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1 WPROWADZENIE 
 

Reakcja zapalna jest procesem, którego celem jest przywrócenie w organizmie stanu 

homeostazy. Stan zapalny mogą wywołać rozmaite egzo- i endogenne czynniki takie jak 

kontuzja, infekcja, przerwanie ciągłości tkanek czy też zaburzenie ich prawidłowego 

funkcjonowania. Przebieg oraz następstwa zapalenia są zależne od bodźca, który je 

zainicjował. Najczęstsze objawy jakie występują w zmienionym zapalnie obszarze 

organizmu to obrzęk, zaczerwienienie, nadwrażliwość oraz często ból, który odgrywa 

istotną rolę ostrzegawczą i ochronną. Ból wyzwala właściwą reakcję organizmu oraz 

kieruje jego odpowiednim zachowaniem w celu złagodzenia następstw spowodowanych 

uszkodzeniem tkanki1–5.  

Zapalenie jest bardzo złożonym zjawiskiem kontrolowanym przez wiele różnych 

mediatorów, których ekspresja oraz skomplikowana sieć wzajemnych powiązań nie została 

do tej pory w pełni wyjaśniona. Rozmaite czynniki prozapalne różnego pochodzenia możemy 

podzielić na 7 następujących grup: wazoaktywne aminy, wazoaktywne peptydy, fragmenty 

układu dopełniacza, mediatory lipidowe takie jak np. eikozanoidy, cytokiny, chemokiny oraz 

enzymy proteolityczne. Wymienione substancje nie tylko stymulują odpowiednią odpowiedź 

na poziomie komórkowym, ale także mogą wzajemnie modulować swoją aktywność. Dlatego 

też, możliwie jak najlepsze poznanie mechanizmów odpowiedzialnych za ekspresję 

mediatorów stanu zapalnego oraz ich wzajemnych zależności jest kluczowe w kontekście 

skutecznego leczenia rozmaitych chorób, u podłoża których leży zapalenie. Efektywna 

farmakoterapia oraz naturalne procesy naprawcze zachodzące w tkankach pozwalają 

wyeliminować ostry stan zapalny w ciągu zaledwie kilku dni. Z drugiej strony, brak 

odpowiedniej reakcji organizmu oraz stosownego postępowania farmakologicznego może 

doprowadzić do zmian patologicznych, których skutkiem będzie rozwój przewlekłego bólu 

i zapalenia1–6. 

Znakomita większość farmaceutyków stosowanych obecnie w terapii schorzeń zapalnych 

i dolegliwości bólowych należy do obszernej i strukturalnie zróżnicowanej grupy 

tzw. niesteroidowych leków przeciwzapalnych (NLPZ). Ich mechanizm działania, który 

został po raz pierwszy opisany przez Vane’a w 1971r. polega na hamowaniu – głównie 

w sposób nieselektywny – syntazy cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego, która 

powszechnie znana jest jako cyklooksygenaza (COX)7–9. Jest to enzym związany z błoną 

komórkową katalizujący przekształcenie kwasu arachidonowego do bioaktywnych lipidów 
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takich jak prostaglandyny (PG), czy tromboksan A2 (TXA2). Mediatory te są istotne nie tylko 

dla utrzymania stanu homeostazy, ale pełnią także kluczową rolę w przekazywaniu sygnałów 

związanych bezpośrednio z powstałym stanem zapalnym oraz towarzyszącym mu bólem7–10.   

Biorąc pod uwagę różnice strukturalne oraz funkcjonalne, wyodrębniono trzy izoformy 

cyklooksygenazy. Konstytutywny wariant enzymu, nazwany cyklooksygenazą 1 (COX-1), 

ulega ekspresji w komórkach w warunkach fizjologicznych i jest odpowiedzialny za syntezę 

prostaglandyn zaangażowanych w prawidłowe funkcjonowanie przewodu pokarmowego, 

a także układu sercowo-naczyniowego9,10. Dla przykładu, prostaglandyna I2 (PGI2), zwana 

prostacykliną, wykazuje działanie cytoprotekcyjne w błonie śluzowej żołądka – zwiększa 

produkcję śluzu i wodorowęglanu oraz usprawnia przepływ krwi. Prostacyklina 

produkowana z kolei w obrębie śródbłonka naczyniowego zmniejsza agregację płytek krwi 

oraz działa wazodilatacyjnie7–10. Aktywność cyklooksygenazy 2 (COX-2), która jest 

w głównej mierze formą indukowaną, w warunkach fizjologicznych jest znikoma. Wzrasta 

natomiast w przypadku pojawienia się np. stanu zapalnego lub innych zmian patologicznych. 

Czynnikami, które zwiększają syntezę COX-2 są np. cytokiny czy mitogeny. Dlatego też, 

zwiększoną ekspresję COX-2 obserwujemy w tkankach objętych zapaleniem, infekcją lub też 

procesem onkogenezy10–14. Trzecia izoforma cyklooksygenazy, która jest wariantem 

COX-1, związana jest głównie z ośrodkowym układem nerwowym (OUN). Enzym ten 

występuje zarówno w mózgu jak i w rdzeniu kręgowym i jest celem molekularnym dla leków 

antynocyceptywnych o ośrodkowym mechanizmie działania9,10.  

Nieselektywne blokowanie obu obwodowych form cyklooksygenazy prowadzi nie tylko 

do złagodzenia stanu zapalnego i bólu, ale może także niestety skutkować, zwłaszcza podczas 

przewlekłej terapii, wystąpieniem groźnych działań niepożądanych, którymi charakteryzują 

się niesteroidowe leki przeciwzapalne9,11,15–18. Na pierwszy plan wysuwają się problemy 

gastroenterologiczne takie jak zgaga i ból żołądka, zapalenie, nadżerki i w konsekwencji 

owrzodzenia błony śluzowej żołądka i dwunastnicy, a nawet krwawienia z przewodu 

pokarmowego15–18. Przyczynia się do tego nie tylko zmniejszenie stężenia PGI2, ale również 

natura chemiczna większości NLPZ, w których strukturze występuje wolna grupa 

karboksylowa. W konsekwencji, leki te działają bezpośrednio drażniąco na śluzówkę żołądka 

i dwunastnicy. Ponadto, z uwagi ma swój kwasowy charakter, klasyczne niesteroidowe leki 

przeciwzapalne ulegają w cytozolu komórek błony śluzowej efektowi pułapki jonowej. To 

prowadzi do ich kumulacji, co w rezultacie jeszcze bardziej nasila uszkodzenia wartwy 

ochronnej układu trawiennego15–18. Spore nadzieje były związane z wprowadzeniem do 
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lecznictwa selektywnych inhibitorów COX-2, czyli koksybów. Faktycznie, są one skuteczne 

w terapii różnych schorzeń zapalnych, a ich działanie gastrotoksyczne jest istotnie mniejsze 

niż w przypadku tradycyjnych NLPZ12,17,18. Nie oznacza to jednak, że pacjenci przyjmujący 

koksyby nie skarżą się na żadne dolegliwości ze strony przewodu pokarmowego. Jak się 

bowiem okazuje, COX-2 jest również, w pewnym stopniu, zaangażowana w działanie 

cytoprotekcyjne12. Co więcej, stosowanie koksybów niesie ze sobą ryzyko wystąpienia 

poważnych działań niepożądanych ze strony układu sercowo-naczyniowego, co może 

prowadzić nawet do śmierci pacjenta spowodowanej różnego rodzaju incydentami 

zakrzepowo-zatorowymi. Dlatego też, część z tych leków została wycofana z lecznictwa, 

a przypadek rofekoksybu jest prawdopodobnie najbardziej znanym i niechlubnym13,14.  

Niebezpieczne działania niepożądane, które towarzyszą przyjmowaniu zarówno 

nieselektywnych jak i selektywnych niesteroidowych leków przeciwzapalnych są 

czynnikiem, który w znacznej mierze ogranicza ich przewlekłe stosowanie13–15,18. Z tej 

przyczyny cały czas wysoce uzasadnione oraz konieczne jest poszukiwanie nowych, 

skutecznych i bezpiecznych substancji o działaniu przeciwzapalnym i przeciwbólowym.  

Analizując wiodące trendy obowiązujące we współczesnej chemii medycznej, można 

zauważyć, że nowe substancje o potencjalnym zastosowaniu w terapii bólu i różnych 

schorzeń zapalnych można otrzymać opierając się na dwóch różnych ścieżkach. Pierwsza 

z nich polega na modyfikacji już zarejestrowanych, a w związku z tym gruntownie 

przebadanych, leków z grupy NLPZ takich jak np. diklofenak19, ibuprofen20, celekoksyb21 

czy naproksen22. Optymalizacja struktury znanych substancji może zaowocować 

otrzymaniem nowych pochodnych o zwiększonej aktywności oraz mniejszej toksyczności 

w porównaniu do ich prekursorów. Druga z kolei droga zakłada zaprojektowanie zupełnie 

innowacyjnej klasy cząsteczek pod kątem wybranego celu molekularnego. Tym sposobem 

możliwe jest uzyskanie grupy związków łagodzących stan zapalny poprzez np. hamowanie 

wspomnianego wcześniej enzymu cyklooksygenazy23–30.   

Na podstawie dokonanego przeglądu literatury, której tematyka obejmowała wątek 

związków o działaniu przeciwzapalnym i  przeciwbólowym projektowanych 

i syntetyzowanych de novo, można zauważyć, że wiele publikacji opisuje badania 

skoncentrowane wokół obszernej i zróżnicowanej grupy pochodnych pirydazynonu31–39. 

Warto podkreślić, że pierwsze wzmianki na temat tego typu związków o aktywności 

antynocyceptywnej zaczęły pojawiać się już przeszło sześćdziesiąt lat temu. Jednakże 
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jedynym dotychczas zarejestrowanym lekiem przeciwbólowym, będącym pochodną 

pirydazynonu, jest emorfazon (1). Jego wzór strukturalny przedstawia Rysunek 140,41.  

 
Rys. 1. Emorfazon (1) – dopuszczona do lecznictwa pochodna pirydazynonu o aktywności 

przeciwbólowej. 

 

Na przestrzeni wielu lat opisano szeroką gamę cząsteczek o aktywności 

przeciwzapalnej i przeciwbólowej, w których strukturze występował podstawiony na różne 

sposoby pierścień pirydazynonu. Intensywne prace prowadzone w obrębie tego typu 

pochodnych pozwoliły udowodnić, że układ pirydazynonu może służyć jako doskonały 

szkielet służący do syntezy nowych, efektywnych inhibitorów cyklooksygenazy, 

cechujących się znacznym powinowactwem do indukowanej formy COX-2. Co więcej, 

dowiedziono, że interesujący profil aktywności farmakologicznej wykazują także 

połączenia biheterocykliczne, których rdzeń stanowi pierścień pirydazynonu 

skondensowany np. z pirazolem, izoksazolem czy pirydyną. Na Rysunku 2 

zaprezentowano struktury  wybranych pochodnych pirydazynonu (2-7). Wyróżniały się one 

istotnym działaniem przeciwzapalnym, które wynikało w głównej mierze z silnego 

hamowania COX-2 przez te cząsteczki. Dodatkowo należy podkreślić, że w przypadku tych 

związków, nie obserwowano negatywnego wpływu na błonę śluzową żołądka 

i dwunastnicy w przeprowadzonych testach in vivo32,33,38–40. 
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Rys. 2. Przykłady inhibitorów COX zawierających w swej strukturze pierścień pirydazynonu 32,33,38–40. 

 

W Katedrze i Zakładzie Chemii Leków Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu od 

wielu lat prowadzone są intensywne badania polegające na projektowaniu oraz syntezie 

nowych, biologicznie aktywnych pochodnych różnych układów mono- oraz 

biheterocyklicznych. Na szczególną uwagę zasługują niewątpliwie prace mające na celu 

poszukiwanie związków o działaniu przeciwzapalnym i przeciwbólowym w obrębie 
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pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu36,37. Otrzymane dotychczas i przebadane 

związki cechowały się znacznym działaniem analgetycznym w testach in vitro a także 

in vivo. Na Rysunku 3 zostały przedstawione wzory dwóch najbardziej obiecujących 

pochodnych 8a i 8b. W  teście „wicia się” wykazały one aktywność znacznie wyższą niż 

kwas acetylosalicylowy. Natomiast w teście „gorącej płytki” działały przeciwbólowo 

w dawkach zaledwie 3-5 razy mniejszych niż morfina. Ustalono ponadto, że efekt 

przeciwzapalny wspomnianych struktur opiera się na aktywności obwodowej, jednak 

dokładny mechanizm ich działania nie został poznany37. 

 
Rys. 3. Wzory aktywnych farmakologicznie pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu 37. 

 

Biorąc pod rozwagę pozycje piśmiennictwa, które opisują silnie działające 

przeciwzapalnie pochodne pirydazynonu, a także uwzględniając obiecującą aktywność 

związków 8a oraz 8b, wydaje się, że dalsze poszukiwania kandydatów na nowe leki 

przeciwzapalne i przeciwbólowe w obrębie analogów pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu 

są zdecydowanie uzasadnione. Z tego względu, projektując nowe serie związków 

zdecydowano się wprowadzić do struktury pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu takie 

ugrupowania, które pozwoliłyby na otrzymanie pochodnych charakteryzujących się 

dobrym powinowactwem do indukowanej formy cyklooksygenazy oraz jednocześnie niską 

toksycznością i brakiem działań niepożądanych na przewód pokarmowy. W strukturze 
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tytułowych związków można wyróżnić więc, oprócz ugrupowania pirolo[3,4-

d]pirydazynonu, pięcioczłonowy pierścień heterocykliczny 1,3,4-oksadiazolu albo 

1,2,4-triazolu, a także farmakofor arylopiperazynylowy/piperydynylowy, 

charakterystyczny dla związków 8a i 8b. Tego typu projekt jest spójny z ideą molekularnej 

hybrydyzacji, która opiera się łączeniu różnych struktur czy układów farmakoforowych 

o udowodnionej aktywności, celem otrzymania cząsteczek cechujących się wyższą 

skutecznością przy jednocześnie zmniejszonej ilości niebezpiecznych efektów ubocznych.  

Z danych literaturowych wynika, że zastąpienie wolnej grupy 

karboksylowej klasycznych niesteroidowych leków przeciwzapalnych ugrupowaniem 

bioizosterycznym o podobnej wielkości i mniejszej kwasowości takim jak 

np.: 1,3,4-oksadiazol19,20,23, 1,2,4-triazol21,22,29,30, pirazol24,42 czy 1,3-tiazol43–45, pozwala 

istotnie zredukować ich gastrotoksyczność, przy jednoczesnym wzroście powinowactwa do 

COX-2. Ponadto, należy podkreślić, że wymienione wyżej pięcioczłonowe pierścienie 

heterocykliczne są istotnym elementem strukturalnym wielu cząsteczek o znacznej 

aktywności biologicznej. Do tego grona należą oczywiście także związki, które działają 

silnie przeciwzapalnie i przeciwbólowo 19–24. Wystarczy nadmienić, że tego typu 

ugrupowania heterocykliczne stanowią rdzeń opisanych już wcześniej selektywnych 

inhibitorów COX-2 – koksybów14,21,23. 

Dodatkowo, należy uwzględnić fakt, że w strukturze związków 8a, 8b oraz ich analogów, 

występowała charakterystyczna reszta arylopiperazynylowa/piperydynylowa, która miała 

znaczący wpływ na zwiększenie ich aktywności biologicznej. Dlatego też, wprowadzenie 

takiego ugrupowania do struktury nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu, będących 

przedmiotem niniejszej rozprawy, wydaje się być wysoce zasadne i racjonalne. Podczas 

syntezy serii tytułowych struktur wykorzystano komercyjnie dostępne, różnie podstawione 

w pierścieniu fenylowym, pochodne arylopiperazyny oraz arylopiperydyny. Miało to na celu 

możliwie jak najlepszą ocenę wpływu tego ugrupowania na toksyczność oraz aktywność 

farmakologiczną związków finalnych.  

Podsumowując, nadrzędnym celem przeprowadzonych prac eksperymentalnych było 

stworzenie nowej klasy efektywnych inhibitorów COX, które miałyby znaczne 

powinowactwo do indukowanego izoenzymu COX-2 oraz jednocześnie były bezpieczne 

i nie wykazywały szkodliwego wpływu na układ pokarmowy. Projekt oraz koncepcja 

budowy nowych, 1,3,4-oksadiazolowych oraz 1,2,4-triazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu zostały schematycznie przedstawione na Rysunku 4. 
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Rys. 4. Koncepcja struktury nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu oparta o ideę molekularnej 

hybrydyzacji. 

 

Zaprezentowane w dalszej części niniejszej dysertacji wyniki zrealizowanych 

dotychczas prac badawczych pozwoliły na wstępną ocenę potencjału nowych związków 

w kontekście ich możliwego wykorzystania jako bezpiecznych i efektywnych substancji 

o działaniu przeciwbólowym i przeciwzapalnym.  
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2 CELE PRACY 

2.1 Cel główny 
 Racjonalny projekt oraz synteza nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu 

o istotnej aktywności przeciwzapalnej i przeciwbólowej 

2.2 Cele szczegółowe 
 Otrzymanie serii 1,3,4-oksadiazolowych oraz 1,2,4-triazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu, które efektywnie hamują cyklooksygenazę i nie działają 

gastrotoksycznie 

 Ocena zdolności hamowania oraz powinowactwa nowych związków do obu 

obwodowych izoform cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2) z użyciem testów 

enzymatycznych oraz technik dokowania molekularnego 

 Ocena aktywności antyoksydacyjnej tytułowych związków 

 Określenie modelu wiązania się otrzymanych pochodnych z osoczową albuminą 

 Opisanie zależności struktura-aktywność w grupie nowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu w oparciu o uzyskane wyniki toksyczności oraz aktywności 

biologicznej 

 Ocena aktywności przeciwzapalnej oraz przeciwbólowej nowych związków oraz ich 

wpływu na błonę śluzową przewodu pokarmowego w testach wykonanych w modelu 

zwierzęcym 
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3 METODYKA BADAŃ 

3.1 Synteza nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu 
Wszystkie odczynniki, katalizatory i rozpuszczalniki użyte podczas syntezy, a także 

oczyszczania półproduktów oraz związków finalnych zostały zakupione od komercyjnych 

dostawców (Alchem, Wrocław, Polska; Chemat, Gdańsk, Polska; Archem, Łany, Polska). Jeśli 

było to konieczne, suche rozpuszczalniki jak np. bezwodny etanol, osuszony ksylen czy eter 

dietylowy, otrzymywano według standardowych procedur.  

Postęp reakcji był kontrolowany dzięki użyciu techniki chromatografii 

cienkowarstwowej (thin layer chromatography, TLC) . Wykorzystywano płytki pokryte żelem 

krzemionkowym 60-F254 (Fluka Chemie GmbH, Niemcy). Były one rozwijane w komorze 

szklanej z zastosowaniem takich eluentów jak octan etylu i jego mieszaniny z innymi 

rozpuszczalnikami organicznymi takimi jak: metanol, chloroform czy cykloheksan, w różnych 

stosunkach objętościowych. Płytki analizowano w świetle UV przy długości fali 254 albo 

366 nm.  

Temperatury topnienia nowych związków zostały oznaczone techniką kapilarną przy 

użyciu aparatu Electro-Thermal Mel-Temp 1101D (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). 

