ze stanom
depresyjnym i lgkowym towarzyszy zwigkszenie poziomu kortyzolu oraz nasilona aktywnos$¢
podwzgoérzowego hormonu CRH (Corticotropin - Releasing Hormon) 1 czynnika - CRF
(Corticotropin - Releasing Factor), ktore pobudzaja uwalnianie kortykotropiny (ACTH).'®®
Dlatego tez, nowa strategia leczenia depresji 1 leku moze polega¢ na normalizowaniu funkcji
wspomnianej osi m.in. przez zmniejszenie aktywnosci CRH i CRF.'%

Przykladem takiego podejscia sa zwiazki blokujace osrodkowe receptory CREF.
Pierwotnie byly to polaczenia o budowie peptydowej, ktore ze wzgledu na wysoka
hydrofilowo$¢ posiadaty ograniczona zdolno$¢ wchtaniania z jelit 1 staba penetracje przez
barierg krew - mozg.'*” 1% Biorac to pod uwage, w wyniku dalszych prac otrzymano bardziej
lipofilowe potaczenia o budowie heterocyklicznej, sposrod ktorych wiele posiada w swojej

109

strukturze uktady laktamowe. ~ WS$rdd nich nalezy wymieni¢ pochodne 1,2-dihydro-3H-

pirazol-3-onu, bgdace antagonistami receptorow CRF (Ryec. 25).
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Ryec. 25. Antagonisci receptorow CRF

Zwiazki te pomimo niskiego powinowactwa receptorowego daty poczatek dalszym badaniom,
w wyniku, ktorych otrzymano szereg potaczen zawierajacych w swoich strukturach dwu-
pierscieniowe uktady 3,4-dihydropyrido[2,3-b]pirazin-2(1H)-onu, charakteryzujace si¢ nano-

molowym powinowactwem do receptorow CRF-1 (Rye. 26).''* !
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Ryc. 26. Antagonisci receptorow CRF-1

Kolejna pochodnag 1,2-dihydro-3H-1,2,4-triazol-3-onu jest aprepitant (MK-896)
(Ryec. 27), lek zarejestrowany jako $rodek zapobiegajacy nudno$ciom i wymiotom towarzy-
szacym chemioterapii, bedacy selektywnym antagonista receptorow NK;.''*'* Biorac pod
uwage doniesienia wskazujace na zaangazowanie neurokinin w patomechanizmie depresji,

zwiazek ten jest aktualnie przedmiotem drugiej fazy badan klinicznych w leczeniu depresji.'™*
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Rye. 27. Aprepitant (MK-896)

Pigciocztonowy uklad pirolidyn-2-onu obecny jest rowniez w strukturze kolejnego
z nowych lekéw przeciwdepresyjnych - rolipramie, bedacego selektywnym inhibitorem
fosfodiesterazy (PDE4), enzymu odpowiedzialnego za rozktad cAMP (Ryec. 28). Zwiazek ten
w badaniach przedklinicznych charakteryzowat si¢ silnym dziataniem przeciwdepresyjnym,
niemniej jednak, jego wykorzystanie w terapii moga ograniczy¢ obserwowane dzialania

Lo 115,116
niepozadane.
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Ryec. 28. Rolipram

Fragment cyklicznego amidu jest waznym elementem strukturalnym wystgpujacym
wsrod potaczen o przewazajacej aktywnosci anksjolitycznej, stosowanych w réznych stanach
lekowych, w tym takze o charakterze uogdlnionym (GAD - Generalized Anxiety Disorder).
Szczegodlnie intensywne badania prowadzone sa wsrod zwiazkow nasilajacych aktywnos$é
osrodkowego uktadu GABA-ergicznego, pozbawionych dzialania sedatywnego. Punktem
wyjscia, bylo poznanie funkcji poszczegdlnych podtypow receptora GABA,. Ustalono, ze
miejscem wigzania tego typu zwiazkow sa receptory GABA,, zlozone z pod-jednostek B iy
oraz jednej z czterech domen A. W badaniach radioreceptorowych ustalono, ze za dziatanie
przeciwlgkowe odpowiedzialne sa receptory GABAA z podjednostka A;, za$ za dzialanie

117-120
M

sedatywne z Biorac pod uwagg powyzsze wyniki, otrzymano m.in. pagoklon,
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pochodna cyklopirolonu, ktéory w strukturze posiada dwa glowne fragmenty - uklad 1H-

izoindol-1-onu i potaczona z nim 7-chloro-1,8-naftyrydyne (Rye. 29).

AN & o

Pagoklon 5’- Hydroksy-pagoklon
Rye. 29.

Pagoklon jako czeSciowy agonista receptorow GABA, dziata przeciwlgkowo, jednak
powoduje sedacje. Jako anksjolityk dotart do IIl fazy badan klinicznych w leczeniu GAD,
ktore przerwano ze wzgledu na brak przekonujacych wynikow terapeutycznych. Szczegdétowe
badania farmakodynamiczne wykazaty, Ze za jego efekt leczniczy odpowiada gtownie czynny

metabolit macierzystej czasteczki, 5°- hydroksy-pagoklon.'!
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Rye. 30.
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Kolejnymi przyktadami zwiazkoéw, bedacych bliskimi analogami pagoklonu, sa
suriklon i zopiklon (Imovane®) (Rye. 30). Modyfikacje strukturalne w tej grupie potaczen
polegaly na zastapieniu uktadu 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. Zwiazki te, sa nieselektywnymi agonistami poszczegélnych podtypow
receptora GABAL.'»'# Na uwage zastuguje fakt, ze badania farmakodynamiczne
poszczegdlnych enancjomerdéw zopiklonu zaowocowaty wprowadzeniem do lecznictwa jego
formy lewoskretnej - eszopiklonu (Lunesta™). Stwierdzono roéwniez, ze w trakcie meta-
bolizmu powstaja aktywne metabolity, z ktorych S-desmetylo-zopiklon posiada silniejsze
dziatanie anksjolityczne od macierzystego leku.'*

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

lekiem o budowie imidowej jest talidomid (Rye. 31).

(o)

IIN
(0] N 0
H

o

Ryec. 31. Talidomid

Ta pochodna ftalimidu z pier$cieniem glutarimidowym, przez wiele lat uwazana byla za jeden
z najbezpieczniejszych srodkow uspokajajacych, ktory nie powodowat zatru¢ nawet w przy-
padku przedawkowania. Dlatego tez w latach 60-tych byt czgsto podawany kobietom w ciazy.
Dos¢ szybko okazato sig, ze dziata on silnie teratogennie, co bylo przyczyna kalectwa wielu
dzieci urodzonych w tym okresie. Talidomid wycofano z lecznictwa i na dtugie lata starano
si¢ 0 nim zapomnie¢. Jednak z koncem lat 90-tych zaczal na nowo przezywaé swoj
»comeback”, poniewaz poddany ponownym badaniom okazatl si¢ zwiazkiem silnie
hamujacym syntez¢ czynnika martwicy nowotwordw TNF-o (Tumor Necrosis Factor),
bedacego jedna z gtownych cytokin bioracych udzial w odpowiedzi zapalne;j. Istnieje zatem
prawdopodobienstwo, ze potencjalnie bedzie go mozna stosowa¢ m.in. w leczeniu chorob
reumatycznych, stwardnienia rozsianego oraz rumieniu guzowatym. ' '2°

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze mate heterocykliczne uktady imidowe i lakta-

mowe sa waznymi elementami strukturalnymi, szeroko reprezentowanymi wsrod zwiazkow

1 lekéw dziatajacych w obrgbie osrodkowego uktadu nerwowego, a ponadto jak wynika
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z tematyki niniejszej rozprawy, odgrywaja wazna rolg¢ w strukturach zwiazkéw charaktery-

zujacych sig aktywnoscia przeciwdrgawkowa.
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2. Zatozeniai cel badan

Na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat obserwowany jest znaczny postep w farmako-
terapii padaczki, lecz pomimo wprowadzenia do lecznictwa szeregu nowych lekow
przeciwpadaczkowych, nadal u okoto 30% chorych nie mozna skutecznie opanowac
napadow. Ponadto leki te obarczone sa szeregiem dziatan niepozadanych, z ktorych
najpowazniejsze dotycza zmian w obrazie krwi, hepatotoksycznosci i teratogennosci.”’ Nowa
generacja lekow, do ktorej zaliczy¢ mozna migdzy innymi lamotriging, gabapentyng,
lewetiracetam 1 pregabaling, chociaz lepiej tolerowana, nie zmienila jednak znaczaco liczby
chorych odpowiadajacych pozytywnie na stosowana terapig. Ciagle wigc istnieje duze
zapotrzebowanie na nowe leki, skutecznych u wigkszej liczby chorych, w réznych typach
napadow, lepiej tolerowanych i pozbawionych niejednokrotnie groznych dla Zycia dziatan
niepozadanych.'?’'#

Padaczka jest heterogennym zespotem, w ktérego patogenezie bierze udzial szereg
czynnikow takich jak: spadek poziomu kwasu y-aminomastowego lub/i zwigkszona
aktywno$¢ uktadu glutaminergicznego, badz tez zaburzenia w obrgbie przewodnictwa jonow
sodu, wapnia 1 potasu. Roéznorodno$¢ celow molekularnych, nie zawsze w pelni
sprecyzowanych, utrudnia ustalenie jednoznacznego mechanizmu dziatania lekow
przeciwpadaczkowych. Dlatego poszukiwania nowych aktywnych przeciwdrgawkowo
zwiazkow, a w konsekwencji nowych lekéw, prowadzone sa w dwoch glownych kierunkach.
Pierwszy to modyfikacje struktur o ustalonej pozycji w terapii. Wymieni¢ tutaj mozna migdzy
innymi analogi kwasu walproinowego,"?® fenytoiny,'*! karbamazepiny,'** i felbamatu.'*
Drugi kierunek obejmuje syntezg¢ catkowicie nowych struktur, niejednokrotnie o bardzo
zrdéznicowanej budowie chemiczne;.

36,37, 134, 135 . -
37134135 hrowadzi badania

Biorac pod uwagg powyzsze doniesienia, wielu Autorow
majace na celu ustalenie elementow strukturalnych odpowiedzialnych za dziatanie
przeciwdrgawkowe. Na podstawie tych badan opracowano szereg modeli farmakoforowych,

umozliwiajacych racjonalne projektowanie nowych aktywnych przeciwdrgawkowo potaczen.
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Jednym =z istotnych fragmentow strukturalnych sa 5- lub 6-cztonowe uktady
heterocykliczne z atomem azotu, tworzace zwykle imidy lub laktamy, ponadto pierscienie
aromatyczne stanowiace cze¢s¢ hydrofobowa czasteczki oraz ugrupowania karbonylowe

umozliwiajace tworzenie wigzan wodorowych.

W Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ CM od lat prowadzone sa badania w grupie
pochodnych imidu kwasu bursztynowego jako potaczen o potencjalnej aktywnosci
przeciwdrgawkowej. Dotycza one projektowania i syntezy nowych zwiazkow, posiadajacych
rézne ugrupowania przy imidowym atomie azotu oraz w potozeniu-3 pierscienia pirolidyno-
2,5-dionu. Wsrod tego typu potaczen otrzymano wiele aktywnych zwiazkéw, ktorych
warto$ci dawki efektywnej (EDsp) byly poréwnywalne do EDsy znanych lekoéw przeciw-
padaczkowych.?*13®
Z kolei, biorac pod uwage liczne doniesienia literaturowe dotyczace aktywnosci

139-141 \ ostatnich latach

przeciwdrgawkowej spirocyklicznych pochodnych sukcynimidu,
otrzymano szereg nowych 2-azaspiro[4.4]nonano- oraz [4.5]dekano-1,3-dionow,
posiadajacych przy imidowym atomie azotu roznie podstawione ugrupowania fenylowe,
benzylowe 1 pirydylowe. Wstepne badania farmakologiczne wykazaty, ze wigkszo$¢ tego
typu zwiazkéw charakteryzuje si¢ aktywnos$cia w drgawkach wywolanych pradem
elektrycznym (MES) lub/i podskornym podaniem kardiazolu (scPTZ).'**'** Struktury

1 aktywnos¢ przyktadowych azaspiranéw przedstawiono na Ryc. 32.

o) o) o)
N N N
0 N 0 0
/ N\y—cCH, CF,

F,C
100 mg/kg, MES 100 mg/kg, MES 100 mg/kg, MES
300 mg/kg, scPTZ 100 mg/kg, scPTZ 300 mg/kg, scPTZ

Ryec. 32. Struktury wybranych aktywnych pochodnych azaspiranéw

Dalsze badania prowadzone w grupie N-benzylowych pochodnych wykazaly, ze
zastapienie grupy metylenowej (-CH;-) taczacej azot imidowy z pier§cieniem aromatycznym,
ugrupowaniem iminowym (-NH-) powoduje istotny wzrost aktywnosci. Wyznaczona warto$¢

EDsy w teScie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) dla N-fenyloamino-2-azaspiro
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[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A) wynosita 76,21 mg/kg, podczas gdy jego analog metylenowy
byt nieaktywny (Rye. 33). Uzyskane wyniki wskazuja na wazna rol¢ wigzania iminowego

w aspekcie aktywnosci tego typu polaczen.'*

0] CH, @) NH
Zwiazek nieaktywny Zw. A
EDs = 72,61 mg/kg
(MES)

Ryec. 33. Struktura modelowego zwiazku A

Kontynuujac badania majace na celu poszukiwanie nowych aktywnych
przeciwdrgawkowo substancji chemicznych oraz biorac pod uwage aktywnos$¢ N-fenylo-
amino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, zaplanowano syntez¢ biblioteki zwiazkéw, dla
ktorych modelowa struktura stanowi prezentowany zw. A (Ryc. 33). Modyfikacje tej
pochodnej w pierwszej kolejnosci dotyczyly wprowadzenia elektrono-akceptorowych (Br, CI)
lub elektrono-donorowych (CHj;) podstawnikow w polozenie-2, -3 lub -4 pierScienia
aromatycznego, a nastgpnie zastgpienia pierscienia cyklopentanu uktadem cykloheksanu

(seria I) (Ryc. 34).

W kolejnym etapie badan postanowiono wprowadzi¢ w miejsce uktadow spiranowych,
podstawniki alkilowe (seria II), otrzymujac pochodne, ktore moga by¢ uwazane za analogi
azaspiranéw z otwartym lub/i zdegradowanym pierscieniem cykloalkilowym.

W dalszych badaniach postanowiono przeprowadzi¢ synteze bicyklicznych pochodnych
heksahydroizoindo-1,3-dionu, w ktorych pier§cien cykloheksanu oraz uktad sukcynimidu
posiadaja dwa wspdlne atomy wegla (seria III).

W celu sprawdzenia roli, jaka odgrywa uktad spiranowy w aktywno$ci przeciw-
drgawkowej azaspirandw, zaprojektowano seri¢ analogow, w ktérych w miejsce wspomnia-
nego ugrupowania wprowadzono podstawnik cykloheksylowy o duzej swobodzie rotacyjnej

(seria IV).
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W ostatnim etapie prac postanowiono wykona¢ syntezg serii N-fenyloaminowych
pochodnych 3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu, w celu zbadania wptywu zwigkszonej aromaty-

cznos$ci na aktywno$¢ przeciwdrgawkowa tego typu potaczen (seria V).

S ERIA
]} v Vv

Bﬁuaﬁ G Ow G

5?\ )

2-CH3
3-CH3

% (0]
N, R 4-CHs
(@] N ~e——
)’éx H 2-Cl

S ER

3-Cl
4-Cl
2,4-Cl
4-Br

Ryec. 34. Struktury zwiazkoéw bedacych przedmiotem prezentowanych badan

Otrzymane zwiazki zostana przekazane do wstgpnych badan farmakologicznych in
vivo w ramach amerykanskiego programu poszukiwania nowych lekéw przeciw-
padaczkowych Antiepileptic Drug Development (ADD). Otrzymane wyniki pozwola na
badania zalezno$ci pomiedzy struktura, a dziataniem oraz umozliwia ustalenie elementow
strukturalnych istotnych dla aktywnos$ci przeciwdrgawkowej. Dla wybranych aktywnych
zwiazkoOw przewidziano badania radioreceptorowe in vitro majace na celu ustalenie
prawdopodobnego mechanizmu dzialania. Biorac pod uwage, ze szereg Ilekow
przeciwpadaczkowych oddziatuje na neuroprzekaznictwo gabaergiczne, jak rowniez fakt, ze
wiele z nich wptywa na przemieszczanie jondw wapniowych, dla wybranych pochodnych
postanowiono wyznaczy¢ powinowactwo do receptorow GABA, 1 napigciowo-zaleznych
kanatéw wapniowych.

Majac na uwadze istotna role, jaka odgrywaja wlasciwosci lipofilowe w aktywnosci

biologicznej, w kolejnym etapie badan przewidziano wyznaczenie lipofilowosci dla
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wszystkich otrzymanych zwiazkéw, stosujac eksperymentalne metody chromatograficzne
w ukladzie faz odwréconych (RP - Reversed Phase), tj. technik¢ chromatografii
cienkowarstwowej (RP-TLC) 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC).
Otrzymane wyniki pozwola na ustalenie zaleznosci pomigdzy lipofilowoscia 1 budowa
chemiczna, a takze na ocenge wpltywu wiasciwosci lipofilowych na aktywnos$¢ przeciw-

drgawkowa badanych potaczen.
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3. Badania chemiczne

Realizujac cel niniejszej rozprawy otrzymano seri¢ pigcdziesigciu dziewigciu nowych
pochodnych 3-podstawionego sukcynimidu, ktérych niezmiennym elementem byl uktad
pirolidyno-2,5-dionu posiadajacy przy imidowym atomie azotu ugrupowanie fenyloaminowe.

Syntez¢ produktéw wyjsciowych 1 zaprojektowanych potaczen przeprowadzono
w oparciu o metody opisane w pisSmiennictwie, wprowadzajac pewne modyfikacje wtasne.
Finalne zwiazki otrzymano w reakcji cyklokondensacji odpowiednich kwaséow dikarboksy-

lowych badz bezwodnika kwasowego z pochodnymi fenylohydrazyny.

3.1. Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu
(1-16)

Biorac pod wuwage aktywno$¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloamino-2-azaspiro
[4.4]nonano-1,3-dionu, bedacego struktura modelowa planowanych potaczen, w pierwszym
etapie prac otrzymano seri¢ jego bliskich analogéw z réznymi podstawnikami w obszarze
aromatycznym oraz pochodne, w ktorych w miejsce uktadu cyklopentanu wprowadzono
pierscien cykloheksanu.

Substratami do syntezy serii azaspiranow byly kwasy: 1-karboksy-1-cyklopentano-
octowy (I) i I-karboksy-1-cykloheksano-octowy (II), otrzymane w oparciu o metody opisane
w literaturze.'** " Synteza tego typu pochodnych byta prowadzona wykorzystujac reakcje
Knoevenagel’a, ktora polega na kondensacji odpowiednio cyklopentanonu lub
cykloheksanonu z cyjanooctanem etylu w obecnos$ci mieszaniny octanu amonu i lodowatego
kwasu octowego jako katalizatorow. W wyniku tej reakcji otrzymuje si¢ odpowiedni ester
etylowy kwasu 2-cykloalkilideno-2-cyjanooctowego, ktory ulega addycji z cyjankiem potasu
tworzac odpowiedni 1-(cyjanocykloalkilo)-cyjanooctan etylu. Produkty te poddane wielo-

godzinnej hydrolizie w st¢zonym kwasie solnym, tworza odpowiednie kwasy dikarbo-
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ksylowe. Zwiazki I 1 II otrzymano z wydajno$ciami wynoszacymi okoto 60%. Syntezg¢ oraz

struktury kwasow dikarboksylowych (I, IT) przedstawiono na Schemacie 1.

0
(CHy)n a (CH)NO
+ —_—

CN
b
(CHyno c (CHy)n
COOH
o™
NC HOOC
CN COOH
-CO,
Odczynniki i warunki reakcji:
a - octan amonu, lodowaty kwas octowy, benzen, (CH,)n
temp. wrzenia, 16 h;
b - KCN, MeOH, temp. pokojowa, 48 h; COOH
¢ - 36% HCI, temp. wrzenia, 24-48 h; HOOC
I -n=1
Il-n=2

Schemat 1. Synteza kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego (I) i 1-karboksy-1-cykloheksano-
octowego (II)

Finalne zwiazki 1-16 otrzymano w reakcji cyklokondensacji réwnomolowych ilosci
wyjsciowego kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego (I) Iub 1-karboksy-1-cyklo-
heksano-octowego (II) z odpowiednimi pochodnymi fenylohydrazyny. Reakcje powadzono
ogrzewajac wodna zawiesing kwasu dikarboksylowego ze stechiometryczna ilo$cia aminy
z réwnoczesnym oddestylowaniem wody. Po catkowitym usunigciu wody mieszaning
reakcyjna utrzymywano w temperaturze okoto 180°C przez 1 godzing. Otrzymane zw. 1-16
krystalizowano z izopropanolu, a nastepnie oczyszczano wykorzystujac w tym celu metode
chromatografii kolumnowej. Zwiazki uzyskano z wydajno$ciami mieszczacymi si¢ w grani-

cach 48 - 75%. Syntezg oraz struktury zw. 1-16 przedstawiono na Schemacie 2.
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H (CHy)n
N
(CH,)n H,N @R o
N
COOH 0" A
HOOC N\QR
H
L
1-16
Zw 1-8 9-16
n 1 2
Zw. 1,9 2,10 3,11 4,12 5,13 6, 14 7,15 8,16
R 2-CH, 3-CH, 4-CH, 2-Cl 3-Cl 4-Cl | 24l 4-Br

Schemat 2. Synteza i struktury zwiazkoéw 1-16

Struktury zwiazkéw 1-16 zostaty potwierdzone wynikami analizy elementarnej oraz
spektralnej tj. widma protonowego rezonansu magnetycznego ("HNMR) i badaniem widm
w podczerwieni (IR). Ponadto, dla wybranych potaczen 7 i 16 wykonano widma masowe
(MS).

cienkowarstwowej (TLC) 1 wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Czystosci 1 jednorodnosci sprawdzono przy uzyciu techniki chromatografii

3.1.1. Dane spektralne zwigzkéw 1-16
3.1.1.1. Analiza widm MS

W widmach MS zw. 7116, wykonanych metoda jonizacji strumieniem elektronéw
(EI-MS - Electron Impact Ionization - Mass Spectrometry), stwierdzono obecno$¢ jonow
molekularnych - M" m/e =312 (100%), bedacego pikiem gtownym zw.7 i M" m/e =336
(99%) (zw. 16), ktore odpowiadaty masom czasteczkowym (Rye. 35).

