ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA

LUBLIN—POLONIA
VOL. XL, 27 SECTIO D 1985

Zaklad Farmakologii. Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Zdzistaw Kleinrok
Samodzielny Zaklad Chemii. Wyzsza Szkola Pedagogiczna w Krakowie
Kierownik: dr n. przyr. Maria Jolanta Korohoda

Zdzistaw KLEINROK, Maria KOZICKA,
Kazimiera TOBIASZ-OTREBSKA, Wiestaw SERMAK

Wilasnosci farmakologiczne nowych 5-benzylidenowych
pochodnych 3-m-nitrofenylo-2-tiohydantoiny
. L
"PapMaKoJOruiecKye CBOMCTBA HOBLIX 5-0€H3UIMAEHOBBLIX AEPUBATOB
3-M-HUTPOHEeHNN-2-TUOTHZRAHTOMHA

Pharmacological Properties of New 5-benzylidene Derivatives
of 3-m-nitrophenyl-2-thichydantoin

Pochodne 3-arylo-5-benzylidenowe 2-tiohydantoiny wywieraja u zwierzat do-
swiadezalnych dzialanie przeciwdrgawkowe i hipoglikemiczne (1, 3, 7, 9, 12). W
Swietle tego wydalo sie interesujace zbadanie, czy takimi wlasciwosciami obdarzo-
ne sg roOwniez i inne 5-benzylidenowe pochodne 2-tiohydantoiny, tj. pochodne
3-nitrofenylowe. Zagadnienie to wydaje sig interesujgce réwniez i z tego wzgleduy,
Ze w grupie tej znaleziono wiele zwigzkéw odznaczajacych sie wyraznym dziala-
niein biologicznym. Synteze tych zwigzkdéw przeprowadzono przez kondensacje
z aldehydami aromatycznymi wedlug nastepujacego schematu:
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CZESC DOSWIADCZALNA

3-m-nitrofenylo-2-tiohydantoina zostala otrzymana w sposéb ogolnie
stosowany w preparatyce 2-tiohydatoin (9, 11):

Rownowazne ilosci m-nitrofenyloizotiocyjanianu, glicyny i wodoro-
tlenku potasu w 95% etanolu ogrzewano pod chlodnica zwrotng w czasie
1,5 godz. Otrzymany roztwor odparowano na tazni wodnej do sucha i po
rozpuszczeniu w wodzie zakwaszonej stezonym kwasem solnym. Surowy
produkt byl oczyszczany przez krystalizacje z 95% etanolu. Wydajnosé
80,5%, zolte igly o temp. topn. 256—257°C.

OGOLNA METODA OTRZYMYWANIA ZWIAZKOW 1—14

0,05 mola m-nitrofenylo-2-tiohydantoiny i 0,05 mola odpowiedniego
aldehydu rozpuszczono w 200 cm?® lodowatego kwasu octowego z dodat-
kiem 15 g bezwodnego octanu sodu i 5 cm® bezwodnika octowego. Miesza-
nine ogrzewano pod chlodmca zwrotng przez 3 godz. Nastepnie calosé
wylewano do 500 cm? z1mneJ wody 1 odsaczano. Otrzymywane pochodne
byly krystalizowane z roztworéw wodnych kwasu octowego i suszone
w 100°C.

Wszystkie zwiazki sg bardzo latwo rozpuszezalne w acetonie, pirydynie
i stezonym kwasie .siarkowym, nieco trudniej rozpuszczalne w chlorofor-
mie, kwasie octowym i alkoholach oraz nierozpuszczalne w eterze, wo-
dzie i stezonym kwasie. solnym. Otrzymane zwigzki i ich dane fizykoche-
miczne sg zestawione w tab. 1.

SPEKTROSKOPIA IR

Widma w podeczerwieni nowych pochodnych 2-tiohydantoiny wyko-
nano w zawiesinach nujolowych na aparacie Zeiss 10 IR w zakresie
4000—400 cm~.