Oczyszczanie związków z użyciem techniki chromatografii kolumnowej przeprowadzono 

wykorzystując żel krzemionkowy 60-F254 (Merck, Darmstadt, Niemcy). Analiza elementarna 

dla atomów węgla, azotu oraz wodoru została wykonana przy użyciu aparatu Carlo Erba 

NA-1500 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Uzyskane wyniki nie różniły się 

o więcej niż ± 0.4% od wartości wyznaczonych teoretycznie.  

Widma magnetycznego rezonansu jądrowego (nuclear magnetic resonance, NMR) 
1H NMR (300 MHz) oraz 13C NMR (75 MHz) zostały zarejestrowane na spektrometrze NMR 

Bruker 300 MHz (Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Rheinstetten, Niemcy). Badane 

próbki były rozpuszczane w komercyjnie dostępnych rozpuszczalnikach 

deuterowanych – CDCl3  albo DMSO-d6. Tetrametylosilan (TMS) był wykorzystany jako 

odnośnik przy wyznaczaniu przesunięć chemicznych (δ), które zostały podane w ppm (parts 

per milion). Widma w podczerwieni (infrared, IR) zostały wykonane na aparacie Nicolet iS50 

FT-IR Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Pomiaru dokonano na 

próbkach w formie stałej, częstotliwości podano w cm-1. Widma masowe (mass spectrometry, 

MS) zostały zarejestrowane w jonizacji dodatniej z wykorzystaniem techniki elektrorozpylania 

(electrospray ionization, ESI) na aparacie Bruker Daltonics Compact ESI-Mass Spectrometer 
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(Bruker Daltonik, GmbH, Brema, Niemcy). Próbki były rozpuszczane w mieszaninie metanolu 

i chloroformu.  

Na podstawie uzyskanych rezultatów badań analitycznych i spektralnych uznano, że 

wszystkie otrzymane związki, cechowały się czystością  na poziomie >95%.   

3.2 Ocena toksyczności, aktywności biologicznej oraz 

parametrów farmakokinetycznych tytułowych związków 
Szczegółowe opisy procedur zastosowanych podczas badań biologicznych i spektralnych 

nowych związków, metodyka przeprowadzonego dokowania molekularnego i innych użytych 

technik in silico, służących ocenie właściwości badanych pochodnych, a także opisy 

wykorzystanych metod statystycznych zostały zamieszczone w części eksperymentalnej 

publikacji P1-P3. 
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4 PREZENTACJA I OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ 

4.1 Pochodne 1,3,4-oksadiazolowe pirolo[3,4-d]pirydazynonu  

4.1.1 Projekt oraz synteza 
Zgodnie z koncepcją zaprezentowaną na Rysunku 4 zaplanowano syntezę serii nowych 

pochodnych, w których strukturze można wyróżnić pierścień 1,3,4-oksadiazolo-2-tionu 

połączony z biheterocyklicznym układem pirolo[3,4-d]pirydazynonu oraz ugrupowanie 

arylopiperazynylowe/piperydynylowe. Tytułowe związki zostały otrzymane z dobrą 

wydajnością z wykorzystaniem klasycznych technik syntezy organicznej, przy użyciu 

komercyjnie dostępnych reagentów oraz rozpuszczalników.  

Na Rysunku 5 przedstawiono dwie kluczowe struktury, które stały się punktem wyjścia 

przy projektowaniu i syntezie związków finalnych. Były to: 6-butylo-3,5,7-trimetylo-2H-

pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dion 9 oraz 6-fenylo-3,5,7-trimetylo-2H-pirolo[3,4-d]pirydazyno-

1,4-dion 1036.  

 
Rys. 5. Wzory wyjściowych pochodnych  pirolo[3,4-d]pirydazyno-1,4-dionu. 

 

Pierwszy etap zaplanowanej syntezy polegał na alkilowaniu pochodnych 9 i 10 

chlorooctanem metylu w acetonitrylu w obecności K2CO3. W rezultacie otrzymano 

odpowiednie pochodne estrowe. Z uwagi na zjawisko tautomerii keto-enolowej podstawieniu 
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ulegał zarówno atom azotu N2 jak i atom tlenu grupy hydroksylowej. W zastosowanych 

warunkach syntezy w zdecydowanej przewadze otrzymywano O-izomer. Rozdziału uzyskanej 

mieszaniny izomerów dokonywano na kolumnie chromatograficznej. Z uwagi na niską 

wydajność z jaką powstawał N-izomer, zdecydowano, że kolejne modyfikacje strukturalne 

będą realizowane wyłącznie na O-podstawionych analogach. 

Ogrzewanie pochodnych estrowych w etanolu z nadmiarem wodzianu hydrazyny 

pozwoliło na otrzymanie, z doskonałą wydajnością (~90%), odpowiednich hydrazydów. Te 

z kolei, były poddawane wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji w środowisku zasadowym 

w obecności disiarczku węgla. W efekcie uzyskano kluczowe 1,3,4-oksadiazolowe pochodne 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu.  

Ostatni etap syntezy polegał na otrzymaniu związków o budowie zasad Mannicha 

w reakcji odpowiedniej 1,3,4-oksadiazolowej pochodnej z dodatkiem roztworu formaliny oraz 

wybranej aminy drugorzędowej w etanolu. Pozwoliło to na otrzymanie zaplanowanych 

produktów finalnych.  

W wyniku przeprowadzonej kilkuetapowej syntezy otrzymano w sumie 20 nowych, 

nieopisanych dotąd w literaturze związków, w tym 14 finalnych pochodnych o budowie zasad 

Mannicha, stanowiących pierwszą serię (seria I) 1,3,4-oksadiazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu. Ich wzór ogólny został przedstawiony na Rysunku 6. Szczegóły 

dotyczące zrealizowanych na tym etapie prac syntetycznych są przedstawione na 

Schematach 1 i 2 oraz opisane w Rozdziale 2.1 publikacji P1.  

Struktura każdego otrzymanego związku została potwierdzona dzięki wykorzystaniu 

technik spektralnych oraz metody analizy elementarnej. Dane analityczne, właściwości 

fizykochemiczne oraz widma nowych struktur są zebrane i opisane w części eksperymentalnej 

publikacji P1 oraz w załączonym do niej suplemencie.  
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Rys. 6. Ogólny wzór serii I pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu o budowie zasad Mannicha. 

 

 W kolejnym etapie prac syntetycznych, zdecydowano się otrzymać struktury, które 

zostały zaprojektowane w myśl teorii farmakoforowej przedstawionej przez Dogruera. Idea ta 

zakłada, że połączenie pochodnej arylopiperazyny z głównym szkieletem za pośrednictwem co 

najmniej dwuwęglowego, elastycznego łącznika z ugrupowaniem karbonylowym, może 

istotnie nasilać działanie antynocyceptywne związków finalnych46,47. Schematyczna budowa 

takiego ugrupowania jest przedstawiona na Rysunku 7. 

 
Rys. 7. Ogólny wzór farmakoforu zaproponowanego przez Dogruera. 
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Dlatego też, zaprojektowano oraz otrzymano grupę czterech pilotowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu, w których ugrupowanie arylopierazynylowe połączone jest 

z atomem siarki pierścienia 1,3,4-oksadiazolo-2-tiolu przez łącznik 2-oksoetylowy. Wzór 

ogólny drugiej serii związków (seria II) przedstawiony jest na Rysunku 8. 

 
Rys. 8. Ogólny wzór serii II pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu z mostkiem 2-oksoetylowym. 

 

 Koncepcja oraz synteza S-podstawionych 1,3,4-oksadiazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu (seria II) zostały szczegółowo przedstawione na Schemacie 1 oraz 

w Rozdziałach 1 i 2.1 publikacji P2. Ponadto, w części chemicznej oraz eksperymentalnej tej 

pracy oraz w suplemencie znajdują się wyczerpujące informacje dotyczące właściwości 

fizykochemicznych oraz widma NMR, MS oraz IR wszystkich nowych struktur.  

4.1.2 Badania in vitro oraz in silico 
Wstępne badania oceny toksyczności oraz aktywności biologicznej tytułowych 

1,3,4-oksadiazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu zostały przeprowadzone we 

współpracy z Panią dr inż. Benitą Wiatrak (Katedra i Zakład Podstaw Nauk Medycznych; 

Katedra i Zakład Farmakologii Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu). Dokowanie 

molekularne oraz badania spektralne zostały wykonane przez Pana dr Edwarda Krzyżaka oraz 

Panią dr inż. Aleksandrę Marciniak z Katedry i Zakładu Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu 

Medycznego we Wrocławiu. 
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Ocena toksyczności związków o budowie zasad Mannicha, czyli pochodnych 

należących do serii I, została wykonana z użyciem testu wykorzystującego barwnik 

sulforodaminę B (sulforhodamine B, SRB) na linii komórkowej normalnych ludzkich skórnych 

fibroblastów (normal human dermal fibroblasts, NHDF). Żaden z badanych związków nie 

wykazał w przeprowadzonym eksperymencie potencjału cytotoksycznego (Tabela 1, P1). 

Z tego względu wszystkie 14 związków zostało zakwalifikowanych do dalszych badań. 

Głównym celem przeprowadzonych prac badawczych było określenie zdolności 

hamowania cyklooksygenanazy przez otrzymane pochodne oraz ustalenie sposobu ich wiązania 

się z centrum aktywnym enzymu. W związku z tym, w pierwszym etapie badań biologicznych 

użyto dostępny komercyjnie enzymatyczny test płytkowy Cayman’s COX Colorimetric Inhibitor 

Screening Assay (cat. no. 701050), który pozwala określić aktywność cyklooksygenazy poprzez 

kolorymetryczne wyznaczenie stężenia barwnej, utlenionej formy N,N,N′,N′-tetrametylo-p-

fenylenodiaminy (N,N,N′,N′-tetramethyl-p-phenylenediamine, TMPD) będącej substratem 

enzymu. Uzyskane wyniki są przedstawione w Rozdziale 2.2.1 oraz w Tabeli 1 publikacji P1. 

Wszystkie badane związki wykazały zdolność hamowania izoenzymu COX-2. 

Większość z nich działała preferencyjnie na COX-2, natomiast 5 z nich selektywnie blokowało 

formę indukowaną cyklooksygenazy. Jako referencji użyto leku o potwierdzonym działaniu 

przeciwzapalnym oraz znacznym powinowactwie do COX-2, a mianowicie meloksykamu. 

Warto podkreślić, że wszystkie analizowane pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu serii I 

skuteczniej hamowały COX-2, niż lek odniesienia. Co więcej, również współczynnik 

selektywności COX-2/COX-1 obliczony dla każdego z testowanych związków był lepszy, niż 

w przypadku meloksykamu (Tabela 1, P1). 

Te rezultaty znalazły potwierdzenie w przeprowadzonych badaniach dokowania 

molekularnego, które wykazały, że omawiane związki cechują się większym powinowactwem 

do COX-2, niż do COX-1. Można to wytłumaczyć faktem, że kieszeń wiążąca indukowanej 

formy COX-2, która różni się budową od miejsca aktywnego COX-1, umożliwia wiązanie 

większych i bardziej rozbudowanych cząsteczek7–10. Udowodniono, że badane związki łączą 

się głównie z subdomeną B (będącą miejscem wiązania meloksykamu oraz piroksykamu) oraz 

C, centrum aktywnego enzymu. Co więcej, nowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu zajmują 

w kieszeni wiążącej cyklooksygenazy pozycję analogiczną do meloksykamu. Na Rysunku 9 

zaprezentowano sposób dokowania się do COX-2 dwóch najbardziej aktywnych związków 

8a(P1), 8b(P1) oraz meloksykamu. Szczegółowy opis wyników dokowania molekularnego 

znajduje się w Rozdziale 2.2.2, Tabeli 2 publikacji P1 oraz w danych uzupełniających tej pracy.  
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Rys. 9. Położenie w domenie wiążącej COX-2 pochodnych 8a(P1) (niebieski),  8b(P1) (czerwony) oraz 

meloksykamu (żółty). 

 

Kolejny etap zaplanowanych badań in vitro zakładał ocenę potencjału 

antyoksydacyjnego nowych związków. Należy mieć na uwadze, że wzrost stężenia 

reaktywnych form tlenu czy azotu, który skutkuje zwiększonym stresem oksydacyjnym, może 

być spowodowany takimi czynnikami jak niedotlenienie czy stan zapalny. Z drugiej strony, 

wolne rodniki są silnymi czynnikami prozapalnymi, które m.in. nasilają ekspresję 

cyklooksygenazy. W efekcie, stres oksydacyjny oraz zapalenie są zjawiskami, które często 

współistnieją w uszkodzonej tkance i mogą się wzajemnie nasilać48–50. Dlatego też, 

przeprowadzono eksperymenty, które pozwoliły określić zdolność tytułowych związków do 

hamowania indukowanego stresu oksydacyjnego oraz nitrozacyjnego. 

Wykonano test z wykorzystaniem fluorescencyjnego barwnika – dioctanu 

2’,7’-dichlorofluoresceiny (2′,7′-dichlorofluorescein diacetate, DCF-DA) aby ocenić zdolność 

nowych pochodnych do zmniejszania poziomu reaktywnych form tlenu. Z kolei skuteczność 

zmiatania rodników azotowych określono testem Griess’a. W obu przypadkach badania 

przeprowadzono na linii komórkowej NHDF.  
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Związki 9a(P1)-13a(P1) zmniejszały stężenie reaktywnych form tlenu w całym 

zakresie testowanych stężeń. Z kolei pochodne 7a(P1) i 8a(P1) były efektywne w koncentracji 

10µM i 50µM. Pochodne z podstawnikiem n-butylowym, czyli 7b(P1)-13b(P1), cechowała 

niższa aktywność antyoksydacyjna, a w przypadku niektórych z nich obserwowano wręcz 

wzrost poziomu wolnych rodników tlenowych (reactive oxygen species, ROS). Z kolei 

rezultaty testu Griess’a wskazują, że praktycznie wszystkie badane związki zmniejszają 

stężenie reaktywnych form azotu (reactive nitrogen species, RNS), w tym tlenku azotu (nitric 

oxide, NO). Jedynie pochodne 7b(P1), 10a(P1) oraz 10b(P1) powodowały nieznaczny, 

statystycznie nieistotny, wzrost stężenia rodników azotowych. Uzyskane wyniki są dokładnie 

przedstawione w Rozdziale 2.4 oraz Tabeli 3 w publikacji P1.  

Obiecujące wyniki testów DCF-DA oraz Griess’a stały się pretekstem do 

przeprowadzenia dodatkowego eksperymentu oceniającego działanie antyoksydacyjne oraz 

potencjał ochronny pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu przed szkodliwym działaniem 

wolnych rodników. W tym celu przeprowadzono test halo (fast halo assay, FHA), który 

pozwala oszacować efekt protekcyjny badanych związków na jądro komórkowe. Objawiaja się 

on ochroną chromatyny przed uszkodzeniami i pęknięciami DNA spowodowanymi 

zwiększonym stresem oksydacyjnym. Działanie ochronne określa się przez wyznaczenie 

poziomu uszkodzenia chromatyny w stosunku do próby kontrolnej. Uzyskane wyniki wskazują, 

że związki 7b(P1), 8a(P1) (cały zakres stężęń) oraz 7a(P1) (stężenie 10µM i 50µM), w sposób 

istotny statystycznie chronią DNA przed uszkodzeniami spowodowanymi podwyższonym 

stężeniem wolnych rodników. Na Rysunku 10 przedstawiono wybrane mikrofotografie 

komórek, które były badane w teście FHA. Na fotografii B widoczny jest charakterystyczny 

efekt tzw. halo jądrowego spowodowany relaksacją chromatyny, co jest rezultatem pęknięć 

DNA (Rys. 10 B). Im większe halo, tym większe uszkodzenia chromatyny obserwujemy. 

W przypadku komórki inkubowanej ze związkiem 7b(P1) efekt halo praktycznie nie 

występuje. Wyniki badań aktywności antyoksydacyjnej nowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu zostały szerzej opisane i przedstawione w Rozdziale 2.4 i 2.5 a także 

w Tabeli 3 publikacji P1.  
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Rys. 10. Mikrofotografie (60x) komórek ukazujące relaksację chromatyny i efekt halo. A) komórki inkubowane 

w czystym medium; B) komórki inkubowane z 100µM H2O2 przez 1h; C) komórki inkubowane ze związkiem 

7b(P1) 10µM przez 24h i następnie z 100µM H2O2 przez 1h; Mikrofotografia B ukazuje znacznie większy efekt 

halo w porównaniu ze zdjęciem A; im większy rozmiar halo jądrowego, tym większa relaksacja chromatyny, co 

wskazuje na większe uszkodzenie DNA. 

 

Uzupełnieniem eksperymentów, określających aktywność biologiczną nowych 

związków były badania, które pozwoliły ocenić sposób ich interakcji z albuminą, która jest 

najbardziej powszechnym białkiem osocza. Wiązanie się leków z białkami krwi w istotny 

sposób wpływa na ich farmakokinetykę, między innymi na czas półtrwania, czy dystrybucję. 

Dlatego też, przeprowadzono wstępne eksperymenty, które umożliwiły opis sposobu interakcji 

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu z osoczową albuminą. Ze względu na dużo niższe 

koszty, użyte zostało białko bydlęce (bovine serum albumin, BSA). Jego struktura jest bardzo 

zbliżona do albuminy ludzkiej (human serum albumin, HSA), dlatego może być ono 

z powodzeniem używane w jej zastępstwie51,52. Celem opisania molekularnych oddziaływań 

między nowymi związkami a BSA wykorzystano metody spektralne takie jak dichroizm 

kołowy (circular dichroism, CD), fluorescencja oraz dokowanie molekularne. 

Wyniki pomiarów spektroskopowych (wygaszanie fluorescencji, CD) wykazały, że 

w obecności badanych związków zachodzą zmiany w strukturze drugorzędowej BSA. 

Potwierdza to, że wchodzą one w interakcję z osoczową albuminą. Oddziaływanie to nie ma 

charakteru przypadkowych zderzeń cząsteczek, ale raczej polega na tworzeniu się kompleksów 

ligand-BSA w przybliżonym stosunku 1:1. Na podstawie przeprowadzonego dokowania 

molekularnego ustalono, że uprzywilejowanym miejscem wiązania nowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu przez BSA jest hydrofobowa kieszeń II(m).  
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Szczegóły wszystkich badań opisujących interakcje tytułowych związków z BSA, oraz 

wszelkie tabele oraz widma spektroskopowe i wykresy zostały zamieszczone w Rozdziale 2.6 

publikacji P1 oraz w danych uzupełniających.    

Po zebraniu rezultatów wszystkich eksperymentów przeprowadzono analizę 

multikryterialną (multi – criteria decison analysis,  MCDA) dla badanych związków. Na 

podstawie jej wyników można stwierdzić, że w serii I 1,3,4-oksadiazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu, związkiem o najlepszym profilu aktywności biologicznej była 

cząsteczka 7b(P1), której strukturę przedstawiono na Rysunku 11. Na uwagę zasługują także 

pochodne 7a(P1), 10a(P1), 10b(P1), 13a(P1) oraz 13b(P1). Kompletne wyniki analizy MCDA 

są przedstawione na Rysunku 10 publikacji P1. 

 
Rys. 11. Związek 7b(P1) – 1,3,4-oksadiazolowa pochodna pirolo[3,4-d]pirydazynonu o najbardziej 

obiecującym profilu aktywności biologicznej. 

 

Analogiczne badania in vitro oraz in silico przeprowadzono także w przypadku serii II 

1,3,4-oksadiazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. Projekt, synteza, ocena 

aktywności biologicznej i właściwości fizykochemicznych tych związków stały się 

przedmiotem publikacji P2. 