Jony fragmentacyjne m/e = 81 (28%), m/e =109 (29%), m/e =95 (17%) 1 m/e =123
(10%) powstaly w wyniku rozpadu uktadu 2-azaspiro[4.4]nonano- (zw. 7), badz 2-aza-
spiro[4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 16). Sygnaly odpowiadajace fragmentacji pierScienia
pirolidyno-2,5-dionu zwiazku 7 rejestrowano jako jony m/e =176 (54%) 1 m/e =202 (48%),

podczas gdy dla zw. 16 obserwowano je jako piki m/e = 186 (38%) 1 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%)

(@)

202 (zw. 7
| 212 (zw. 16

ol oo
95 (zw. 16 O//JH,;{/ \\\\
109 (zw.7) -~ H‘N - R -
| ~
123 (zw. 16) H ~ 176 (zw. 7
! 186 (zw. 16
| L
! |
| |
|
' 160 (zw. 7 | 146 (zw. 7)

170 (zw. 16 155 (zw. 16)

Ryec. 35. Analiza widm EI-MS zw. 71 16

Obecnosci jonow m/e =160 (24%) (zw.7) 1 m/e=170 (10%) (zw. 16), stanowiacych
fragmenty fenyloaminowe potwierdza rozerwanie wiazania iminowego (N-NH). Dalsza
fragmentacja przebiegata z utworzeniem jonow m/e = 146 (24%) (zw. 7) 1 m/e =155 (11%)
(zw. 16), odpowiadajacych podstawnikom fenylowym. Obecno$¢ niejednorodnych izotopowo
atomow chloru (zw. 7) lub bromu (zw. 16) powoduje wystgpowanie w obu widmach pikow
izotopowych. Dla pochodnej 7 byty 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%), bedacy zarazem

jego pikiem gldéwnym o intensywnos$ci niemal réwnej jonowi molekularnemu.

3.1.1.2. Analiza widm "H NMR

W widmach '"HNMR zwiazkéw 1-16 w zakresic & 1,35-2,37 ppm wystepuja
multiplety protondow alifatycznych pierscieni cyklopentanu (zw. 1-8) lub cykloheksanu (zw.
9-16). W przypadku wszystkich polaczen sygnaty protonéw H, i H, uktadu pirolidyno-2,5-

dionu obserwowano jako singlety w zakresie 6 2,65-2,74 ppm.
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Ha
n(H,C) Hb
o)
N
o) \N e
R
H\®4
H

Protony ugrupowania iminowego (-NH-) tworza charakterystyczne szerokie singlety,
wystepujace w zakresie o 6,01-6,59 ppm. Przyczyna poszerzenia sygnalu protonu
polaczonego z atomem azotu jest najprawdopodobniej wystgpowanie ~momentu
kwadrupolowego w jadrze '*N na skutek niesferycznego rozktadu jego tadunku. Natomiast
przesunigcia chemiczne protondw -NH- uzaleznione sa od rodzaju podstawnika w potozeniu
orto pierscienia fenylowego. Zaobserwowano, ze obecnos¢ silnie elektroujemnych atomow
chloru, powoduje zmniejszenie ggstosci elektronowej wokot protonéw wigzania iminowego,
czego efektem jest zmiana przesunigcia sygnatu w kierunku wigkszych wartosci o (efekt
odstaniania). Sygnaty protondéw aromatycznych byty dobrze rozdzielone, a ich liczba i prze-
suni¢cia chemiczne sa uzaleznione od rodzaju i potozenia podstawnikow w pierscieniu
fenylowym. W przypadku orto-metylo (zw. 1 i 9) oraz orto-chloro (zw.4 i 12) podsta-
wionych pochodnych, protony Hg obserwowano jako dublety przy 6 6,47 ppm (zw. 1) 1 6 6,45
(zw. 9), badz podwdjne dublety przy & 6,53 (zw. 4) oraz 6 6,50 (zw. 12). Jednoprotonowe
multiplety mieszczace si¢ w zakresie & 6,86-6,93 ppm zostaty przypisane protonom Hy.
W widmach zw. 1 1 9 widoczne sa dwuprotonowe multiplety w zakresie 6 7,06-7,12 ppm,
begdace wynikiem nalozenia si¢ sygnatéw protonéw Hj 1 Hs. W przypadku pochodnych 4 i 12
protony Hs obserwowano jako multiplety w zakresie 6 7,09-7,12 ppm, natomiast protony Hj
wystepuja jako dublety dubletéw przy 6 7,32 ppm. Analizujac widma 3-metylowych
pochodnych (zw. 2 1 10), stwierdzono obecno$¢ dwuprotonowych multipletow w zakresie &
6,52-6,58 ppm, ktore przypisano protonom H, i He. Sygnaty protonéw Hy obserwowano jako
multiplety w zakresie 6 6,77-6,80 ppm. Przy & 7,12 ppm (zw.2) i & 7,11 ppm (zw. 10)
widoczne sg triplety o intensywnos$ci odpowiadajacej jednemu protonowi, ktére przypisano
protonom Hs. W przypadku analogéow 3-chloro, zw. 5 i 13, protony He wystgpuja jako
podwojne dublety dubletow przy 6 6,63 ppm (zw.5) lub & 6,62 ppm (zw. 13). Sygnaly
protonow H, rejestrowano jako triplety przy przesunig¢ciach wynoszacych odpowiednio 6 6,71
ppm (zw. 5) oraz & 6,70 ppm (zw. 13). Jednoprotonowe podwoédjne dublety dubletow przy
6,95 ppm (zw. 5) lub 6 6,94 ppm (zw. 13) przypisano protonom H4. Sygnaty protonow Hs
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obserwowano jako triplety (zw. 5 1 13) przy 6 7,16 ppm W widmach polaczen posiadajacych
w potozeniu-4 podstawnika fenylowego atomy chloru (zw. 6 i 14), bromu (zw. 8 1 16) lub
grupe metylowa (zw. 3 1 11), w wyniku nalozenia si¢ sygnatow protony aromatyczne
obserwowano jako dwa multiplety w zakresach 6 6,63-7,72 ppm (H,, He¢) oraz & 7,02-7,36
ppm (Hs, Hs), z ktorych kazdy posiada intensywno$¢ odpowiadajaca dwom protonom.
W przypadku 2,4-dichloro podstawionych pochodnych 7 i 15, protony Hes wystepuja jako
dublety przy 6 6,46 ppm (zw. 7) oraz 6 6,44 ppm (zw. 15). Protonom Hs przypisano dublety
dubletow widoczne w zakresie & 7,10-7,12 ppm, podczas gdy Hs; obserwowano jako
jednoprotonowe dublety przy tym samym przesunigciu 6 7,34 ppm. Analizujac powyzsze
widma zaobserwowano, ze wprowadzenie silnie elektroujemnych atoméw chloru lub bromu
powoduje przesunigcie sygnatdéw pochodzacych od protondw aromatycznych w strong
mniejszych wartoéci natezenia pola magnetycznego. W widmach 'H NMR zw. 1-3 oraz 9-11
w zakresie 0 2,24-2,34 ppm wystgpuja dodatkowo trdjprotonowe singlety pochodzace od

protonéw grup metylowych.

3.1.1.3. Analiza widm IR

W widmach IR wybranych zwiazkow 4, 7, 8, 12, 15 i 16 wystgpuja pasma absorbcji
charakterystyczne dla N-podstawionych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu. W zakresie 1716 -
1733 cm™ obserwowano intensywne pasmo zwiazane z drganiami rozciagajacymi grup
karbonylowych (C=0). Obecnos¢ podstawnika fenylowego potwierdzaja silne pasma
w obszarze 1452 - 1597 cm™, wynikajace z drgan rozciagajacych wiazania wegiel-wegiel
(C=C) w ukladach aromatycznych. Drgania rozciagajace alifatycznych wiazan C-H
stwierdzono w zakresie 2857 - 2965 cm™, podczas gdy w przypadku pierécieni aroma-

tycznych wystepowaly w obszarze 3260 - 3334 cm’.

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

Biorac pod wuwage wyniki badan farmakologicznych wuzyskanych w grupie
azaspiranéw, ktore wykazaty, ze zwiazki tego typu sa aktywne gléwnie w tescie
maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), w kolejnym etapie prac przeprowadzono
syntez¢ ich analogow wprowadzajac w potozenie-3 ukladu pirolidyno-2,5-dionu rdznej
dtugosci podstawniki alifatyczne. Struktury te zaprojektowano jako pochodne etosuksimidu

(2-etylo-2-metylo-pirolidyno-2,5-dion), jednego z nielicznych lekéw przeciwpadaczkowych
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skutecznych w leczeniu napadow nieswiadomosci. Lek ten jest nieaktywny w tescie MES,
natomiast hamuje drgawki wywotane kardiazolem (test scPTZ).” Glownym celem
przeprowadzonych modyfikacji strukturalnych byto zbadanie, w jaki sposéb wptynie na
aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa degradacja ugrupowan cykloalkilowych, a takze otrzymanie
zwiazkow aktywnych w obu modelach drgawkowych (MES, scPTZ). Potaczenia o takim
profilu farmakologicznym moga by¢ potencjalnie skuteczne w leczeniu réznych typow
napadow.

Biorac pod uwagg, obserwowana w seriach 2-azaspiro[4.4]nonano i [4.5]dekano-1,3-
diond6w znacznie wyzsza aktywno$¢ przeciwdrgawkowa pochodnych niepodstawionych
1 zwiazkdw zawierajacych silnie elektroujemne atomy bromu lub chloru, a takze potaczen
posiadajacych w polozeniu-4 pierscienia fenylowego grupg metylowa, syntez¢ 3,3-dialkilo-
pirolidyno-2,5-diondéw (zw. 17-45) ograniczono do tego typu analogow.

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, ktérych sub-
stratami do syntezy byly 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).

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

146. 149 pojega

o metode¢ opisang przez Smith’a 1 Horowitz’a,148 zmodyfikowana przez Moal’a.
ona, podobnie jak w przypadku kwasu 1-karboksy-1-cyklopentano-octowego i1 1-karboksy-1-
cykloheksano-octowego, na kondensacji Knoevenagel’a odpowiednio podstawionego
dialkilowego ketonu z cyjanooctanem etylu w obecno$ci mieszaniny octanu amonu
i lodowatego kwasu octowego jako katalizatoréw. W pierwszym etapie otrzymano
odpowiednie estery etylowe kwasow 2-cyjano-3-alkilo-karboksylowych, ogrzewajac w tem-
peraturze wrzenia mieszaning acetonu i cyjanooctanu etylu lub stosujac jako $rodowisko
reakcji benzen, w przypadku wyzszych ketonéw. Otrzymane produkty posrednie poddano
nastgpnie reakcji addycji z cyjankiem potasu w wyniku, czego uzyskano réznie podstawione
estry etylowe kwaséw 2,3-dicyjano-3-alkilokarboksylowych. Z estréw tych po wielo-
godzinnej hydrolizie prowadzonej w stezonym kwasie solnym powstaja odpowiednie kwasy
2,2-dialkilo-bursztynowe (III-VII), z wydajno$ciami wynoszacymi 68 - 75%. Syntezg i struk-

tury otrzymanych kwasow przedstawiono na Schemacie 3.
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Odczynniki i warunki reakcji:
R
a - benzen (kwasy IV-VII) , temp. wrzenia 16 h; 2
b - KCN, MeOH, temp. pokojowa, 48 h; /*/\
¢ - 36-38% HCI, temp. wrzenia, 24-48 h; R; COOH
HOOC
-vi
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R, CH; CH; CH; CH; C,H;
R, CH; C,H; C;H; C4Hg C,H;

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

Zwiazki 17-45 otrzymano analogicznie jak pochodne azaspirandéw, tj. w reakcji
cyklokondensacji odpowiedniego 2,2-dialkilowego kwasu bursztynowego (III-VII) z pocho-
dnymi fenylohydrazyny, stapiajac ich stechiometryczne ilo$ci w temperaturze okoto 180°C
przez godzing (Schemat 4). Jako aminy stosowano: fenylohydrazyng (zw. 17, 24 i 40),
4-metylo-fenylohydrazyne (zw. 18, 25 1 41), 2-chloro-fenylohydrazyne (zw. 19, 26, 31, 36
1 42), 3-chloro-fenylohydrazyne (zw. 20, 27 i 32), 4-chloro-fenylohydrazyng (zw. 21, 28, 33,
37 1 43), 24-dichloro-fenylohydrazyne (zw. 22, 29, 34, 38 i 44) oraz 4-bromo-
fenylohydrazyne (zw. 23, 30, 35, 39 i 45). Otrzymane produkty krystalizowano z izo-
propanolu, a nastgpnie oczyszczano stosujac metode chromatografii kolumnowej. Wydajnos¢

reakcji miescita si¢ w granicach 67 - 81%.
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-vii
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Zw. 17-23 24-30 31-35 36-39 40-45
R, CH; CH; CH; CH; C,H;
R, CH; C,Hs Cs;H, C,4Hg C,H;

R Zw.

H 17, 24, 40

4-CH; 18, 25, 41

2-Cl 19, 26, 31, 36, 42
3-Cl 20,27, 32

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 zwiazkow 17-45

Struktury zwiazkéw 17-45 potwierdzono w oparciu o wyniki analizy elementarne;j
oraz badanie widm MS, "HNMR i IR. Czysto$¢ i jednorodno$é otrzymanych potaczen
sprawdzono wykorzystujac techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) 1 wysoko-

sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

3.2.1. Dane spektralne zwigzkéw 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 obecno$¢ jonéw molekularnych [M]" m/e =218 (zw. 17),
[M]" m/e=251 (zw.19) bedacych ich pikami glownymi oraz [M]" m/e =286 (zw. 22)

o intensywnosci 82%, ktore odpowiadaty ich masom czasteczkowym (Rye. 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%)
134 (zw. 17)
168 (zw. 19)

202 (zw. 22)

~

| . \\\

'H | R S~ 106 (zw. 17)
T 140 (zw. 19)

|

|

|

26 @w.19), | 111 (zw. 19)

83 (zw. 17,19, 22) _

Ryc 36. Fragmentacja pochodnych 3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17, 19 1 22)

W przypadku wszystkich potaczen (17, 19 i 22), jon fragmentacyjny m/e = 83 (14%-17, 26%-
19, 23%-22), powstat w wyniku rozpadu uktadu pirolidyno-2,5-dionu. Dalsza fragmentacja
tego pierScienia przebiegata z utworzeniem jonow m/e =134 (95%), m/e=106 (29%)
(zw. 17), m/e = 168 (99%), m/e =140 (27%) (zw. 19), m/e =202 (100%) 1 m/e = 174 (20%)
dla zw. 22. Jon m/e =202 (100%) jest zarazem pikiem gtéwnym pochodnej 22. Rozerwanie
wigzania iminowego (N-NH) potwierdza obecno$ci sygnatow m/e =92 (9%) (zw. 17),
mle=126 (10%) (zw.19) 1 m/e=160 (19%) (zw.22), ktére odpowiadaja fragmentom
fenyloaminowym. Natomiast, jony m/e =77 (17%) (zw.17), m/e=111 (19%) (zw. 18)
1 m/e =145 (8%) (zw. 22) przypisano odpowiednim ugrupowaniom fenylowym. Obecnos¢
niejednorodnych izotopowo atoméw chloru w zw. 19 1 22 powoduje, ze w obydwu widmach
wystepuja piki izotopowe, dla pochodnej 19 - [M+2]" m/e =254 (32%) o wzglednej inten-
sywnos$ci wynoszacej 0.32 w stosunku do jonu molekularnego, natomiast w przypadku 2,4-
dichloro podstawionego zw. 22 sa to piki [M+4]" m/e = 290 (8%) i [M+2]" m/e = 288 (52%).
Z kolei struktur¢ zw. 23, potwierdzono w oparciu o widmo zarejestrowane metoda
jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS - Electrospray lonisation - Mass Spectro-
metry). Przeprowadzona analiza wskazala obecno$¢ jonu molekularnego [M+H] 297.
Ponadto w widmie tym obserwowano pik izotopowy [M+2]" m/z =299 o intensywnosci
niemal réwnej jonowi molekularnemu, ktory potwierdza wystgpowanie w czasteczce atomu

bromu.
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Analogiczng fragmentacj¢ obserwowano w przypadku widm EI-MS zw. 26 i 29
nalezacych do serii N-fenyloamino-3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionow (Rye. 37).
W analizowanych widmach rejestrowano piki jonow molekularnych M m/e =266 (100%)

(zw. 26) oraz M m/e = 300 (100%) (zw. 29), bedacych ich pikami gtéwnymi.

| Zw. 26 | | Zw. 29 |
m. cz. 266,73 m. cz. 301,17
M mle =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%)
168 (zw. 26
=777 | 202 (zw. 29)
L= =
;r R 142 (zw. 26)
| 176 ézw. 29i
| 126 (zw. 26) | 111 (zw. 26)
160 (zw. 29) 145 (zw. 29)
Ryc. 37. Fragmentacja pochodnych 3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 26 i 29) - widma EI-
MS

69 (zw. 26,29) -
69 (zw.26,29)

98 (zw. 26, 29) -

W efekcie rozpadu pierscienia pirolidyno-2,5-dionu powstaty jony fragmentacyjne m/e = 69,
mle =98 (zw. 26 1 29) oraz m/e =168 (76%) (zw. 26) 1 m/e =202 (92%) (zw. 29). Dalsza
fragmentacja przebiegala z utworzeniem jonéw m/e=142 (60%) (zw.26) oraz
m/e =176 (47%) w przypadku pochodnej 29. Rozerwanie wiazania iminowego (N-NH)
potwierdza obecnosci sygnalow m/e =126 (10%) (zw. 26) oraz m/e =160 (22%) (zw. 29),
ktére przypisano fragmentom fenyloaminowym. Jony m/e=111 (15%) (zw.26) oraz
m/e =145 (8%) (zw. 29) odpowiadaja ugrupowaniu 2-chlorofenylowemu (zw. 26) lub 2.4-
dichlorofenylowemu (zw. 29). W przypadku obu widm rejestrowano piki izotopowe zwiazane
z obecnoscia w ich strukturach niejednorodnych izotopowo atoméw chloru. Dla zw. 26 byl to
[M+2]" m/e =268 (32%) o wzglednej intensywnos$ci wynoszacej 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 intensywnosci odpowiednio 0,10 oraz 0,64.
Fragmentacj¢ zwiazkow 38 i 44 nalezacych do pozostatych serii 3,3-dialkilowych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu zbadano w oparciu o analize¢ widm EI-MS (Ryec. 38).
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| Zw. 38 |
m. cz. 329,23

M mle = 328 (100%)
[M+2]" m/e = 330 (62%)

202 (74%)

. 8(0%) r 0
[M+4]" m/e = 332 (9%) o - -
126 (26%) ,//’”HT\N -
D H 76 (48%)
T Cl
| Cl 145 (4%)
| 160 (24%)
| Zw. 44 | o
m. cz. 315,20 ///M
M mle = 314 (100%) 84 (23%) - o
. 84(23%)

ffffffffff

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

R
[M+4]" m/e = 318 (10%) « 1M2(32%) - ;;TN -
iH < 176 (67%
i o]

Cl 145 (4%)

160 (23%)
Ryec. 38. Fragmentacja EI-MS pochodnych 3-etylo-3-metylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 38 1 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 powyzej
pochodnych, rozpad pierscienia pirolidyno-2,5-dionu przebiegat z utworzeniem fragmentow
m/e =98 (10%), m/e=126 (26%) (zw.38) i m/e =84 (23%), m/e=112 (32%) (zw. 44),
a takze z uwagi na analogiczne podstawniki przy imidowym atomie azotu - jonow m/e =176
(48%-38, 67%-44) 1 m/e =202 (74%-38, 65%-44). Obecno$¢ ugrupowania 2,4-dichloro-
fenyloaminowego potwierdza jon m/e =160 (24%-38, 23%-44), powstaly w wyniku
rozerwania wigzania iminowego (N-NH) oraz jon m/e = 145 (4%-38, 44), ktory 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), pochodzace od zawartych w ich czaste-
czkach atoméw chloru.

Strukturg zw. 37 1 43 potwierdzono w oparciu o widma ESI-MS, a ich analiza potwier-

dzita obecno$é jondéw molekularnych [M+H]" 294 (zw. 37) i [M+H]" 280 (zw. 43). Z uwagi
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na fakt, ze w obu zwiazkach wystepuje ugrupowanie 4-chlorofenylowe rejestrowano réwniez

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

3.2.1.2. Analiza widm 'H NMR

W widmach '"H NMR zwiazkow 17-45 w zakresie o 0,90-1,90 ppm obserwowano
sygnaty protonow alifatycznych pochodzacych od podstawnikéw alkilowych R; i Ro.
Ugrupowania metylowe (A) zwiazane bezposrednio z pierScieniem 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 6 1,37-1,43 ppm, podczas gdy w przypadku
analogéw 3-propylowych (zw. 31-35) i 3-butylowych (zw. 36-39) wystegpuja jako multiplety,
facznie z protonami tancuchéw alkilowych - C. Grupy metylowe (B) w podstawnikach
etylowych, propylowych i butylowych tworza triplety w zakresie 6 0,90-0,97 ppm, natomiast
fragmenty metylenowe, etylenowe oraz propylenowe (C) obserwowano jako multiplety

w zakresie 1,14-1,90 ppm.

Ao

17-23 24-30 31-35 36-39 40-45

Sygnaty protonow H, i Hy, uktadu pirolidyno-2,5-dionu w zwiazkach niechiralnych 17-
23 1 40-45 obserwowano jako singlety w zakresie 6 2,61-2,70 ppm. Obecnos¢ asymetry-
cznego atomu wegla C-3 w potaczeniach 24-39 powoduje, ze protony te wystepuja jako
dublety przy o 2,51-2,57 ppm (H,) oraz & 2,73-2,79 ppm (Hp) ze stalymi sprzg¢zenia J

wynoszacymi okoto 18 Hz.
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Protony wigzania iminowego (-NH-) wszystkich analizowanych zwiazkéw tworza
charakterystyczne szerokie singlety, rejestrowane w zakresie 6 6,06-6,60 ppm. Analogicznie
jak w przypadku widm opisanych dla azaspirandéw, przesunigcie chemiczne protonow
-NH- uzaleznione jest od rodzaju podstawnika w potozeniu orfo pierscienia fenylowego,
mianowicie obecnos$¢ silnie elektroujemnych atomoéw chloru, powoduje zmniejszenie ggstosci
elektronowej wokot protondéw wigzania iminowego, efektem tego jest zmiana przesunigcia
sygnatu w kierunku wigkszych wartosci o (efekt odstaniania).