W zakresie widma 3400—3200 ¢m~* wystepuje szerokie i intensywne
pasmo absorpcji zwigzanej z drganiami walencyjnymi grupy N—H piers-
cienia tichydantoinowego. Analiza ksztaltu i polozenia tego pasma po-
zwala domysla¢ sig, ze mozliwe jest istnienie miedzyczgsteczkowych
wigzan wodorowych. Rozmycie pasma N—H zalezy prawdopodobnie od
rodzaju i polozenia podstawnikéw w ukladzie benzylidenowym. Zwie-
ksza sie ono znacznie, gdy podstawnik znajduje sie w potozemiu meta-,
a dla podstawnikdw w polozeniu orto- polozenie pasma N—H jest czesto
stabo widoczne.

W obszarze 1700—1600 em~' zlokalizowane sg dwa pasma drgan
absorpcyjnych. Pierwsze z nich, o wiekszej intensywnosci, lezgce w za-
kresie 1780—1740 em~!, jest zwigzane z wystepowaniem grupy karbony-
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Tab. 1. Budowa chemiczna i wyniki badafn analitycznych nowo zsyntetyzowanych
pochodnych 3-m-nitrofenylo-5-benzylideno-2-tichydantoiny
Chemical structure and analytical results of new synthesized derivatives of 3-m-
-nitrophenyl-5-benzylidene-2-thiohydantoin

T B B I TP Rolohente b
chemicz- s |/ czono % Otrzymano % Jencty
nego c H N c H N cx0 c=C
i (4%-C1 251-2 | 83,4| 53,41 { 2,80 11,67] 53,35] 2,79 11,62] 1740 1645
2 3 -C1 227-8 | 61,8} 53,41 | 2,80] 11,67 53,28| 2,69{ 11,60 1745 1640
3 2’-C1 219-20} 56,8 53,41 | 2,80| 11,67] 53,29 2,72{ 11,8 ] 1745 1650
4 4'-CH3' 279-80| 76,5| 60,16 | 3,86} 12,3 | 60,12} 3,85| 12,32 1750 1655
5 3'-CH3 2178 | 73,4] 69,16 | 3,86|12,38 ] 60,09| 3,73 | 12,29| 1780 1680
6 2'-CHy | 215-6 ] 66,3} 60,16 | 3,86 | 12,38 | 60,06} 3,82 12,33 1760 1670
7 4=CH,0 275-6 | 84,0f 57,48 | 3,69 | 11,82 57,41} 3,58 | 11,76 { 1750 1655
8 3-CH,0 | 246-7 | 76,3 57,48 | 3,69 | 11,82 157,141 3,8 | 11,56 | 1750 1660
9 22CH,0 | 23-9 | 53,8 57,48 | 3,69 | 41,82 | 57,40] 3,67 | 11,71 | 1760 1660
10 4~ro, ') 260-1 | 90,5] 51,901 2,70 {15,13{51,69] 2,69 | 15,17 | 1755 1670
1 3-NO, 248-9 | M,9| 51,90 2,70 | 15,13 ] 51,59] 2,71 | 15,13 | 1760 1660
12 240, 247-8 | 46,6) 51,90 | 2,70 15,13 {5t,89] 2,68 | 15,13 | 1770 1630
13 4~Br 262~3.| 75,8 | 47,55 | 2,477110,39 | 47,48 { 2,50 [ 10,32 | 1750 1660
14 2-Br 2367 | 63,7 47,55 | 2,47 110,39 | 47,51} 2,46 } 10,30 | 1760 1670
15% --- 256~7 | 80,51 45,57 | 2,95 {17,T1 | 45,25] 2,96 { 17,75 | 1780 -
* 3-m-nitrofenylo-2-tiohydantoina. * 3-m-nitropheny1-2-thiohydantoin.

lowej w czgsteczce, a drugie pasmo, o Srednim natezeniu, okreslono jako
absorpcje podwoOjnego wigzania —C=C— (1680—1640 cm~') — tab. 1.