Badania toksyczności przeprowadzone na linii komórkowej NHDF wykonano 

z wykorzystaniem testu oceniającego aktywność mitochondrialnej dehydrogenazy 

bursztynianowej, której produktem widocznym w żywych komórkach jest formazan błękitu 

triazolowego  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide MTT). Rezultaty 

testu MTT zostały szczegółowo opisane w Rozdziale 2.3 publikacji P2.  

Żaden z analizowanych związków nie zmniejszył przeżywalności komórek poniżej 30% 

dlatego też można stwierdzić, że nowe pochodne serii II nie wykazują potencjału 

cytotoksycznego i zostały przekazane na dalsze badania. 
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Aby ocenić zdolność hamowania cyklooksygenazy przez nowe związki użyty został, 

tak jak poprzednio, test enzymatyczny firmy Cayman (Cayman’s COX Colorimetric Inhibitor 

Screening Assay cat. no. 701050). Wyniki przeprowadzonego eksperymentu (Rozdział 2.2.1, 

Tabela 1 publikacja P2) jednoznacznie wskazują, że wszystkie analizowane pochodne 

wykazują aktywność tylko wobec indukowanej formy COX-2. Niestety, na podstawie 

uzyskanych rezultatów należy stwierdzić, że modyfikacja, polegająca na wprowadzeniu 

dłuższego łącznika z ugrupowaniem karbonylowym nie przyniosła spodziewanych efektów. Co 

prawda, otrzymano grupę selektywnych inhibitorów COX-2, ale związki serii II hamują ten 

enzym istotnie słabiej aniżeli pochodne o budowie zasad Mannicha (seria I) oraz meloksykam. 

Najbardziej aktywny okazał się związek 6a(P2). 

Należy natomiast podkreślić, że wyniki badań dokowania molekularnego w pełni 

korelują z rezultatami testu enzymatycznego. W przypadku związków 5a, b(P2) – 6a, b(P2) 

wartości wolnej energii wiązania (∆G◦) podczas prób dokowania do COX-1 były dodatnie. 

Nowe pochodne wykazują natomiast powinowactwo do indukowanej formy COX-2 i zajmują 

w kieszeni wiążącej enzymu pozycję analogiczną do meloksykamu, co zostało pokazane na 

Rysunku 12. Wartości energii wiązań są nieco wyższe, ale porównywalne do tych 

wyznaczonych dla leku odniesienia. Szczegółowy opis badania dokowania molekularnego 

znajduje się w Rozdziale 2.2.2 publikacji P2. 

 
Rys. 12. Położenie w domenie wiążącej COX-2 pochodnych 5a, b(P2) – 6a, b(P2) oraz meloksykamu (różowy). 

 

W kolejnym etapie badań biologicznych oceniono potencjał antyoksydacyjny nowych 

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu serii II oraz ich zdolność do ochrony DNA przed 

uszkodzeniami wywołanymi wolnymi rodnikami. W tym celu przeprowadzono testy DCF-DA, 
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Griess’a oraz FHA. Szczegółowy opis wyników tych eksperymentów zamieszczono 

w Rozdziale 2.4 publikacji P2.  

Stwierdzono, że w komórkach inkubowanych ze związkami 5a(P2), 5b(P2) oraz 6b(P2) 

następowało zmniejszenie ilości wolnych rodników tlenowych poniżej wartości kontrolnej 

w całym zakresie testowanych stężeń. W przypadku związku 6a(P2) miało to miejsce jedynie 

przy najniższej jego wartości tj. 10µM. Wyniki testu Griess’a wskazują, że wszystkie związki 

w zastosowanym najniższym stężeniu 10µM zmniejszają stężenie NO, natomiast pochodna 

6a(P2) była efektywna w całym spektrum użytych stężeń. (Tabela 3, publikacja P2). 

Te rezultaty doskonale korespondują z wynikami uzyskanymi podczas testu FHA. 

Wykazano, że wszystkie badane pochodne zmniejszają ilość uszkodzeń chromatyny 

wywołanych stresem oksydacyjnym przynajmniej w jednym użytym stężeniu 

(Tabela 3, publikacja P2). Co więcej, udowodniono, że istnieje korelacja pomiędzy działaniem 

antyoksydacyjnym nowych pochodnych a ich zdolnościami naprawczymi DNA w stanie 

podwyższonego stresu oksydacyjnego (Tabela 4, publikacja P2).  

Dodatkowo, wykonano badania spektralne oraz dokowanie molekularne, które 

pozwoliły na ocenę modelu interakcji z osoczową albuminą 1,3,4-oksadiazolowych 

pochodnych należących do serii II. Szczegółowe informacje dotyczące tych eksperymentów 

oraz ich wyniki są zawarte w Rozdziałach 2.5-2.7 publikacji P2 oraz w suplemencie tej pracy. 

Udowodniono, że badane związki oddziałują z BSA na zasadzie tworzenia kompleksów 

w przybliżonym stosunku 1:1. Uprzywilejowanym miejscem wiązania jest hydrofobowa 

kieszeń II, subdomena IIIA. Na podstawie wyników spektroskopii CD możemy przypuszczać, 

że związki 5a-b(P2) wiążą się z BSA silniej niż pochodne 6a-b(P2). 

Ze względu na zbliżone wyniki poszczególnych badań oraz stosunkowo mało liczną 

grupę analizowanych związków, trudno byłoby wskazać najbardziej obiecującą strukturę 

w obrębie pochodnych serii II. Niewątpliwie należy podkreślić fakt, że zamiana łącznika 

metylenowego na 2-oksoetylowy nie przyczyniła się do nasilenia aktywności farmakologicznej 

a jedynie do zwiększenia selektywności związków w stosunku do COX-2. 
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4.1.3 Badania in vivo  
W związku z tym, że 1,3,4-oksadiazolowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu serii I 

wykazały obiecujący profil aktywności farmakologicznej w eksperymentach in vitro, 

zdecydowano się na przekazanie wybranych związków na testy w modelu zwierzęcym. Do 

testów in vivo zostały zakwalifikowane dwie pochodne – 10b(P1) oraz 13b(P1), których 

struktury zostały przedstawione na Rysunku 13. Ich wybór został dokonany głównie na 

podstawie wyników zdolności blokowania COX w teście enzymatycznym. Pochodna 10b(P1) 

cechowała się najlepszym współczynnikiem hamowania COX-2/COX-1 spośród wszystkich 

badanych związków, natomiast cząsteczka o analogicznej budowie - 13b(P1) była selektywna 

w stosunku do COX-2. Ponadto, zarówno 10b(P1) jak i 13b(P1) w przeprowadzonym teście 

SRB cechowały się jednymi z najwyższych wartości IC50 spośród wszystkich pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu serii I26. 

 
Rys. 13. Wzory pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu, które zostały przekazane na badania in vivo. 

 

Badania w modelu zwierzęcym zostały wykonane we współpracy z Katedrą i Zakładem 

Farmakologii Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu przez zespół kierowany przez 

Panią dr Martę Szandruk-Bender. Przeprowadzone eksperymenty miały na celu ocenę aktywności 

przeciwbólowej i przeciwzapalnej badanych związków, ich wpływu na kondycję błony śluzowej 

żołądka oraz ekspresję mediatorów stanu zapalnego. 
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Pierwszy etap zaplanowanych badań pozwolił określić profil działania przeciwbólowego 

pochodnych 10b(P1) oraz 13b(P1) w eksperymentalnych modelach bólu indukowanego 

szkodliwymi bodźcami, takich jak test odsunięcia ogona (tail-flick test) oraz test 

formalinowy (formalin test). 

Test odsunięcia ogona pozwolił oszacować aktywność przeciwbólową związaną 

z mechanizmami ośrodkowymi poprzez pomiar czasu, po jakim następuje odpowiedź na 

stymulację termiczną wywołaną emitującym ciepło strumieniem światła. Nowe pochodne 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu wykazały statystycznie istotną oraz dawko-zależną aktywność 

analgetyczną w porównaniu z kontrolą. Jednocześnie ich aktywność była istotnie niższa od 

morfiny. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie wykresu na Rysunku 14.  

 
Rys. 14. Wpływ badanych związków 10b i 13b na czas latencji w teście odsunięcia ogona (tail flick). Grupa 

eksperymentalna n=12; wszystkie związki zostały podane dożołądkowo; C – grupa kontrolna; M – grupa, która 

otrzymała morfinę w dawce 10mg/kg; 10b-5, 10b-10, 10b-20 – grupy, które otrzymały odpowiednio 5, 10, 

20mg/kg związku 10b; 13b-5, 13b-10, 13b-20 – grupy, które otrzymały odpowiednio 5, 10, 20mg/kg związku 

13b; dane przedstawiono jako średnią ± SEM; różnice **p<0.01 vs.  grupa kontrolna; ***p<0.001 vs. grupa 

kontrolna; ###p<0.001 vs. grupa morfiny; ####p<0.0001 vs. grupa morfiny uznano za statystycznie istotne.  

tłumaczenie na język polski na potrzeby rozprawy wykonano na podstawie publikacji źródłowej53 

 

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazują, że oba badane związki 10b(P1) oraz 13b(P1) 

wykazują aktywność analgetyczną, ponieważ w porównaniu z kontrolą istotnie wydłużyły czas, po 

jakim nastąpiła reakcja na szkodliwy bodziec (odsunięcie ogona przez zwierzę). Może to sugerować, 

że pochodne 10b(P1) i 13b(P1) modulują centralne mechanizmy związane w nocycepcją.  
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Aby określić wpływ nowych związków na zarówno ośrodkowe, jak i obwodowe 

mechanizmy reakcji bólowej, wykonano drugi eksperyment, którym był test formalinowy. 

W tym modelu podskórna iniekcja roztworu formaliny do tylnej łapy wyzwala dwufazową 

odpowiedź nocyceptywną. Wczesna, neurogeniczna, jest rezultatem bezpośredniego 

pobudzenia włókien aferentnych oraz uwolnienia neuropeptydów takich jak substancja P. Faza 

późna wynika z rozwoju stanu zapalnego w tkance i w konsekwencji zwiększenia syntezy 

i uwalniania prostaglandyn. W związku z powyższym, test formalinowy pozwala określić nie 

tylko wpływ badanych substancji na mechanizmy nocycepcji nie związane z zapaleniem (faza 

wczesna), ale również na reakcję nocyceptywną o podłożu zapalnym (faza późna)3,54,55.   

Testowane pochodne 10b(P1) i 13b(P1) oraz leki referencyjne spowodowały, 

proporcjonalne do podanej dawki, skrócenie reakcji bólowej, sprowokowanej iniekcją formaliny 

(czasu lizania łapy), zarówno  w fazie wczesnej jak i w późnej. W porównaniu do grupy 

kontrolnej, najbardziej efektywna w fazie wczesnej okazała się być morfina oraz związek 

13b(P1) w dawce 20mg/kg, którego siła działania była porównywalna z morfiną. Co więcej, efekt 

antynocyceptywny pochodnej 13b(P1) w dawce 20mg/kg był istotnie statystycznie większy niż 

indometacyny. Dobra aktywność, jaką związek 13b(P1) w najwyższej zastosowanej dawce 

wykazał we wczesnej fazie testu może świadczyć o tym, że jego mechanizm działania wynika 

także z wpływu na inne, nie związane z blokowaniem COX, szlaki i przekaźniki. Ta przesłanka 

wymaga dalszych, bardziej wnikliwych badań. W fazie późnej najlepsze i statystycznie istotne 

w porównaniu z kontrolą działanie wykazała morfina oraz oba badane związki 10b(P1) i 13b(P1) 

w dawkach 10 i 20mg/kg. Uzyskane rezultaty, które zaprezentowano na Rysunku 15,  sugerują, 

że badane związki wykazują zarówno centralną jak i obwodową aktywność analgetyczną.   
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Rys. 15. Wpływ związków 10b i 13b na czas lizania we wczesnej (0–5 min) oraz późnej (25–30 min) fazie 

testu formalinowego. Morfina oraz indometacyna zostały użyte jako leki odniesienia. Wszystkie badane 

substancje podano dożołądkowo. Grupy badane (n = 12): C – grupa kontrolna; M – grupa, która otrzymała 

morfinę w dawce 10mg/kg; I – grupa, która otrzymała indometacynę w dawce 10mg/k; 10b-5, 10b-10, 10b-20 

– grupy otrzymujące odpowiednio 5, 10, 20 mg/kg związku 10b; 13b-5, 13b-10, 13b-20 – grupy otrzymujące 

odpowiednio 5, 10, 20 mg/kg związku 13b; dane przedstawiono jako średnią ± SEM; różnice * p < 0.05 vs. 

grupa kontrolna; ** p <0.01 vs. grupa kontrolna; *** p < 0.001 vs. grupa kontrolna; # p < 0.05 vs. grupa 

morfiny; ^ p < 0.05 vs. grupa indometacyny uznano za statystycznie istotne. 

tłumaczenie na język polski na potrzeby rozprawy wykonano na podstawie publikacji źródłowej 53 

 

Jak już zostało wcześniej nadmienione, w późnej fazie testu formalinowego dochodzi 

do zwiększonej syntezy i uwalniania prostaglandyn, które są jednymi z najlepiej poznanych 

i opisanych mediatorów prozapalnych6. Działają one, zwłaszcza prostaglandyna E2 (PGE2), 

uwrażliwiająco, a dodatkowo modulują reakcję bólową zarówno obwodowo jak i ośrodkowo. 

PGE2 nasila także aktywność innych mediatorów prozapalnych. Dlatego zmniejszenie zależnej 

od COX produkcji PGE2 powinno skutkować załagodzeniem reakcji nocyceptywnej6,56,57. Inną 

substancją, która również pełni ważną rolę w mediacji nocycepcji o podłożu zapalnym oraz 

wpływa na zwiększone uwalnianie PGE2 jest mieloperoksydaza (myeloperoxidase, MPO). Jest 

ona produkowana przez neutrofile, które infiltrują tkankę objętą stanem zapalnym. Aktywacja 

obojętnochłonnych granulocytów w obszarze dotkniętym przez zapalenie prowadzi do wzrostu 

stężenia MPO, która z kolei nasila produkcję reaktywnych form tlenu i azotu58,59. Z tego 

względu substancje, które wykazują aktywność antyoksydacyjną, w sposób niejako pośredni, 

mogą uśmierzać stan zapalny oraz łagodzić reakcję bólową, u podłoża której leży zapalenie48,60.     
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W związku z powyższym, wykonano oznaczenie poziomu PGE2 oraz MPO 

w mysim osoczu testem immunoenzymosorpcyjnym (the enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA). Wyniki przeprowadzonego eksperymentu zaprezentowane są w formie wykresu na 

Rysunku 16. Najniższy poziom PGE2 został zarejestrowany w grupach, które otrzymały związek 

13b(P1) w dawce 20mg/kg lub indometacynę. Statystycznie istotnie mniejsze stężenie MPO 

w porównaniu z kontrolą zostało oznaczone w grupach, którym podano pochodną 13b(P1) 

w dawce 10 i 20mg/kg albo indometacynę. Spadek stężenia MPO w osoczu zwierząt, które 

otrzymywały związek 13b(P1) można tłumaczyć tym, że wykazywał on, w przeciwieństwie do 

pochodnej 10b(P1), działanie antyrodnikowe w testach in vitro (Rozdział 2.4, publikacja P1). 

Ponadto, warto zaznaczyć, że w przypadku obu badanych związków 10b(P1) i 13b(P1), ich 

wpływ na stężenie PGE2 i MPO w osoczu był zależny od zastosowanej dawki (Rys. 16). 

 
Rys. 16. Wpływ związków 10b i 13b na poziom stężenia prostaglandyny E2 (PGE2) oraz mieloperoksydazy 

(MPO) w mysim osoczu. Próbki krwi zostały pobrane przed dokonaniem eutanazji. Lekami odniesienia były 

morfina oraz indometacyna. Grupy badane (n = 12): C – grupa kontrolna; M – grupa, która otrzymała morfinę 

w dawce 10 mg/kg; I – grupa, która otrzymała indometacynę w dawce 10 mg/kg; 10b-5, 10b-10, 10b-20 – 

grupy otrzymujące odpowiednio 5, 10, 20 mg/kg związku 10b; 13b-5, 13b-10, 13b-20 – grupy otrzymujące 

odpowiednio 5, 10, 20 mg/kg związku 13b; dane przedstawiono jako średnią ± SEM; różnice * p < 0.05 vs. 

grupa kontrolna; ** p < 0.01 vs. grupa kontrolna; *** p <0.001 vs. grupa kontrolna; # p < 0.05 vs. grupa morfiny; 

## p < 0.01 vs. grupa morfiny; ^ p < 0.05 vs. grupa indometacyny uznano za statystycznie istotne. 
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Celem przeprowadzonych badań w modelu zwierzęcym było nie tylko określenie 

aktywności analgetycznej badanych związków, ale także zbadanie ich wpływu na kondycję 

błony śluzowej żołądka. Uzyskanie związków, które nie wykazywałyby niebezpiecznych 

działań niepożądanych na przewód pokarmowy, charakterystycznych dla klasycznych NLZP 
15–18, było jednym z podstawowych założeń niniejszej pracy. Z tego powodu dokonano makro- 

oraz mikroskopowej oceny stanu śluzówki żołądków pobranych od zwierząt uczestniczących 

w badaniu. Obecność zmian widocznych makroskopowo, takich jak wybroczyny, nadżerki czy 

krwawienia świadczyła o aktywności gastrotoksycznej. Uzyskane wyniki jednoznacznie 

wskazują, że obie pochodne 10b(P1) i 13b(P1), we wszystkich użytych dawkach (5, 10, 

20mg/kg) nie powodowały istotnych zmian w obrazie śluzówki żołądka. Z kolei w grupie, 

której podano indometacynę (10mg/kg) zaobserwowano znaczne uszkodzenia błony śluzowej 

żołądka. Wyniki oceny makroskopowej znalazły potwierdzenie badaniami mikroskopowymi, 

których rezultaty zostały przedstawione na Rysunku 17.   

 
Rys. 17. Obraz mikroskopowy tkanki żołądka po barwieniu hematoksyliną-eozyną (H&E). Badane związki nie 

zmieniały naturalnej budowy komórek błony śluzowej żoładka, oraz nie powodowały owrzodzeń.  Morfina oraz 

indometacyna zostały użyte jako leki odniesienia. Grupy badane (n = 12): Grupa kontrolna (A); grupa, która 

otrzymała morfinę w dawce 10 mg/kg (B); grupa, która otrzymała indometacynę w dawce 10 mg/kg (C); grupa, która 

otrzymała 20 mg/kg związku 10b (D); grupa, która otrzymała 20 mg/kg związku 13b (E); powiększenie – 200x. 
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W obrazie mikroskopowym błony śluzowej żołądków zwierząt, należących zarówno do  

grupy kontrolnej jak i do grup otrzymujących badane pochodne 10b(P1) oraz 13b(P1) nie 

odnotowanych żadnych zmian patologicznych (Rys. 17A, 17D, 17E). Z drugiej strony, podczas 
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analizy histopatologicznej tkanki błony śluzowej żołądka zwierząt, którym podano 

indometacynę w dawce 10mg/kg, zaobserwowano liczne uszkodzenia komórek jej warstwy 

ochronnej. Odnotowano ogniska martwicze, obrzęk podśluzówkowy oraz przekrwienie 

zarówno śluzówkowych jak i podśluzówkowych naczyń krwionośnych. (Rys. 17C). Morfina 

(10mg/kg) nie spowodowała istotnych zmian w obrazie zarówno makro- jak i mikroskopowym 

śluzówki żołądka (Rys. 17B). 