Sygnaty protondéw aromatycznych byly dobrze rozdzielone, a ich liczba i przesunigcia
chemiczne uzaleznione sa od polozenia atomdéw chloru, bromu, badz grupy metylowej w pier-
Scieniu fenylowym. W przypadku niepodstawionych N-fenyloaminowych pochodnych 17, 24
1 40 obserwowano je jako trzy multiplety w zakresach & 6,75-6,79 ppm (H,, Hg), 6 6,94-
7,01 ppm (Hy) oraz 6 7,21-7,27 ppm (Hs, Hs).

Protony aromatyczne He orto-chloro podstawionych pochodnych 19, 26, 31, 36 i 42
wystepuja jako podwojne dublety w zakresie 6 6,53-6,56 ppm. Potrdjne dublety o inten-
sywnos$ci odpowiadajacej jednemu protonowi, wystepujace przy o 6,90-6,91 ppm przypisano
protonom Hs. Atomy wodoru Hs rejestrowano jako multiplety w zakresie 6 7,10-7,17 ppm,
natomiast protony Hj sasiadujace z atomem chloru, obserwowano jako podwodjne dublety
przy 6 7,32-7,33 ppm.

Analizujac widma 3-chloro pochodnych zw. 20, 27 i 32 stwierdzono obecnos¢ jedno-
protonowych podwodjnych dubletéw dubletow w zakresie & 6,64-6,65 ppm, ktore przypisano
protonom Hg. Sygnaty protonéw H, obserwowano jako triplety przy 6 6,72-6,73 ppm.
Podwojne dublety dubletow protonow Hs we wszystkich widmach rejestrowano przy
0 6,95 ppm. Atomy wodoru Hs wystgpowaty jako triplety w zakresie 6 7,16-7,17 ppm.

W widmach potaczen posiadajacych w potozeniu-4 podstawnika fenylowego atomy
chloru (zw. 21, 28, 33, 37, 43), bromu (zw. 23, 30, 35, 39, 45), badz grupy metylowe (zw. 18,
25, 41), w wyniku natozenia si¢ sygnatéw, protony aromatyczne obserwowano jako dwa
multiplety w zakresach & 6,63-6,75 ppm (H,, He) oraz 6 7,03-7,38 ppm (H3, Hs).

W przypadku 2,4-dichloro podstawionych pochodnych 22, 29, 34, 38 i 44 protony Hg
wystepuja jako dublety w zakresie o 6,46-6,49 ppm (zw. 22, 34, 38 1 44). Protonom Hs
przypisano dublety dubletéw widoczne w zakresie 6 7,11-7,12 ppm. Jednoprotonowe dublety
obserwowane we wszystkich widmach w zakresie o 7,34-7,35 odpowiadaja protonom Hj

pierscienia aromatycznego.
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3.2.1.3. Analiza widm IR

W widmach IR wybranych zwiazkow 17, 19, 22, 24, 26, 28, 30-32, 34, 36, 37, 39, 40
1 44, reprezentujacych wszystkie serie 3,3-dialkilowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu,
wystgpowaty pasma absorpcji charakterystyczne dla N-podstawionych sukcynimidow.
W zakresie 1704 - 1731 cm™ obserwowano intensywne pasmo zwiazane z drganiami rozcia-
gajacymi grup karbonylowych. Obecnos¢ podstawnika fenylowego potwierdzaja silne pasma
w obszarze 1403 - 1602 cm™, wynikajace z drgan rozciagajacych wiazania wegiel-wegiel
w uktadach aromatycznych. Drgania rozciagajace alifatycznych wiazan C-H stwierdzono
w zakresie 2933 - 2980 cm™, podczas gdy w przypadku pierscieni aromatycznych wyste-

powaty w obszarze 3210 - 3436 cm™.

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

Realizujac dalsze badania otrzymano bicykliczne pochodne N-fenyloamino-
heksahydroizoindo-1,3-dionu. Rozpatrujac ich struktury jako pochodne pirolidyno-2,5-dionu,
mozna stwierdzi¢, ze w zwiazkach tych pierscien cykloheksanu oraz uktad sukcynimidu
posiadaja dwa wspolne atomy wegla C3 1 C4. Modyfikacja tego typu miata na celu
sprawdzenie czy odmienny sposob przylaczenia pier§cienia cykloheksanu do uktadu
imidowego, wptynie na zmiang aktywnos$ci w pordwnaniu do odpowiednich zwiazkow serii
azaspiranéw. Dodatkowo struktura heksahydroizoindo-1,3-dionu moze by¢ traktowana jako

nasycony ukfad ftalimidowy, opisywany przez Vamecq’a,’®>’

jako jeden z elementow
farmakoforowych istotnych dla aktywnosci przeciwdrgawkowe;.

Zwiazki 46-51 otrzymano w reakcji cyklokondensacji réwnomolowych ilo$ci
bezwodnika kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego z odpowiednio podstawiona
fenylohydrazyna, ogrzewajac mieszaning reakcyjna w temperaturze okolo 180°C przez
godzing. W reakcji uzyto nastgpujace aminy: fenylohydrazyng (zw.46), 4-metylo-
fenylohydrazyng (zw. 47), 2-chloro-fenylohydrazyng (zw. 48), 3-chloro-fenylohydrazyng
(zw. 49), 4-chloro-fenylohydrazyng¢ (zw.50) oraz 2,4-dichloro-fenylohydrazyng (zw. S1).
Produkty koncowe wyodrgbniono po krystalizacji z izopropanolu, uzyskujac je z wydajnoscia
w granicach 69-74%. Syntez¢ 1 struktury otrzymanych zwiazkéw przedstawiono na

Schemacie 5.
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0 180°C, 1 h

o
o
IZ/Z
P

46-51
Zw. 46 47 48 49 50 51
R H 4-CH; 2-Cl 3-Cl 4-Cl 2,4-Cl

Schemat 5. Synteza oraz struktury zwiazkow 46-51

3.3.1. Dane spektralne zwigzkéw 46-51
3.3.1.1. Analiza widm MS

Dla zwiazku 50 wykonano widmo ESI-MS, w ktorym stwierdzono obecno$¢ jonu
molekularnego [M+H]" 278 oraz pik izotopowy [M+2]" m/z =280 zwiazany z wystgpowa-

niem w strukturze atomu chloru.

3.3.1.2. Analiza widm "H NMR

W  widmach zwiazkéw 46-51 sygnaly alifatycznych protondéw pierscienia
cykloheksanu, oznaczonych jako A i1 B, obserwowano w zakresie o 1,47-1,58 ppm (A)
10 1,81-1,98 ppm (B). Protony H, i H, zwiazane z trzeciorzedowym atomem wegla wystepuja
jako multiplety w zakresie & 2,95-3,06 ppm. Atomy wodoru wigzania iminowego (-NH-)
zwiazkow 46, 47, 49 1 50 tworza szerokie singlety, ktére rejestrowano w zakresie o 6,00-
6,09 ppm. W przypadku orto-chloro podstawionych pochodnych 48 i 51, w wyniku natozenia
si¢ ich przesunig¢ chemicznych z sygnatami aromatycznych protondw Hg, sygnaty -NH-

obserwowano jako multiplety w zakresie 6 6,49-6,58 ppm.
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Sygnaty protondéw aromatycznych niepodstawionej pochodnej 46 wystgpowaty jako
trzy multiplety w zakresach 6 6,76-6,80 ppm - H, 1 Hg, 0 6,94-7,00 ppm - Hy oraz 6 7,21-
7,27 ppm - H; 1 Hs. Analizujac widma N-(2-chlorofenyloamino)-heksahydroizoindo-1,3-
dionu (zw. 48) oraz jego 2,4-dichloro-podstawionego analogu (zw. 51), w zakresie d 6,49-
6,58 ppm obserwowano multiplety protonow Hg. Atomom wodoru Hs przypisano multiplet
w zakresie 0 7,10-7,26 (zw. 48) lub podwojny dublet przy o6 7,11 ppm, w przypadku
pochodnej 51. Protony Hj rejestrowano jako podwdjny dublet przy 6 7,32 ppm (zw. 48) lub
jako dublet przy o 7,34 ppm (zw.S1). Triplet dubletow przy J 6,90 ppm wystepujacy
w widmie zwiazku 48 odpowiada protonowi Hj. Analizujac dane 'H NMR 3-chloro
pochodnej 49 stwierdzono obecnos¢ jednoprotonowego podwojnego dubletu dubletow przy
0 6,65 ppm, ktory przypisano protonowi Hg Sygnat protonu H, rejestrowano jako triplet przy
0 6,73 ppm. Atom wodoru Hy wystepowat jako podwojny dublet dubletow przy & 6,95 ppm,
podczas gdy proton Hs tworzy triplet przy przesunigciu 6 7,17 ppm. W widmach para-metylo
oraz para-chloro pochodnych 47 oraz 50 protony aromatyczne obserwowano jako dwa

multiplety w zakresach 6 6,70-6,75 ppm (H,, He) oraz 6 7,03-7,22 ppm (H3, Hs).

3.3.1.3. Analiza widm IR

W widmach IR wybranych zwiazkéw 46 1 49 wystepowaly pasma absorpcji
charakterystyczne dla pochodnych sukcynimidu. Pasma zwiazane z drganiami rozciagajacymi
grup karbonylowych obserwowano odpowiednio przy 1721 cm™ (zw. 46) oraz 1720 cm™
(zw. 49). Obecnos$¢ podstawnika fenylowego potwierdzaja pasma w obszarze 1482 -
1605 cm ', wynikajace z drgan rozciagajacych wiazan wegiel-wegiel w ukfadach aroma-
tycznych. Drgania rozciagajace alifatycznych wiazan C-H obserwowano w zakresie 2955 -
2938 cm™, podczas gdy te same drgania w pierécieniach aromatycznych wystepowaty przy

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

W oparciu o wyniki badan farmakologicznych zwiazkdéw serii azaspiranow, istotnym
wydawato si¢ zbadanie roli uktadu spiranowego dla aktywnosci przeciwdrgawkowej tego
typu potaczen. W tym celu otrzymano seri¢ analogow, w ktorych w miejsce ukladow
spiranowych wprowadzono podstawnik cykloheksylowy o duzej swobodzie rotacyjne;.

W pierwszym etapie przeprowadzono synteze¢ wyjsciowego kwasu 2-cykloheksylo-
bursztynowego (VIII), ktéra wykonano w oparciu o metode opracowana przez Miller’a

i Long’a (Schemat 6)."* !

o o)
a
DY S NSNEN
CHO CN
b
CN
1 ¢ COOH
o
CN HOOC COOH

Odczynniki i warunki reakgcji:
a - piperydyna, MeOH, 60°C, 5 min.;
b - KCN, MeOH, temp. pokojowa, 2 h;
¢ - 36% HCI, temp. wrzenia, 6 h;
HOOC COOH

Vi

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

Metoda ta polega na kondensacji cykloheksanokarboksyaldehydu z cyjanooctanem etylu
w obecnosci piperydyny jako katalizatora. Powstaly 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 ktorego w wyniku wielogodzinnej hydrolizy
stezonym kwasem solnym otrzymano kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy. Produkt uzyskano

z wydajnos$cia 69%.
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Zwiazki 52-54 zsyntetyzowano stapiajac rownomolowe ilosci kwasu 2-cykloheksylo-
bursztynowego (VIII) z pochodnymi fenylohydrazyny w temperaturze okoto 180°C przez
godzing. Jako amin uzyto fenylohydrazyne (zw. 52), 2-chloro-fenylohydrazyng (zw. 53) 1 2,4-
dichloro-fenylohydrazyng (zw. 54) (Schemat 7).

COOH 0
HOOC 180°C, 1 h ‘N\©/R
H
Vil

52-54

Zw. 52 53 54
R H 2-Cl 2,4-Cl

Schemat 7. Synteza oraz struktury zwiazkow 52-54

Produkty koncowe krystalizowano z izopropanolu, a nastgpnie oczyszczano przy

uzyciu chromatografii kolumnowej, otrzymujac je z wydajnoscia 54 - 65 %.

3.4.1. Dane spektralne zwigzkéw 52-54
3.4.1.1. Analiza widm MS

W widmie EI-MS zwiazku 53 stwierdzono obecno$¢ jonu molekularnego

M" m/e =306 (100%), bedacego jego pikiem gtéwnym (Rye. 39).

| Zw. 53 |
m. CZ. 306,80 . ) 168 (8%)
M mle =306 (100%) T
« 83(11%) .
[M+2]" mle =308 (32%) 110(6%) - .. /— o
\‘N N
0 "\ r\/ / N
\‘ ‘N / \\\
H@ - 14234%)
1} Cl 111(6%) ,
127 (43%)

Ryc. 39. Fragmentacja zw. 53
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Jon fragmentacyjny m/e =110 (6%) powstal w wyniku rozpadu pierscienia pirolidyno-2,5-
dionu. Obecno$¢ podstawnika cykloheksylowego potwierdza jon m/e = 83 o intensywnosci
11%. Dalsza fragmentacja ukladu imidowego przebiegata z utworzeniem jonow m/e = 168
(8%) oraz m/e = 142 (34%). Rozerwanie wigzania iminowego (N-NH) potwierdza obecno$¢
jonu m/e =127 (43%) odpowiadajacego fragmentowi 2-chlorofenylaminowemu. Jon m/e =
111 (6%) przypisano ugrupowaniu 2-chlorofenylowemu. Obecno$¢ niejednorodnego izoto-
powo atomu chloru powoduje wystepowanie pikow izotopowych, z ktorych najintensy-
whiejszy to [M+2]" m/e =308 (32%) o wzglednej intensywnoséci wynoszacej 0,32 w odnie-

sieniu do jonu molekularnego.

3.4.1.2. Analiza widm "H NMR

W widmach '"H NMR zwiazkow 52-54 w zakresie o 1,03-2,17 ppm obserwowano
multiplety protonow alifatycznych pierscieni cykloheksanu. Sygnaty protonow H,, Hy, oraz H,

uktadu pirolidyno-2,5-dionu obserwowano jako multiplety w zakresie ¢ 2,60-2,94 ppm.

H Ha
° | _nb
o)
N
0 \ H, H,
N
N R
H,
H

Protony wiazania iminowego (-NH-) tworza charakterystyczne szerokie singlety, wystepujace
w zakresie 0 6,10-6,57 ppm. Sygnaty protonéw aromatycznych byty dobrze rozdzielone, a ich
liczba 1 przesunigcia chemiczne uzaleznione byty od obecnosci 1 polozenia podstawnikow
w pierscieniu fenylowym. W przypadku niepodstawionej pochodnej 52 obserwowano je jako
multiplety w zakresach o 6,75-6,79 ppm (H,, Hg), 6 7,21-7,26 ppm (Hj, Hs) lub triplet przy
06,98 ppm (Hs). W widmach zw. 53 1 54 widoczne sa jednoprotonowe sygnaly atomow
wodoru Hs, wystgpujace jako podwdjny dublet przy & 6,53 ppm (zw. 53), badZz dublet przy
0 6,46 ppm (zw. 54). Protony Hs obserwowano jako multiplet w zakresie & 7,10-7,15 (zw. 53)
lub podwojny dublet przy & 7,12 ppm (zw. 54). Sygnaty atomu wodoru H; wystgpowaty jako
podwdjny dublet przy 6 7,32 ppm (zw. 53) lub dublet przy 6 7,34 ppm (zw. 54). W widmie
zw. 53 widoczny jest jednoprotonowy multiplet w zakresie o 6,87-6,92 ppm, ktory przy-

pisano protonowi Hy.
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3.4.1.3. Analiza widm IR

W widmach IR wybranych zwiazkow 53 1 54 wystgpuja pasma absorpcji
charakterystycznych dla tego typu polaczen. Przy liczbie falowej 1716 cm™ (zw. 54) oraz
1720 cm™ (zw. 53) obserwowano intensywne pasma zwiazane z drganiami rozciagajacymi
grup karbonylowych (C=0). Obecno$¢ podstawnika fenylowego potwierdza silne pasmo
w obszarze 1445 - 1595 cm™, wynikajace z drgan rozciagajacych wiazania wegiel-wegiel
w uktadach aromatycznych (C=C). Drgania rozciagajace alifatycznych wigzan C-H
stwierdzono w zakresie 2851-2927 cm™, natomiast aromatycznych przy 3322 cm™ (zw. 53)

lub 3329 cm™ (zw. 54).

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

Dotychczasowe badania nad poszukiwaniem nowych zwiazkoOw o potencjalnym
dziataniu przeciwdrgawkowym w grupie 1,3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu wykazaty,
ze obecno$¢ obszaru aromatycznego w potozeniu-3 pierscienia imidowego istotnie zwigksza
aktywno$¢ tego typu pochodnych."*®'*® Dlatego tez, wydawato si¢ zasadne otrzymanie
analogow opisanych powyzej polaczen, w ktorych w potozenie-3 sukcynimidu wprowadzono
podstawnik fenylowy (zw. 55-59).

Zwiazki 55-59 otrzymano cyklizujac réwnomolowe ilosci kwasu 2-fenylo-
bursztynowego z pochodnymi fenylohydrazyny w temperaturze okoto 180°C przez godzing.
W reakcji uzyto nastgpujace aminy: fenylohydrazyng (zw.5S), 2-chloro-fenylohydrazyne
(zw. 56), 3-chloro-fenylohydrazyng (zw. S57), 4-chloro-fenylohydrazyne (zw. 58) oraz 2.,4-
dichloro-fenylohydrazyng (zw. 59) (Schemat 9).

H
_N
H,N @ o)
R
o™ N
COOH N
HOOC 180°C, 1 h N R
55-59
Zw. 55 56 57 58 59
R H 2-Cl 3-Cl 4-Cl 2,4-Cl

Schemat 9. Synteza oraz struktury zwiazkéw 55-59

Produkty koncowe otrzymano z wydajnoscia 62 - 72%.
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3.5.1. Dane spektralne zwigzkéw 55-59
3.5.1.1. Analiza widm MS

Struktur¢ wybranego zwiazku 59 potwierdzono w oparciu o widmo masowe
wykonane technika ESI-MS, w ktorym stwierdzono obecno$é jonu molekularnego [M+H]"
334 odpowiadajacego jego masie czasteczkowej. W widmie obserwowano réwniez pik

izotopowy [M+2]" m/z = 336, wynikajacy z wystepowania w czasteczce atomu chloru.

3.5.1.2. Analiza widm "H NMR

W widmach 'HNMR zwiazkow 55-59, sygnaty protonow H,, HyiH. ukltadu
pirolidyno-2,5-dionu rejestrowano w kazdym przypadku jako podwdjne dublety w zakresach
0 2,97-3,01 ppm (H,), 6 3,33-3,37 ppm (Hy) oraz 6 4,14-4,18 ppm (H.).

Protony wiazania iminowego (-NH-) wystgpowaty jako charakterystyczne szerokie
singlety, w zakresie 0 6,18-6,67 ppm. Ze wzglegdu na obecnos¢ dwoch obszarow
aromatycznych i natozenie si¢ przesuni¢¢ chemicznych protonéw podstawnikéw fenylowych,
ich sygnaly byty stosunkowo stabo rozdzielone. W przypadku niepodstawionej pochodnej 55
protony te tworzyly trzy multiplety w zakresach 6 6,81-6,98 ppm (H; 1 Hg), & 7,00-7,03 ppm
(Hs) oraz 6 7,23-7,43 ppm, ktore przypisano protonom Hs; i Hs oraz atomom wodoru

podstawnika fenylowego w potozeniu-3 sukcynimidu (Hy: - Hg).

W widmie analogu 2-chloro (zw. 56) protony aromatyczne rejestrowano jako podwojny
dublet przy 6 6,60 ppm (Hg), triplet dubletéw przy o 6,92 ppm (H4) oraz multiplet 6 7,11-7,18
ppm (Hs). W zakresie 6 7,24-7,45 ppm obserwowano multiplet sze$ciu protondéw, ktory
przypisano protonowi Hj oraz atomom wodoru podstawnika fenylowego. W przypadku meta-
chloro pochodnej 57, protony H,, Hy4 oraz Hg rejestrowano jako multiplet w zakresie 6 6,67-

6,98 ppm. Atomowi wodoru Hs przypisano triplet przy 6 7,17 ppm. Multiplet w zakresie 6
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7,26-7,44 ppm odpowiada pigciu protonom ugrupowania fenylowego (Hy-He') w pozycji-3
sukcynimidu. W widmie izomeru 4-chloro (zw. 58), stwierdzono obecno$¢ multipletu w za-
kresie o 6,74-6,79 ppm, ktory przypisano protonom H; i Hg, natomiast pozostate atomy
wodoru obserwowano jako multiplet w zakresie 6 7,19-7,44 ppm. W przypadku 2,4-dichloro
pochodnej 59, protonowi Hg przypisano dublet przy 6 6,54 ppm podczas gdy Hs rejestrowano
jako multiplet w zakresie o 7,10-7,14 ppm. Protony aromatyczne Hs; oraz Hy - He

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

Szczegdtowe dane spektralne otrzymanych potaczen opisano w publikacjach 1, 3 1 4,
zamieszczonych w Aneksie. W przypadku niepublikowanych potaczen 5, 6, 13, 14 oraz 55-59

informacje przedstawiono w Czesci doswiadczalnej.
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4. Badania farmakologiczne

4.1. Badania farmakologiczne in vivo

Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa oceniana jest rutynowo w zwierzecych modelach
drgawek padaczkowych.'”*"** Pomimo pewnych niedoskonatosci modele te czesto poréwnuje
si¢ z okreslonymi typami napadéw padaczkowych u cztowieka. Do najczesciej stosowanych
testow, okreslanych mianem ,zlotego standardu” w poszukiwaniu nowych lekow
przeciwpadaczkowych naleza: test maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), ktory
odpowiada ludzkim napadom toniczno-klonicznym oraz test drgawek chemicznych
wywotywanych podskéornym podaniem kardiazolu (scPTZ), bgdacy modelem napadow

. . . c . ;e 155
mioklonicznych i1 nie§wiadomosci (absence).

Wartym podkreslenia jest fakt, ze opisane
testy pozwalaja na szybkie wyselekcjonowanie substancji bedacych potencjalnymi
kandydatami na nowe leki przeciwpadaczkowe.