Polozenie pasma absorpeji C=S jest trudne do ustalenia. Przyczynia
sie¢ do tego jego sprzezenie z drganiami obu sasiednich atoméw azotu.
Dane z pismiennictwa (5, 8) sugeruja polozenie tego pasma w obregbie
1425—1400 cm~' i przy ok. 1200 cm~! albo jako absorpcje mieszana,
wystepujacg w zakresie 15701395 em—*! lub 1420—1260 em—* — I i II
pasmo tioureidowe (8). W widmach badanych zwigzkéw nie stwierdzono
drgan, ktére mozna by uzna¢ jako czyste drgania walencyjne grupy C=S.
Wystepuja natomiast wyrazne pasma absorpcyjne w obrebie 1560—1530
em~! oraz 1265 cm™', ktore, zgodnie z powyzszym, uznano jako drgania
I i II pasma tioureidowego.
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Z innych charakterystycznych pasm absorpcji nalezy wymieni¢ drga-
nia w zakresie 1600—1590 cm—! oraz ok. 1500 cm~!, zwigzane z obecnoscig-
pierscieni fenylowych w czgsteczce. W obrebie 1360—1350 em~! znale-
ziono pasmo symetrycznych drgan grupy NO, w piers$cieniu fenylowym.

SPEKTROSKOPIA PMR

Widma protonowego rezonansu jadrowego (PMR) wykonane zostaly
w pracowni specjalistycznej Instytutu Chemii i Technologii Organicznej -
Politechniki Krakowskiej przy pomocy aparatu Tesla BS 487 C (80 MHz).
Jako rozpuszczalnik stosowano DMSO-d, o zawartosci wody ponizej
1 ppm oraz TMS jako wzorzec wewnetrzny. Pomlary wykonywano w
temperaturze pokojowej (23°C).

Badane widma sporzadzono dla wybranych benzylidenowych pochod—
nych 2-tiohydantoiny i poréwmawczo dla macierzystej 3-m-nitrofenylo-
-2-tiohydantoiny (tab. 2). Potwierdzily one budowe strukturalng badanych
ZWigzZkOw.

Reakcja kondensacji, zachodzgca przy atomie wegla C-b pierscienia
hydantoinowego, prowadzi do odszczepienia wodoréw z grupy metyle-
nowej i utworzenia podwojnego wigzania. Konsekwencjg tego jest zanik
sygnatu protonow metylenowych i pojawienie sig nowego pasma rezo-
nansowego grupy metinowej, zwigzanej z wprowadzonym do czasteczki
ugrupowaniem benzylidynowym. :

Ta zmiana w budowie wywiera takze wplyw na zachowanie blisko
polozonego protonu zwigzanego z atomem azotu N-1 poprzez zmniejsze-
nie jego ekranowania i przesunigcie absorpcji do nizszego pola, natomiast
nie powoduje wiekszych zmian w przesunieciach chemicznych pozostatych
protonéw czasteczki (4). Przesuniecia chemiczne protonow i rodzaje syg-
naléw zestawiono w tab. 2.

Tab. 2. Widma PMR 3-m-nitrofenylo-2-tichydantoiny i jej 5-podstawionych po-
chodnych
Spectra NMR of 3-m-nitrophenyl-2-thiohydantoin and its 5-substituted derivatives

Nr Przesunigceis chemiczne /ppm/

zwigzku | CH

chemicz- 2 =CH- . NE plerécient eromstycany

nego

J

10 . 6,80 5 | 12,9 | 8,42-8,22 m; 8,10-7,33 o |
1 - 6,86 s 12,% s} 8,54-8,14 m; 8,01~7,62 n
12 T | 6ms 12,85 s} 8,43-8,14 m; 8,02-7,55 m
15 | 430s =} 10,54 5| 8,18,18 & 7,90~7,76 t

Oznaczenia (Explanation): s — singlet, d — dublet, t — tryplet, m — multiplet.
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BADANIA FARMAKOLOGICZNE

Badania przeprowadzono na myszach Albino Swiss, obojga pler (17—-
28 g), i szczurach Wistar, samcach (160—240 g). Fenytoine (Warszawskie
Zaklady Farmaceutyczne ,Polfa”) stosowano dootrzewnowo w postaci
zawiesiny w 3% wodnym roztworze Tweenu 80. Diabetol (Tolbutamide,
Starogardzkie Zaklady Farmaceutyczne ,,Polfa”), glukoze (Lubelskie Za-
klady Farmaceutyczne ,,Polfa”) oraz pentetrazol (Cardiazolum, ,Farma-
pol” Poznan) stosowano jako wodne roztwory podskérnie. Natomiast ba-
dane zwigzki stosowano w postaci zawiesiny w 3% wodnym roztworze
Tweenu 80 w statej objetosci 0,1 ml na 10 g masy ciala u myszy lub
0,5 ml na 100 g masy ciala u szczurow. Zwierzeta grup kontrolnych
otrzymywaly iniekcje takich samych objetosci rozpuszczalnika. Przepro-
wadzono nastepujgce badania:

1. Oznaczanie ostrej toksycznosci

Toksycznos¢ ostra, jako LD,, oznaczano u myszy zgodnie z metodg
Litchfielda i Wilcoxoma (6). Zwierzeta podzielone na grupy,
liczace 10—15 myszy, otrzymywaly dootrzewmowo iniekcje réznych da-
wek badanych zwigzkéw i obserwowano je przez 3 godz. po iniekeji,
a po 24 godz. rejestrowano liczbe zwierzgt padiych. W przypadku, gdy
dawka 3,0 g/kg okazala sie nietoksyczna, przyjmowano ja jako LDnin,

2. Dziatlanie przeciwdrgawkowe

Wlasnosei przeciwdrgawkowe oceniano u myszy w tescie maksymal-
nych drgawek elektrycznych (MES) wedlug metody Swinyarda i wsp.
(10). Drgawki wywolywano przez uzycie elektrod rogéwkowych, pradu
zmiennego o czestotliwosei 60 Hz, natezenia 50 mA i czasu trwania bodz-
ca 0,2 sek. Sile dzialania przeciwdrgawkowego okreslano przez liczbe
myszy ochronionych przed drgawkami tonicznymi. Badane zwigzki sto- -
sowano 1 godz. przed MES, w dawkach odpowiadajacych 0,4 LD, lub
LDmpin. W tescie drgawek chemicznych wywolywanych pentetrazolem
(120 mg/kg) badane zwigzki podawano 0,5 godz. wczesniej, a zwierzeta
obserwowano przez 0,5 godz. po zastosowaniu pentetrazolu. Badane zwigz-
ki stosowano w dawkach odpowiadajgcych 0,4; 0,2; 0,1 i 0,05 LD, lub
LDmin.. Poszczegolne grupy doswiadczalne liczyly 8—10 myszy.
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3. Dziatanie hipoglikemiczne

Badania przeprowadzono na szezurach otrzymujgcych glukoze w daw-
ce 8 g/kg. W 30 min. po podaniu glukozy stosowano Diabetol oraz badane
zwigzki w dawkach stanowigcych 0,4 LDj, lub LDpn. Poziom glukozy
we krwi oznaczano metodg Hyvarinena i Nikkila (2) przed
oraz 1 i 2 godz. po zastosowaniu badanych zwigzkéw. Pordéwnywano
wzrost poziomu glukozy w odniesieniu do poziomu przed zastosowaniem
badanych zwigzkow. Poszczegdlne grupy doswiadczalne liczyly po 3
szczury. d

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wszystkie badane pochodne, z wyjatkiem zwigzku oznaczonego nr 11
(LD, — 270 mg/kg), odznaczaja sie bardzo malg toksycznoscig, a ich
LDnin. jest wieksze od 3 g/kg. Nie wywieraja one dzialania ochronnego,
zarowno w tescie drgawek elektrycznych, jak i kardiazolowych, z wy-
jatkiem zwigzkéw nr 11 i 12, a zwlaszcza zwigzku nr 2, ktore odznaczaja
sie stabym dzialaniem przeciwdrgawkowym w teScie drgawek pentetrazo-
lowych. Rowniez stabe dzialanie hipoglikemiczne w poréwnaniu z Diabe-
tolem charakteryzuje badane zwigzki. Jedynie zwiagzki nr 1, 2 i 3 wywie-
rajg slabe dzialanie hipoglikemiczne. Pozostate zwiazki albo sg nieaktyw-
ne w tym zakresie dzialania, albo tez wywierajg dzialanie hiperglikemicz-
ne (zwigzki nr 9 1 11 oraz w mniejszym stopniu nr 4, 10 i 12).