Reasumując, związki 10b(P1) oraz 13b(P1) wykazały lepszą aktywność 

antynocyceptywną in vivo niż indometacyna, przy jednocześnie znacznie obniżonej 

gastrotoksyczności, co najprawdopodobniej jest związane z obecnością w ich strukturze 

pierścienia 1,3,4-oksadiazolo-2-tionu. 

Biorąc pod uwagę fakt, że badane pochodne 10b(P1) i 13b(P1) okazały się skuteczne 

w łagodzeniu nocycepcji zapalnej w późnej fazie testu formalinowego, zdecydowano się 

wykonać eksperyment, który pozwoliłby ocenić również ich obwodową aktywność 

przeciwzapalną. Dlatego przeprowadzono test karageninowy, dzięki któremu możliwe było 

określeniu wpływu związków 10b(P1) i 13b(P1)  na przebieg ostrego zapalenia wywołanego 

iniekcją 1% roztworu karageniny w obszar rozcięgna podpodeszwowego tylnej łapy szczura. 

Przy użyciu pletyzmometru dokonywano pomiaru bezwzględnej objętości łapy oraz obliczono 

przyrosty jej objętości po 1, 2, 3 oraz 6 godzinach po wstrzyknięciu roztworu karageniny lub 

soli fizjologicznej (grupa kontrolna, C). Dodatkowo, oznaczono stężenie, w tkance objętej 

zapaleniem, mediatorów takich jak PGE2, MPO czy czynnik martwicy nowotworów (tumor 

necrosis factor α, TNF-α) oraz zbadano wpływ nowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu 

na kondycję błony śluzowej żołądka. 

W przeprowadzonym eksperymencie nie odnotowano żadnych istotnych statystycznie 

różnic w objętości łapy w grupie kontrolnej oraz w grupach badanych przed iniekcją 

karageniny. Natomiast wstrzyknięcie 0.1mL 1% roztworu karageniny do tylnej łapy zwierząt 

należących do grup badanych wywołała silną reakcję zapalną oraz znaczny wzrost objętości 

łapy spowodowany obrzękiem. Zmiany w wyglądzie i wielkości łap zwierząt są widoczne na 

fotografiach zebranych przedstawionych na Rysunku 18.  
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Rys. 18.  Wpływ związków 10b oraz 13b na obrzęk łapy indukowany karageniną. Indometacyna została użyta 

jako lek odniesienia. Grupy badane: grupa kontrolna (A); grupa karageninowa (B); grupa otrzymująca 10mg/kg 

indometacyny (C); grupa otrzymująca 20mg/kg związku 10b (D); grupa otrzymująca 20mg/kg związku 13b (E).  
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Największy obrzęk łapy został odnotowany w każdej grupie 6h po wykonaniu iniekcji 

z karageniną. W grupach zwierząt, które otrzymały pochodne 10b(P1) i 13b(P1), po 2h od 

wstrzyknięcia roztworu karageniny zaobserwowano zahamowanie tempa narastania obrzęku 

(Rys. 18D, 18E). Związek 10b(P1) zastosowany w dawkach 10 i 20mg/kg był w stanie 

częściowo odwrócić postępujące narastanie obrzęku po 2, 3 i 6h od iniekcji karageniny. 

Podobny efekt cofnięcia, do pewnego stopnia, obrzmienia odnotowano  także 2, 3 oraz 6h po 

wstrzyknięciu roztworu karageniny we wszystkich grupach, które otrzymały pochodną 

13b(P1) (dawka 5, 10 i 20mg/kg). Co więcej, w przypadku związku 13b(P1), we wszystkich 

użytych dawkach odnotowano statystycznie istotne różnice w objętości łapy, w porównaniu 

z grupą kontrolną, po 2, 3 oraz 6h od indukcji zapalenia. Podobnie, stopień zahamowania 

wzrostu obrzęku zaobserwowany w grupie, której podano indometacynę (Rys. 18C), był 

również statystycznie istotny. Maksymalny efekt zmniejszenia obrzmienia łapy w porównaniu 

z grupą karageninową zaobserwowano 3h po indukcji stanu zapalnego w grupach, które 

otrzymały indometacynę (obrzęk zahamowany w 71.2%) oraz związki 10b(P1) (obrzęk 

zahamowany w 57.5%) i 13b(P1) (obrzęk zahamowany w 62.3%) w najwyższych dawkach 

20mg/kg. Ponadto, aktywność pochodnych 10b(P1) i 13b(P1) podanych w najwyższej dawce 

była porównywalna z aktywnością indometacyny. 

 Następnie, w supernatantach otrzymanych w wyniku homogenizacji tkanek łap, 

w których wywołano stan zapalny oznaczono, przy użyciu testów ELISA, stężenie mediatorów 

takich jak PGE2, MPO oraz TNF-α, których zwiększona ekspresja towarzyszy zapaleniu1–5. 

Uzyskane wyniki zostały przedstawione w formie wykresów na Rysunku 19. 



 

 
41 

 
Rys. 19. Wpływ związków  10b oraz 13b na stężęnie PGE2 (A), TNF-α (B) i MPO (C) tkance łapy. Indometacyna 

została użyta jako lek odniesienia. Grupy badane: C – grupa kontrolna otrzymująca 0.5% roztwór 

karboksymetylocelulozy (carboxymethylcellulosum, CMC) dożołądkowo (intragastrically, i.g.) oraz sól 

fizjologiczną podpowięziowo (subplantarly, s.pl.); Car – grupa karageninowa otrzymująca 0.5% CMC i.g. i 

1% roztwór karageniny s.pl.; Ind – grupa indometacyny otrzymująca 10mg/kg indometacyny i.g. i 1% roztwór 

karageniny s.pl.; 10b-5, 10b-10 i 10b-20 – grupy otrzymujące odpowiednio 5, 10 albo 20mg/kg badanego związku 

10b i.g. i 1% roztwór karageniny s.pl.; 13b-5, 13b-10 i 13b-20 – grupy otrzymujące odpowiednio 5, 10 albo 

20mg/kg badanego związku 13b i.g. i 1% roztwór karageniny s.pl. Dane zaprezentowane są jako wartości średnie 

± SEM (n=12). Różnice *p<0.05 vs grupa kontrolna; **p<0.01 vs grupa kontrolna; ***p<0.001 vs grupa kontrolna; 
#p<0.05 vs grupa karageninowa; ##p<0.01 vs grupa karageninowa; ###p<0.001 vs grupa karageninowa; ^p<0.05 vs 

grupa indometacyny zostały oznaczone jako istotne statystycznie. 
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Największy wzrost stężenia oznaczanych mediatorów stanu zapalnego wystąpił, zgodnie 

z przewidywaniami, w „grupie karageninowej”. W tkance zwierząt, którym podano związek 

10b(P1) w dawce 10 oraz 20mg/kg poziom PGE2  był niższy niż w „grupie karageninowej” i nie 

różnił się istotnie statystycznie od kontroli. Jednocześnie, w tych grupach (10b-10; 10-20) 

odnotowano również częściowy spadek poziomu TNF-α. Pochodna 10b(P1) w całym zakresie 

testowanych dawek nie wpłynęła istotnie na koncentrację MPO. Wyznaczone stężenia 
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mieloperoksydazy w grupach otrzymujących związek 10b(P1) nie różniły się w sposób istotny 

statystycznie od tych, które oznaczono w grupie kontrolnej oraz karageninowej (Rys. 19C). 

Stężenie PGE2, MPO oraz TNF-α w grupach, którym podano pochodną 13b(P1) w dawkach 10 

i 20mg/kg było statystycznie istotnie niższe w porównaniu z „grupą karageninową”. Warto zwrócić 

uwagę, że ilość PGE2 oznaczona w tkance zwierząt, którym aplikowano związek 10b(P1) oraz 

13b(P1) w dawce 10 i 20mg/kg była porównywalna z wartościami odnotowanymi w grupie 

indometacyny. Ponadto, podobną zależność zaobserwowano w kontekście stężeń MPO oraz TNF-α 

jakie zarejestrowano w grupach, którym podano pochodne 10b(P1) i 13b(P1) w całym zakresie 

testowanych dawek (Rys. 19B i 19C). Warto nadmienić, że związek 13b(P1) w najwyższej dawce 

efektywniej obniżał stężenie TNF-α w objętej zapaleniem tkance, niż lek odniesienia.  

 Aby ocenić wpływ badanych związków na kondycję błony śluzowej żołądka wykonano 

analizę makro- oraz mikroskopową narządów pobranych od zwierząt uczestniczących w badaniu. 

Wskaźnikiem potencjalnego działania wrzodotwórczego była obecność oraz nasilenie takich 

zmian w obrazie śluzówki żołądka takich jak np. wybroczyny czy nadżerki. Na Rysunku 20 

przedstawiono fotografię wybranych żołądków, które były poddane analizie makroskopowej.  

 
Rys. 20. Obraz makroskopowy błony śluzowej żołądków wskazuje, że badane związki nie powodują istotnych 

zmian w jej obrębie. Indometacyna została użyta jako lek odniesienia. Grupy badane: grupa kontrolna (A); 

grupa karageninowa (B); grupa otrzymująca 10mg/kg indometacyny (C); grupa otrzymująca 10mg/kg związku 

10b (D); grupa otrzymująca 20mg/kg związku 10b (E); grupa otrzymująca 10mg/kg związku 13b (F); grupa 

otrzymująca 20mg/kg związku 13b (G). 
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W trakcie przeprowadzonego badania nie zaobserwowano uszkodzeń śluzówki żołądka 

w grupie kontrolnej oraz karageninowej (Rys. 20A, 20B). W przypadku żołądków pobranych 

od zwierząt, którym podano związki 10b(P1) i 13b(P1) również nie stwierdzono istotnych, 

w porównaniu z kontrolą, zmian patologicznych w obrębie błony śluzowej (Rys. 20D-G). Z kolei 

w grupie otrzymującej indometacynę wystąpiły znaczne urazy śluzówki żołądka. Miały one 

zróżnicowany stopień nasilenia, od przekrwień po zmiany krwotoczne pokryte zakrzepłą krwią 

(Rys. 20C).  

 Zaobserwowane zmiany makroskopowe zostały potwierdzone badaniami 

mikroskopowymi. W przypadku grupy kontrolnej i karageninowej oraz grup otrzymujących 

badane pochodne 10b(P1) oraz 13b(P1) nie odnotowano żadnych istotnych zmian w tkance 

śluzówki żołądka w obrazie mikroskopowym. Natomiast w przypadku grupy karageninowej 

stwierdzono uszkodzenie warstwy ochronnej błony śluzowej z jej miejscowym ścieńczeniem. 

Ponadto, zaobserwowano ubytki kraterowe, lokalne ogniska martwicze oraz obrzęk i przekrwienie 

podśluzówkowe.  

 Podsumowując wyniki, które uzyskane zostały podczas testu karageninowego możemy 

z pełnym przekonaniem powiedzieć,  że nowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu 10b(P1) 

oraz 13b(P1) wykazują aktywność przeciwzapalną, a ich mechanizm działania może polegać 

na obniżaniu stężenia takich mediatorów jak PGE2, MPO czy TNF-α oraz na redukcji nacieku 

tkanki objętej zapaleniem.  Co prawda, ich aktywność była nieco niższa niż indometacyny, 

jednakże w przeciwieństwie do leku odniesienia, nie powodowały one uszkodzeń błony 

śluzowej żołądka, co jest ich niewątpliwą zaletą.  

Na podstawie przeprowadzonych badań in vivo możemy więc z pełnym przekonaniem 

stwierdzić, że 1,3,4-oksadiazolowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu wykazują dobry 

stosunek korzyści do ryzyka. Tym samym czyni je to atrakcyjnymi i obiecującymi strukturami 

w kontekście dalszych badań i rozwoju oraz potencjalnego zastosowania w terapii różnych 

schorzeń zapalnych. 
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4.2 Pochodne 1,2,4-triazolowe pirolo[3,4-d]pirydazynonu  

4.2.1 Projekt oraz synteza 
Biorąc pod uwagę obiecujący profil aktywności przeciwzapalnej 

1,3,4-oksadiazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu oraz ich niską 

gastrotoksyczność potwierdzoną w badaniach in vivo, zdecydowano się podjąć próbę dalszych 

modyfikacji oraz optymalizacji struktury związków opisanych w publikacjach P1-P2.  

Wnikliwie analizując rezultaty dotychczas przeprowadzonych eksperymentów, oraz 

inspirując się doniesieniami piśmiennictwa naukowego, zdecydowano się na otrzymanie nowej 

serii pochodnych, w których strukturze występowałby N-podstawiony heterocykliczny 

pierścień 1,2,4-triazolu. Taka modyfikacja była podyktowana dwiema ważnymi przesłankami.  

Po pierwsze, pierścień 1,2,4-triazolu może być rozpatrywany, z uwagi na zmniejszony 

charakter kwasowy, ale jednocześnie podobną wielkość cząsteczki, jako bioizoster wolnej 

grupy karboksylowej. Dlatego też, układ 1,2,4-triazolu stanowi istotny element strukturalny 

wielu związków szeroko opisanych w literaturze, wykazujących znaczną aktywność 

przeciwzapalną i przeciwbólową, przy jednocześnie niskiej gastrotoksyczności 21,22,29,30.  

Po drugie, uwzględniając fakt, że kieszeń wiążąca izoenzymu COX-2 jest większa niż 

COX-17–10, oczekiwano, że synteza związków o bardziej rozbudowanej strukturze, 

z dodatkowym podstawnikiem w pozycji 4 pierścienia 1,2,4-triazolu, pozwoli istotnie 

poprawić ich współczynnik selektywności COX-2/COX-1. 

Kierując się uzyskanymi dotąd wynikami, a w szczególności faktem, że w poprzedniej 

serii najbardziej aktywny okazał się związek 7b(P1), zdecydowano się skupić na syntezie oraz 

badaniach biologicznych 6-n-butylowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. 

Na Rysunku 21 przedstawiono wzory ogólne dwóch serii nowych N-podstawionych 

1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. Związki należące do pierwszej 

z zaplanowanych serii miały budowę zasad Mannicha (I). Z kolei drugą serię stanowiły 

pochodne, zaprojektowane w myśl wspomnianej już wcześniej teorii farmakoforowej 

zaproponowanej przez Dogruera (II)46,47.  
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Rys. 21. Ogólny wzór serii I oraz II 1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. 

 

Tym samym, zaprojektowano cząsteczki, które można rozpatrywać jako analogi 

strukturalne pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych będących przedmiotem publikacji P1 i P2. 

Punktem wyjścia podczas syntezy tej grupy związków był opisany w publikacji P1 hydrazyd 

kwasu 2-(6-butylo-3,5,7-trimetylo-4-okso-pirolo[3,4-d]pirydazyn-1-yloksy)octowego 5b(P1). 

Kondensacja hydrazydu z odpowiednimi N-podstawionymi izotiocyjanianami pozwoliła 

uzyskać pochodne o budowie tiosemikarbazydu, które następnie poddawane były 

wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji, w środowisku zasadowym, z utworzeniem pierścienia 

1,2,4-triazolu. Ostatni etap syntezy zakładał uzyskanie grupy finalnych związków o budowie, 

którą przedstawiono schematycznie na Rysunku 21.  
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Pierwsza seria zaplanowanych cząsteczek miała budowę zasad Mannicha i została 

otrzymana w wyniku kondensacji triazolowych analogów 3a-c(P3) z właściwymi pochodnymi 

arylopiperazyny, w obecności formaldehydu (Rys. 21 I). Z kolei serię drugą otrzymano poprzez 

alkilowanie, w środowisku etanolanu sodu, związków 3a-c(P3) odpowiednią, zsyntetyzowaną 

wcześniej, 1-(2-chloro-1-okso)-etylową pochodną arylopiperazyny (Rys. 21 II). 

W wyniku przeprowadzonych prac syntetycznych otrzymano w sumie 24 nowe, 

niepublikowane dotąd związki, w tym 18 pochodnych finalnych (Rys. 21 I, II). Struktura 

wszystkich nieopisanych dotąd cząsteczek została potwierdzona technikami spektralnymi. 

Nowe związki, po odpowiednim oczyszczeniu, zostały przekazane na badania biologiczne. 

Koncepcja budowy, przeprowadzone modyfikacje strukturalne oraz sposób otrzymania 

nowych 1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu zostały szczegółowo 

przedstawione oraz opisane na Schemacie 1 oraz w Rozdziałach 1, 2.1 publikacji P3. Natomiast 

w części eksperymentalnej tejże pracy oraz w suplemencie zamieszczono dane analityczne, 

właściwości fizykochemiczne oraz widma (NMR, MS, IR) wszystkich nowych związków. 

4.2.2 Badania in vitro oraz in silico 
Wstępne badania, których celem była ocena toksyczności oraz aktywności biologicznej 

N-podstawionych 1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu zostały 

przeprowadzone we współpracy z jednostkami Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu. 

W Katedrze i Zakładzie Farmakologii testy enzymatyczne oraz wszelkie eksperymenty in vitro 

wykonał zespół Pani dr inż. Benity Wiatrak. W Katedrze i Zakładzie Chemii Nieorganicznej 

badania spektralne oraz dokowania molekularnego wykonali Pan dr Edward Krzyżak, 

Pani dr inż. Aleksandra Marciniak oraz Pani dr Aleksandra Kotynia.  

Pierwszy etap badań biologicznych polegał na ocenie cytotoksyczności nowych 

związków. Tak jak poprzednio wykonano test MTT na liniach komórkowych NHDF. Zgodnie 

ze standardową procedurą, za nietoksyczne uznano te pochodne, które po 24-godzinnej 

inkubacji nie zmniejszały przeżywalności komórek o więcej niż 30%. Ten warunek został 

spełniony dla 9 zbadanych pochodnych: 4a-c(P3), 7a-c(P3) a także 5a(P3), 6a(P3) oraz 9a(P3). 

Natomiast w przypadku 5 związków: 8a-c(P3), 9b-c(P3) zaobserwowano obkurczone komórki, 

liczne ziarnistości i lizę na poziomie powyżej 50%. W związku z powyższym zostały one 

wykluczone z dalszych badań. Obserwując komórki, które były inkubowane z pochodnymi 

5b(P3), 5c(P3), 6b(P3) oraz 6c(P3), zauważono w ich obrazie mikroskopowym pojedyncze 

ziarnistości, ale przy zachowanym, wydłużonym kształcie charakterystycznym dla 
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fibroblastów. Dla tych pochodnych obliczone wartości IC50 nie były mniejsze niż graniczna 

wartość 100µM (Tabela 1, publikacja P3). Z tego względu podjęto decyzję o zakwalifikowaniu 

także tych związków to dalszego etapu badań. Podsumowując więc – na podstawie testu MTT 

za cytotoksyczne uznano 5 związków, pozostałych 13 zostało przekazanych na eksperymenty 

oceniające aktywność biologiczną. Analiza cytotoksyczności 1,2,4-triazolowych pochodnych 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu została szczegółowo przedstawiona w Rozdziale 2.2 publikacji P3. 

Zdolność nowych związków do hamowania obu izoform cyklooksygenazy została 

wyznaczona z wykorzystaniem komercyjnego testu Cayman’s COX Colorimetric Inhibitor 

Screening Assay (cat. no. 701050). Aby precyzyjnie ocenić zdolność blokowania 

cyklooksygenazy przez nowe pochodne, jako leków odniesienia użyto, oprócz meloksykamu, 

także diklofenaku sodowego oraz celekoksybu. Dokładny opis badań oraz uzyskane rezultaty 

są zamieszczone w Rozdziale 2.3.1 publikacji P3.  