W ostatnim okresie coraz wigksze znaczenie przywiazuje si¢ do modelu drgawek
psychomotorycznych - 6 Hz oraz rozniecanych (kindling). Test 6-Hz, bedacy alternatywnym
testem wstrzasu elektrycznego, odpowiada napadom czg$ciowym, podczas gdy test drgawek
rozniecanych (kindling), polega na wielokrotnym stosowaniu bodzcoéw podprogowych
(gtéwnie elektrycznych), w wyniku czego dochodzi do stopniowych zmian w pobudliwosci
moézgu, podobnych jak obserwowane w przebiegu padaczki u cztowieka. W zaleznos$ci od
zastosowanych parametréw stanowi on model napadéw ztozonych, badz uogdlnionych
drgawek motorycznych."”® "7 Stwierdzono, ze zwiazki dzialajace ochronnie w tego typu
badaniach, moga by¢ skuteczne w opornych na terapi¢ napadach padaczkowych i zarazem
charakteryzowa¢ sie¢ nowym, czesto nieznanym jeszcze mechanizmem dzialania.'>®
Przykladem tego typu zwiazku jest lewetiracetam (Keppra™), ktéry byt nieaktywny w testach
maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) i1 podskornego podania kardiazolu (scPTZ),

natomiast zapewnial wysoka ochrong w drgawkach rozniecanych (kindling) oraz w tescie

44,159
6-Hz.™
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Mimo znacznego postgpu w dziedzinie neurologii i biologii molekularnej, jaki
dokonat si¢ w ostatnich kilkudziesigciu latach, wszystkie nowe leki przeciwpadaczkowe
zostaly wprowadzone do lecznictwa w oparciu o aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa stwierdzona
w modelach zwierzecych. W przypadku tej grupy lekdw znacznie mniejsze znaczenie
przypisuje si¢ racjonalnemu projektowaniu struktur w oparciu o cele molekularne zaanga-
zowane w patomechanizm napadoéw padaczkowych.'®

Do wstepnych badan farmakologicznych na aktywno$¢ przeciwdrgawkowa
przekazano wszystkie otrzymane potaczenia. Badania wykonano w ramach amerykanskiego
programu poszukiwania nowych lekéw 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

Wstepny screening obejmuje dwa podstawowe testy in vivo: test maksymalnego
wstrzasu elektrycznego (MES) oraz test drgawek wywotanych podskérnym podaniem
kardiazolu (scPTZ). Roéwnoczesnie wyznaczana jest neurotoksyczno$¢ (NT) w tescie
obracajacego si¢ preta (rotarod). Krotka charakterystyke testow fazy I na myszach oraz fazy
Vla na szczurach przedstawiono ponize;j:

e MES - test drgawek wywotanych pradem elektrycznym.
Stymulacje pradem przeprowadza si¢ przy uzyciu elektrod rogéwkowych impulsami
elektrycznymi o czasie trwania 0,2 s i nat¢zeniu odpowiednio 50 mA dla myszy oraz
150 mA w przypadku szczuréw. Drgawki u myszy wywolywane sa po 30 minutach
1 po 4 godzinach po dootrzewnowym podaniu badanej substancji. Natomiast szczury
testowane sa w pigciu przedziatach czasowych - 15 min., 0,5h, 1 h,2hi4h.

o scPTZ - test drgawek wywotanych podskérnym podaniem kardiazolu.
Kardiazol podawany jest podskérnie w dawce wywotujacej drgawki kloniczne, u co
najmniej 97% badanych zwierzat i czasie trwania nie krotszym niz 5 s. Dawka ta wynosi
85 mg/kg dla myszy oraz 70 mg/kg dla szczuréw. Kardiazol podawany jest podskornie
w czasach analogicznych jak w tescie MES.

e NT - neurotoksyczno$¢ wyznaczana jest w tescie obracajacego si¢ preta (rotarod). Test
ten polega na ocenie zdolno$ci zwierzat do utrzymania si¢ na obracajacym precie

w czasie 1 min.
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Testy fazy I, jako kwalifikacyjne, wykonywane sa na malych grupach zwierzat (1-4).
Zwiazki podawane sa dootrzewnowo myszom w zawiesinie 0,5% metylocelulozy w dawkach
30, 100, 300 mg/kg. Wybrane polaczenia charakteryzujace si¢ aktywnoscia, w kolejnym
etapie, badane sa na szczurach (faza VIa), po podaniu doustnym w dawkach 30 mg/kg (MES),
badz 50 mg/kg (scPTZ). Wyniki tych badan sa o tyle cenne, ze pozwalaja na ustalenie
poczatku oraz calkowitego czasu dziatania, a takze momentu w ktorym obserwowana jest
szczytowa aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa (tzw. TPE, Time to Peak Effect). Z uwagi na
odmienna charakterystyke 1 niewatpliwe zalety innych testow farmakologicznych, niektore
z potaczen bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy zostaly dodatkowo przebadane
w tescie drgawek psychomotorycznych 6-Hz, a takze w tescie drgawek pilokarpinowch -
Pilocarpine Induced Status Prevention (PISP), ktory jest najczgsciej stosowanym zwierzgcym
modelem stanu padaczkowego (status epilepticus).

W testach fazy II okresla si¢ ilosciowo dzialanie przeciwdrgawkowe poprzez
wyznaczenie farmakologicznych parametréow EDsy (dawka efektywna u 50% badanych
zwierzat), TDsy (dawka toksyczna u 50% badanych zwierzat) oraz indeksu ochronnego
(PL, Protective Index), ktory okresla stosunek miedzy dawka efektywna a dawka wywolujaca
objawy toksyczne. Badania ilosciowe przeprowadza si¢ w czasie szczytowego dziatania
przeciwdrgawkowego (TPE).

Wyniki badan farmakologicznych otrzymanych zwiazkéw opisano w poszczegolnych
podrozdziatach. Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa w testach fazy I, przedstawiono podajac
najnizsza dawke badanej substancji, przy ktorej obserwowano dziatanie ochronne oraz
stosujac tzw. klasyfikacje ASP (Anticonvulsant Screening Project), wedtug ktorej, zwiazek
zaliczony do klasy 1 hamuje drgawki w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, do klasy 2 w dawce
300 mg/kg, natomiast potaczenia nieaktywne kwalifikowane sa do klasy 3. Zwiazki aktywne
przeciwdrgawkowo, ktore powoduja wystapienie objawdw neurotoksycznych w dawce
30 mg/kg zaliczane sa do klasy 4, ktéra obejmuje takze zwiazki nieaktywne lecz toksyczne.
Dziatanie neurotoksyczne okre§la najmniejsza dawka, przy ktorej obserwowano zaburzenia
koordynacji ruchowej badanych zwierzat w tescie obracajacego si¢ preta (rotarod).

W testach fazy VIa na szczurach, a takze drgawkach psychomotorycznych (6-Hz)
1 pilokarpinowych, aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa wyrazono jako liczbg zwierzat, u ktorych

obserwowano dzialanie ochronne.
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Sposrod wszystkich otrzymanych potaczen 22 pochodne zostaty zakwalifikowane do 1
klasy. Pozostate aktywne zwiazki zaliczono do klasy 2 ASP. Wéréd badanych polaczen 11

zwiazkow byto pozbawionych aktywnosci przeciwdrgawkowej w obu stosowanych testach.

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

Na podstawie wynikow, ktére przedstawiono w Tabeli 1, mozna stwierdzi¢, ze
wigkszo$¢ z otrzymanych azaspiranoOw charakteryzuje si¢ aktywnoscia, hamujac drgawki
wywotane pradem elektrycznym lub/i podskérnym podaniem kardiazolu.

W badanej serii trzy zwiazki zostaty zakwalifikowane do klasy 1 ASP poniewaz
hamowaty drgawki w dawce 100 mg/kg (zw. 7, 14 i 15). Pozostate pochodne byty aktywne
w dawce 300 mg/kg (zw. 2-6, 8 1 10) lub nie wykazaty aktywnos$ci w stosowanych testach
(zw. 1, 9, 11-13). Zwiazek 16, mimo dziatania ochronnego w drgawkach elektrycznych
w dawce 100 mg/kg, wywolywat objawy neurotoksyczne po podaniu dawki 30 mg/kg
1 zgodnie z klasyfikacja ASP zostat zaliczony do klasy 4.

Wsrod badanych polaczen najaktywniejsze okazaty sie zwiazki z silnie elektro-
ujemnymi atomami bromu lub chloru w potozeniu-4 lub dwoma atomami chloru w pozycji-
2,4 podstawnika fenylowego. Polaczenia te hamowaty przede wszystkim drgawki wywotane
pradem elektrycznym. Dziatanie to obserwowano w dawkach 100 mg/kg w czasie 0,5 h
(zw.7),2h (zw. 618) lub4 h (zw. 14, 151 16). Zwiazki 6, 7 1 8 byly rowniez aktywne w tym
samym modelu w dawkach wynoszacych 300 mg/kg w czasie 4 h. Ponadto, N-(4-
bromofenylo)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (zw. 8) 1 N-(2,4-dichlorofenylo)-2-azaspiro
[4.5]dekano-1,3-dion (zw. 15) hamowaty drgawki kardiazolowe (scPTZ) w dawce 300 mg/kg
w czasach wynoszacych odpowiednio 0,5 h 1 4 h. Wprowadzenie atomu chloru w potozenie
orto lub meta pierScienia aromatycznego lub zastapienie go grupa metylowa powodowato
obnizenie lub catkowita utrate aktywnos$ci. Pochodne 4110 byly aktywne w obu zasto-
sowanych testach w dawce 300 mg/kg w czasie 0,5 h, podczas gdy zwiazki 2 1 5 hamowaly
jedynie drgawki elektryczne, a zw. 3 byl aktywny tylko w tescie scPTZ.
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Tabela 1. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 2-azaspiro[4.4]nona-
no- i [4.5]dekano-1,3-dionu (Testy fazy I)

Iz—
Pl
IZ/Z

\©/R

1-9 10 - 16

] MES" scPTZ NT* Klasa

Zigzek R 05h 4h  05h 4h  05h  4h | Asp' |Bw | log k!
1 2-CH; - - - - - - 3 1,470 | 1,917
2 3-CH; 300 - - - 300" - 2 1,221 | 1,866
3 4-CH; - - 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 - - 300" - 1 1,954 | 2,419
8 4-Br - 300 300 - 100 - 2 1,612 | 2,115
9 2-CH; - - - - 300 - 3 1,890 | 2,195
10 3-CH; 300 - 300 - 100 100 2 1,631 | 2,126
11 4-CH; - - - - - - 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

Fenytoina® 30 30 - - 100 100
Etosuksimid® - - 100 300 - -

¥ Drgawki wywotane pradem elektrycznym;

® Drgawki wywolane podskérnym podaniem kardiazolu;

© Neurotoksycznos¢, test rotarod;

9 Klasyfikacja ASP: 1 - zwiazek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce
300 mg/kg, 3 - zwiazek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;

© Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowosci (RP-TLC);

D Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowosci (RP-HPLC);

¥ Dane lit.'*

*Zw. 6 18, aktywne w dawce 100 mg/kg (MES) w czasie 2 h;

Komentarz: '* Zwierzeta byty niezdolne do utrzymania si¢ na obracajacym precie.

W badaniach neurotoksycznosci zw. 1, 4,5 oraz 11-13, nie zaburzaly koordynacji

ruchowej zwierzat, po podaniu maksymalnej dawki 300 mg/kg, przy czym pochodne 1 1 11-
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13 byly pozbawiane aktywno$ci. Pozostate potaczenia wywolywaty objawy neurotoksyczne
w dawce 30 mg/kg (zw. 16), 100 mg/kg (zw. 3, 8, 10 1 14) lub 300 mg/kg (zw. 2, 6, 7 oraz 9).

Wybrane zwiazki 4, 7 i 15 aktywne w testach fazy I, zostaty przebadane pod katem ich
aktywnosci przeciwdrgawkowej po doustnym podaniu szczurom, w dawkach wynoszacych
odpowiednio 30 mg/kg dla testu maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES) oraz
50 mg/kg w przypadku drgawek wywolanych podskérnym podaniem kardiazolu (scPTZ).
Otrzymane wyniki pozwalaja na ustalenie poczatku aktywnosci przeciwdrgawkowej, a takze
szczytowego (tzw. TPE, Time to Peak Effect) oraz calkowitego czasu dzialania. W podobny
sposob oceniana jest neurotoksyczno$¢. Sposrod badanych potaczen zw. 15 byl nieaktywny

w obu stosowanych testach. Dane dla zw. 4 1 7 przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zw. 4 1 7 po doustnym podaniu szczurom

Przedzial czasowy

Test* Zwiazek
0,25 h 0,5h 1h 2h 4h
MES® 4 1 1 0 1 0
MES 7 2 2 2 3 0
scPTZ" 7 2 1 0 0 1
MES Fenytoina® 1 4 3 3 3
scPTZ Etosuksimid* 0 2 1 1 0

* Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa okreslono jako liczbg zwierzat z czterech badanych, u ktérych obserwowano
dziatanie ochronne;

 Drgawki wywolane pradem elektrycznym;

® Drgawki wywotane podskérnym podaniem kardiazolu;

© Dane lit.

9 Dane lit.'*

Otrzymane wyniki wskazuja na marginalng aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zw. 4, ktory
chronit jedynie 25% badanych zwierzat w czasie 0,25 h, 0,5 h oraz 2 h. Natomiast, znacznie
wyzsza aktywnos$¢ obserwowano w przypadku zw. 7, ktoéry w tescie MES dziatat ochronnie
u 75% zwierzat w czasie 2 h. Ponadto, pochodna ta chronita 50% szczuréw w przedzialach
czasowych 0,25 h, 0,5h i 1 h, a catkowity czas dziatania wynosit 2 godziny. Zwiazek 7 byt
rowniez aktywny w tescie scPTZ, w ktéorym hamowat drgawki u 50% zwierzat w czasie
0,25 h oraz u 25% po 0,5 h i 4 h. Substancje te podane doustnie nie wywotywaly objawow
neurotoksycznych.

Biorac pod uwage wyniki przedstawionych powyzej testow in vivo, N-(2,4-
dichlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (7) zostal zakwalifikowany do badan

fazy II, w ktorych wyznaczone zostaly wartosci dawki efektywnej EDsy oraz toksycznej TDsy.
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Parametry te okreslono w tescie MES po doustnym podaniu szczurom w czasie szczytowego
dziatania przeciwdrgawkowego (TPE) wynoszacego 2 h. Otrzymane wyniki wykazaty, ze
wartos¢ EDsy w tescie MES jest wigksza od 180 mg/kg, natomiast w tescie scPTZ jest

wigksza od 125 mg/kg. Dawka toksyczna TDsy wynosita powyzej 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, ze wprowadzenie podstawnikow alkilowych
w polozenie-3 ukladu imidowego w istotny sposob zwigksza aktywno$¢ w porownaniu do
pochodnych azaspiranow (Tabela 3 i 4).

Z badan tych wynika, ze z wyjatkiem trzech pochodnych 37, 40 i 45 nieaktywnych
w obu stosowanych testach, wszystkie pozostale potaczenia hamowaty drgawki wywotane
pradem elektrycznym (MES) lub/i podskérnym podaniem kardiazolu (scPTZ). Jedenascie
zwiazkow z tej serii zaliczono do klasy 1 ASP co oznacza, Zze dzialalty ochronnie w dawce
100 mg/kg, natomiast dziesig¢ hamowato drgawki w dawce 300 mg/kg (klasa2 ASP).
Zwiazki, 19 1 29, pomimo aktywnosci w dawce 100 mg/kg odpowiednio w testach MES
(zw. 19) lub scPTZ (zw. 29), byly jednoczesnie neurotoksyczne w dawce 30 mg/kg i zgodnie
z zasadami ASP zostaly zaliczone do klasy 4.

W badanych seriach zwiazkow aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zalezna jest od dtugosci
grup alkilowych w pozycji-3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu, a takze od rodzaju i polozenia
podstawnikéw w pierscieniu aromatycznym.

Generalnie najwyzsza aktywnos$cia charakteryzowaly si¢ 2,4-dichloro- oraz 4-chloro
pochodne. Z wyjatkiem N-(2,4-dichlorofenyloamino)-3-metylo-3-propylo-pirolidyno-2,5-
dionu (zw. 34), aktywnego jedynie w tescie scPTZ w dawce 100 mg/kg, wszystkie pozostale
zwiazki hamowaly drgawki w obu stosowanych modelach (MES, scPTZ). Pochodne 21, 22,
28, 33 i 38 byty aktywne w tescie MES w dawce 100 mg/kg po 0,5 h (zw. 21, 28, 33, 38) lub
4 h (zw. 22). Dziatanie ochronne w tescie MES obserwowano réwniez w dawce 300 mg/kg

p0 0,5 h (zw. 29) lub/i 4 h (zw. 21, 29, 43 i 44).
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Tabela 3. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3,3-dimetylo- i 3-etylo-3-
metylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I)

o \ o~ N
o O
17 - 23 24-30
Zwigzek R MES* scPTZ’ NT® Klasa oo k¢
0,5h 4h 0,5h 4h 0,5h 4h ASP? g fw
17+ H 300 - 300 - 100 - 2 1,471
18 4-CH; 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
237 4-Br 300 300 - - 300" - 2 1,864
24 H 300 - 300 - 100 - 2 1,695
25 4-CH; 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 30 300" 4 2,334
30" 4-Br 300 - 300 100 300" - 1 2,024
Fenytoina' 30 30 - - 100 100
Etosuksimid’ - - 100 300 - -

¥ Drgawki wywotane pradem elektrycznym;

® Drgawki wywotane podskérnym podaniem kardiazolu;

¢ Neurotoksycznos¢, test rotarod;

9 Klasyfikacja ASP: 1- zwiazek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce
300 mg/kg, 3 - zwiazek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;
¢ Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowosci (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. 23129 aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (1 h);

't Zw. 30, aktywny w dawce 100 mg/kg w scPTZ (0,25 h);

Y Dane lit.'®?

Komentarz: ' Zwierzeta byly niezdolne do utrzymania si¢ na obracajacym precie.
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Tabela 4. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3-metylo-3-propylo-,
3- butylo-3- metylo- i 3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I)

(0] o (0]
o” N o~ N N
AT S 4
31-35 36 -39 40 - 45
Zwigzek R MES*® scPTZ’ NT® Klasa e
0.5h 4h 0.5h 4h 0.5h 4h ASP* g fw
31 2-Cl 300 - 300 - 300 - 2 2,364
32% 3-Cl 300 - 300 - 100 - 2 2,401
33 4-Cl 100 - 300 - 100 300'- 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 - 100" - 1 2,896
39" 4-Br - - 300 - 300 - 2 2,539
40 H - - - - 300 - 3 1,826
41 4-CH, 300 - - - 100" - 2 1,999
42 2-Cl - - 300 - 100 - 2 2,244
437 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
Fenytoina' 30 30 - - 100 100
Etosuksimid' - - 100 300 - -

@00 0.9:0 jak w Tabeli 3;

* Zw. 32, aktywny w dawce 100 mg/kg w MES (0,25 h);

" Zw. 36 1 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: '* Zwierzeta byty niezdolne do utrzymania si¢ na obracajacym precie.

Zwiazki 29, 43 i 44 byly takze aktywne w tym samym te$cie w dawce 100 mg/kg po 1 h
(zw.29 1 44) lub 2h (zw. 43). Dodatkowo, analiza otrzymanych danych wskazata, ze
pochodne 4-chloro (zw. 21, 43) 1 2,4-dichloro (zw. 22, 29, 34, 38 1 44), charakteryzowaly si¢
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dziataniem ochronnym w drgawkach wywotanych podskérnym podaniem kardiazolu
(scPTZ). Zwiazki 22,29,34,38,43 i 44 byly aktywne w dawce 100 mg/kg po 0,5 h,
a w przypadku pochodnych 21,29 oraz 43 dzialanie to obserwowano takze w dawce
300 mg/kg po 4h, co oznacza, ze charakteryzuja si¢ one identyczna aktywnosScia
przeciwdrgawkowa jak etosuksimid, bedacy modelowym lekiem przeciwpadaczkowym,
aktywnym w teScie scPTZ. Pozostate polaczenia byly aktywne w tym teScie w dawce
300 mg/kg po 0,5h (zw. 28 133). Wprowadzenie atomu chloru w pozycje orto lub meta,
zastapienie go grupa metylowa lub jej usunigcie w przypadku potaczen niepodstawionych,
wplyngto na obnizenie aktywnosci.

Sposréd 2-chloro pochodnych, najaktywniejszy, okazal si¢ zw. 19, ktéry hamowat
drgawki elektryczne w dawce 100 mg/kg po 0,5 h 1 0,25 h. Dodatkowo, byt aktywny w tescie
scPTZ w dawce 300 mg/kg po 0,5 h. Pozostate zwiazki z atomem chloru w pozycji-2
pier§cienia fenylowego, byly aktywne w dawce 300 mg/kg po 0,5 h w obu zastosowanych
testach (zw. 31 i 36) lub w tescie MES (zw. 26), badz scPTZ (zw. 42). Pochodna 36 byta
rowniez aktywna w drgawkach kardiazolowych w dawce 100 mg/kg po 0,25 h. Podobna
aktywno$cia charakteryzowaly si¢ analogi meta-chloro. Wsrdd nich najaktywniejszy to N-(3-
chloro-fenyloamino)-3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dion (zw. 20), ktéory hamowat drgawki
elektryczne w dawce 100 mg/kg (0,5h). Pozostale zwiazki dziataly stabiej, chroniac
zwierzegta w dawce 300 mg/kg po 0,5h w obu stosowanych testach (zw. 32) lub jedynie
w tescie MES (zw. 27). Ponadto, pochodna 32 byla aktywna w tescie MES w dawce 100
mg/kg po 0,25 h.

Zastapienie atomu chloru w potozeniu-4 pierscienia fenylowego, wigkszym i mniej
elektroujemnym bromem pozwolito otrzymac zwiazki o zblizonej aktywnos$ci biologiczne;.
Z wyjatkiem nieaktywnej pochodnej 45, pozostate potaczenia byly aktywne w drgawkach
elektrycznych (zw. 23), kardiazolowych (zw. 39) lub obu stosowanych testach (zw. 30 1 35).
Wsrdd nich zw. 30 byt aktywny w tescie scPTZ w dawce 100 mg/kg po 0,25h i 4 h oraz
w dawce 300 mg/kg po 0,5 h, a takze w tescie MES w dawce 300 mg/kg po 0,5 h. Podobne
wyniki obserwowano w przypadku zw. 35, ktéry hamowat drgawki w dawce 100 mg/kg po
0,5 h oraz 300 mg/kg po 4 h (test MES), natomiast w modelu scPTZ byt aktywny w dawce
300 mg/kg po 0,5 h. Zwiazek 23 byt aktywny jedynie w tescie MES w dawkach 100 mg/kg
(1 h) 1 300 mg/kg po 0,5h i 4 h. Natomiast pochodna 39 dziatala ochronnie w drgawkach
kardiazolowych w dawce 100 mg/kg oraz 300 mg/kg po 0,25 h 10,5 h.