Z przeprowadzonych badan nie moZna wysnu¢ zadnych hipotez ma
temat zalezno$ci budowy chemicznej od dzialania. Wszystkie badane
zwigzki odznaczaja sie znikomg toksycznoscia, czemu towarzyszy staba
aktywnos¢ farmakologiczna. Aktywnosé ta nie dorownuje aktywnosci
stosowanych poréwnawczo lekéw przeciwdrgawkowych i hipoglikemicz-
nych. Jednak uzyskane wyniki, zestawione w tab. 3, moga posiadaé istot-
ne znaczenie przy planowaniu dalszych symtez, gdyz, jak juz zaznaczono
na wstepie, z tej grupy zwigzkow chemicznych wywodzi sie wiele zwigz-
kow posiadajacych bardzo wyraZne dzialanie, ktére stosowano juz w pro-
bach klinicznych.
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Tab. 3. Wplyw pochodnych 3-m-nitrofenylo-5-benzylideno-2-tiohydantoiny na po-
ziom glukozy we krwi szczuréw
The influence of derivatives of 3-m-nitrophenyl-5-benzylidene-2-thiohydantoin on
level of glucose in the blood of rats

Poziom giukozy /mg %/ Wzrost ppzicmu glukozy
Nr we krwi po pocuniu W stosunku do poziomu
2w igzku R glukezy w czesie /min,/] WyJéclowego 1%/
chemi- /X + SEN = 81,7 + 3,5/
cznego
90 150 90 150
Kontrola 51,4 174,0 85,3 113,0
! {~-c1 151,7 121,4 85,7 48,6
2 Y- 130,6 132,2 60,0 61,8
3 Z-C1 138,0 196,9 59,0 11,0
M 118,8 | 215,9 118,8 237,17
5 ¥ - CH, 164,9 176,7 101,8 116,3
7 § - CH40 172,7 190,1 11,4 132,17
8 3~ CH,0 176,6 177,0 116,1 116,6
9 Z - CHy0 261,6 221,5 220,1 171,4
10 4’ ¥o, 228,5 213,7 180,0 161,2
1" ¥ - NO, 211,4 270,5 148,8 231,1
12 2 - NO, 231,8 205,7 | 191,1 144,9
13 4 - Br 196,1 183,7 140,0 124,1
14 2’ - Br 195,7 183,6 139,5 114,7
T - 224,0 230,8 174,2 182,5
*
1‘738};2}2‘15 104,4 130,8 27,8 62,1
e ke 67,1 69,1 -17,1 14,5
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Otrzymano 1511985,

PE3IOME

IIpoBeneso cunHTe3d 14 HOBBIX 5-0€H3VAMAEHOBBIX IEePMBATOB 3-M-HUTPOGEHMJI-
-2-TMOTMJAHTOMHA ¥ MCCJIEJOBAHO WX IIPOTMBCYJAOPOIKHLIE ¥ I'MIOTIMEEMUYECKUE
CBOMCTRa. XMUMMUUYEcKasa CTPYKTyDa 9TUX coeguHeHuii Obijla NOATBEpPXKIeHa 3JieMeH-
TapHbiM, a TakzkKe IR u NMR cHoeKTpajlbHBLIMM aHAJIU3AMMU. ?apMaKononmqecxue
MCCHeAOBAaHUA IIPOBEJEHBI Ha MBIIAX M KPBICAX IIOKa3alM, HTO BCE MCCJENOBAHHBIC
coeiuHEeHUA OOAajaroT MaJyOii TOKCUYHOCTEI0O M CJA6bIMKM T'MIOIAMKEMUYECKMMM U
TIPOTUBCYAOPOKHBIMY CBOMCTBAMM B KODPa30JIOBBIX M 3JEKTPUUYECKMX CYZAOporax.

SUMMARY

New 5-benzylidene derivatives of 3-m-nitrophenyl-2-thiohydantoin (14) were
obtained and preliminary tested for anticonvulsant and hypoglycemic activity.
Their chemical structure was confirmed by elemental analyses, IR and NMR
spectra. The pharmacological investigations performed in mice and rats show that
they possess low toxicity and anticonvulsant activity in PTZ and MES tests as
well as low hypoglycemic properties. Results and conclusions are discussed.