Spośród 13 analizowanych związków, cztery blokowały preferencyjnie COX-2, 

a kolejne 4 okazały się selektywne w stosunku do tej indukowanej izoformy. Natomiast 

w przypadku 5-ciu z nich w ogóle nie odnotowano zdolności do hamowania cyklooksygenazy. 

Warto zauważyć, że wśród wszystkich 8 związków, które działały na COX-2 wyznaczone 

wartości IC50 były niższe niż te, oznaczone dla meloksykamu. Co więcej, współczynnik 

hamowania COX-2/COX-1 pochodnych preferencyjnie blokujących COX-2 był korzystniejszy 

niż ten wyliczony dla meloksykamu. Porównując aktywność nowych struktur do celekoksybu 

należy jednak stwierdzić, że lek ten przewyższa badane cząsteczki zarówno pod względem 

selektywności jak i siły hamowania COX-2 (Tabela 2, publikacja P3). Warto też zauważyć, że 

powinowactwo do cyklooksygenazy wykazały przede wszystkim te pochodne, w których 

pierścień 1,2,4-triazolu był podstawiony małym podstawnikiem metylowym. Natomiast 

najmniej efektywne okazały się związki z ugrupowaniem 4-metoksyfenylowym.  

Powinowactwo nowych związków do cyklooksygenazy oceniono również wykorzystując 

technikę dokowania molekularnego. Uzyskane wyniki korelują w znacznym, ale nie w pełnym 

stopniu z rezultatami testu in vitro. Podczas prób dokowania 1,2,4-triazolowych pochodnych do 

COX-1 uzyskano dodatnie wartości wolnej energii wiązania (∆G◦). Powinowactwem do COX-2 

cechowało się 8 spośród badanych struktur, przy czym podobnie jak w teście in vitro najlepsze 

wyniki uzyskano w przypadku związków z małym podstawnikiem metylowym w pierścieniu 

1,2,4,-triazolu. Ponownie, 5 związków (te same, co w teście enzymatycznym) nie wykazało 

powinowactwa w stosunku do żadnej z form cyklooksygenazy. Sposób interakcji z COX-2 



 

 
48 

najbardziej efektywnych pochodnych pokazano na Rysunku 22.Szczegółowy opis dokowania 

molekularnego do COX znajduje się w Rozdziale 2.3.2 publikacji P3. 

 
Rys. 22. Położenie związków 4a(P3) (zielony), 4b(P3) (czerwony), 4c(P3) (niebieski) oraz meloksykamu 

(różowy) w kieszeni COX-2. 

 

Aktywność przeciwzapalna tytułowych pochodnych została też oceniona 

w zmodyfikowanym eksperymencie MTT na linii komórkowej NHDF, w modelu zapalenia 

wywołanym przez dodanie lipopolisacharydu (lipopolysaccharide, LPS). Komórki były 

najpierw inkubowane 24h z dodatkiem LPS, który jest znanym czynnikiem prozapalnym1,4, 

a następnie przez kolejną dobę z testowanymi związkami w różnych stężeniach. Na podstawie 

uzyskanych wyników możemy stwierdzić, że wszystkie pochodne (oprócz 5c(P3) i 6c(P3) 

w stężeniach 50 i 100µM) zwiększały przeżywalność komórek w stosunku do kontroli 

pozytywnej, co sugeruje ich potencjalnie dobrą aktywność przeciwzapalną. Dodatkowo, dla 

związków 6a(P3) oraz 9a(P3) zaobserwowano statystycznie istotny wzrost aktywności 

mitochondrialnej w odniesieniu do kontroli negatywnej. 

Kolejnymi przeprowadzonymi eksperymentami in vitro były testy DCF-DA oraz 

Griess’a. Wszystkie pochodne, w całym zakresie badanych stężeń obniżały poziom wolnych 

rodników tlenowych w porównaniu z kontrolą pozytywną. Co więcej, w przypadku związków 

6a(P3) oraz 9a(P3) zaobserwowano spadek stężenia reaktywnych form tlenu do poziomu 

kontroli negatywnej. Również w teście Griess’a odnotowano istotne statystycznie zmniejszenie 

ilości NO dla każdego związku w całym zakresie testowanych stężeń. Najlepszą aktywność 

w tym teście wykazała pochodna 9a(P3) – w jej przypadku po okresie inkubacji stężenie NO 

było na poziomie zbliżonym do kontroli negatywnej. 
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Dokładne omówienie eksperymentów in vitro oceniających aktywność przeciwzapalną 

oraz antyoksydacyjną nowych pochodnych wraz z niezbędnymi tabelami zostało zamieszczone 

w Rozdziale 2.4 publikacji P3.  

Uzupełnieniem opisanych powyżej testów enzymatycznych i komórkowych były 

badania, które pozwoliły oszacować właściwości farmakokinetyczne tytułowych związków. 

Wykorzystując metody spektroskopowe tj. wygaszanie fluorescencji, CD, FTIR oraz technikę 

dokowania molekularnego podjęto próbę opisania modelu interakcji 1,2,4-triazolowych 

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu z osoczową albuminą. Na podstawie pomiarów 

zarówno CD jak i  FTIR stwierdzono, że w obecności badanych związków zachodzą zmiany 

w drugorzędowej strukturze BSA, co świadczy o interakcji białka z ligandem. Wnioski te są 

spójne z wynikami spektroskopii fluorescencyjnej, na podstawie których można powiedzieć, 

że interakcja nowych pochodnych z BSA polega na tworzeniu kompleksów w przybliżonym 

stosunku 1:1. Według danych uzyskanych podczas dokowania molekularnego miejscem 

wiązania 1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu jest subdomena IIIA 

w hydrofobowej kieszeni domeny II(m) osoczowej albuminy. Dokładne omówienie tych 

wyników wraz z niezbędnymi tabelami, wzorami i widmami spektroskopowymi znajduje 

się  Rozdziale 2.6 publikacji P3 oraz w danych uzupełniających tej pracy.  

Dodatkowo, wykonano podstawowe badania in silico dzięki użyciu programów 

dostępnych on-line. Korzystając z tego typu narzędzi możliwe było wyznaczenie dla badanych 

związków takich parametrów fizykochemicznych jak np. topologiczne pole powierzchni 

polarnej (topological polar surface area, TPSA), LOG P i inne. Te dane były niezbędne przy 

szacunkowej ocenie potencjalnych parametrów farmakokinetycznych w oparciu o różne 

modele obliczeniowe jak np. reguła pięciu Lipińskiego. Szczegóły zamieszczono 

w Rozdziale 2.7 publikacji P3. 

Biorąc pod uwagę interesujące oraz dosyć zróżnicowane wyniki badań uzyskane 

w obrębie stosunkowo licznego grona związków, możliwe było, po wnikliwej analizie 

rezultatów, przedstawienie pewnych zależności struktura-aktywność (structure-activity 

relationships, SAR) w grupie 1,2,4-triazolowych pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. 

Zależności te zostały precyzyjnie omówione w Rozdziale 2.5 publikacji P3, natomiast na 

Rysunku 23 przedstawiono schematycznie najistotniejsze wnioski. 
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Rys. 23. Schematyczny opis zależności struktura-aktywność w grupie N-podstawionych 1,2,4-triazolowych 

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. 
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5 PODSUMOWANIE I WNIOSKI 
 

W ramach zrealizowanych badań, będących przedmiotem niniejszej rozprawy, otrzymano 

w sumie 48 nowych, nieopisanych dotąd pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu. Struktura 

każdego związku została opisana i potwierdzona w oparciu o zaawansowane techniki spektralne.  

Prace syntetyczne składały się z kilku etapów. Pierwszy z nich polegał na otrzymaniu 

estrowych pochodnych macierzystych układów pirolo[3,4-d]pirydazynonu (Rys. 5). W kolejnym 

kroku uzyskane estry w reakcji z wodzianem hydrazyny dawały odpowiednie hydrazydy. 

Następnie, otrzymano cykliczne (1,3,4-oksadiazolowe i 1,2,4-triazolowe) pochodne 

wspomnianych hydrazydów. Tym samym, uzyskano 12 nowych pochodnych stanowiących 

półprodukty niezbędne do otrzymania tytułowych związków o spodziewanej aktywności 

przeciwbólowej i przeciwzapalnej oraz niskiej gastrotoksyczności (Rys. 4). W wyniku 

przeprowadzonych prac uzyskano trzy serie związków finalnych. Do serii I oraz II należą 

1,3,4-oksadiazolowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu, natomiast serię III stanowią ich 

1,2,4-triazolowe analogi. W strukturze tych związków można ponadto wyróżnić ugrupowanie 

arylopiperazynylowe/piperydynylowe. Po dokonaniu odpowiedniego oczyszczenia oraz 

potwierdzeniu ich struktury, przeprowadzono badania biologiczne, spektralne oraz dokowania 

molekularnego celem oceny toksyczności oraz aktywności biologicznej tytułowych pochodnych. 

Zgodnie z założoną koncepcją, udało się uzyskać związki w znakomitej większości 

nietoksyczne, które wykazały obiecującą aktywność przeciwbólową i przeciwzapalną. Wyniki 

przeprowadzonych badań potwierdziły, że wprowadzenie do struktury związku pierścienia 

1,3,4-oksadiazolu lub 1,2,4-triazolu pozwala uzyskać cząsteczki o dobrym powinowactwie do 

cyklooksygenazy, zwłaszcza do jej indukowanej izoformy COX-2. Udowodniono, za pomocą 

eksperymentów enzymatycznych oraz dokowania molekularnego, że większość z otrzymanych 

pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu efektywnie hamuje cykloksygenazę w sposób 

preferencyjny lub selektywny w stosunku do COX-2. Co więcej, część z nich przewyższa swoją 

aktywnością meloksykam, który został użyty jako lek odniesienia. 

 Ponadto wykazano, że niektóre z otrzymanych pochodnych działają 

antyoksydacyjnie – zmniejszają  stężenie wolnych rodników w indukowanym stresie 

oksydacyjnym oraz wywierają efekt protekcyjny na chromatynę. To natomiast, w sposób 

niejako pośredni, potwierdza ich potencjalnie dobrą aktywność przeciwzapalną. 
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Obiecująca aktywność biologiczna, jaką nowe związki wykazały w testach in vitro znalazła 

potwierdzenie w rezultatach badań przeprowadzonych w eksperymentalnych modelach in vivo, 

które zostały wykonane dla dwóch wybranych pochodnych. Siła ich działania analgetycznego 

i przeciwzapalnego, w wykonanych badaniach w modelu zwierzęcym, była porównywalna 

z indometacyną. Co istotne, dzięki zrealizowanym testom dowiedziono, że nowe pochodne 

pirolo[3,4-d]pirydazynonu zmniejszają stężenie mediatorów stanu zapalnego takich jak MPO, 

TNF-α, czy przede wszystkim PGE2, co może potwierdzać, że ich mechanizm działania 

związany jest z hamowaniem COX. 

Warto podkreślić, że badane pochodne nie powodowały, charakterystycznych dla 

klasycznych NLPZ, uszkodzeń oraz zmian patologicznych w obrębie błony śluzowej żołądka. 

Zostało to potwierdzone analizą makro- oraz mikroskopową śluzówki żołądków zwierząt 

uczestniczących w badaniach. Te wyniki udowodniły słuszność przeprowadzonych 

modyfikacji polegających na wprowadzeniu do tytułowych cząsteczek pierścienia 

1,3,4-oksadiazolu. Dowiedziono, że obecność w strukturze finalnych związków tego 

bioizosterycznego dla grupy karboksylowej ugrupowania skutkuje niemal całkowitym brakiem 

działań niepożądanych na przewód pokarmowy. 

Biorąc pod uwagę wyniki wszystkich przeprowadzonych badań należy z pełnym 

przekonaniem stwierdzić, że wypełnione zostały cele i założenia jakie przyjęto podczas 

planowania i realizacji niniejszej pracy. Bez wątpienia udowodniono, że 1,3,4-oksadiazolowe 

oraz 1,2,4-triazolowe pochodne pirolo[3,4-d]pirydazynonu są interesującymi i obiecującymi 

związkami o korzystnym profilu farmakologicznym. Wykazują dobrą aktywność przeciwzapalną 

i przeciwbólową oraz, co bardzo istotne, nie działają gastrotoksycznie. Z tego względu, pochodne 

te mogą mieć istotne znaczenie w kontekście poszukiwań nowych związków, które mogłyby być 

z powodzeniem wykorzystywane w przyszłości w efektywnej, a przede wszystkim bezpiecznej 

terapii różnych schorzeń, u podłoża których leży ból i zapalenie.  
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1 INTRODUCTION  
 

The inflammatory response is the process that leads to the body's homeostasis 

restoration. Inflammation can be triggered by a variety of exogenous and endogenous noxious 

stimuli such as injury, infection, disruption of tissue, or tissue malfunction. Its course and 

consequences depend on the trigger. The most common symptoms that occur in an inflamed 

area of the body are swelling, redness, hypersensitivity, and often pain, which plays an 

important warning and protective role. Pain stimulates the proper response and behaviour of 

the body to alleviate the aftermath of tissue damage1–5. 

Inflammation is a very complicated process controlled by many different mediators 

whose expression and complex web of relationships have not been fully understood yet. 

Numerous pro-inflammatory factors of different origins can be divided into the following seven 

groups: vasoactive amines, vasoactive peptides, fragments of the complement components, 

lipid mediators, e.g. eicosanoids, cytokines, chemokines, and proteolytic enzymes. These 

substances trigger an appropriate response at the cellular level and can also modulate each 

other's activity. Therefore, the best possible understanding of the mechanisms responsible for 

the expression of inflammatory mediators and their interrelationships is essential for the 

effective treatment of a variety of inflammatory diseases. Effective pharmacotherapy and 

natural repair processes taking place in the tissues allow eliminating acute inflammation in just 

a few days. On the other hand, the lack of an appropriate response of the body and suitable 

pharmacological treatment may lead to pathological changes, which will result in the 

development of chronic pain and inflammation1–6. 

The vast majority of pharmaceuticals currently used in the treatment of pain and 

inflammatory disorders belong to a large and structurally diverse group of the so-called 

Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs (NSAIDs). Their mechanism of action was first 

described by Vane in 1971. It is based on the inhibition - mainly in a non-selective manner - of 

cyclic prostaglandin peroxide synthase, commonly known as cyclooxygenase (COX)7–9. It is a 

membrane-bound enzyme that catalyzes the conversion of arachidonic acid to bioactive lipids 

such as prostaglandins (PG) and thromboxane A2 (TXA2). These mediators are important for 

maintaining homeostasis, but also play a key role in transmitting signals directly related to the 

resulting inflammation and the accompanying pain7–10. 
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Based on the structural and functional differences, three isoforms of the cyclooxygenase 

are distinguished. A constitutive variant of the enzyme called cyclooxygenase 1 (COX 1), is 

expressed in cells under physiological conditions and is responsible for the synthesis of 

prostaglandins involved in the proper functioning of the gastrointestinal tract and the 

cardiovascular system as well9,10. For example, prostaglandin I2 (PGI2), called prostacyclin, 

exhibits a cytoprotective effect in the gastric mucosa. PGI2 increases the production of mucus 

and bicarbonate and improves blood flow. Prostacyclin produced within the vascular 

endothelium reduces platelet aggregation and has a vasodilating effect7–10. The activity of 

cyclooxygenase 2 (COX 2), which is mainly an inducible form, is negligible under 

physiological conditions. However, it increases in the case of e.g. inflammation or other 

pathological changes. Factors that stimulate the COX 2 synthesis are, for example, cytokines 

and mitogens. Therefore, we observe increased COX 2 expression in tissues affected by 

inflammation, infection, or the process of oncogenesis10–14. The third cyclooxygenase isoform, 

a variant of COX 1, is mainly associated with the central nervous system (CNS). This enzyme 

is present in both the brain and spinal cord and is a molecular target for centrally acting 

antinociceptive drugs9,10. 

Non-selective inhibition of both peripheral forms of cyclooxygenase leads not only to the 

relief of inflammation and pain, but may also result, especially during chronic therapy, in the 

occurrence of serious side effects that characterize NSAIDs9,11,15–18. The most important of them 

are gastroenterological problems such as heartburn and stomach pain, inflammation, erosions 

and, consequently, ulceration of the gastric and duodenal mucosa, and even gastrointestinal 

bleeding. This is caused not only by the reduced PGI2 concentration but also by the chemical 

nature of most NSAIDs which have a free carboxyl group in their structure. As a consequence, 

these drugs are irritating directly to the gastric and duodenal mucosa. Moreover, the ion trap effect 

that occurs further intensifies its damage15–18. High hopes were associated with the admission of 

selective COX-2 inhibitors, i.e. coxibs, into the treatment. They are effective in the therapy of 

various inflammatory diseases, and their gastrotoxic effects are significantly lower than that of 

traditional NSAIDs12,17,18. However, patients taking coxibs also complain sometimes about 

gastrointestinal side effects. As it turns out, COX 2 is also involved to some extent in 

cytoprotective activity12. Moreover, the use of coxibs carries the risk of serious adverse effects 

on the cardiovascular system, which can even lead to the death of the patient due to various types 

of thromboembolic events. Therefore, some of these drugs have been withdrawn from the market, 

and the rofecoxib case is perhaps the most famous and shameful13,14. 
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Dangerous side effects that accompany the therapy by both non-selective and selective 

non-steroidal anti-inflammatory drugs are a factor that strongly limits their chronic usage13–

15,18. For this reason, it is still highly justified and necessary to search for new, effective, and 

safe substances with anti-inflammatory and analgesic properties. 

When analyzing the leading trends in modern medical chemistry, it can be seen that new 

substances with potential application in the treatment of pain and various inflammatory 

disorders can be gained by the two following paths. The first one involves the modification of 

well-described and registered NSAIDs such as, for example, diclofenac19, ibuprofen20, 

celecoxib21, or naproxen22. Optimization of the structure of known drugs may result in obtaining 

new derivatives with increased activity and lower toxicity compared to their precursors. On the 

other hand, the second path involves the design of a completely new class of molecules 

operating on a selected molecular target. In this way, it is possible to obtain a new group of 

compounds soothing inflammation by, for example, inhibiting the cyclooxygenase23–30. 

Based on the review of the literature on the topic of de novo designed and synthesized 

anti-inflammatory and analgesic agents, it can be noted that many publications describe 

research focused on a large and diverse group of pyridazinone derivatives31–39. It is worth 

emphasizing that such compounds with antinociceptive activity were firstly reported even more 

than sixty years ago. The only pyridazone analogue that has been approved in the market to 

date is emorfazone. Its structural formula is presented in Figure 140,41. 

 

 
Fig. 1. Emorfazone (1) – an analgesic derivative of pyridazinone introduced in the market. 

 

Over the years, a great variety of molecules based on diversely substituted pyridazinone 

ring with anti-inflammatory and analgesic activity have been described. Extensive investigations 

on this type of scaffold have proved, that the pyridazinone can serve as an excellent core for the 

synthesis of new, effective cyclooxygenase inhibitors, especially those with a high affinity to the 
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induced form to COX-2. Moreover, it has been reported as well, that an interesting profile of 

pharmacological activity is also shown by biheterocyclic derivatives, in which a pyridazinone 

ring is fused with, for example, pyrazole, isoxazole, or pyridine. Figure 2 presents the structures 

of exemplary compounds with significant anti-inflammatory activity, which mainly relied upon 

their effective inhibition of COX-2 isoenzyme. Additionally, it should be emphasized that in the 

case of these compounds, no negative influence on the gastric and duodenal mucosa was observed 

in performed in vivo experiments32,33,38–40. 