Wprowadzenie w miejsce silnie elektroujemnych podstawnikéw Cl i Br, elektrono-

donorowej grupy metylowej (zw. 18, 25 1 41) wplyn¢lo na oslabienie aktywno$ci. Zwiazki te
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hamowaty drgawki jedynie w dawce 300 mg/kg po 0,5h (MES, zw. 18 i 41) lub obu
modelach drgawkowych (zw. 25). Na uwagg zashuguje fakt, ze podobna zalezno$¢ migdzy
struktura 1 dziataniem obserwowano w seriach N-fenyloaminowych pochodnych 2-aza-
spiro[4.4]nonano- i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 1-16).

Niepodstawione zwiazki 17 1 24 zaliczono do klasy 2 ASP, co oznacza, ze hamowaty
drgawki w dawce 300 mg/kg. Zwiazki te byly aktywne w obu stosowanych testach po 0,5 h.
Ponadto, pochodna 17 dziatala ochronnie w tescie MES 1 scPTZ w dawce 100 mg/kg po
0,25 h.

W badaniach neurotoksyczno$ci, w tescie obracajacego si¢ preta (rotarod), jedynie
dwa zwiazki 34 i 45 nie zaburzaty koordynacji ruchowej zwierzat po podaniu maksymalne;
dawki 300 mg/kg. Pozostale polaczenia wywotywaly 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 1 43).

Przedstawione wyniki badan farmakologicznych wskazuja, Ze badane zwiazki
charakteryzuja si¢ szybko wystgpujaca, lecz krotkotrwata aktywnoscia przeciwdrgawkowa.

Wybrane potaczenia, 17, 23, 28, 29 i 30 aktywne w testach na myszach, w dalszym
etapie, byly badane na szczurach w tescie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES), po

podaniu doustnym dawki 30 mg/kg. Wyniki badan przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zw. 17, 23, 28,29 i 30 po doustnym podaniu szczurom

dawki 30 mg/kg (MES)
Przedzial czasowy
Test* Zwiazek
0,25h 0,5h lh 2h 4h
17 1 0 2 0 0
23 0 1 1 2 2
28 0 0 1 0 1
MES
29 0 1 0 1 0
30 3 2 1 1 1
Fenytoina® 1 4 3 3 3

* Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa okreslono jako liczbg zwierzat z czterech badanych, u ktérych obserwowano
dzialanie ochronne;
“ Dane lit.”

Otrzymane wyniki wskazuja, ze do najaktywniejszych naleza zwiazki 17, 23130, ktore
chronilty 50% badanych zwierzat po 0,5h (zw.30), 1 h (zw. 17) oraz 2h i 4 h (zw. 23).
Ponadto, pochodna 30 hamowata drgawki u 75% szczuréw po 0,25 h. Dodatkowo, zwiazki 17
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1 23 chronity 25% zwierzat po 0,25 h (zw. 17), 0,5h i 1 h (zw. 23). Pozostate potaczenia 28
1 29 dziataty przeciwdrgawkowo u 25% szczurow po 0,5h i 2h (zw.29) lub 1h i 4h
(zw. 28). Jak wynika z Tabeli 5, badane zwiazki charakteryzowaly si¢ nizsza aktywnoscia
w porownaniu do fenytoiny. Pochodne te dziataly stosunkowo krétko, a najdiuzsze dziatanie
obserwowano w przypadku zw. 23 (0,5 h-4h) oraz zw. 30, ktory chronit zwierz¢ta we
wszystkich przedziatach czasowych. Poftaczenia te stosowane w dawce 30 mg/kg nie
zaburzaty koordynacji ruchowej w tescie rotarod.

Wybrane zwiazki 34 1 39, aktywne w drgawkach kardiazolowych u myszy, badano
w tym samym te$cie po doustnym podaniu szczurom dawki 50 mg/kg. Otrzymane wyniki,

w porownaniu do etosuksimidu, przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa zw. 34 i 39 po doustnym podaniu szczurom w dawce

50 mg/kg (scPTZ)
Przedzial czasowy
Test* Zwiazek
0,25h 0,5h 1h 2h 4h
34 1 27 0 0 1
scPTZ 39 0 1 0 0 0
Etosuksimid® 0 2 1 1 0

* Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa okreslono jako liczbg zwierzat z czterech badanych, u ktérych obserwowano
dziatanie ochronne;

“ Dane lit."®?

Komentarz: ** drgawki miokloniczne.

Z badan tych wynika, Ze pochodna 34 chronita 50% badanych zwierzat w czasie 0,5 h, co
odpowiada aktywnos$ci obserwowanej w przypadku etosuksimidu. Niemniej jednak w tym
samym czasie wywotywala drgawki miokloniczne. Ponadto, zwiazek ten byl aktywny u 25%
badanych szczuréw w przedziatach czasowych 0,25 h i 4 h. Wynika stad, ze dziatat on diluzej
niz etosuksimid. Natomiast, pochodna 39 chronita 25% zwierzat 0,5 h po podaniu. Potaczenia
34 139 w dawce 50 mg/kg nie uposledzaty koordynacji ruchowej szczurdw w tescie rotarod.
W kolejnym etapie, zwiazki 36 1 39 byly badane w tescie drgawek elektrycznych -

'a'® jako model drgawek

6-Hz. Test 6-Hz zostal po raz pierwszy opisany przez Brown
psychomotorycznych odpowiadajacych napadom czgéciowym u czlowieka. Test ten przez
dluzszy czas nie nalezat do standardowych badan, poniewaz fenytoina oraz jej pochodne byty
w nim nieaktywne. Natomiast badania ostatnich lat wykazaty, Zze stanowi on wazne narz¢dzie
farmakologiczne, ktore pozwala na wyselekcjonowanie potaczen skutecznych w leczeniu

napadow padaczkowych opornych na dzialanie klasycznych lekow.'™®
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Otrzymane wyniki badan w tescie 6-Hz dla zw. 36 i 39 po dootrzewnowym podaniu
myszom dawki 100 mg/kg wskazuja, ze pochodne te sa aktywne po 0,5h i chronia
odpowiednio 50% (zw. 36) lub 25% (zw. 39) badanych zwierzat (Tabela 7).

Tabela 7. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa zw. 36 i 39 po dootrzewnowym podaniu myszom

w dawce 100 mg/kg - Test 6-Hz

Przedzial czasowy

Test* Zwiazek
0,25 h 0,5h lh 2h 4h
36 0 2 0 0 0
6-Hz
39 0 1 0 0 0

* Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa okreslono jako liczbg zwierzat z czterech badanych, u ktérych obserwowano
dziatanie ochronne.

Acetylocholina jest jednym z neuroprzekaznikow pobudzajacych osrodkowego uktadu
nerwowego. Na podstawie szeregu obserwacji na szczurach i myszach stwierdzono, ze
podanie domodzgowe lub systemowe agonistow receptorOw muskarynowych m. in.
pilokarpiny, powoduje drgawki z nastgpczymi zmianami degeneracyjnymi neurondw mozgu.
Ich lokalizacja 1 charakterystyka sa zblizone do tych, ktore zaobserwowano post mortem

164.165 Platego tez, do panelu badan screeningowych

u 0sob, ktore przebyly stan padaczkowy.
Narodowego Instytutu Zdrowia, wprowadzono test drgawek pilokarpinowych (PISP,
Pilocarpine Induced Status Prevention), ktory jest aktualnie najcze$cie] stosowanym
zwierzgcym modelem status epilepticus.

Sposrod wszystkich otrzymanych zwiazkow, N-(3-chlorofenylo)-amino-3,3-dimetylo-
pirolidyno-2,5-dion (zw. 32), zostat wyselekcjonowany do badan w opisanym powyzej tescie
PISP. Zdolno$¢ hamowania drgawek pilokarpinowych zw. 32 zostata oceniona na szczurach,
po jego podaniu dootrzewnowym. Wyniki testu PISP wyrazone zostaty jako ,,liczba szczuréw
chronionych” vs ,liczba szczurow niechronionych”. W momencie podania pilokarpiny
dochodzi do charakterystycznych zmian w zachowaniu zwierzat, ktore opisuje pigcio-
stopniowa skala Racine’a:'®

e Stopien 1 - znieruchomienie, mruzenie oczu, miokloniczne skurcze migsni pyska;

e Stopien 2 - przejawy ogniskowych drgawek klonicznych, np. uporczywe ruchy zucia,
rytmiczne ,,kiwanie” gtowa (tzw. head nodding);

e Stopien 3 - jednostronne drgawki kloniczne przednich tap;

e Stopien 4 - wspigcia z towarzyszacymi czg¢sto obustronnymi drgawkami klonicznymi

przednich tap;

75



Badania farmakologiczne

e Stopien 5 - wspigcia z utrata rownowagi 1 uogélnione drgawki kloniczne.

Dziatanie przeciwdrgawkowe wyznaczane jest w tzw. czasie zero, tj. czasie pierwszego
stadium drgawek stopnia 3, przedstawionej powyzej klasyfikacji. Otrzymane wyniki w tescie

drgawek pilokarpinowych dla pochodnej 32 przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa zw. 32 po dootrzewnowym podaniu szczurom w tescie

PISP
Srednia zmiana ciezaru +
Liczba Liczba b
Dawka Czas SEM (g)
Zwiazek . Szczurow szczurow
(mg/kg) [h] Szcezury Szczury
chronionych niechronionych
chronione niechronione
32 65 0 7 8 15+0,0 12,9+2,2

¥ Pierwsze stadium drgawek stopnia 3;

® Srednia zmiana ciezaru ciata 24 po wystapieniu drgawek stopnia 3.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze badana substancja podana dootrzewnowo w dawce
65 mg/kg, chronita 7 z 15 badanych szczurow. Réwnoczesnie oceniono neurotoksyczno$é
w tescie rotorod. Zw. 32 zaburzal koordynacje ruchowa zwierzat jedynie w najwyzszej
stosowanej dawce 300 mg/kg.

Zwiazek 17 aktywny w testach na myszach i szczurach zostat zakwalifikowany do
testow fazy II, w celu ilosciowego wyznaczenia dawki efektywnej EDs, toksycznej TDs oraz
indeksu ochronnego (PI). Warto$¢ PI jest miara bezpieczenstwa danego leku, im jest on
wyzszy tym wyzsze bezpieczenstwo stosowania danej substancji leczniczej. EDsy N-fenylo-
amino-3,3-dimetylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17) wyznaczono w tescie MES, po doustnym
podaniu szczurom w czasie najwyzszej aktywnosci - 0,5 h. W tym samym czasie okreslono
TDs oraz PI. Wyniki badan ilosciowych zw. 26 i fenytoiny, ktore przedstawiono w Tabeli 9,
wskazuja, ze zw. 17 byl mniej aktywny, dziatat krocej, a takze byl bardziej toksyczny niz

fenytoina.

Tabela 9. Wartosci EDsy, TDsy 1 PI dla zw. 26

, MES EDs )

Zwigzek TPE (h)* b NT TDs, (mg/kg)* PI
(mg/kg)

17 0,5 69,89 + 1,64 500 7,15

Fenytoina® 2,0 23,2+4.28 >500 >21,6

¥ Czas szczytowej aktywnosci farmakodynamicznej (TPE);

 EDs, - Dawka efektywna u 50% badanych szczuréw po podaniu doustnym (test MES);
9 TDs, - Dawka toksyczna u 50% badanych szczuréw po podaniu doustnym;

9PI - Indeks ochronny (Protective Index) - TDsy/EDsy;

® Dane lit."*!
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4.1.3. Pochodne N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-dionu

W kolejnym etapie badan otrzymano bicykliczne pochodne heksahydroizoindo-1,3-
dionu, ktére mozna uzna¢ za analogi odpowiednich 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionow.
W zwiazkach tych pierscien cykloheksanu oraz uktad sukcynimidu posiadaja dwa wspdlne

atomy wegla. Otrzymane wyniki badan farmakologicznych zebrano w Tabeli 10.

Tabela 10. Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych heksahydroizoindo-
1,3-dionu (Testy fazy I)

(0]
o” N
A
46 - 51

Zwigzek R MES* scPTZ’ NT® Klaszi log .
0,5h 4h 0,5h 4h 0,5h 4h ASP w

46 H 300 - 300 - - - 2 1,937

47 4-CH; - - - - 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

Fenytoina' 30 30 - - 100 100
Etosuksimid' - - 100 300 - -

 Drgawki wywolane pradem elektrycznym;
® Drgawki wywolane podskérnym podaniem kardiazolu;
¢ Neurotoksycznos¢, test rotarod;
9 Klasyfikacja ASP: 1 - zwiazek aktywny w dawce 100 mg/kg lub mniejszej, 2 - substancja aktywna w dawce
300 mg/kg, 3 - zwiazek nieaktywny, 4 - substancja aktywna lecz toksyczna w dawce 30 mg/kg;
¢ Znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowosci (RP-HPLC).
Y Dane lit."?

W analizowanej grupie najaktywniejszy byt zwiazek 51 zawierajacy dwa atomy chloru
w polozeniu-2,4 uktadu aromatycznego. Hamowal on drgawki wywotane pradem
elektrycznym w dawce 100 mg/kg po czasie 4 h. Aktywno$¢ mono-chloro pochodnych 48,
49 oraz 50 zalezna byla od polozenia chlorowca w pierscieniu fenylowym. Izomery para
(zw.50) 1 meta (zw.49), byly aktywne w tescie scPTZ w dawkach wynoszacych

odpowiednio 100 i 300 mg/kg, natomiast analog orto (zw. 48), byl pozbawiony aktywnosci.
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Niepodstawione pochodna 46 chronita zwierzg¢ta w dawce 300 mg/kg w obu zastosowanych
testach, natomiast jego analog z grupa metylowa w potozeniu-4 (zw. 47), byl nieaktywny.

Objawy neurotoksyczne obserwowano w dawce 300 mg/kg dla zw. 47,49 1 51.
Pozostate pochodne nie uposledzaty koordynacji ruchowej zwierzat.

Zwiazek 46, aktywny w testach MES i1 scPTZ na myszach, badano w tych samych
modelach drgawek po doustnym podaniu szczurom (Tabela 11). Otrzymane wyniki
wskazuja, ze pochodna 46 jest praktycznie nieaktywna, chroniac jedynie 25% badanych
zwierzat w tescie MES w czasie 0,5 h oraz w tescie scPTZ w czasie 0,25 h 1 1 h. Zwiazek ten

w stosowanych dawkach nie uposledzat koordynacji ruchowej badanych zwierzat.

Tabela 11. Aktywnos¢ przeciwdrgawkowa zw. 46 po doustnym podaniu szczurom

Przedzial czasowy

Test* Zwiazek
0,25 h 0,5h lh 2h 4h
MES* 0 1 0 0 0
N 46
scPTZ 1 0 0 0 1
MES Fenytoina® 1 4 3 3 3
scPTZ Etosuksimid* 0 2 1 1 0

* Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa okreslono jako liczbg zwierzat z czterech badanych, u ktorych obserwowano
dziatanie ochronne, badz toksyczne;

¥ Drgawki wywotane pradem elektrycznym;

® Drgawki wywotane podskérnym podaniem kardiazolu;

© Dane lit.”

9 Dane lit.'

Sposrod  N-fenyloamino-heksahydroizoindo-1,3-diondw zw. 47 zostal zakwalifiko-

wany do badan w tescie drgawek pilokarpinowych PISP na szczurach (Tabela 12).

Tabela 12. Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa zw. 47 po dootrzewnowym podaniu szczurom w tescie

PISP
Srednia zmiana cigzaru +
Liczba Liczba b
Dawka Czas SEM (g)
Zwigzek . SZCZUrow szczuréw
(mg/kg) [h] Szczury Szczury
chronionych niechronionych
chronione niechronione
47 450 0 6 7 10,0+ 1,2 12,0+ 0,0

¥ Pierwsze stadium drgawek stopnie 3;
® Srednia zmiana cigzaru ciata 24 po wystapieniu drgawek stopnia 3, SEM - standardowy blad pomiaru.

Pochodna ta charakteryzowata si¢ aktywnos$cia, chroniac blisko 50% badanych zwierzat
w dawce 450 mg/kg. Istotnym jest rowniez fakt, ze zwiazek ten byl nieaktywny w klasy-
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cznych testach MES i scPTZ. Dziatanie neurotoksyczne obserwowano u 100% zwierzat

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

Prowadzac dalsze badania otrzymano serie N-fenyloaminowych pochodnych 3-cyklo-
heksylo-piroliduno-2,5-dionu zw. 52 -54 oraz pochodne posiadajace w potozeniu-3
sukcynimidu pier§cien aromatyczny (zw. 55 - 59). Modyfikacje tego typu mialy na celu oceng
roli ukfadu spiranowego dla aktywnosci biologicznej, natomiast z drugiej strony
odpowiedzie¢ na pytanie czy zwigkszenie aromatycznos$ci czasteczek, poprzez wprowadzenie
podstawnika fenylowego w polozenie-3 pierscienia imidowego spoteguje dziatanie

przeciwdrgawkowe (Tabela 13).

Tabela 13. Aktywno$¢ przeciwdrgawkowa N-fenyloaminowych pochodnych 3-cykloheksylo-,
3-fenylo-pirolidyno-2,5-dionu (Testy fazy I)

O O
o~ N o~ N
H\Q/R H\Q/R
52 -54 55-59

] MES* scPTZ? NT* Klasa

Zmigzek R 05h  4h  05h  4h  05h  4nh | asp’ |logkv
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

Fenytoina' 30 30 - - 100 100
Etosuksimid' - - 100 300 - -

09410 Jak w Tabeli 10.
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze zwiazki 52 - 59, niezaleznie od rodzaju podstawienia
w pierScieniu imidowym oraz podstawnikow w ugrupowaniu fenyloaminowym byty
nieaktywne. Zwiazki 52 - 59 nie dziataly rowniez neurotoksycznie po podaniu maksymalne;j
dawki, wynoszacej 300 mg/kg. Pomimo braku aktywnos$ci pochodnych 52 - 59, uzyskane
wyniki pozwolily na systematyczna oceng zalezno$ci struktura - aktywno$¢ przeciw-
drgawkowa w analizowanych seriach polaczen. Na ich podstawie mozna stwierdzi¢, ze
wprowadzenie zaréwno podstawnika fenylowego jak 1 pierscienia cykloheksylowego

w potozenie-3 pirolidyno-2,5-dionu powoduje catkowita utrate aktywnosci.

4.2. Badania farmakologiczne in vitro’

Padaczka jest heterogennym zespolem chorobowym o zlozonej patogenezie.
Réznorodnos¢ celow molekularnych, nie zawsze w pelni sprecyzowanych, utrudnia ustalenie
jednoznacznego mechanizmu dziatania stosowanych aktualnie lekow przeciwpadaczkowych.
Niemniej jednak, w przypadku wielu potaczen, mozna okresli¢ pewne dominujace
wlasciwosci farmakodynamiczne, ktorym przypisuje si¢ decydujaca rolg dla aktywnosci. Stad
dziatanie przeciwpadaczkowe leku moze by¢ wynikiem:'®’

¢ Blokowania napigciowo-zaleznych kanatow sodowych;

e Nasilenia osrodkowych efektéw hamujacych uktadu GABA-ergicznego;

e Hamowania napigciowo-zaleznych kanaléw wapniowych;

e Zapobiegania uwalniania aminokwasoéw pobudzajacych (kwas glutaminowy
1 asparaginowy);

¢ Blokowania receptorow NMDA, dzigki czemu ograniczana jest pobudzajaca
neurotransmisja glutaminergiczna.

W celu wyjasnienia prawdopodobnego mechanizmu dziatania dla wybranych
aktywnych przeciwdrgawkowo zwiazkdw wykonano badania radioreceptorowe majace na
celu okreslenie ich powinowactwa do receptorow GABA, oraz napigciowo-zaleznych

kanatéw wapniowych.

4.2.1. Powinowactwo do receptoréw GABAA

Kardiazol jest jedna z najczesciej wykorzystywanych substancji drgawkotworczych.

Mimo, ze mechanizm jego dziatania drgawkotwoérczego jest ciagle niejasny, sugeruje sig, ze

* Badania radioreceptorowe wykonano w zespole kierowanym przez Prof. dr hab. Gabriela Nowaka w Zakladzie
Cytobiologii i Histochemii U] CM
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blokuje on kanal dla jonoéw chlorkowych w kompleksie receptora GABA4. Do lekow
skutecznych w modelu scPTZ naleza migdzy innymi etosuksimid, strukturalnie zblizony do
potaczen bedacych tematem niniejszej rozprawy, kwas walproinowy oraz inne substancje
majace wplyw na transmisje w ukladzie GABA-ergicznym.'®® Dlatego tez wydawalo sie
celowym okreslenie wpltywu wybranych zwiazkow na receptor GABA.

Do badan tych przekazano zw. 7,8, 15116 nalezace do serii pochodnych 2-aza-
spiro[4.4]nonano- (zw. 7 1 8) i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 15 1 16), aktywne w tescie drgawek
elektrycznych (zw.7116) lub w obu stosowanych testach (MES 1 scPTZ) (zw. 81 15).
Badania te wykonano na homogenizatach tkankowych mozgu szczura stosujac [°H]muscimol
(5-aminometylo-3-izoksazol), bedacy agonista receptorow GABAa. Na podstawie uzyska-
nych wynikow stwierdzono, ze zwiazki o tej strukturze sa pozbawione powinowactwa do
miejsca wiazacego ["H]muscimolu w obrebie receptora GABA,, co wyklucza jego udzial

w mechanizmie dziatania badanych potaczen.

4.2.2. Powinowactwo do napieciowo-zaleznych kanatéw wapniowych

Napigciowo-zalezne kanaly wapniowe odgrywaja istotng rolg¢ w patogenezie padaczki.
Stwierdzono, ze ich nasilona aktywacja jest jednym ze zjawisk odpowiedzialnych za
spontaniczne wytadowania komodrek nerwowych, wystgpujacych podczas napadu
padaczkowego. Szereg z aktualnie stosowanych lekow przeciwpadaczkowych posiada
zdolnos¢ antagonizowania roéznych typow kanatéw wapniowych. Naleza tu etosuksimid,
karbamazepina, gabapentyna, pregabalina, a takze zonisamid i1 lamotrigina. Warto podkresli¢,
ze rowniez inne blokery kanatow wapniowych, migdzy innymi pochodne dihydropirydyny
(nitrendypina, nifedypina), a takze flunarizyna, wykazuja dziatanie przeciwdrgawkowe
w roznych modelach drgawek padaczkowych.'®

Biorac po uwage powyzsze dane, dla wybranych aktywnych potaczen 7 i 9 oraz
nieaktywnej pochodnej 12, nalezacych do serii azaspirandw, wyznaczono ich powinowactwo
do napigciowo-zaleznych kanatéw wapniowych. Badania zostaly wykonane na homogen-
nizatach tkanki moézgowej szczura z uzyciem jako radioliganda [*H]nitrendypiny. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze potaczenia te nie wiazaty si¢ z kanalem wapniowym, bez wzgledu na ich
aktywno$é in vivo. Swiadczy to o odmiennym mechanizmie odpowiedzialnym za efekt
przeciwdrgawkowy.

Szczegbtlowe dane dotyczace badan farmakologicznych otrzymanych polaczen

opisano w publikacjach 1, 3 i1 4, zamieszczonych w Aneksie.
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5. Badanie wtasciwosci lipofilowych

Lipofilowo$¢ jest jednym z najwazniejszych parametrow fizykochemicznych
zwiazkow biologicznie aktywnych. Decyduje o przechodzeniu substancji przez btony
biologiczne, wptywa na procesy wchianiania i dystrybucji czasteczek w ustroju, ponadto
bierze udzial w oddziatywaniach ligand - receptor, ktére do pewnego stopnia maja charakter
oddziatywan hydrofobowych.'” Czasteczki posiadajace odpowiednia lipofilowosé, co wiaze
si¢ $cisle z ich powinowactwem do lipidowych bton biologicznych, sa dobrze absorbowane,
odpowiednio rozmieszczone w ustroju, a w konsekwencji dostarczone do danego celu
molekularnego. Ze wzrostem lipofilowosci wiaze si¢ zmiana aktywno$ci biologicznej,
zmniejszenie rozpuszczalno$ci w wodzie, nasilenie penetracji do tkanek, a takze przys-
pieszenie metabolizmu i eliminacji. Dlatego tez, wlasciwosci lipofilowe obok sterycznych,
elektronowych oraz wiazan wodorowych, stanowia podstawe iloSciowej analizy struktura -
aktywnos¢ (QSAR), a ich pomiar jest waznym elementem w procesie racjonalnego
projektowania nowych lekow.'”

Lipofilowo$¢ jest parametrem szczegélnie istotnym dla polaczen dziatajacych
w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ktérych interakcje z okreslonym celem
biologicznym, poprzedza przejscie poprzez barier¢ krew-moédzg (BBB). Wedtug Hansach
1 wspolprac. optymalna lipofilowos¢ dla tego typu substancji, wyrazona jako logarytm
wspotczynnika podzialu (log P); oscyluje w granicach 2. Biorac pod uwage fakt, ze
wlasciwosci lipofilowe sa jednym z podstawowych czynnikow determinujacych osrodkowe
dziatanie zwiazkow chemicznych, wykazano istnienie korelacji migdzy lipofilowoscia
i efektem biologicznym, w tym réwniez dla polaczen o aktywnosci przeciwdrgawkowej.'”
Niemniej jednak, wiadomym jest, ze aktywno$¢ farmakologiczna stanowi wypadkowa
szeregu wlasciwos$ci fizykochemicznych, ale przede wszystkim struktury i zwiazanej tym
obecnosci okreslonych ugrupowan w odpowiedniej konfiguracji, ktore decyduja o powino-

wactwie 1 sposobie oddzialywania czasteczki z danym receptorem. Dlatego tez, pomiar
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wlasciwos$ci lipofilowych oraz ich wplyw na aktywnos$¢ nalezy uznaé za jedno z wielu
narzgdzi pomocnych w projektowaniu nowych lekow.

Lipofilowos$¢ charakteryzuje powinowactwo substancji chemicznej do fazy lipidowe;,
a jej] miara jest logarytm dziesigtny wspoiczynnika podziatu P -log P. Standardowym
rozpuszczalnikiem stosowanym do jego wyznaczania jest n-oktanol. Sposrod wielu uktadow
modelowych, mieszanina zlozona z n-oktanolu i wody, odpowiada najblizej rozktadowi faz
polarnych i niepolarnych w ustroju.'”* Ze wzgledu na szereg niedogodnosci klasycznej
metody (shake-flask), polegajacej na podziale substancji migdzy faz¢ olejowa 1 wodna, w celu
okreslenia wilasciwosci lipofilowych do najwazniejszych zalicza si¢ aktualnie techniki
chromatograficzne w uktadzie faz odwroconych (RP-Reversed Phase). Najczgsciej stosowane
to chromatografia cienkowarstwowa (RP-TLC) oraz wysokosprawna chromatografia
cieczcowa (RP-HPLC). Pomiar wtasciwosci lipofilowych metodami chromatograficznymi
opiera si¢ na podziale substancji migdzy polarna faza ruchoma i niepolarna faza stacjonarna.
Ich miara sa chromatograficzne parametry Ry dla techniki RP-TLC'” lub logarytm
wspdtezynnika pojemnosciowego log k w przypadku metody RP-HPLC.!”

Wyniki wczesniejszych badan prowadzonych w Katedrze Chemii Farmaceutycznej UJ
CM wskazuja na istnienie zaleznosci migdzy lipofilowoscia 1 aktywnoS$cia
przeciwdrgawkowa w seriach N-benzylowych,'”” N-pirydylowych,'** oraz N-(4-arylo-
piperazyn-1-yl)-alkilowych'”® pochodnych azaspirandw. Biorac pod uwage powyzsze
doniesienia 1 dysponujac duza grupa bliskich pod wzgledem strukturalnym zwiazkow,
w kolejnym etapie badan postanowiono wyznaczy¢ ich wilasciwosci lipofilowe stosujac
metody chromatograficzne w ukladzie faz odwréconych - RP-TLC oraz RP-HPLC.
Otrzymane wyniki pozwolity na ustalenie zalezno$ci struktura - lipofilowos¢ oraz oceng
wptywu lipofilowosci na aktywno$¢ przeciwdrgawkowa badanych potaczen.

Do badan lipofilowosci metoda chromatografii cienkowarstwowej podzialowe;j
z odwroconymi warstwami (RP-TLC) wybrano zwiazki 1-16, nalezace do serii azapirandw.
W pierwszym etapie badan opracowano warunki oznaczenia, stosujac jako fazg ruchoma
dwusktadnikowe uktady ztozone z n-propanolu oraz buforu TRIS o pH = 7,4.

Na podstawie uzyskanych wynikow, w dziewieciu réznych stgzeniach n-propanolu,
obserwowano liniowa zalezno$¢ migdzy warto$ciami Ry 1 jego zawartoscia w fazie ruchome;.
Parametry Ry zmniejszaly si¢ liniowo wraz ze wzrostem modyfikatora organicznego w ukta-
dzie rozwijajacym. Wysoka korelacja, mieszczaca si¢ w granicach 0,978-0,993, umozliwita,
w oparciu o metode ekstrapolacji, wyznaczenia znormalizowanych chromatograficznych

parametrow lipofilowosci Ry, dla zerowej zawarto$ci n-propanolu. Zalezno$¢ wspot-

84



Wtasciwosci lipofilowe

czynnikdw Ry od stgzenia n-propanolu w uktadzie rozwijajacym dla wybranych zwiazkow 1

oraz 15 przedstawiono na Ryc. 40.

10 20 30 40 50 60 70 80

stezenie n-propanolu [%]

Ryec. 40. Liniowa zaleznos$¢ wspotczynnikdw Ry od zawartosci n-propanolu w uktadzie rozwijajacym

dlazw. 1(-)i15(a)

Znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowo$ci Ryp opisuja podziat badanej
substancji migdzy wodg (w przedstawionym badaniu bufor TRIS o pH = 7,4) oraz niepolarna
fazg stacjonarna. Parametry te sa rekomendowane jako chromatograficzna miara lipofilowosci

w analizach QSAR.179 Otrzymane wartosci Ry dla zw. 1-16 zebrano w Tabeli 1.

Analiza otrzymanych danych wykazata, ze Ilipofilowo$¢ badanych potaczen jest
uzalezniona od wielkosci pierscienia cykloalkilowego oraz rodzaju i1 potozenia podstawnikow
w uktadzie aromatycznym:

e Pochodne 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 9-16) (Rvo W granicach 1,631-2,164),
charakteryzuja si¢ wyzsza lipofilowosci w poréwnaniu do ich cyklopentanowych
analogow (zw. 1-8) (Ryo w granicach 1,221-1,954);

e Wprowadzenie atoméw chloru lub bromu powoduje zwigkszenie lipofilowosci
w porownaniu do analogdw metylowych;

e Warto$ci parametréw Ry dla izomeréw uzaleznione sa od potozenia danego
podstawnika w uktadzie aromatycznym. W przypadku zwiazkow posiadajacych
w strukturze atom chloru, najwyzsza lipofilowoscia charakteryzuja si¢ pochodne para
(zw. 6 1 14), natomiast najnizsza izomery orto (zw.4 1 12). Przeciwnie, wsrod
analogow metylowych najwyzsze wartosci Ry zaobserwowano dla orto-podsta-

wionych pochodnych 119, a najnizsza lipofilowoscia charakteryzowaly si¢ izomery
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meta -2 1 10. Wynika to z odmiennych wlasciwosci elektronowych atomu chloru
1 grupy metylowej. Wprowadzenie silnie elektroujemnego atomu chloru w potozenie
para powoduje zrownowazenie rozktadu elektronowego i zmniejszenie polarnosci
czasteczki spowodowanej obecnos$cia silnie elektrono-akceptorowych atomow azotu
i tlenu w ukladzie imidowym oraz wiazaniu iminowym. Natomiast, w przypadku
analogdw metylowych, ze wzgledu na obojetny elektronowo charakter podstawnika

CH3, wigkszy udziatl w lipofilowosci zwiazku przypisuje si¢ efektom sterycznym.

W kolejnym etapie badan, w oparciu o wyznaczone eksperymentalnie warto$ci para-
metrow Ry, ustalono zalezno$¢ pomigdzy lipofilowoscia 1 aktywnos$cia przeciwdrgawkowa

otrzymanych potaczen. Zalezno$¢ ta przedstawiono na Ryec. 41.

2.3

2.1

1.9

1.7

1.5

[ Zakres
14 + Srednia _
' 100 300 >300 Aktywnosé
[mglkg]

Aktywno$é Zakres Ry Srednia Ry

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

Ryec. 41. Zalezno$¢ lipofilowos¢ - aktywnos¢ dla zw. 1-16

W analizie tej wykorzystano zakresy oraz $rednie warto$¢ parametrow Ry dla grup
zwiazkow aktywnych w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz substancji pozbawionych akty-
wnosci (>300 mg/kg). Stwierdzono, ze najwyzsza lipofilowoscia charakteryzuja si¢ pochodne

aktywne w dawce 100 mg/kg z zakresem Ryyp wynoszacym 1,946-2,164 1 $rednia rowna 1,99.
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Wartym podkreslenia jest fakt, ze zwiazki aktywne w dawce 300 mg/kg posiadaja najnizsza
lipofilowo$¢. Jak wynika z prezentowanej ryciny zakres parametrow Ry dla substancji
nieaktywnych pokrywal si¢ czeSciowo z zakresem dla polaczen aktywnych w dawce
300 mg/kg. Zastosowana analiza statystyczna - test Kruskala-Wallisa, wykazata, ze roznice
pomigdzy badanymi grupami byly istotne statystycznie, H (2, n =16) = 11,24, p = 0,0036.

Z uwagi na fakt, ze wtasciwosci lipofilowe niejednokrotnie decyduja o poczatku
i calkowitym czasie trwania efektu biologicznego, przeprowadzono ocen¢ wplywu
lipofilowos$ci na czas, w ktorym obserwowano dziatanie przeciwdrgawkowe. W tym celu,
poréwnano wartosci chromatograficznych parametréw Ry zwiazkéw aktywnych po 0,5 h

i 4 h (Ryc. 42).

23

RMU
21
1.9
1.7
1.5
1.3
S [ Zakres
+ Srednia
1.1
0.5 4.0 Czas [h]
Czas [h] Zakres Ry Srednia Ry
0,5 1,221 - 1,631 1,42
4,0 1,612 - 2,164 1,87

Ryc. 42. Zalezno$¢ lipofilowos¢ - czas dziatania przeciwdrgawkowego dla aktywnych potaczen

serii azaspirandéw

Zaobserwowano, ze substancje aktywne po czasie 4 h od podania charakteryzuja si¢
wyzsza lipofilowoscia (zakres: 1,612-2,164, $rednia: 1,87), w poréwnaniu do zwiazkdéw,
ktorych efekt obserwowano po 0,5 h (zakres: 1,221-1,631, $rednia: 1,42). Zastosowany test
Manna - Whitney’a, potwierdzit istotna statystycznie roznicg migdzy analizowanymi grupami

(U= 1,50, p = 0,0137).

87



Wtasciwosci lipofilowe

W kolejnym etapie prac, dla wszystkich otrzymanych polaczen, wyznaczono
lipofilowo$¢ wykorzystujac technik¢ RP-HPLC. W metodzie tej parametrem charaktery-
zujacym wiasciwosci lipofilowe jest wspotczynnik pojemnosciowy - .

Uzyskane wyniki, w dziewigciu roznych stezeniach acetonitrylu (MeCN), wskazuja na
liniowa zalezno$¢ migdzy wartoSciami k£ 1 zawartoScia modyfikatora organicznego
w fazie ruchomej. Na tej podstawie, w oparciu o metodg regresji liniowej, wyznaczone
zostaly znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowosci - log 4y, ktore opisuje
rownanie Soczewinskiego-Wachtmeister’a.'”” Liniowa korelacje wspolczynnikow & od za-
wartoéci MeCN w fazie ruchomej dla wybranych zréznicowanych pod wzgledem

strukturalnym potaczen 7, 17, 43 1 45 przedstawiono na Rye. 43.

logk,, 3 -

w

stezenie MeCN [%]

100

Ryec. 43. Liniowa zalezno$¢ wspotczynnikdéw k od zawartosci MeCN w fazie ruchome;j dla

2w. 7 (*), 17 (), 43 (+) oraz 45 (+)

Wyznaczone zalezno$ci charakteryzowaty si¢ wysokimi wspolczynnikami korelacji,
ktore miescity si¢ w granicach 0,990-0,998. Parametry log k,, zebrano w Tabelach 1, 3, 4, 10
113.

Otrzymane dane wskazuja, ze na lipofilowos¢ badanych potaczen miaty wplyw
ugrupowania w pozycji-3 ukladu pirolidyno-2,5-dionu oraz rodzaj i potozenie podstawnikow
w uktadzie aromatycznym. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢:

e Najwyzsze warto$ci eksperymentalnych parametrow log k,, 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, najnizsza lipofilowoscia charaktery-
zowaly si¢ analogi 3,3-dimetylowe (zw. 17-23) (1,471 - 2,179);

e Wprowadzenie w miejsce podstawnika cykloheksylowego w potozeniu-3 pirolidyno-
2,5-dionu (zw. 52-54), ugrupowania fenylowego (zw. 55-59) spowodowato obnizenie
lipofilowosci;

e Zmiana sposobu przylaczenia pierScienia cykloheksanu do uktadu sukcynimidu
z atomu wegla ,,spiro” (zw. 9-16) na dwa wspdlne atomy wegla w przypadku
pochodnych heksahydroizoindo-1,3-dionu (zw. 45-50), zmniejszyta lipofilowos¢
odpowiednich analogow;

e W poszczegolnych seriach najwyzsze wartosci parametrow log &, obserwowano dla
2,4-dichoro- pochodnych, podczas gdy najnizsze w przypadku zwiazkow
niezawierajacych podstawnikow w pier§cieniu fenylowym. Podobnie jak w metodzie
RP-TLC, sposrod izomerow chloro najbardziej lipofilowe okazaty si¢ pochodne para,
natomiast najmniej izomery orfo. W przypadku analogow metylowych, w serii
azaspiranOw, najwyzsze warto$ci log k,, obserwowano dla pochodnych z grupa
metylowa w polozeniu-2, podczas gdy najnizsze dla izomerdéw meta;

e Lipofilowo$¢ 4-bromo pochodnych byta zblizona do ich 2- lub 3-chloro analogow.

W oparciu o wyznaczone wartos$ci parametrow log k,, zbadano wptyw lipofilowos$ci na
aktywno$¢ przeciwdrgawkowa. Poniewaz korelacje taka wykonuje si¢ dla bliskich
strukturalnie potaczen, rdézniacych si¢ jedynie rodzajem podstawnikow lub dlugoscia
fragmentow alkilowych, analiz¢ ta wykonano oddzielnie dla zwiazkéw z serii azaspirandw
oraz pochodnych 3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu. Warto podkresli¢, ze w obydwu seriach
dysponowano stosunkowo licznymi grupami zwiazkéw, zréznicowanych pod wzgledem
budowy 1 wlasciwosci farmakologicznych, co pozwala na otrzymanie miarodajnych 1 rzetel-
nych wynikow.

Ocena zaleznosci lipofilowos$¢ - aktywno$¢ byla prowadzona w sposob analogiczny
jak w przypadku parametrow wyznaczonych metoda RP-TLC, tj. porownano zaréwno
zakresy oraz $rednia lipofilowo$¢ potaczen aktywnych w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz
pochodnych pozbawionych aktywnosci (Rye. 44 1 45).
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Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano- i dekano-1,3-dionu (zw. 1-16)

2,7 Tog ke
2.6
25

24

23

2.2

21

2.0

[1 Zakres
18 + S$rednia
100 300 >300 Aktywnosc
[mglkg]
Aktywnos$é Zakres log k., Srednia log k.,
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

Ryec. 44. Zaleznos¢ lipofilowos¢ - aktywno$¢ dla zw. 1-16

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze w seriach pochodnych
2-azaspiro[4.4]nonano- 1 [4.5]dekano-1,3-dionu, najaktywniejsze zwiazki charakteryzuja sie
najwyzsza lipofilowoscia, a réznice pomigdzy poszczegdlnymi grupami zwiazkoéw aktywnych
w dawce 100 mg/kg, 300 mg/kg oraz potaczen nieaktywnych sa istotne statystycznie (test
Kruskala - Wallis’a, H (2, n=16)= 9,11, p=0,011). Natomiast, zarowno $rednia lipofilo-
wos¢ jak 1 zakresy parametrow log &y, zwiazkow aktywnych w dawce 300 mg/kg 1 pozbawio-
nych aktywnosci byty do siebie zblizone.

Przeciwnie, korelacji takiej nie stwierdzono ws$réd pochodnych 3,3-dialkilo-
pirolidyno-2,5-dionu. Przyczyna tego moze by¢ ukierunkowanie syntezy, ktéra wykonano na
podstawie danych farmakologicznych otrzymanych dla serii azaspirandéw, skupiajac si¢
gtéwnie na pochodnych zawierajacych w strukturze atomy chlorowcow. Ponadto, z uwagi na
obecno$¢ jedynie trzech nieaktywnych zwiazkow (37, 40 1 45), postgpowanie to przepro-
wadzono dla substancji dziatajacych 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)

3.0
log k,
2.8
26
24
22 ’
20
1.8
1.6
it [ Zakres
Srednia
1.2
100 300 Aktywnosé
[mg/kg]
Aktywnos$¢ Zakres log k., Srednia log k.,
100 mg/kg 1,876 - 2,896 2,31
300 mg/kg 1,471 - 2,566 2,07

Ryec. 45. Zalezno$¢ lipofilowosc¢ - aktywnos¢ dla zw. 17-45

3.5
log k.|

3.0

25

2.0

1.5

1.0

0.5 —

[ Zw. aktywny w dawce 100 mg/kg
B Zw. aktywny w dawce 300 mg/kg

3,3-Dimetylo pochodne
pirolidyno 2,5-dionu

] [B-Eiylo-s-me!ylo pochodna]

pirolidyno 2,5-dionu

] Zw. nieaktywny

17

18

19

20

21

22

3-Metylo-3-propylo
pochodne
pirolidyno 2,5-dionu

3-Metylo-3-butylo
pochodne
pirolidyno 2,5-dionu

3,3-Dietylo pochodne
pirolidyno 2,5-dionu

23 24 25 26 27 28 29 30

31

32 33 34 35

36 37 38 39

40

41

42 43

44

Ryec. 46. Zaleznos$¢ pomigdzy wartos$ciami log k,, zw. 17-54 1 ich aktywno$cia przeciwdrgawkowa

45

91




Wtasciwosci lipofilowe

Pomimo ze, test Manna-Whitney’a (U=52,0, p=0,0956) wskazuje na brak
statystycznej réznicy migdzy analizowanymi grupami, mozna jednak zauwazy¢ pewna
tendencj¢ wskazujaca, ze polaczenia bardziej aktywne charakteryzuja si¢ wyzsza
lipofilowoscia. Zaleznos¢ ta jest szczegdlnie widoczna, gdy badany jest rozklad parametrow
log ky 1 aktywnosci biologicznej osobno dla poszczegdlnych serii 3,3-dialkilowych
pochodnych pirolidyno-2,5-dionu  (Rye. 46). Najwigksze 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), ktére mimo wysokiej
lipofilowos$ci byty nieaktywne.

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw lipofilowosci wyznaczonej metoda RP-
HPLC na czas, w ktorym obserwowano aktywno$¢ przeciwdrgawkowa. Zaleznosci te

przedstawiono na Ryc. 47 1 48.