 
Fig. 2. The examples of COX inhibitors bearing the pyridazinone core in their structure32,33,38–40. 
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At the Department of Medicinal Chemistry of the Medical University in Wrocław, 

intensive research consisting of the design and synthesis of new biologically active derivatives 

of various mono- and biheterocyclic systems, have been carried out for decades. Particularly 

noteworthy are investigations concerning the anti-inflammatory and analgesic derivatives of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione36,37. The compounds received and examined so far exerted 

significant analgesic activity in in vitro and in vivo tests. Figure 3 shows the formulas of the 

two most promising derivatives 8a and 8b, which in the "writhing” test showed activity 

significantly higher than acetylsalicylic acid, while in the "hot plate” test, they had an analgesic 

effect in doses only 3-5 times lower than morphine. Moreover, it was proved that the anti-

inflammatory effect of these structures is based on peripheral activity. Nevertheless, the exact 

mechanism of their action has not been solved already37. 

 
Fig. 3. The structures of the pharmacologically active derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione. 

 

Considering the literature reports describing potent anti-inflammatory pyridazinone 

derivatives alongside with the promising activity of the abovementioned compounds 8a and 8b, 

we can assume, that further search for new anti-inflammatory and analgesic drugs-candidates 

among the pyrrolo[3,4-d]-pyridazine1,4-dione analogues seems to be firmly justified. During 

the design of new series of compounds, we decided to introduce into the structure of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione such groups and moieties that would allow us to receive 
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derivatives with good affinity to the induced form of COX and, at the same time, low toxicity 

and the lack of gastrointestinal adverse effects. In the structure of the title compounds, besides 

the pyrrolo[3,4-d]pyridazinone core, a 5-membered heterocyclic ring of 1,3,4-oxadiazole or 

1,2,4-triazole, as well as the arylpiperazinyl/piperidinyl pharmacophore, characteristic for 

compounds 8a and 8b, could be distinguished. This type of design is consistent with the idea 

of molecular hybridization, which relies on the combination of various moieties and 

pharmacophore systems with proven activity, in order to obtain molecules characterized by 

higher efficiency and reduced side effects. 

Literature data show that replacing the free carboxyl group of classic non-steroidal 

anti-inflammatory drugs with a bioisosteric group of similar size and lower acidity, such as a 

five-membered heterocyclic ring of 1,3,4-oxadiazole19,20,23, 1,2,4-triazole21,22,29,30, pyrazole24,42, 

or 1,3-thiazole43–45, allows reducing meaningly gastrotoxicity with simultaneous increase of the 

affinity to COX-2. Moreover, these five-membered heterocycles are an important structural 

element of many molecules with significant biological activity, including potent anti-

inflammatory and analgesic ones19–24. Needless to say, they serve as the core of the previously 

described selective COX 2 inhibitors – coxibs14,21,23.  

Additionally, it should be taken into account, that in the structure of compounds 8a, 8b 

and their analogues, there was a characteristic arylpiperazinyl/piperidinyl residue, which had 

a significant effect on their increased biological activity. Therefore, the introduction of this type 

of moiety into the structure of the new pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives, which are the 

subject of this dissertation, seems to be highly justified and rational. During the synthesis 

of a series of new structures, commercially available arylpiperazine and arylpiperidine 

derivatives were used, which differed in the nature of the substituent on the phenyl ring and its 

position. It was aimed at the best possible evaluation of the influence of this moiety on the 

toxicity and pharmacological activity of the title compounds. 

In summary, the overriding goal of the present experimental work was to create a new 

class of effective COX inhibitors, which would have a significant affinity to the inducible 

COX-2 isoenzyme and, at the same time, were safe and had no harmful impact on the digestive 

system. The idea and the concept of the structure of new 1,3,4 oxadiazole and 1,2,4 triazole 

derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone is generally presented in Figure 4. 
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Fig. 4. The concept of the structure of new derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone based on the idea of 

molecular hybridization. 

 

The results of the research work carried out so far, presented later in this dissertation, 

allowed for a preliminary assessment of the potential of new compounds in the context of their 

possible use as safe and effective anti-inflammatory substances. 
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2 THE OBJECTIVES OF STUDY 

2.1 The main objective 
 The rational design and synthesis of new derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

which signifacant anti-inflammatory and analgesic activity 

2.2 The specific objectives 
 Obtainment of a series of new 1,3,4-oxadiazole and 1,2,4-triazole derivatives of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone which effectively inhibit cyclooxygenase and do not show 

gastrotoxicity 

 Assessment of the inhibitory activity and affinity of new compounds to both peripheral 

cyclooxygenase isoforms (COX-1 and COX-2) by the use of enzymatic assays and 

molecular docking techniques 

 Evaluation of the antioxidant activity of title compounds 

 Determination of the model of binding of the obtained derivatives to plasma albumin 

 Description of the structure-activity relationships (SAR) in the group of new 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives based on the obtained results of toxicity and 

biological activity 

 The study of the anti-inflammatory and analgesic activity of new compounds and their 

effect on the gastrointestinal mucosa in tests performed in an animal model 
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3 MATERIALS AND METHODS 

3.1 The synthesis of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives 
All of the chemicals, solvents and reagents used during chemical synthesis, purification 

and other experiments were delivered by commercially available suppliers (Alchem, Wrocław, 

Poland; Chemat, Gdańsk, Poland; Archem, Łany, Poland) and were used without further 

purification. Dry solvents, such as ethanol, methanol, xylene or diethyl ether were received 

according to the standard procedures.  

The reaction progress was monitored using the thin-layer chromatography (TLC) 

technique on silica-gel-60-F254-coated TLC plates (Fluka Chemie GmbH, Germany). They 

were developed in a glass chamber using such eluents as ethyl acetate or its mixtures with such 

solvents as methanol, chloroform or cyclohexane in a different ratio. TLC plates were observed 

in UV light at 254 or 366 nm.  

The melting points of all of the new compounds were determined on the Electrothermal 

Mel-Temp 1101D apparatus (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA) using the open capillary 

method and were uncorrected. The column chromatography was performed using silica gel 

60-F254 (Merck, Darmstadt, Germany). Elemental analyses for carbon, nitrogen and hydrogen 

were run on a Carlo Erba NA-1500 analyser, and obtained results were within ± 0.4% of the 

theoretical values calculated for corresponding formulas. 

The 1H NMR (300 MHz) and 13C NMR (75 MHz) spectra were recorder on the Bruker 

300 MHz NMR spectrometer (Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Rheinstetten, 

Germany).  The samples were dissolved in CDCL3 or DMSO-d6, and tetramethylsilane (TMS) 

was used as an internal reference. Chemical shifts (δ) were reported in ppm.  The infrared (IR) 

spectra were determined on the Nicolet iS50 FT-IR Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). The samples were applied as solids, and the frequencies were reported 

in cm−1. Mass spectra (MS) were recorded using the Bruker Daltonics Compact ESI-Mass 

Spectrometer (Bruker Daltonik, GmbH, Bremen, Germany), operating in the positive ion mode. 

The analyzed compounds were dissolved in a methanol–chloroform mixture. All of the newly 

reported derivatives were determined to have purities of >95% by the above-mentioned 

methods unless stated otherwise 
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3.2 Evaluation of the toxicity, biological activity and 

pharmacokinetic parameters of the title compounds 
Detailed descriptions of the procedures used during biological and spectral tests of new 

compounds, the methodology of the molecular docking and other in silico techniques used to 

assess the properties of the tested derivatives, as well as the descriptions of the statistical 

methods used, are included in the experimental part of the publication P1-P3. 
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4 RESULTS AND DISCUSSION 

4.1 The 1,3,4-oxadiazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

4.1.1 The design and synthesis 
According to the concept presented in Fig. 4, we have designed and synthesised a series 

of new pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives. In its structure, a five-membered ring of 

1,3,4-oxadiazole-2-thione and an aryl piperazinyl/piperidinyl moiety could be distinguished. 

The title compounds were obtained in good yield using classical techniques of organic synthesis 

and commercially available reagents and solvents. 

In Figure 5 the structure of two substantial pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives, 

which became the starting point for the synthesis of final compounds, are presented. They are, 

as follows: 6-butyl-3,5-7-trimethyl-2H-pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione 9 and 6-phenyl-3,5-

7-trimethyl-2H-pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione 1036. 

 
Fig 5. The structures of initial pyrrolo[3,4-d]pyridazine-1,4-dione derivatives. 

 

The first stage of the intended synthesis consisted of the alkylation of derivatives 9 and 

10 with methyl chloroacetate in acetonitrile in the presence of K2CO3. As a result, the 

corresponding ester derivatives were obtained. Because of the phenomenon of keto-enol 

tautomerism, both the nitrogen atom N3 and the oxygen atom of the hydroxyl group could be 
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substituted. Under the synthetic conditions used, the O-isomer was obtained predominantly. 

The separation of the obtained mixture of isomers was carried out on a chromatographic 

column. Due to the low yield in which the N-isomer was formed, we decided, that further 

structural modifications will be made only on the O-substituted derivatives. 

Refluxing the appropriate ester in ethanol with the excess of hydrazine hydrate allowed 

the proper hydrazide to be received in excellent yield (~ 90%). Subsequently, an intramolecular 

cyclization in an alkaline environment in the presence of carbon disulfide has been performed. 

As a result, we have obtained the key 1,3,4-oxadiazole derivatives of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. 

The last stage of the planned synthesis consisted in obtaining the Mannich bases. For 

this purpose, the corresponding 1,3,4-oxadiazole derivative was suspended in ethanol with the 

addition of a formalin. After some time, the appropriate secondary amine was added to the 

reaction mixture, and the mixture was stirred for several hours at room temperature. Finally, 

the title products have been received. 

As a result of the multi-stage synthesis, 20 new compounds were obtained. Among 

them, the 14 were final Mannich bases. Their general formula is presented in Figure 6. Details 

of the synthesis performer at this stage are shown in Schemes 1 and 2 and are described in 

Chapter 2.1 of publication P1. 

The structure of each obtained compound was confirmed by the use of advanced spectra 

techniques and the method of elemental analysis. Analytical data, physicochemical properties 

and spectra of the new structures are collected and described in the experimental part of the 

publication P1 and at the supplementary data. 
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Fig. 6. The general structure of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone Mannich base type derivatives of series I. 

 

In the next stage of intended synthetic work, we decided to obtain structures that refer 

to Dogruer's pharmacophoric theory. This idea assumes that the connection of an arylpiperazine 

derivative with the main scaffold via at least a two-carbon, flexible linker possessing a carbonyl 

residue can significantly enhance the antinociceptive effect of the final compounds46,47. 

Figure 7 present a schematic structure of such a moiety. 

 
Fig. 7. The general structure of pharmacophore proposed by Dogruer. 

 

Therefore, a group of four pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives were designed and 

obtained. In their structure, the arylpyrazinyl moiety linked to the sulfur atom of the 
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1,3,4-oxadiazole-2-thiol ring via a 2-oxoethyl linker can be distinguished. The general formula 

of this series of compounds is shown in Figure 8. 

 
Fig. 8. The general structure of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives with a 2-oxoethyl linker of series II. 

 

The concept and synthesis of S-substituted 1,3,4-oxadiazole derivatives of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone (series II) are detailed in Scheme 1 and Chapters 1 and 2.1 in the 

publication P2. Moreover, the chemical and experimental part of this manuscript and the 

supplementary data contain comprehensive information on the physicochemical properties and 

NMR, MS and IR spectra of all new structures. 

4.1.2 In vitro and in silico investigations 
The evaluation of the toxicity and biological activity of the title 1,3,4-oxadiazole 

derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone were carried out by dr inż. Benita Wiatrak (Department 

Basic Medical Sciences; Department of Pharmacology, Wrocław Medical University). Molecular 

docking and spectral studies were performed by dr Edward Krzyżak and dr inż Aleksandra 

Marciniak from the Department of Inorganic Chemistry, Wrocław Medical University. 

The evaluation of toxicity of compounds of series I was performed with the 

sulforhodamine B test (SRB) on the normal human dermal fibroblasts (NHDF) cell line. None 

of the examined compounds was cytotoxic. (Table 1, P1). Therefore, all 14 derivatives were 

qualified for further research. 
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The main aim of the conducted study was to determine the ability of obtained derivatives 

to inhibit cyclooxygenase. Moreover, their manner of binding with the active centre of the 

enzyme was determined. Therefore, in the first stage of biological research, we used the 

commercially available Cayman's COX Colorimetric Inhibitor Screening Assay (cat.no. cat. 

no. 701050) in which the concentration of N, N, N′, N′-tetramethyl-p-phenylenediamine 

(TMPD) which is the substrate of the enzyme, is measured. The results gained in this assay are 

presented in Chapter 2.2.1 and Table 1 of publication P1. 

All tested compounds showed satisfactory ability to inhibit the COX-2 isoenzyme. Most 

of them had a preferential effect on COX-2, while 5 of them acted as selective blockers of the 

induced form of cyclooxygenase (COX-2). A drug with a proven anti-inflammatory effect, low 

gastrotoxicity and high affinity for COX-2, that is meloxicam, was used as a reference. It is worth 

emphasizing that all analyzed pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives of series I inhibited COX-2 

stronger than the reference drug. Moreover, the COX 2 / COX 1 selectivity ratio calculated for 

each of the examined compounds was better than that of the reference drug (Table 1, P1). 

These results are supported by the molecular docking studies, which revealed that the 

examined compounds show a greater affinity for COX-2 rather than for COX-1. It can be 

explained by the fact that the active site of the induced form of COX, due to its structure, allows 

the binding of larger and more complex molecules7–10. It has been proved that the tested 

compounds bind mainly to the B subdomain (which is the binding site of meloxicam and 

piroxicam) and the C active site of the enzyme. Moreover, the new pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

derivatives occupy a position analogous to that of meloxicam in the cyclooxygenase binding 

pocket. Figure 9 shows how the two most active compounds 8a (P1), 8b (P1) and meloxicam 

dock to COX-2. A detailed description of the results of molecular docking is provided in 

Chapter 2.2.2, Table 2 of the publication P1 and in the supplementary data. 
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Fig. 9. The docking poses of 8a(P1) (blue),  8b(P1) (red) and meloxicam (yellow) in the active site of COX-2. 

 

The next stage of the planned tests assumed the evaluation of the antioxidant potential 

of new compounds. It should be borne in mind that the increase in the concentration of reactive 

oxygen species (ROS) or reactive nitrogen species (RNS), which results in the growth of 

oxidative stress, may be caused by factors such as hypoxia or inflammation. On the other hand, 

free radicals, which are powerful pro-inflammatory agents, enhance the expression of 

cyclooxygenase. As a result, oxidative stress and inflammation are the phenomena often 

coexisting in damaged tissue, which can potentiate each other48–50. Therefore, we conducted 

experiments that determined the antioxidative activity of the title compounds. 

A test using the fluorescent dye - 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) was 

performed to assess the ability of new derivatives to reduce the level of ROS, while the 

effectiveness of scavenging nitrogen radicals was determined by the Griess assay. In both cases, 

the studies were performed on the NHDF cell line. 

Compounds 9a(P1) - 13a(P1) reduced the concentration of reactive oxygen species over 

the entire range of tested concentrations. In turn, the derivatives 7a(P1) and 8a(P1) were effective 

only at lower concentrations, i.e. 10 µM and 50 µM. Derivatives with an n-butyl substituent, 

i.e. 7b(P1) - 13b(P1), showed minor antioxidant activity, and in some of them, an increase in the 
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level of ROS was observed. In turn, the results of the Griess test show that all tested compounds 

reduce the concentration of RNS, including nitric oxide (NO) The derivatives 7b(P1), 10a(P1) 

and 10b(P1) caused a slight, statistically insignificant increase in the concentration of nitrogen 

radicals. The obtained results are detailed presented in Chapter 2.4 and Table 3 in publication P1. 

The promising results of the DCF-DA and Griess tests forced us to conduct an additional 

experiment to assess the antioxidant effect of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives. For this 

purpose, the fast halo assay (FHA) was carried out. It allowed us to estimate the protective 

effect of the tested compounds, which was manifested in the protection of chromatin against 

DNA damage and cracks caused by increased oxidative stress. The protective effect is 

determined by the evaluation of the level of chromatin damage to the control. The obtained 

results indicate that compounds 7b(P1), 8a(P1) (the entire concentration range) and 7a(P1) 

(concentration 10µM and 50µM) statistically significantly protect DNA against damage caused 

by increased concentration of free radicals. Figure 10 shows selected micrographs of cells that 

were tested in the FHA. Photo B shows the characteristic effect of the nuclear halo caused by 

chromatin relaxation, which is the result of DNA breaks (Fig. 10B). The larger the „halo”, the 

greater the chromatin damage we observe. The halo effect is practically non-existent in the case 

of the cell incubated with compound 7b(P1). The results of this research are described in more 

detail in Chapters 2.4 and 2.5 as well as in Table 3 of the publication P1. 

 

Fig. 10. Micrographs (60x) of cells showing chromatin relaxation: A) cell incubated in the complete medium; 

B) cell incubated with 100 µM H2O2 for 1h; C) cell incubated with compound 7b(P1) at 10 µM for 24h and then 

for 1h with 100 µM H2O2. Micrograph B shows a much larger nuclear halo compared to A; the larger the halo size, 

the greater the relaxation of chromatin, which means a higher level of DNA damage. 

 

The experiments determining the biological activity of the newly obtained compounds 

were complemented by studies assessing the way of their interaction with albumin, which is the 
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most abundant plasma protein. The binding of drugs to blood proteins significantly affects their 

pharmacokinetics, including half-life and distribution. Therefore, preliminary experiments were 

carried out, enabling the description of the interaction of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives 

with serum albumin. Due to much lower costs, bovine serum albumin (BSA) was used. Its 

structure is very similar to that of human serum albumin (HSA), so it can successfully serve as a 

substitute51,52. To describe the molecular interactions between new compounds and BSA, spectral 

methods such as circular dichroism (CD), fluorescence and molecular docking were engaged. 

Spectroscopic techniques (fluorescence quenching, CD) confirmed that changes in the 

secondary structure of BSA occur in the presence of the tested compounds. It confirms that they 

interact with plasma albumin. This interaction is not a random collision of molecules, but rather 

the formation of BSA ligand complexes in an approximate ratio of 1:1. Based on the performed 

molecular docking, it was found that the preferred binding site for new 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives by BSA is hydrophobic pocket II(m).  

Details of all studies describing the interactions of the title compounds with BSA, as 

well as all tables, spectra and graphs are included in Chapter 2.6 of the publication P1 and in 

the supplementary data. 

After collecting the results of all experiments, multi-criteria decision analysis (MCDA) 

was performed. Based on its results, it can be concluded that in series I 

of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives, the compound with the best biological activity 

profile was the 7b(P1). Its structure is shown in Figure 11. Derivatives 7a(P1), 10a(P1), 

10b(P1), 13a(P1) and 13b(P1) also appeared to be very promising. The complete results of the 

MCDA analysis are presented in Figure 10 of publication P1. 

 
Fig. 11. Compound 7b(P1) – 1,3,4-oxadiazole derivative of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone with the most 

promising biological activity. 
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Similar in vitro and in silico experiments were carried out for series II of 

1,3,4-oxadiazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. The design, synthesis, evaluation 

of biological activity and physicochemical properties of these compounds became the subject 

of publication P2. 

Evaluation of toxicity was carried out on the NHDF cell line with the use of a test 

assessing the activity of mitochondrial succinate dehydrogenase. Its product named triazole 

blue formazan (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT) is visible 

in living cells. The results of the MTT assay are detailed in Chapter 2.3 of the publication P2. 