Pochodne N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]Jnonano- i dekano-1,3-dionu (zw. 1 - 16)

2,7

log k.,

26

25

24

23

22

21

2.0

19

[] Zakres
+  Srednia
1.8
0.5 4.0 Czas [h]
Czas [h] Zakres log k., Srednia log k.,
0,5 1,886 - 2,234 2,04
4,0 2,115-2,634 2,36

Ryec. 47. Zalezno$¢ lipofilowos¢ - czas, po ktorym obserwowano dziatanie (zw. 1-16)
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Pochodne N-fenyloamino-3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-45)

3.0

log k,

28

2.6

24

22

2.0

1.8

1.6

1.4

[ Zakres
+ Srednia
1.2
0.5 4.0 Czas [h]
Czas [h] Zakres log k., Srednia log k.,
0,5 1,471 - 2.896 2,13
4,0 1,864 - 2.552 2,27

6

Ryec. 48. Zalezno$¢ lipofilowos¢ - czas, po ktorym obserwowano dziatanie (zw. 17-45)

Otrzymane wyniki wskazuja, ze wéréd pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- 1 [4.5]de-
kano-1,3-dionu, zwiazki bardziej lipofilowe charakteryzowaty si¢ dluzszym dziataniem
przeciwdrgawkowym. Obserwowane roznice byly statystycznie znamienne (U=2,0,
p=0,018). Zalezno$ci tej nie stwierdzono wsréd N-fenyloaminowych pochodnych 3,3-
dialkilo-pirolidyno-2,5-dionéw, co potwierdza wynik analizy statystycznej (U = 66,0,
p =0,302). Warto natomiast zauwazy¢, ze w poszczegdlnych seriach, potaczenia z atomami
chloru w potozeniu-2,4 lub -4 podstawnika fenylowego, nalezace do najbardziej lipofilowych
pochodnych, charakteryzuja si¢ jednocze$nie najdtuzszym czasem dzialania (Ryec. 49).
Prawidlowos$¢ ta 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-dionéw (zw. 40 - 45). Pewne
roznice wystgpowaty w grupie 3-metylo-3-propylowych analogéw (zw. 31 - 35), wsrod
ktorych najdtuzszym dzialaniem charakteryzowat si¢ zw. 35 o nizszej wartosci log k.
Natomiast pochodne 3-butylo-3-metylowe (zw. 36 - 39), byty aktywne jedynie p6t godziny po

podaniu.
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3.5
log k,

3-Metylo-3-propylo
pochodne
pirolidyno 2,5-dionu

3,3-Dimetylo pochodne 3-Etylo-3-metylo pochodne
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pochodne pirolidyno 2,5-dionu
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3.0
] Zw. aktywny w czasie 4 h

B Zw. aktywny w czasie 0.5 h
[] Zw. nieaktywny
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Ryc. 49. Wartosci log k,, zw. 17-45 i czas, po ktorym obserwowano dziatanie przeciwdrgawkowe

Podsumowujac, techniki chromatograficzne w uktadzie faz odwréconych RP-TLC
1 RP-HPLC okazaly si¢ dogodnymi metodami pozwalajacymi na eksperymentalne
wyznaczenie wihasciwosci lipofilowych badanych potaczen. Otrzymane znormalizowane
chromatograficzne parametry lipofilowosci Ry 1 log ky, pozwolity na oceng wptywu
poszczegolnych elementéw strukturalnych na wlasciwoscei lipofilowe danej serii potaczen.
Ponadto, w grupie pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- 1 [4.5]dekano-1,3-dionu, wykazano
istnienie korelacji migedzy lipofilowoscia 1 aktywnoscia przeciwdrgawkowa oraz jej wptyw na
czas, po ktorym obserwowano dziatanie. Zaleznosci takiej nie stwierdzono w przypadku
pochodnych 3,3-dialkilo-pirolidyno-2,5-dionu, ktore zostaly zaprojektowane jako analogi
najaktywniejszych 1 najbardziej lipofilowych azaspirandéw. Istotnym jest rowniez fakt, ze
w poszczegbdlnych seriach 3,3-dilakilowych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu najwyzsza
aktywno$cia i1 zarazem najdtuzszym dziataniem charakteryzowaly si¢ najbardziej lipofilowe
potaczenia.

Na podstawie przeprowadzonych badan zarowno RP-TLC jak i RP-HPLC mozna
stwierdzi¢, ze metody te pozwalaja na szybki i rzetelny pomiar wtasciwosci lipofilowych,
a otrzymane parametry lipofilowosci umozliwiaja wstgpne przewidywanie aktywnosci

biologiczne;j.

94



Wtasciwosci lipofilowe

Szczegotowe dane dotyczace eksperymentalnego pomiaru wlasciwosci lipofilowych
otrzymanych zwiazkéw opisano w publikacjach 2, 3 1 4, zamieszczonych w Aneksie niniejszej

rozprawy.
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6.

Badanie trwatosci

Badanie trwato$ci w §rodowisku kwasnym i zasadowym wykonano dla 23 zréznico-

wanych pod wzgledem strukturalnym zwiazkow, reprezentujacych wszystkie otrzymane serie:

Zw.4,5,617 - pochodne 2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu;

Zw. 15116 - pochodne 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu;

Zw. 17,19 122 - pochodne 3,3-dimetylopirolidyno-2,5-dionu;

Zw. 25,261 28 - pochodne 3-etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu;
Zw. 31133 - pochodne 3-metylo-3-propylopirolidyno-2,5-dionu;
Zw. 36, 37 139 - pochodne 3-butylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu;
Zw. 40 i 43 - pochodne -3,3-dietylopirolidyno-2,5-dionu;

Zw. 46 1 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 nastgpujacych warunkach:

Trwalos¢ w Srodowisku kwasnym - 10 mg badanego zwiazku w 96% etanolu
z dodatkiem 0,5 ml 10% HCI,
Trwalos¢ w Srodowisku zasadowym - 10 mg badanego zwiazku w 96% etanolu

z dodatkiem 0,5 ml 10% NaOH.

Probki pobierano po 10 minutach, po 1, 2, 3 godzinach, nastgpnie po 1 i 2 dniach. Przebieg

reakcji kontrolowano technika TLC, stosujac jako uktady rozwijajace S; (butanol : kwas

octowy : woda; 5:4:1)1S, (chloroform : aceton; 9 : 1).

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze na trwato$¢ badanych potaczen

nie wptywaja zar6wno podstawniki w potozeniu-3 uktadu imidowego, jak 1 w ugrupowaniu

fenyloaminowym.
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Wszystkie badane zwiazki ulegaty bardzo szybkiemu rozktadowi w $rodowisku
zasadowym, co obserwowano juz po 10 minutach. Przeciwnie, w $§rodowisku kwasnym
pochodne te charakteryzowaly si¢ znaczna trwalo$cia, nawet po uptywie 48 godzin nie

stwierdzono na chromatogramie produktéw rozktadu.
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7. Podsumowanie i wnioski

Gléwnym celem niniejszej rozprawy byto badanie wplywu modyfikacji strukturalnych

nowych N-fenyloaminowych pochodnych 3-podstwionego pirolidyno-2,5-dionu na ich

aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa. W wyniku przeprowadzonej syntezy otrzymano biblioteke

pigcdziesieciu dziewigciu zwiazkoéw, zaprojektowanych jako blizsze lub dalsze analogi

struktury wiodacej - N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A). Wstgpne bada-

nia farmakologiczne wykazaty, Zze czterdziesci dwie pochodne to zwiazki aktywne w co

najmniej jednym tescie drgawek padaczkowych (MES lub/i scPTZ).

W oparciu o uzyskane wyniki badan farmakologicznych ustalono nastgpujace

zaleznosci pomigdzy struktura i dzialaniem przeciwdrgawkowym (SAR) badanych potaczen:

Obecnos¢ uktadu spiranowego jest niezbgedna dla aktywnosci. Niemniej jednak
wsrod pochodnych 2-azaspiro[4.4]nonano- (zw. 1-9) i [4.5]dekano-1,3-dionéw
(zw. 10-16), nie otrzymano polaczen o aktywno$ci wyzszej w poréwnaniu do
zwiazku modelowego - N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu;

W seriach tych, zastapienie ukladu cyklopentanu (zw. 1-9), pierscieniem
cykloheksanu (zw. 10-16) spowodowato nieznaczne obnizenie aktywnosci;
Wprowadzenie w potozenie-3 uktadu pirolidyno-2,5-dionu w miejsce pierscieni
cykloalkilowych potaczonych z nim poprzez atom wegla spiro (zw. 1-16), roznej
dtugosci podstawnikéw alkilowych (zw. 17-45), powoduje znaczace zwigkszenie
1 rozszerzenie aktywnosci przeciwdrgawkowej. Zwiazki tego typu byly
w wigkszosci aktywne w obu stosowanych testach (MES 1 scPTZ);
Najaktywniejsze sposrod 3,3-dialkilowych pochodnych (zw. 17-45), byly
potaczenia z dwoma grupami metylowymi w potozeniu-3 sukcynimidu. Obnizenie
aktywno$ci obserwowano wraz z wydluzaniem jednego z podstawnikow
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
byly analogi 3,3-dietylowe (zw. 40-45);
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e Wprowadzenie pierscienia cykloheksanu jako elementu posiadajacego dwa
wspolne atomy wegla z uktadem pirolidyno-2,5-dionu w serii heksahydroizoindo-
1,3-diondéw (zw. 47-51) nie ma istotnego wplywu na aktywnos¢;

e Zastapienie powyzszych uktadéw pierscieniem cykloheksylowym o swobodzie
rotacyjnej (zw.52-54) lub wprowadzenie w tym polozeniu podstawnika
fenylowego (zw. 55-59) powoduje catkowita utrate aktywnosci;

e Aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa badanych potaczen zalezna jest rowniez od
rodzaju i potozenia podstawnikow w pierscieniu fenylowym. Do najaktywniej-
szych naleza pochodne niepodstawione lub/i z silnie elektroujemnymi atomami
chloru lub bromu. Szczeg6lnie uprzywilejowane jest podstawienie w pozycji-4
oraz zwiazki z dwoma atomami chloru w potozeniu-2,4 pier§cienia fenylowego.
Wprowadzenie elektrono-donorowych grup metylowych ostabia dziatanie
przeciwdrgawkowe, przy czym rowniez wsrod tego typu pochodnych

najaktywniejsze byty izomery para.

Wsrod badanych potaczen najaktywniejszy okazat si¢ N-fenyloamino-3,3-
dimetylopirolidyno-2,5-dion (zw. 17), ktérego dawka efektywna w tescie MES (EDs)
wynosita 68,89 mg/kg. Dziala on silniej 1 jednoczesnie jest mniej toksyczny
(TDsp = 500 mg/kg) od N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, bedacego struktura
modelowa dla pochodnych omawianych w niniejszej rozprawie (EDso= 72,61 mg/kg,
TDso =250 mg/kg).

Ponadto, wybrane potaczenia dziataly ochronnie w dodatkowych testach in vivo,
takich jak: test 6-Hz, identyfikujacy zwiazki skuteczne w terapii napadow padaczkowych
opornych na dziatanie klasycznych lekow przeciwpadaczkowych (zw.36139) oraz test
drgawek pilokarpinowch - Pilocarpine Induced Status Prevention (PISP), bedacy zwierzgcym
modelem stanu padaczkowego (status epilepticus) - zw. 32 1 47.

W celu wyznaczenia prawdopodobnego mechanizmu dzialania dla wybranych
pochodnych, przeprowadzono badania radioreceptorowe w kierunku ich powinowactwa do
receptorow gabaergicznych (GABA,) (zw. 7, 8, 15 1 16) oraz napigciowo-zaleznych kanatow
wapniowych (zw. 7, 9 1 12). Uzyskane wyniki wskazuja, ze tego typu potaczenia nie wiaza sie
zardwno z receptorem GABA,, jak 1 kanatem wapniowym, co wyklucza ich zaangazowanie
w mechanizm dziatania przeciwdrgawkowego badanych zwiazkow.

W kolejnym etapie pracy dokonano eksperymentalnej oceny wtasciwosci lipofilowych

otrzymanych polaczen. W badaniach wykorzystano metod¢ chromatografii cienko-
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warstwowej (RP-TLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC)
w ukladzie faz odwréconych. Uzyskane warto$ci znormalizowanych parametrow
lipofilowosci Ry 1 log &y umozliwily oceng zalezno$ci pomigdzy struktura i lipofilowoscia
analizowanych potaczen. Zaobserwowano rowniez korelacje pomiedzy wlasciwosciami
lipofilowymi 1 aktywnoscia przeciwdrgawkowa. Stwierdzono, ze najaktywniejsze zwiazki
charakteryzowaty si¢ najwyzsza lipofilowoscia.

Podsumowujac, cel niniejszej rozprawy zostat w peini zrealizowany, a uzyskane
wyniki stanowia podstawe¢ do kontynuowania badan w grupie pochodnych 1,3-podstawionego

pirolidyno-2,5-dionu, jako zwiazkow o potwierdzonej aktywnosci przeciwdrgawkowe;.
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8. Czesc¢ doswiadczalna

8.1. Badania fizykochemiczne

METODY CHROMATOGRAFICZNE:

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC).
Stosowano plytki powlekane Zelem krzemionkowym Kieselgel 60 Fis4 firmy Merck
(Darmstadt, Niemcy), o grubosci warstwy 0,25 mm.

Korzystano z nastepujacych uktadow rozwijajacych:

S; - butanol : kwas octowy : woda 5:4:1)/v)

S, - chloroform : aceton 9:1) ()

Po rozwinigciu 1 wysuszeniu chromatogramy ogladano w §wietle UV (A = 254 nm). Ponadto

wywotano je spryskujac 0,05 molowym roztworem jodu w 10% kwasie solnym.

Chromatografia kolumnowa.

Uzyto zel krzemionkowy Kieselgel 60 firmy Merck (Darmstadt, Niemcy), o wielkosci ziaren
0,063-0,200 mm (70-230 mesh ATM).

Uktad rozwijajacy:

S, - chloroform : aceton [9:1] (V/V)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Wykorzystano zestaw do HPLC firmy Waters (Milford, USA), w ktorego sktad wchodzity:
dwie pompy (Waters 515 HPLC), kontroler przeptywy (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 czysto$ci zwiazkow)

Kolumna chromatograficzna: Chromolit (50 x 4,6 mm). Analiz¢ prowadzono w gra-
diencie 5 minutowym od 0% do 100% zawartosci rozpuszczalnika B, stosujac
przeplyw 5 ml/min. Faza ruchoma zawierata: A-wodg, uprzednio oczyszczona przez
filtracje, wykorzystujac filtr HA Millipore (Millipore, Milford, MA, USA) o wielkosci
porow 0.45 um, B-acetonitryl do chromatografii HPLC (Merck, Darmstadt, Niemcy).
Na kolumng wprowadzano po 5 ul roztworow badanych substancji o stgzeniu
1 mg/ml. Zwiazki rozpuszczano w mieszaninie acetonitryl/woda (50 : 50; v/v).

Pomiar absorbancji prowadzono przy dtugosci fali Ap,x =214 nm.

Wszystkie otrzymane potaczenia charakteryzowaly si¢ czysto$cia mieszczaca si¢

w granicach 98,67% do 99,89%.

TEMPERATURA TOPNIENIA:

Oznaczono w aparacie Biichi 535 (Biichi Labortechnik, Flawil, Szwajcaria). Temperatury

topnienia badanych zwiazkéw podano niekorygowane.

ANALIZA ELEMENTARNA (C, H, N):

Analize elementarna przeprowadzono w aparacie Vario El III (Elementar, Niemcy).

W przypadku wszystkich potaczen procentowa zawarto§¢ C, H i N wyznaczona ekspery-

mentalnie miescita si¢ w granicach + 0,4% wartosci teoretycznych.

8.2

Metody spektroskopowe

Spektrometria masowa (MS)
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Technika jonizacji strumieniem elektronow (EI-MS, Electron Impact lonization - Mass
Spectrometry). Widma masowe wykonano za pomoca spektrometru LBK 2091
(Varian, Les Ulis, Francja). Energia jonizacji wynosita 70 eV. Proébki wprowadzano
bezposrednio;

Technika jonizacji poprzez elektrorozpraszanie (ESI-MS, Electrospray lonisation -
Mass Spectrometry). Widma masowe wykonano za pomoca spektrometru Esquire
3000 (Bruker-Daltonics, Bremen, Niemcy). Jonizacja pozytywna, rdéznica poten-

cjatow w zrodle 4500 V.
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Spektroskopia magnetycznego rezonansu protonowego (lH NMR)

Widma protonowego rezonansu magnetycznego rejestrowano przy uzyciu spektrometru

Varian Mercury (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) (300 MHz) w CDCls, stosujac

tetrametylosilan (TMS) jako wzorzec wewngtrzny.
W opisie widm stosowano nastepujace skroty:

S. - singlet

d. - dublet

d.d. - dublet dubletow

d.d.d. - podwojny dublet dubletow

t. - triplet

d.t. - dublet tripletow
t.d. - triplet dubletow
m. - multiplet

Spektroskopia w podczerwieni (IR)

Widma w podczerwieni wykonano uzywajac spektrometru FT/IR 410 Furier Transform

Infrared Spectrometer (Jasco, USA).

8.3. Produkty wyjsciowe

e Kwas 1-karboksy-1-cyklopentano-octowy
e Kwas 1-karboksy-1-cykloheksano-octowy
e Kwas 2,2-dimetylo-bursztynowy

e Kwas 2-etylo-2-metylo-bursztynowy

e Kwas 2-metylo-2-propylo-bursztynowy

e Kwas 2-butylo-2-metylo-bursztynowy

o Kwas 2,2-dietylo-bursztynowy

o Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowego

o Kwas 2-fenylo-bursztynowego

ey

(1)

(I1I)

(IV)

V)

(VD

(VII)

(VII)

(Merck, Darmstadt, Niemcy)

e Bezwodnik kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego

(Merck, Darmstadt, Niemcy)
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Pochodne fenylohydrazyny: (produkty handlowe, Merck, Darmstadt, Niemcy)

e Fenylohydrazyna

e 2-Metylo-fenylohydrazyna

e 3-Metylo-fenylohydrazyna

e 4-Metylo-fenylohydrazyna

e 2-Chloro-fenylohydrazyna

e 3-Chloro-fenylohydrazyna

e 4-Chloro-fenylohydrazyna

e 2 4-Dichloro-fenylohydrazyna
e 4-Bromo-fenylohydrazyna

8.3.1. Kwasy 1-karboksy-1-cyklopentano-octowy (1) i 1-karboksy-1-cykloheksano-
octowy (ll)

Zostaty otrzymane zgodnie z procedura opisana w literaturze.'*'*’

Mieszaning zawierajaca 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. Reakcje prowadzono w kolbie okragtodennej zaopatrzonej w nasadke
azeotropowa (aparat Deana-Starka), stuzaca do usuwania powstajacej wody reakcyjnej. Po
ochtodzeniu mieszaning przemywano trzykrotnie w rozdzielaczu 100 ml wody destylowanej,
a nastepnie nasyconym roztworem chlorku sodu. Warstwy wodne ekstrahowano kilkukrotnie
benzenem. Polaczone warstwy organiczne suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Po
odsaczeniu siarczanu sodu mieszaning zaggszczono otrzymujac w postaci zottych olejow 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, mieszajac, 1,5-krotny nadmiar molowy
cyjanku potasu rozpuszczonego uprzednio w okoto 100 ml wody. Calo$¢ pozostawiono
w temperaturze pokojowej na dwa dni. Po tym czasie rozpuszczalnik oddestylowano. Do
oleistej pozostatosci dodano 500 ml stezonego kwasu solnego i ogrzewano w temperaturze
wrzenia przez kolejne 16 godzin. Surowe produkty krystalizowano z wody. Otrzymane ilo$ci

oraz wydajno$¢ reakcji liczona w stosunku do wyjsciowego ketonu zebrano w Tabeli 14.
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Tabela 14.

Zw. Nawa chemiczna Otrzymana ilos¢ [g] Wydajnos¢ [%] t.t. [°C]
Kwas 1-karboksy- 162-164

I 123,26 59,7 146
1-cyklopentano-octowy (lit. 163)
Kwas 1-karboksy- 140-142

I 131,62 58,9 146
1-cykloheksano-octowy (lit. 136)

8.3.2. Kwasy 2,2-dialkilo-bursztynowe (l1I-VII)

Synteze prowadzono wedtug metody opisanej przez Smith’a i Horwitz’a,'* a zmody-
fikowanej przez Moal’a.'*® '+

W kolbie okragtodennej 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 wyjatkiem
reakcji z acetonem). Mieszaning reakcyjna ogrzewano w temperaturze wrzenia przez okoto 17
godzin usuwajac powstajaca wode. W wyniku reakcji otrzymano odpowiednie dialkilidenowe
pochodne cyjanooctanu etylu, ktére izolowano wykorzystujac proces destylacji pod
zmniejszonym cisnieniem. Estry zbierano jako frakcje, destylujace 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 posrednie rozpuszczono w 200 ml metanolu i dodano stopniowo,
dwukrotny nadmiar molowy cyjanku potasu, rozpuszczonego w okoto 100 ml wody.
Mieszaning reakcyjna ogrzano do wrzenia, a nastgpnie szybko ochlodzono. Po odde-
stylowaniu metanolu otrzymano odpowiednie estry etylowe kwasow 2,3-dicyjano-3-
alkilokarboksylowych w postaci ggstych olei, ktore nastgpnie zadano 200 ml stezonego kwasu
solnego 1 hydrolizowano w temperaturze wrzenia przez 18 godzin. Po tym czasie mieszaning
reakcyjna ochtodzono i ekstrahowano trzykrotnie 200 ml eterem dietylowym. Po rozdzieleniu
warstwe, eterowa suszono nad bezwodnym siarczanem sodu. Eter dietylowy oddestylowano

uzyskujac w kazdym przypadku jasne oleje. Odpowiednie kwasy 2,2-dialkilo-bursztynowe
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(III - VII) otrzymano w postaci statej w wyniku krystalizacji z 10% roztworu kwasu solnego.

Temperatury topnienia poszczegdlnych produktéw oraz wydajnosci reakcji zebrano w Tabeli

15.
Tabela 15.
Zw. Nawa chemiczna Otrzymana ilos¢ [g] Wydajnos¢ [%] t.t. [°C]
Kwas 2,2-dimetylo- 140-142
I 20,21 69,2 ) 146
bursztynowy (lit. 139°C)
Kwas 2-etylo-2-metylo- 108-110
v 22,54 70,4 146
bursztynowy (lit. 113°C)
Kwas 2-metylo-2-propylo- 122-124
A% 23,18 72,0 146
bursztynowy (lit. 126-127°C)
Kwas 2-butylo-2-metylo- 94-96
VI 25,73 68,4 ) 146
bursztynowy (lit. 102°C)
Kwas 2,2-dietylo- 114-116
vil 24,81 59,7 ) 146
bursztynowy (lit. 113°C)

8.3.3. Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII)

Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII) otrzymano w oparciu o metoda opisana
przez Miller’a i Long’a."”* !