None of the compounds decreased the cell viability below 30%. Therefore we can 

conclude that the new derivatives of series II did not show any cytotoxic potential and were 

submitted for further research. 

To assess the ability of the new compounds to inhibit cyclooxygenase, Cayman's COX 

Colorimetric Inhibitor Screening Assay (cat. No. 701050) was used, as previously. The results 

of the experiment (Chapter 2.2.1, Table 1, publication P2) indicate that all four analyzed 

derivatives show activity against the induced form COX-2 only. Unfortunately, based on the 

obtained results, it should be stated that the modification consisting of the introduction of 

a longer linker with the carbonyl residue did not bring the expected results. In fact, a group of 

selective COX 2 inhibitors was obtained, but the compounds of series II inhibit this enzyme 

significantly lower than the derivatives of series I and meloxicam. The compound 6a(P2) turned 

out to be the most potent. 

It should be noted, however, that the results of molecular docking studies fully correlate 

with the score of the enzyme assay. For compounds 5a,b(P2) - 6a,b(P2), free binding 

energy (∆G◦) values were positive during the COX-1 docking trials. On the other hand, the new 

derivatives show an affinity for the induced form COX-2 and occupy a position similar to that of 

meloxicam in the enzyme binding pocket what was shown in Figure 12. The binding energies 

are slightly higher but comparable to those determined for the reference drug. A detailed 

description of the molecular docking study can be found in Chapter 2.2.2 of publication P2. 
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Fig. 12. The binding poses of 5a, b(P2) – 6a, b(P2) and meloxicam (pink) in the active site of COX-2. 

 

In the next stage of biological research, the antioxidant potential of the new 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives and their ability to protect DNA against damage caused 

by free radicals were assessed. For this purpose, DCF-DA, Griess and FHA tests were performed. 

A detailed description of the results of these experiments is provided in Chapter 2.4 of the 

publication P2. 

It was found that in cells incubated with compounds 5a(P2), 5b(P2) and 6b(P2), the 

concentration of free oxygen radicals decreased below the control value in the whole range of 

tested concentrations. Derivative 6a(P2) was effective only at the lowest concentration, i.e. 

10 µM. The results of the Griess assay show that all compounds at the lowest concentration 

(10 µM) were able to reduce the amount of NO, while the derivative 6a(P2) was effective across 

the whole spectrum of the concentrations used (Table 3, publication P2). 

These results correspond perfectly with the results obtained in the FHA. All tested 

derivatives reduce the amount of chromatin damage induced by oxidative stress in at least one 

concentration used (Table 3, publication P2). Moreover, it has been proved that there is a 

correlation between the antioxidant activity of the new derivatives and their DNA repair capacity 

in a state of increased oxidative stress (Table 4, publication P2). 

Additionally, spectral studies and molecular docking were performed, to evaluate the 

interaction mode of 1,3,4-oxadiazole derivatives of series II with plasma albumin. Detailed 

information on these experiments and their results are in Chapters 2.5-2.7 of publication P2 and 

in the supplement. The tested compounds interact with BSA by forming complexes in an 

approximate ratio of 1:1. A privileged binding site is the hydrophobic pocket II, subdomain IIIA. 
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Based on the results of CD spectroscopy, we can assume that the compounds 5a-b(P2) are bound 

stronger by BSA than the derivatives 6a-b(P2). 

Due to the similar results of performed studies and the relatively small group of analyzed 

compounds, it would be difficult to indicate the most promising structure within derivatives of 

the series II. Undoubtedly, it should be emphasized, that the replacement of the methylene linker 

with the 2-oxoethyl linker did not contribute to the intensification of pharmacological activity, 

but only to the increase of the selectivity of the compounds to COX-2. 

4.1.3 In vivo studies 
Since the 1,3,4-oxadiazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone of series I showed 

satisfactory pharmacological activity in performed in vitro experiments, we selected the most 

promising compounds for in vivo tests. Two derivatives were qualified for such evaluation - 

10b(P1) and 13b(P1), the structures of which are shown in Figure 13. Their selection was made 

mainly based on the results of the COX inhibitory assay. The derivative 10b(P1) was 

characterized by the best  COX-2/COX-1 inhibitory ratio among all the tested compounds. On 

the other hand, the compound with a similar structure 13b(P1) acted as a selective COX-2 

inhibitor. Moreover, compounds 10b(P1) and 13b(P1) were one of the least toxic among all 

1,3,4-oxadiazole derivatives of series I26. 

 
Rys. 13. The structures of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives which underwent the in vivo evaluation. 
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The studies in the animal model were performed in cooperation with the Department of 

Pharmacology of Wrocław Medical University by a team led by dr Marta Szandruk-Bender. 

The conducted experiments were aimed at assessing the analgesic and anti-inflammatory 

activity of the tested compounds, their influence on the condition of the gastric mucosa and the 

expression of inflammatory mediators. 

The first stage of the planned research allowed us to determine the analgesic profile of 

10b(P1) and 13b(P1) derivatives in experimental models of pain induced by noxious stimuli, 

i.e. the tail-flick test and the formalin test. 

The tail-flick test assessed the analgesic activity associated with central mechanisms by 

measuring the time taken to respond to thermal stimulation induced by a heat-emitting light 

beam. The new derivatives, 10b(P1) and 13b(P1), pyrrolo[3.4-d]pyridazinone showed 

statistically significant and dose-dependent analgesic activity compared to the control. At the 

same time, their activity was significantly lower than that of morphine. The obtained results are 

presented in the form of a graph in Figure 14. 

 
Fig. 14. The effects of compounds 10b and 13b on the latency time in the tail-flick test. Morphine was used as 

a reference drug. All compounds were administered intragastrically. Experimental groups (n=12): C – control 

group; M – group receiving 10 mg/kg of morphine; 10b-5, 10b-10, 10b-20 – groups receiving, respectively, 5, 

10, or 20 mg/kg of investigated compound 10b; 13b-5, 13b-10, 13b-20 – groups receiving, respectively, 5, 10, 

or 20 mg/kg of investigated compound 13b. Data are presented as mean±SEM. Differences **p<0.01 vs.  

control group; ***p<0.001 vs.  control group; ###p<0.001 vs.morphine group; ####p<0.0001 vs. morphine 

group were deemed statistically significant53. 
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The obtained results indicate that both tested compounds 10b(P1) and 13b(P1) exert 

analgesic activity. Compared to the control group, they significantly extended the time after 

which the reaction to a harmful stimulus took place (the tail moved away by the animal). It may 

suggest that the 10b(P1) and 13b(P1) derivatives modulate central mechanisms involved in 

nociception. 

To determine the effect of the new compounds on both central and peripheral 

mechanisms of pain response, the formalin test was carried out. The subcutaneous injection of 

formalin into the hind paw triggers a biphasic nociceptive response. The early phase, named 

neurogenic, is a result of direct stimulation of afferent fibres and the release of neuropeptides 

such as substance P. The late phase is caused by the development of inflammation. 

Consequently, an increase in the synthesis and release of prostaglandins occur. Therefore, the 

formalin test allows determining not only the influence of the tested substances on the 

nociception mechanisms not related to inflammation (early phase) but also on the inflammatory 

nociceptive reaction, as well (late phase)3,54,55. 

The examined derivatives 10b(P1) and 13b(P1) and the reference drugs resulted in a 

dose-dependent reduction in the pain reaction induced by formalin injection (paw licking time), 

both in the early and late phases. Compared to the control group, the most effective in the early 

phase turned out to be morphine and compound 13b(P1) at the dose of 20 mg/kg, the potency 

of which was similar to that of the reference drug. Moreover, the antinociceptive effect of the 

derivative 13b(P1) at the dose of 20 mg/kg was statistically significantly higher than that of 

indomethacin. The good activity of compound 13b(P1) at the highest dose used in the early 

phase of the test may indicate that its mechanism of action is also due to its influence on other, 

non-COX-dependent pathways. This premise requires further, more in-depth research. In the 

late phase, the best and statistically significant effects showed morphine and both tested 

compounds 10b(P1) and 13b(P1) at the doses of 10 and 20 mg/kg. The obtained results, 

presented in Figure 15, suggest that the tested compounds probably possess central and 

peripheral analgesic activity. 
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Fig. 15. The effects of compounds 10b and 13b on the licking time in the early (0–5 min) and late (25–30 min) 

phases of the formalin test. Morphine and indomethacin were used as reference drugs. All compounds were 

administered intragastrically. Experimental groups (n = 12): C – control group; M – group receiving  10  mg/kg  

of  morphine;  I – group  receiving  10  mg/kg  of  indomethacin;  10b-5, 10b-10, 10b-20 – groups receiving, 

respectively, 5, 10, or 20 mg/kg of investigated compound 10b; 13b-5, 13b-10, 13b-20 – groups receiving, 

respectively, 5, 10, or 20 mg/kg of investigated compound 13b. Data are presented as mean ± SEM. Differences 

* p < 0.05 vs. control group; ** p <0.01 vs. control group; *** p < 0.001 vs. control group; # p < 0.05 vs. 

morphine group; ^ p < 0.05 vs. indomethacin group were deemed statistically significant53. 

 

As was mentioned previously, in the late phase of the formalin test, the increased 

synthesis and release of prostaglandins occur. They are one of the best known and described 

pro-inflammatory mediators6. They act, especially prostaglandin E2 (PGE2), sensitizing, 

moreover they modulate the pain reaction both peripherally and centrally. PGE2 also enhances 

the activity of other pro-inflammatory mediators. Therefore, the reduction of COX-dependent 

PGE2 production should result in the attenuation of the nociceptive reaction6,56,57. Another 

substance that also plays an important role in mediating inflammatory nociception and 

influences the increased release of PGE2 is myeloperoxidase (MPO), produced by neutrophils 

that infiltrate inflamed tissue. Activation of neutrophilic granulocytes in the inflamed area leads 

to an exaggerated MPO concentration. As a consequence, an increase in the production of 

reactive oxygen and nitrogen species take place58,59. For this reason, substances that exhibit 

antioxidant activity, in a somewhat indirect way, can relieve inflammation and alleviate the 

pain reaction at the origin of which is inflammation48,60. 
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Therefore, the levels of PGE2 and MPO in mouse plasma were determined using the 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The results of the experiment are presented in 

the form of a graph in Figure 16. The lowest level of PGE2 was recorded in the groups that 

received compound 13b(P1) at a dose of 20 mg/kg or indomethacin. A statistically significantly 

lower concentration of MPO as compared to the control was determined in the groups 

administered the derivative 13b(P1) at the dose of 10 and 20 mg/kg or indomethacin. The 

decrease in plasma MPO concentration in animals that received compound 13b(P1) can be 

explained by the fact that, unlike derivative 10b(P1), it showed antiradical activity in in vitro 

tests (Section 2.4, publication P1). Moreover, it is worth noting that in the case of both tested 

compounds 10b(P1) and 13b(P1), their effect on the concentration of PGE2 and MPO in the 

plasma was dose-dependent (Fig. 16). 

 
Fig. 16. The  effects  of  compounds 10b and 13b on  the  levels  of  Prostaglandin  E2  (PGE2) and 

Myeloperoxidase (MPO) in mice serum. Blood samples were collected before mice were sacrificed. Morphine 

and indomethacin were used as reference drugs. Experimental groups (n = 12): C – control group;  M – group 

receiving 10  mg/kg of morphine; I – group  receiving 10 mg/kg  of  indomethacin; 10b-5, 10b-10, 

10b-20 – groups receiving, respectively, 5, 10, or 20 mg/kg of investigated compound 10b; 13b-5, 13b-10, 

13b-20 – groups receiving,  respectively,  5,  10,  or  20  mg/kg  of  investigated  compound 13b. Data are 

presented as mean ± SEM. Differences * p < 0.05 vs. control group; ** p < 0.01 vs. control group; *** p <0.001 

vs. control group; # p < 0.05 vs. morphine group; ## p < 0.01 vs. morphine group; ^ p < 0.05 vs. indomethacin 

group were deemed statistically significant53. 
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This research, besides evaluating the anti-inflammatory activity, was also aimed at 

determining the influence of titled compounds on the condition of the gastric mucosa. The 

design and synthesis of molecules deprived of dangerous side effects on the gastrointestinal 

tract, characteristic of classic NSAIDs15–18, was one of the main goals of this study. For this 

reason, a macro- and microscopic evaluation of the condition of animals' gastric mucosa was 

performed. The presence of macroscopically visible lesions, such as petechiae, erosions or 

bleeding, indicated gastrotoxic activity. The obtained results indicate, that both 

derivatives 10b(P1) and 13b(P1), at all doses used (5, 10, 20 mg/kg), did not cause significant 

changes in the image of the gastric mucosa. In turn, in the indomethacin group, significant 

damage to the gastric mucosa was observed. The results of the macroscopic evaluation were 

confirmed by microscopic examinations. The photographs are provided in Figure 17. 

 
Fig. 17. Microscope appearance of stomach tissue after hematoxylin-eosin  (H&E)  staining demonstrated that studied 

compounds neither altered the normal stomach architecture nor induced ulcerations. Morphine and indomethacin 

were used as reference drugs. Experimental groups (n=12): Control group (A); group receiving 10 mg/kg morphine 

(B); group receiving 10 mg/kg indomethacin (C); group receiving 20 mg/kg compound 10b (D); group receiving 20 

mg/kg compound13b (E); magnification 200x53. 
 

In the microscopic image of the gastric mucosa of animals, both in the control group 

and in the groups receiving test derivatives 10b(P1) and 13b(P1), no pathological changes were 

noted (Fig. 17A, D, E). On the other hand, during the histopathological analysis of gastric 

mucosa tissue of animals given indomethacin at a dose of 10 mg/kg, numerous damage to the 

cells of its protective layer, necrotic foci, submucosal oedema and hyperemia of both mucosal 

and submucosal blood vessels were observed. (Fig. 17C). Morphine (10 mg/kg) did not cause 
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any significant changes in both the macroscopic and microscopic images of the gastric mucosa 

(Fig. 17B). 

Summing up compounds 10b(P1) and 13b(P1) showed better antinociceptive activity 

in vivo than indomethacin, with significantly reduced gastrotoxicity, which is most likely 

related to the presence of 1,3,4-oxadiazole-2-thion in their structure. 

Taking into account the fact that the tested derivatives of 10b(P1) and 13b(P1) proved 

to be effective in reducing inflammatory nociception in the late phase of the formalin test, it 

was decided to perform an experiment that would allow the assessment of their peripheral 

anti-inflammatory activity. Therefore, a carrageenan test was carried out, to determine the effect 

of compounds 10b(P1) and 13b(P1) on the course of acute inflammation.  It was caused by an 

injection of a 1% carrageenan solution into the subplantar fascia area of the rat's hind paw. The 

absolute volume of the paw was measured using a plethysmometer and the increments in paw 

volume at 1, 2, 3 and 6 hours after injection of carrageenan or saline solution (control group, C). 

Additionally, the concentration of mediators such as PGE2, MPO or tumour necrosis factor α 

(TNF-α) in the inflamed tissue was determined, and the effect of new 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives on the gastric mucosa was investigated. 

In the conducted experiment, no statistically significant differences were found in the 

paw volume in the control group and in the groups tested before the injection of carrageenan. 

In contrast, the injection of 0.1mL of 1% carrageenan solution into the hind paw of animals 

belonging to the test groups caused a strong inflammatory reaction and a significant increase in 

paw volume due to oedema. Changes in the appearance and size of the animals' paws are visible 

in the photographs collected in Figure 18. 

 
Fig. 18.  The effects of compounds 10b and 13b on the carrageenan-induced paw oedema in rats. Indomethacin 

was used as a reference drug. Experimental groups: control group (A); carrageenan group (B); group receiving 

10 mg/kg indomethacin (C); group receiving 20 mg/kg compound 10b (D); group receiving 20 mg/kg 

compound 13b (E)61. 
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The greatest swelling of the paw was noted in each group 6h after the injection with 

carrageenan. In groups of animals that received derivatives 10b(P1) and 13b(P1) 2h after injection 

of carrageenan solution, the pace of swelling was inhibited (Fig. 18D, E). Compound 10b(P1) at 

doses of 10 and 20 mg/kg was able to partially reverse the progressive increase in oedema at 2, 3 

and 6h after the carrageenan injection. A similar effect, to some extent, was also noted 2, 3 and 6h 

after injection of carrageenan solution in all groups that received derivative 13b(P1) (dose 5, 10 and 

20 mg/kg). Moreover, in the case of compound 13b(P1), statistically significant differences in the 

volume of the paw were found at all doses used, compared to the control group at 2, 3 and 6h after 

induction of inflammation. Similarly, the degree of oedema growth inhibition observed in the 

indomethacin group (Fig. 18C) was also statistically significant. The maximum effect of reducing 

the paw swelling compared to the carrageenan group was observed 3h after the inflammation 

induction in the groups that received indomethacin (oedema was inhibited in 71.2%) and 

compounds 10b(P1) (oedema was inhibited in 57.5%) and 13b(P1) (oedema was inhibited by in 

62.3%) at the highest doses of 20 mg/kg. Moreover, the activity of derivatives 10b(P1) and 13b(P1) 

administered in the highest dose was comparable to that of indomethacin. 

Subsequently, the concentration of mediators such as PGE2, MPO and TNF-α, which 

overexpression accompany the inflammation1–5, were determined in the supernatants obtained by 

homogenization of the inflamed paw tissue by ELISA assays. The obtained results present the 

graphs in Figure 19. 
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Fig. 19. 3 The impact of compounds 10b and 13b on PGE2 (A), TNF-α (B), and MPO (C) concentrations in 

paw tissue. Indomethacin was used as a reference drug. Experimental groups: C – control group receiving 0.5% 

CMC intragastrically (i.g.) and normal saline subplantarly (s.pl.); Car – carrageenan group receiving 0.5% CMC 

i.g. and 1% carrageenan solution s.pl.; Ind – indomethacin group receiving 10 mg/kg of indomethacin i.g. and 

1% carrageenan solution s.pl.; 10b-5, 10b-10, and 10b-20 – groups receiving, respectively, 5, 10, or 20 mg/kg 

of investigated compound 10b i.g. and 1% carrageenan solution s.pl.; 13b-5, 13b-10, and 13b-20 – groups 

receiving, respectively, 5, 10, or 20 mg/kg of investigated compound 13b i.g. and 1% carrageenan solution s.pl. 

Data are presented as mean values ± SEM (n=12). Differences *p<0.05 vs control group; **p<0.01 vs control 

group; ***p<0.001 vs control group; #p<0.05 vs carrageenan group; ##p<0.01 vs carrageenan group; ###p<0.001 vs 

carrageenan group; ^p<0.05 vs indomethacin group were deemed statistically significant61. 

 

The greatest increase in the concentration of the inflammatory mediators occurred, as 

predicted, in the "carrageenan group". In the tissue of animals treated with compound 10b(P1) at 

doses of 10 and 20 mg/kg, the level of PGE2 was lower than in the carrageenan group and did not 

differ statistically significantly from the control. At the same time, in these groups (10b-10; 10b-20) 

a partial decrease in the level of TNF-α was also noted. Derivative 10b(P1) across the range of 

doses tested did not significantly affect the concentration of myeloperoxidase. The concentration of 

MPO in the groups receiving compound 10b(P1) did not differ statistically significantly from those 

determined in the control and carrageenan groups (Fig. 19C). The level of PGE2, MPO and TNF-α 
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in the groups administered  13b(P1) at the doses of 10 and 20 mg/kg was statistically significantly 

lower compared to the "carrageenan group". It is worth noting that the amount of PGE2 determined 

in the tissue of animals treated with compounds 10b(P1) and 13b(P1) at a dose of 10 and 20 mg/kg 

was comparable to the values recorded in the indomethacin group. Moreover, a similar relationship 

was observed in the context of MPO and TNF-α concentrations which were recorded in the groups 

administered the 10b(P1) and 13b(P1) in the entire range of the tested doses (Fig. 19B, C). It is 

worth mentioning that the highest dose of compound 13b(P1) was more effective in reducing the 

concentration of TNF-α in the inflamed tissue than the reference drug. 

To assess the influence of the tested compounds on the condition of the gastric mucosa, 

macro- and microscopic analysis of organs taken from the animals participating in the study was 

performed. The indicator of the potential ulcerogenic effect was the presence and intensity of such 

changes in the image of the gastric mucosa, such as ecchymosis or erosions. Figure 20 shows 

photographs of selected stomachs that were subjected to macroscopic analysis. 

 
Fig. 20. The macroscopic appearance of the gastric mucosa revealed that the studied compounds caused 

negligible mucosal lesions. Indomethacin was used as a reference drug. Experimental groups: control group 

(A); carrageenan group (B); group receiving 10 mg/kg indomethacin (C); group receiving 10 mg/kg compound 

10b (D); group receiving 20 mg/kg compound 10b (E); group receiving 10 mg/kg compound 13b (F); group 

receiving 20 mg/kg compound 13b (G)61. 

 

During the study, no damage to the gastric mucosa was observed in the control and 

carrageenan groups (Fig. 20A, B). In the case of stomachs collected from animals treated with 

compounds 10b(P1) and 13b(P1), no significant mucosal lesions were found as compared to the 
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control (Fig. 20D-G). On the other hand, in the indomethacin group, significant injuries and gastric 

mucosa damage were noticed. They varied in severity, from hyperemia to even hemorrhagic lesions 

covered with blood clots (Fig. 20C). 

The observed macroscopic changes were confirmed by microscopic examinations. In the 

control and carrageenan groups as well as the groups receiving test derivatives 10b(P1) and 

13b(P1), no significant changes in the gastric mucosa were observed in the microscopic image. 

However, in the case of the carrageenan group, damage to the protective layer of the mucosa with 

its local thinning, crater cavities, local necrotic foci as well as submucosal oedema and hyperemia 

were found. 

Summarizing the results obtained during the carrageenan test, we can conclude that the new 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives 10b(P1) and 13b(P1) show anti-inflammatory activity, and 

their mechanism of action may depend on lowering the concentration of such mediators as PGE2, 

MPO or TNF-α, and reducing the infiltration of inflamed tissue. Although their activity was slightly 

lower than that of indomethacin, however, unlike the reference drug, they did not cause damage to 

the gastric mucosa, which is their undoubted advantage. 

Based on the results of performed in vivo investigations we can conclude that 

1,3,4-oxadiazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone show a good benefit-risk ratio. Thus, 

this makes them attractive and promising structures for further research and development with 

potential application in the therapy of various inflammatory diseases. 
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4.2 The 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

4.2.1 The design and synthesis 
Taking into account the promising anti-inflammatory activity of 1,3,4-oxadiazole 

derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone and their low gastrotoxicity revealed in in vivo 

studies, it was decided to perform further optimizations and structural modifications of the 

compounds described in publications P1-P2. 

Thoroughly analyzing the results of the experiments carried out so far, and being 

inspired by the reports of the scientific literature, we decided to obtain a new series of 

derivatives possessing an N-substituted 1,2,4-triazole ring in their structure. There were two 

important reasons for this modification. 

First, the 1,2,4-triazole ring can be considered, due to its reduced acidic nature, but at 

the same time a similar molecular size, as a bioisostere for a free carboxyl group. Therefore, 

the 1,2,4-triazole moiety is an important building block of many compounds widely described 

in the literature. A lot of them show significant anti-inflammatory and analgesic activity with 

low gastrotoxicity at the same time21,22,29,30. 

Secondly, taking into account the fact that the binding pocket of the COX-2 isoenzyme 

is larger than that of COX-17–10, it was expected that the synthesis of compounds with a more 

complex structure, possessing an additional substituent in the 4-position of the 1,2,4-triazole 

ring, would significantly improve their COX-2/COX-1 selectivity ratio. 

Following the results obtained so far, in particular considering the fact that in the 

previous series the compound 7b(P1) turned out to be the most active, we decided to focus on 

the synthesis and studies of 6-n-butyl substituted pyrrolo[3.4-d]pyridazinone derivatives. 

Figure 21 shows the general formulas of the two series of new N-substituted 

1,2,4-triazole analogues of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. To the first one belong Mannich base 

type derivatives (I). In turn, the second series consists of compounds whose structure refer to 

the aforementioned pharmacophore theory featured by Dogruer (II)46,47. 
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Fig. 21. The general structures of series I and II of 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. 

 

Thus, designed molecules can be considered as structural analogues of the 

1,3,4-oxadiazole derivatives described in publications P1 and P2. The starting point for the 

synthesis of this group of compounds was the 2-(6-butyl-3,5,7-trimethyl-4-oxo-pyrrolo[3,4-d] 

pyridazine-1-yloxy) acetic acid hydrazide 5b(P1) described in the publication P1. 

Condensation of this hydrazide with the appropriate N-substituted isothiocyanates gave 

thiosemicarbazide derivatives. Subsequently, they were subjected to intramolecular cyclization 

to form a 1,2,4-triazole ring. The last stage of the planned synthesis assumed obtaining a group 

of compounds with the structure shown schematically in Figure 21. The first series of new 

molecules had the structure of Mannich bases. They were obtained by the condensation of 

3a-c(P3) with appropriate arylpiperazine derivatives in the presence of formaldehyde 

(Fig. 21 I). The second series was obtained by alkylating the compounds 3a-c(P3) with the 
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appropriate, previously synthesized, 1-(2-chloro-1-oxo)-ethyl derivative of arylpiperazine in 

ethanol in the presence of sodium ethoxide (Fig. 21 II). 

As a result of the conducted synthesis, a total of 24 new, previously unpublished 

compounds were obtained, including 18 final derivatives (Fig. 21 I, II). The structure of all 

previously undescribed molecules has been confirmed by spectral techniques. After appropriate 

purification, they underwent biological evaluation. 

The design, the carried-out structural modifications and the methods used for obtaining 

new 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone were detailed presented and 

described in Scheme 1 and Chapters 1, 2.1 of the publication P3. In the experimental part of 

this work and in the supplement, the analytical data, physicochemical properties and spectra 

(NMR, MS, IR) of all new compounds are provided. 

4.2.2 In vitro and in silico investigations 
The studies assessing the toxicity and biological activity of N-substituted 1,2,4-triazole 

derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone were carried out in cooperation with the units of the 

Wrocław Medical University. At the Department of Pharmacology, enzymatic tests and all in 

vitro experiments were executed by the team led by dr Benita Wiatrak. At the Department of 

Inorganic Chemistry, spectral tests and molecular docking were performed by dr Edward 

Krzyżak, dr Aleksandra Marciniak and dr Aleksandra Kotynia. 

The first stage of biological research relied on the evaluation of the cytotoxicity of  new 

compounds. The MTT assay was performed on the NHDF cell lines. According to the standard 

procedure, derivatives that reduced cell viability by more than 30% are considered toxic. 

Compounds 4a-c(P3), 7a-c(P3) as well as 5a(P3), 6a(P3) and 9a(P3) did not reveal cytotoxic 

effect. On the other hand, in the case of 5 compounds: 8a-c(P3), 9b-c(P3), shrunken cells, 

numerous granules and lysis of over 50% cells were observed. Therefore, they were excluded 

from further research. When observing cells that were incubated with derivatives 5b(P3), 

5c(P3), 6b(P3) and 6c(P3), single granules were noticed in their microscopic image, but with 

the retained, elongated cell shape characteristic for fibroblasts. The calculated IC50 values were 

higher than the cut ff value of 100 µM (Table 1, publication P3). For this reason, they have 

also been submitted for further investigations. Summing up, based on the MTT test, 

5 compounds were found to be cytotoxic, the remaining 13 derivatives underwent biological 

evaluation. The cytotoxicity analysis of 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

is detailed in Section 2.2 of the publication P3. 
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The ability of the new compounds to inhibit both cyclooxygenase isoforms was 

determined based on the use of the commercial Cayman's COX Colorimetric Inhibitor 

Screening Assay (cat. No. 701050). To precisely assess the anti-cyclooxygenase activity of the 

new derivatives, meloxicam, diclofenac sodium and celecoxib were used as references. A 

detailed description of the research and the obtained results are included in Chapter 2.3.1 of the 

publication P3. 

COX inhibitory assay revealed, that 4 of the analyzed compounds preferentially block 

COX-2, another 4 turned out to be selective for the induced isoform COX-2. Unfortunately,  5 

of them did not show the ability to inhibit cyclooxygenase. It is noteworthy that the IC50 values 

determined for new compounds were lower than those calculated for meloxicam. Moreover, the 

COX-2/COX-1 inhibitory ratio of the preferential COX 2 inhibitors was also better than that 

specified for meloxicam. However, the activity of the new structures was worse than presented 

by celecoxib. (Table 2, publication P3). It is also worth noting that the affinity for 

cyclooxygenase was shown mainly by those derivatives in which the 1,2,4-triazole ring was 

substituted with a small methyl substituent. On the other hand, compounds with the 4-

methoxyphenyl moiety turned out to be the least effective. 

The affinity of the new compounds for cyclooxygenase was also assessed using the 

molecular docking technique. The obtained results correlate significantly with the findings of 

the in vitro test. During attempts to dock 1,2,4-triazole derivatives to COX-1, positive values 

of free binding energy (∆G◦) were obtained. Among examined structures, 8 had an affinity for 

COX-2, and the best results were obtained for compounds with a small methyl substituent in 

the 1,2,4-triazole ring. A similar relationship was demonstrated in an enzymatic assay. Again, 

5 compounds did not show an affinity for any of the cyclooxygenase isoenzyme. The way of 

interaction with COX 2 of the most effective derivatives is presented in Figure 22. A detailed 

description of molecular docking to COX is provided in Chapter 2.3.2 of the publication P3. 
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Fig. 22. The docking poses of compounds 4a(P3) (green), 4b(P3) (red), 4c(P3) (blue) and meloxicam (pink) in 

the active site of COX-2. 

 

The anti-inflammatory activity of the title derivatives was also assessed in a modified 

MTT experiment on the NHDF cell line. The model of inflammation induced by the addition 

of lipopolysaccharide (LPS) has been introduced. The cells were first incubated for 24h with 

the addition of LPS, which is a known proinflammatory factor1,4, and then for another day with 

the test compounds at various concentrations. Based on the obtained results, we can conclude 

that all derivatives (except 5c(P3) and 6c(P3) in concentrations of 50 and 100 µM) increased 

cell survival concerning the positive control. This suggests their potentially good anti-

inflammatory activity. Additionally, for compounds 6a(P3) and 9a(P3), a statistically 

significant increase in mitochondrial activity was observed in relation to the negative control. 

Subsequently, the DCF-DA and Griess assays were performed. All derivatives in the 

entire range of tested concentrations decreased the level of free oxygen radicals in comparison 

with the positive control. Moreover, in the case of compounds 6a(P3) and 9a(P3), a decrease 

in the concentration of ROS to the level of negative control was observed. Also, in the Griess 

test, a statistically significant reduction in the amount of NO was noted for each compound over 

the entire range of tested concentrations. The derivative 9a(P3) showed the best activity in this 

assay - in its case, after the incubation period, the NO concentration was close to the negative 

control. 

A detailed description of in vitro experiments assessing the anti-inflammatory and 

antioxidant activity of new derivatives, along with the necessary tables, are included in 

Chapter 2.4 of the publication P3. 
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The abovementioned enzymatic and in vitro experiments were supplemented with 

studies estimating the pharmacokinetic properties of the title compounds. Using spectroscopic 

methods, i.e. fluorescence quenching, CD, FTIR and molecular docking, the model of 

interaction of 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone with plasma albumin was 

described. Based on the measurements of both CD and FTIR, it was found that in the presence 

of the tested compounds, changes in the secondary structure of BSA take place. It proves that 

the ligands interact with the protein. These findings are consistent with the results of 

fluorescence spectroscopy, based on which we can say that the interaction of new derivatives 

with BSA consists in the formation of complexes in an approximate ratio of 1: 1. According to 

the data obtained during molecular docking, the 1,2,4-triazole derivatives of 

pyrrolo[3,4-d]pyridazinone bind to subdomain IIIA in the hydrophobic pocket of the domain 

II(m) of BSA. A detailed discussion of these results with the necessary tables, formulas and 

spectroscopic spectra can be found in Chapter 2.6 of the publication P3 and in the 

supplementary data of this work. 

Additionally, basic in silico investigations were performed with the use of freeware 

online programs. It allowed us to determine such physicochemical features, such as the 

topological polar surface area (TPSA), LOG P and others. These data were necessary to 

estimate potential pharmacokinetic parameters based on various computational models, such as 

Lipiński's five rule. Details can be found in Chapter 2.7 of publication P3. 

To summarize, the results obtained in carried out investigations were interesting and 

somewhat varied. Moreover, the studied group of compounds was quite numerous. Therefore, 

after a thorough analysis of the findings, it was possible to present some structure-activity 

relationships (SAR) within the 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. These 

dependencies were discussed in detail in Chapter 2.5 of the publication P3. Figure 23 shows 

schematically the most important conclusions. 
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Fig. 23. The structure-activity relationships in the group of 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone. 
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5 SUMMARY AND CONCLUSIONS 
 

As part of the research, which is the subject of this dissertation, a total of 48 new, hitherto 

unknown derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone were obtained. The structure of each 

compound was described and confirmed based on advanced spectral techniques. 

The performed synthesis consisted of several stages. The first one was to obtain ester 

derivatives of the pyrrolo[3,4-d]pyridazinone core (Fig. 5). The proper esters gave the 

corresponding hydrazides by reaction with hydrazine hydrate in the next step. Subsequently, 

cyclic (1,3,4-oxadiazole and 1,2,4-triazole) derivatives of said hydrazides were received. As 

a result, we got 12 new intermediates which were necessary to obtain the title compounds with 

the expected analgesic and anti-inflammatory activity and low gastrotoxicity (Fig. 4). 

Consequently, three series of final derivatives were received. Series I and II compounds are the 

1,3,4-oxadiazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone, while series III are their 

1,2,4-triazole analogues. In these compounds’ structures, an arylpiperazinyl/piperidinyl moiety 

can be distinguished. After proper purification and confirmation of their structure, biological, 

spectral and molecular docking tests were carried out to assess the toxicity and biological 

activity of the title derivatives. 

According to the assumed concept, it was possible to obtain compounds that were 

non-toxic and showed promising analgesic and anti-inflammatory activity. The results of the 

conducted research confirmed that the introduction of 1,3,4-oxadiazole or 1,2,4-triazole ring 

into the designed structure of title compounds allowed to obtain molecules with a good affinity 

for cyclooxygenase, especially for its induced COX-2 isoform. It has been proven by enzymatic 

experiments and molecular docking that most of the new pyrrolo[3,4-d]pyridazinone 

derivatives effectively inhibit cycloxygenase preferentially or selectively to COX-2. Moreover, 

some of them were more effective than meloxicam, which was used as a reference. 

Moreover, it has been shown that some of the obtained derivatives act as antioxidants - 

they reduce the concentration of free radicals in the induced oxidative stress and exert 

a protective effect on chromatin. This, in turn, somewhat indirectly confirms their potentially 

good anti-inflammatory activity. 

The promising biological activity that the new derivatives revealed in in vitro tests was 

confirmed by the results of carried out in vivo experiments. Two compounds were selected for 

such evaluation. Analyzed derivatives showed comparable, to indomethacin, analgesic and 
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anti-inflammatory activity in the studies performed in the animal model. Importantly, it was 

proved that the new pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives reduce the concentration of 

inflammatory mediators, such as MPO, TNF-α, and above all PGE2, which may confirm that 

their mechanism of action is related to the inhibition of COX. 

It is worth emphasizing that the tested derivatives did not cause any damage or 

pathological changes in the gastric mucosa, which are characteristic of classic NSAIDs. This 

was confirmed by macro- and microscopic analysis of the gastric mucosa of the animals 

participating in the study. These results proved the rightness of the modifications carried out, 

consisting of the introduction of 1,3,4-oxadiazole or 1,2,4-triazole ring into the structure of title 

molecules. It has been proven that the replacement of a free carboxyl group with bioisosteric 

moiety results in almost complete elimination of the side effects of the examined compounds 

on the gastrointestinal tract. 

Taking into account the results of all the conducted research, it should be stated that the 

goals and assumptions adopted during the planning and implementation of this work have been 

fulfilled. Without any doubt, it has been proved that 1,3,4-oxadiazole and 1,2,4-triazole 

derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone are interesting and promising compounds with 

a beneficial pharmacological profile. They exert good anti-inflammatory and analgesic activity 

and, what is very important, do not show gastrotoxicity. For this reason, these derivatives may 

be of significant importance in the context of the search for new compounds that could be 

successfully used in the effective and, above all, safe therapy of pain various inflammatory 

disorders. 
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ABSTRACT 
 

Introduction: 

Effective and safe treatment of various pain and inflammatory diseases is a significant and challenging 

clinical problem for modern medicine and pharmacy. The commonly used NSAIDs have limited 

efficiency, and their chronic use carries a considerable risk of dangerous gastrointestinal side effects, 

which notably limits their long-term usage. For this reason, it is necessary and justified to search for 

new compounds that possess potent analgesic and anti-inflammatory activity, but at the same time, are 

safe and free of severe side effects.   

The objective of study: 

The aims of the conducted research were the design and synthesis of new 1,3,4-oxadiazole 

and 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone with the expected good analgesic 

and anti-inflammatory activity and the lack of harmful impact on the gastric mucosa. Subsequently, the 

evaluation of the new compounds’ toxicity and the pharmacological activity profile 

in in vitro and in vivo experiments has been carried out. 

Materials and methods: 

Commercially available solvents, reagents and gcatalysts were used in the synthesis, analysis and 

purification of the newly received compounds. Their structure was confirmed using different 

spectroscopic techniques such as NMR, MS, FT-IR and elemental analysis. Toxicity and biological 

activity of novel derivatives were assessed using appropriate enzyme tests, cell lines and animals. 

Molecular docking and various types of spectral studies, such as FT-IR, CD, were also performed.  

Results and conclusions:  

The new 1,3,4-oxadiazole and 1,2,4-triazole derivatives of pyrrolo[3,4-d]pyridazinone turned out to be 

devoid of cytotoxic activity and most of them show good anti-inflammatory activity in vitro. These 

compounds preferentially or selectively block the induced COX-2 enzyme. Their potency is comparable 

to that of meloxicam. Moreover, the tested compounds show anti-radical activity and protect chromatin 

against damage caused by oxidative stress. Their promising biological activity was confirmed by 

experiments performed in an animal model. The tested compounds effectively inhibit the pain 

and inflammatory reaction in vivo, reduce the concentration of inflammatory mediators in the plasma 

and, what is very important, do not cause damage to the gastric mucosa. Therefore, the obtained results 

indicate that the pyrrolo[3,4-d]pyridazinone derivatives being the subject of this dissertation, are 

interesting and promising candidates for new, effective and safe drugs with potential application in the 

treatment of various types of inflammatory diseases. 
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