W kolbie okraglodennej zmieszano 0,2 mola cykloheksanokarboksyaldehydu (22,43
g), 0,2 mola cyjanooctanu etylu (22,62 g) i 2 ml piperydyny w 300 ml metanolu. Catos$¢
ogrzewano w temperaturze 60°C przez 15 minut. Po ochtodzeniu, wykrystalizowat biaty osad
estru etylowego kwasu 2-cyjano-3-cykloheksylo-akrylowego, ktory oczyszczono przez
krystalizacj¢ z metanolu. Otrzymano 35,23 g produktu z wydajnoscia 85,0%. Ester
rozpuszczono w 300 ml metanolu i dodano dwukrotny nadmiar molowy cyjanku potasu,
rozpuszczonego w okoto 100 ml wody. Cato$¢ mieszano przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej, nastgpnie rozpuszczalnik oddestylowano, otrzymujac ester etylowy kwasu 2,3-di-
cyjano-3-cykloheksylo-propanowego w postaci gestego oleju. Olej zadano 200 ml stezonego
kwasu solnego 1 hydrolizowano utrzymujac cato$¢ w temperaturze wrzenia przez 12 godzin.
Po ochtodzeniu otrzymano kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy (VIII) w postaci biatego
osadu, ktory oczyszczono poprzez krystalizacj¢ z wody, uzyskujac 27,65 g czystego produktu
z wydajnoscia 69,0% (t.t. 147-149°C, lit. 144-146°C'™).
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8.4. Ogdlna metoda otrzymywania N-fenyloaminowych pochodnych
3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu i heksahydroizoindo-1,3-dionu

W kolbie okraglodennej zmieszano 0,01 mola odpowiedniej pochodnej fenylo-
hydrazyny, 0,01 mola odpowiedniego kwasu dikarboksylowego lub bezwodnika kwasowego
w 15 ml wody destylowanej. Calo$¢ ogrzewano na tazni grafitowej do momentu catkowitego
oddestylowania wody. Po jej oddestylowaniu temperatura mieszaniny reakcyjnej wzrosta do
okoto 180°C i1 w tej temperaturze prowadzono cyklizacj¢ przez 1h. Surowe produkty
krystalizowano z izopropanolu, a nastgpnie otrzymane krystaliczne substancje oczyszczono
wykorzystujac technike chromatografii kolumnowej stosujac jako wuktad rozwijajacy
chloroform : aceton (9 : 1) (v/v) (Sy).

Szczegdtowe dane spektralne otrzymanych polaczen opisano w publikacjach 1, 3 i 4,
zamieszczonych w Aneksie. W przypadku niepublikowanych potaczen 5§, 6, 13, 14 oraz 55-59

dane te przedstawiono ponizej.

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)

Bialy krystaliczny osad; temperatura topnienia: 138-140°C; wydajnos¢: 64%.

'H NMR (300MHz, CDCl3): 6 1,74-2,26 (m, 8H, cyklopentan), 2,72 (s, 2H, H,, Hy, imid), 6,17
(brs, 1H, NH), 6,63 (ddd, 1H, Ar - He, J=1,52 Hz, J=2,31 Hz, J= 8,24 Hz), 6,71 (t, 1H, Ar -
H,, J=2,05 Hz), 6,95 (ddd, 1H, Ar-Ha, J=0,90 Hz, J=1,92 Hz, J=7,96 Hz), 7,16 (t, 1H,
Ar - Hs, J= 8,08 Hz).

Wzér sumaryczny: Ci4H;sCIN,O, (m. cz. 278,74).

TLC: R¢= 0,60 (S,)

HPLC: R, = 2,74 min. (5)

8.4.1.2. N-(4-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dion (6)

Biaty krystaliczny osad; temperatura topnienia: 145-147°C; wydajnos¢: 71%.

'H NMR (300MHz, CDCls): 1,73-2,22 (m, 8H, cyklopentan), 2,71 (s, 2H, H,, Hp, imid), 6,11
(brs, 1H, NH), 6,69-6,72 (m, 2H, Ar - Hy¢), 7,19-7,22 (m, 2H, Ar - H3 5).

Wzér sumaryczny: Ci4H;sCIN,O, (m. cz. 278,74).

TLC: R¢= 0,63 (Sy)

HPLC: R;=2,75 min. (5)
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8.4.1.3. N-(3-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dion (13)

Bialy krystaliczny osad; temperatura topnienia: 174-176°C; wydajnos¢: 68%.

'H NMR (300MHz, CDCl3): & 1,36-1,96 (m, 10H, cykloheksan), 2,69 (s, 2H, H,, Hy, imid),
6,13 (brs, 1H, NH), 6,62 (ddd, 1H, Ar - He, J=0,90 Hz, J=2,31 Hz, J= 8,08 Hz), 6,70 (t, 1H,
Ar - Hp, J=2,05 Hz), 6,94 (ddd, 1H, Ar - Hy4, J=0,90 Hz, J= 1,92 Hz, J= 7,95 Hz), 7,16 (t, 1H,
Ar - Hs, J= 8,08 Hz).

Wz6ér sumaryczny: C;sH7CIN,O, (m. cz. 292,77).

TLC: R¢= 0,68 (S,)

HPLC: R;= 2,96 min. (5)

8.4.1.4. N-(4-chlorofenyloamino)-2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dion (14)

Biaty krystaliczny osad; temperatura topnienia: 178-180°C; wydajnos¢: 72%.

'H NMR (300MHz, CDCls): 1,36-1,95 (m, 10H, cykloheksan), 2,67 (s, 2H, H,, Hyp, imid), 6,08
(brs, 1H, NH), 6,68-6,72 (m, 2H, Ar - Hy¢), 7,17-7,21 (m, 2H, Ar - H3 5).

Wz6ér sumaryczny: C;sH7CIN,O, (m. cz. 292,77).

TLC: R¢= 0,69 (S,)

HPLC: R;= 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 (4neks).

8.4.4. Pochodne N-fenyloamino-3-cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu (52-54)

Dane fizykochemiczne i spektralne potaczen 52-54 opisano w publikacjach 1 13 (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)

Bialy krystaliczny osad; temperatura topnienia: 138-140°C; wydajnos¢: 64%.

'HNMR (300MHz, CDCls): & 2,97 (dd, 1H, H,, imid, J= 4,68 Hz, J= 18,59 Hz), 3,34 (dd,
1H, Hy, imid, J=9,58 Hz, J= 18,60 Hz), 4,16 (dd, 1H, H,, imid, J = 4,65, J=9,57 Hz), 6,21
(brs, 1H, NH), 6,81-6,98 (m, 2H, Ar - Hys), 7,00-7,03 (m, 1H, Ar-Hy), 7,23-7,43 (m, 7H, Ar -
Hjs, Ar - Hy6).

IR; v (cm™): 3414 (C-H, aromat.), 1709 (C=0), 1603, 1497, (C=C).

Wzér sumaryczny: Ci6H14N,O, (m. cz. 266,30).

TLC: R¢= 0,45 (S2)

HPLC: R;=2,19 min. (5)

8.4.9.2. N-(2-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (56)

Biaty krystaliczny osad; temperatura topnienia: 98-100°C; wydajno$¢: 62%.

'HNMR (300MHz, CDCls): & 3,01 (dd, 1H, H,, imid, J= 4,68 Hz, J= 18,64 Hz), 3,37 (dd,
1H, Hy, imid, J=9,61 Hz, J= 18,64 Hz), 4,18 (dd, 1H, H,, imid, J=4,68 Hz, J=9,59 Hz),
6,60 (dd, 1H, Ar-Hs, J=1,41 Hz, J=28,10 Hz), 6,67 (brs, 1H, NH), 6,92 (td, 1H, Ar - Hy,
J=144Hz, J="17,75 Hz), 7,11-7,18 (m, 1H, Ar - Hs), 7,24-7,45 (m, 6H, Ar - H3, Ar - Hy.¢’).

IR; v (cm™): 3312 (C-H, aromat.), 1717 (C=0), 1596, 1498, (C=C).

Wz6ér sumaryczny: C;sH 3CIN,O, (m. cz. 300,75).

TLC: Rr=10,76 (S»)

HPLC: R;= 2,81 min. (5)

8.4.9.3. N-(3-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (57)

Biaty krystaliczny osad; temperatura topnienia: 129-131°C; wydajnos¢: 67%.

'HNMR (300MHz, CDCly): & 2,98 (dd, 1H, H,, imid, J=4,49 Hz, J= 18,59 Hz), 3,34 (dd,
1H, Hy, imid, J=9,62 Hz, J= 18,59 Hz), 4,16 (dd, 1H, H,, imid, J= 4,62, J= 9,49 Hz), 6,24
(brs, 1H, NH), 6,67-6,98 (m, 3H, Ar-Hj46), 7,17 (t, 1H, Ar - Hs, J= 8,05 Hz), 7,26-7,44 (m,
5H, Ar - Hy6).

Wzér sumaryczny: CisH13CIN,O, (m. cz. 300,75).

TLC: R¢= 0,60 (S,)

HPLC: R; = 2,84 min. (5)
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8.4.9.4. N-(4-chlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (58)

Bialy krystaliczny osad; temperatura topnienia: 163-165°C; wydajnos¢: 72%.

'HNMR (300MHz, CDCL): & 2,97 (dd, 1H, H,, imid, J= 4,62 Hz, J= 18,47 Hz), 3,33 (dd,
1H, Hy, imid, J=9,62 Hz, J= 18,59 Hz), 4,14 (dd, 1H, H,, imid, J=4,62 Hz, J= 9,99 Hz),
6,18 (brs, 1H, NH), 6,74-6,79 (m, 2H, Ar - Hy¢), 7,19-7,44 (m, 7H, Ar-Hs 5, Ar - Hy-¢).

Wz6ér sumaryczny: C;sH 3CIN,O, (m. cz. 300,75).

TLC: R¢= 0,59 (S,)

HPLC: R;= 2,85 min. (5)

8.4.9.5. N-(2,4-dichlorofenyloamino)-3-fenylopirolidyno-2,5-dion (59)

Bialy krystaliczny osad; temperatura topnienia: 156-158°C; wydajnos¢: 66%.

'HNMR (300MHz, CDCly): & 3,01 (dd, 1H, H,, imid, J=4,64 Hz, J= 18,67 Hz), 3,37 (dd,
1H, Hy, imid, J=9,60 Hz, J= 18,67 Hz), 4,18 (dd, 1H, H,, imid, J=4,62 Hz, J= 9,49 Hz),
6,54 (d, 1H, Ar - He, J= 8,69 Hz), 6,61 (brs, 1H, NH), 7,10-7,14 (m, 1H, Ar - Hs), 7,25-7,45 (m,
6H, Ar - H3, Ar - Hy ).

ESI-MS; m/z: [M+H]" 335, [M+2]" 337.

Wzér sumaryczny: CisH1,CLLN,O; (m. cz. 335,19).

TLC: R¢= 0,65 (S,)

HPLC: R, = 3,12 min. (5)

8.5. Badanie lipofilowosci

Dla wszystkich otrzymanych potaczen 1-59 wykonano eksperymentalng oceng wtasciwosci
lipofilowych metoda RP-HPLC. Ponadto w przypadku zwiazkow 1-16 lipofilowos¢ zostata
wyznaczona metoda RP-TLC.

8.5.1. Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej RP-HPLC

Wykorzystano zestaw do HPLC firmy Waters (Milford, USA), w ktorego sktad wchodzity:
dwie pompy (Waters 515 HPLC), kontroler przeptywy (600S Flow Controller), detektor UV
Waters 486 oraz injektor (Rheodyne 7161 firmy Cotati, CA, USA). Warunki pomiaru:
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e Metoda elucji polikratycznej (badanie wilasciwosci lipofilowych)

Kolumna chromatograficzna: LiChrospher C;s (End-capped column) o wielkos$ci zia-
ren 5 pum i wymiarach 250 X 4,6 mm (Merck, Darmstadt, Niemcy). Analiz¢ prowa-
dzono stosuja przeptyw 1 ml/min i faz¢ ruchoma zawierajaca wodg oraz od 40% do
95% (v/v) acetonitrylu, przy kazdorazowym wzroscie zawartosci modyfikatora
organicznego o 5% (v/v). Czas pomiaru byt uzalezniony od czasu retencji zwiazku. Na
kolumng wprowadzano po 5 pl roztworu badanych substancji o stezeniu 1 mg/ml.
Zwiazki rozpuszczono w mieszaninie acetonitryl/woda (50 :50; v/v). W celu
wyznaczenia czasu martwego kolumny (ty) stosowano uracyl (Merck, Darmstadt,
Niemcy), jako substancje niepodlegajaca retencji. Pomiar absorbancji prowadzono

przy dhugosci fali Ay, =214 nm.

Wartosci wspotczynnikéw pojemnosciowych k obliczono wg wzoru:

k= (tr'tO) / to

gdzie:
t, -czas retencji badanej substancji
to -czas retencji zwiazku nie ulegajacego retencji (uracyl, Merck, Darmstadt, Niemcy)

Czasy retencji (t;) zastosowane w obliczeniach byty wielko$ciami $rednimi wyznaczonymi na
podstawie trzech pomiaréw. W oparciu o metodg regresji liniowej, wyznaczone zostaty
chromatograficzne  parametry logk,, ktore opisuje roéwnanie Soczewinskiego-

Wachtmeister’a:'®!

log k=log ky - S

gdzie:
0 -zawarto$¢ acetonitrylu w fazie ruchome;j
S -nachylenie krzywej regresji

log k, -znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowosci

Znormalizowane chromatograficzne parametry lipofilowosci log 4y, zebrano w Tabelach 1, 3,

4,10, 13 (Rozdz. Badania farmakologiczne) 1 publikacjach 3 1 4 zamieszczonych w Aneksie.
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8.5.2. Metoda chromatografii cienkowarstwowej RP-TLC.

Do badan lipofilowosci metoda RP-TLC wybrano zwiazki serii 2-azaspiro[4.4]nonano- (1-8)
1 2-azaspiro[4.5]dekano-1,3-dionu (9-16). Szczegdtowe dane dla zwiazkéw 1-5, 7-12 oraz 15
1 16 zostaly opisane w publikacji 2 (Aneks). Lipofilowos¢ pochodnych §, 6, 13 i 14
wyznaczono w analogiczny sposob, a otrzymane warto$ci Ry przedstawiono w Tabeli 1.
(Rozdz. Badania farmakologiczne).

Chromatografi¢ wykonano na ptytkach chromatograficznych RP-18 254 0 wymiarach
20 x 20 cm 1 grubosci warstwy 0,25 mm firmy Merck (Darmstadt, Niemcy). Stosowano
dwuskladnikowe uktady rozwijajace zawierajace od 30% do 70% n-propanolu w 5%
odstgpach oraz bufor TRIS o pH=7,4. Na ptytki nanoszono po 10 pl 1% roztworéw chloro-
formmowych badanych substancji. Dla kazdego ze zwiazkéw wykonano po trzy pomiary przy
danym stezeniu modyfikatora organicznego w fazie ruchomej. Chromatograficzne parametry

lipofilowos$ci Ry obliczono stosujac wzor:

Rv=log (1/R¢- 1)

Liniowa zalezno$¢ pomigdzy Ry 1 st¢zeniem n-propanolu w uktadzie rozwijajacym pozwolita

wyznaczy¢ znormalizowane chromatograficzne parametry lipfilowos$ci Ry wg rOwnania:

Ry =Rymo + Ac

gdzie:

Ry -chromatograficzny parametr lipofilowosci

A -nachylenie krzywej regresji

c -zawarto$¢ n-propanolu w fazie ruchome;j

Ry -znormalizowany chromatograficzny parametr lipofilowosci dla zerowej zawartosci n-propanolu

w fazie ruchome;j

8.6. Analiza statystyczna

Analizg statystyczna wykonano wykorzystujac program komputerowy Statistica 7.0 (StatSoft,
Inc.).
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10. Streszczenie

We wstepie niniejszej rozprawy omowiono role azotowych uktadoéw hetero-
cyklicznych - imidowego 1 laktamowego, jako fragmentow istotnych dla aktywnosci
biologicznej zwiazkow dziatajacych na osrodkowy uktad nerwowy. W opisie uwzgledniono
zarowno leki znajdujace si¢ aktualnie w terapii, jak 1 substancje bedace w roznych fazach
badan klinicznych.

W badaniach wilasnych opisano przeprowadzona syntez¢ pig¢édziesigciu dziewigciu
nowych pochodnych, w ktérych podstawowym uktadem jest N-fenyloamino-pirolidyno-2,5-
dion. Polaczenia te zostaly zaprojektowane jako analogi aktywnego przeciwdrgawkowo
N-fenyloamino-2-azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu, stanowiacego dla nich struktur¢ modelowa.
Gltoéwne modyfikacje strukturalne dotyczyly potozenia-3 pierscienia pirolidyno-2,5-dionu,
a celem niniejszej rozprawy bylo badanie ich wplywu na aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa.
Wyniki badan farmakologicznych pozwolily na ustalenie pewnych zaleznosci struktura -
aktywnos$¢ i na wskazanie fragmentdw budowy istotnych dla dziatania biologicznego.

Realizujac zamierzony cel badan otrzymano nastgpujace serie N-fenyloaminowych
pochodnych 3-podstawionego pirolidyno-2,5-dionu:

e 2-Azaspiro[4.4]nonano- (zw. 1-9) i [4.5]dekano-1,3-dionu (zw. 10-16);
e 3,3-Dimetylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-23);

e 3-Etylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 24-30);

e 3-Metylo-3-propylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 31-35);

e 3-Butylo-3-metylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 36-39);

e 3,3-Dietylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 40-45);

e Haksahydroizoindo-1,3-dionu (zw. 46-51);

e 3-Cykloheksylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 52-54);

e 3-Fenylo-pirolidyno-2,5-dionu (zw. 55-59).
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Zwiazki 1-59 otrzymano w wyniku kilkuetapowej syntezy, stosujac jako substraty
odpowiednie kwasy dikarboksylowe lub bezwodnik kwasowy. Do reakcji uzyto nastgpujace
produkty wyjsciowe:

o Kwas 1-karboksymetylo-1-cyklopentanooctowy;

e Kwas 1-karboksymetylo-1-cykloheksanooctowy;

e Kwasy 2,2-dimetylo-, 2-etylo-2-metylo-, 2-metylo-2-propylo-, 2-butylo-2-metylo-
oraz 2,2-dietylo-bursztynowe;

e Bezwodnik kwasu cykloheksano-1,2-dikarboksylowego;

e Kwas 2-cykloheksylo-bursztynowy;

e Kwas 2-fenylo-bursztynowy.

Zaplanowane zwiazki zsyntetyzowano w wyniku cyklokondensacji réwnomolowych
ilosci odpowiednich kwaséw dikarboksylowych lub bezwodnika kwasu cykloheksano-1,2-
dikarboksylowego z pochodnymi fenylohydrazyny. Reakcje prowadzono w temperaturze
okoto 180°C przez 1 godzing. Surowe produkty krystalizowano z izopropanolu, a nastgpnie
dodatkowo oczyszczano wykorzystujac technikg chromatografii kolumnowej. Struktury
otrzymanych polaczen zostaty potwierdzone wynikami analizy elementarnej oraz spektralnej -
widma protonowego rezonansu magnetycznego (‘(H NMR) i widma w podczerwieni (IR).
Dla wybranych zwiazkéw wykonano widma masowe (MS). Czystosci 1 jednorodnosci
sprawdzono przy uzyciu techniki chromatografii cienkowarstwowej (TLC) 1 wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC).

Wszystkie zwiazki zostaty przekazane do wstepnych badan farmakologicznych na
aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa w ramach amerykanskiego programu poszukiwania nowych
lekow 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), wstepny screening
obejmuje dwa podstawowe testy in vivo - test maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MES)
1 test drgawek wywolanych podskérnym podaniem kardiazolu (scPTZ).

Otrzymane wyniki badan farmakologicznych wykazaty, ze wigkszos¢ z badanych
zwiazkow byla aktywna w tescie drgawek elektrycznych - MES. Pos$réd badanych serii,
najwyzsza aktywno$cia charakteryzuja si¢ N-fenyloaminowe pochodne 3,3-dimetylo-

pirolidyno-2,5-dionu (zw. 17-23), natomiast ulegala ona ostabieniu wraz z wydluzaniem
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jednego z podstawnikow alkilowych (zw. 31-45), badz wprowadzeniem w ich miejsce
pier§cienia cyklopentanu (zw. 1-8) lub cykloheksanu (zw. 9-16), polaczonego z uktadem
imidowym poprzez atom wegla ,,spiro”. Wprowadzenie pierscienia cykloheksanu jako
elementu posiadajacego dwa wspolne atomy wegla z uktadem pirolidyno-2,5-dionu, w serii
heksahydroizoindo-1,3-dionow (zw. 47-51), nie mialo istotnego wplywu na aktywnos¢
w poréwnaniu do odpowiednich azaspiranow. Wsrdéd aktywnych potaczen najsilniejsze
wlasciwos$ci przeciwdrgawkowe posiadaty zwiazki z silnie elektroujemnymi atomami Br i1 CI
w potozeniu-4 lub -2,4 pierscienia fenylowego. Pochodne 3-cykloheksylo- (zw. 52-54)
1 3-fenylopirolidyno-2,5-dionu (zw. 55-59) byty nieaktywne w obu stosowanych testach.

Wsréd badanych polaczen najwyzsza aktywnoscia charakteryzowat si¢ N-fenylo-
amino-3,3-dimetylopirolidyno-2,5-dion (zw. 17), dla ktérego dawka efektywna (EDs) wynosi
68,89 mg/kg (MES). Zawiazek ten dziatat silniej i byt mniej toksyczny niz N-fenyloamino-2-
azaspiro[4.4]nonano-1,3-dionu (zw. A), bedacy struktura modelowa dla potaczen prezento-
wanych w niniejszej rozprawie.

Wykonane badania radioreceptorowe, majace na celu ustalenie prawdopodobnego
mechanizmu dziatania badanych zwiazkow, wykazaty brak powinowactwa zaréwno do
receptora GABA 4 jak 1 do napigciowo-zaleznych kanatéw wapniowych.

Majac na uwadze, ze lipofilowo$¢ jest jednym z najczesciej wykorzystywanych
deskryptorow opisujacych wlasciwosci fizykochemiczne czasteczek, dla wszystkich
zwiazkow wykonano chromatograficzny pomiar lipofilowosci stosujac w tym celu metody
RP-TLC 1 RP-HPLC. W przypadku obu zastosowanych technik uzyskano liniowa zaleznos$¢
pomigdzy chromatograficznymi parametrami lipofilowosci 1 stgzeniem modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej, co pozwolilo na wyznaczenie tzw. znormalizowanych
chromatograficznych parametrow lipofilowosci Ry (RP-TLC) 1 log &y (RP-HPLC) dla
zerowej zawartosci rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej. Otrzymane wartosci Ryio
1 log ky, umozliwity oceng zaleznosci pomigdzy struktura i lipofilowoscia, a takze zaobserwo-
wano korelacje pomigdzy wiasciwosciami lipofilowymi i aktywnos$cia przeciwdrgawkowa

analizowanych potaczen.
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Prezentowane badania byly wspotfinansowane w ramach grantu Ministerstwa Nauki
i Informatyzacji nr 4P05702425 oraz z Europejskiego Funduszu Spotecznego i budzetu

panstwa w ramach Zintegrowanego Programu Operacyjnego Rozwoju Regionalnego.
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