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Santrauka

Projekto metu, atsizvelgiant  mikobakterijy fiziologinius ypatumus, susintetinti potencialils vaistiniai
dariniai. Sintezés metu, gauti, sulfanilamido fragmentg turintys, tiadiazoly, tiokarbamidy tipo
junginiai ir Sifo bazés. Visy gauty struktiiry bioprieinamumui jvertinti atlikti in silico tyrimai, kuriy
metu ,,ADMETIlab 2.0” ziniatinklio jrankiu nustatytas junginiy terapinis priimtinumas, pagal
., Lipinski‘o taisykle*, apibiidinan¢ig dariniy vartojimo enteraliniu biidu galimybg. Taip pat
biopricinamumas jvertintas, nustatant galimg absorbcija Zarnyne, giminingumg P-glikoproteinui,
citochromo CYP3A4 inhibavimg ir kraujo-smegeny barjero pralaiduma. Remiantis gautais
rezultatais, nustatyta, kad maziausia enteralinio vartojimo tikimybé biidinga 4-[(2-{4-[(E)-(2-chlor-
5-nitrobenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il}etil)Jamino]benzensulfonamidui,
neatitinkan¢iam ,, Lipinski ‘o taisyklés “, o geriausiai zarnyne gali biiti pasisavinami tiadiazoly tipo
dariniai. Siekiant suZinoti susintetinty dariniy teorinj poveikj Mycobacterium genties patogenuose,
,,AutoDockTools 1.5.7” programa atliktas molekulinis modeliavimas. Tyrimo metu jvertintas visy
susintetinty struktiiry giminingumas Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterijy baltymui InhA, o
didZiausiu afinitetu taikiniui pasizyméjo N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
il)benzamidas.
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Summary

Potential drug derivatives were synthesized during the project by taking into account the
physiological features of Mycobacterium pathogens. During the synthesis, thiadiazoles, thiourea-type
compounds and Schiff bases containing a sulphanilamide moiety were obtained. To assess the
bioavailability of all the resulting structures, in silico studies were performed to determine the
therapeutic acceptability of the compounds using the ,,ADMETIlab 2.0 web tool, based on Lipinski‘s
rule describing the possibility of derivatives consumption by enteral administration. Bioavailability
was also assessed by determining possible intestinal absorption, P-glycoprotein affinity, cytochrome
CYP3A4 inhibition, and blood-brain barrier permeability. Based on the results, it was identified that
the minimum probability of enteral administration is typical for 4-[(2-{4-[(E)-(2-chloro-5-
nitrobenzylidene)amino]-5-sulfanyl-4H-1,2,4-triazol-3-yl}ethyl)amino]benzenesulfonamide, which
does not comply with the Lipinski‘s rule, but also, it was determined that the best gut absorption is
achieved with thiadiazole-type derivatives. To elucidate the theoretical effects of synthesized
derivatives on pathogens of the Mycobacterium, molecular modeling has been performed using
,AutoDockTools 1.5.7“. The study assessed the affinity of all synthesized structures for the
Mycobacterium tuberculosis H37Rv enzyme InhA, with N-(5-{2- [(4-sulfamoylphenyl)amino]ethyl}-
1,3,4-thiadiazol-2-yl) benzamide having the highest affinity for the target.
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Ivadas

Did¢jant patogeniniy mikroorganizmy atsparumui vaistiniams preparatams, mokslininkai ieSko
efektyviy medziagy, slopinanciy jy augimg. | pavojingy bakterijy sarasg patenka mikobakterijos,
kurios sukelia jvairias organy ir jy sistemy ligas, pazeidzia oda, audinius, kaulus, sgnarius, limfing
sistema, kvépavimo takus [1].

Viena i§ pavojingiausiy mikobakterijy laikoma Mycobacterium abscessus padermé, kuriai slopinti
vis dar néra veiksmingy medikamenty [2]. Plauciy infekcijas sukeliantis Mycobacterium abscessus
Stamas yra vienas i§ labiausiai antimikrobinéms medziagoms atspariy patogeny ir antras pagal
paplitima Azijoje bei daugelyje kity regiony. Sios mikobakterijos patekimas j organizma gali biti
mirtinas sergantiems létinémis, uzdegiminémis plauciy ligomis — bronchektazija, 1étine obstrukcine
plauciy liga, cistine fibroze [3]. Pastaruoju atveju, medikamentinis bakterinés infekcijos gydymas
trunka iki 2 m. ir tik apie 30 % pacienty sékmingai pasiekia remisija. Mycobacterium abscessus
kultara infekuoti ir cistine fibroze sergantys asmenys, kai kuriose Salyse yra nejtraukiami j plauciy
transplantacijos saraSus, dél bakterijy atsparumo vaistams ir progresyvaus plauciy irimo. Vienintelé
iSeitis tokiems ligoniams — efektyviis vaistiniai preparatai, galintys pakeisti $iuo metu naudojamus
medikamentus — amikacina, tigecikling, antibiotiky makrolidus [4].

Sveikatos sistemai taip pat svarbi iSlicka Mycobacterium tuberculosis bakterija. PSO duomenimis
[5], 2018 m. nuo Sio patogeno sukeliamos infekcijos pasaulyje miré 1,5 min. Zmoniy. Taip pat
nustatyta 484 000 asmeny, serganciy tuberkulioze, kurig sukelia pirmos eilés antibiotikui —
rifampicinui — atsparios Mycobacterium tuberculosis padermés. Remiantis Siais statistikos
duomenimis, ateityje tokiy susirgimy skaicius gali ir padidéti, jei nebus atrasti efektyvesni
medikamentai. Tiesa, Sias infekcijas galima gydyti ir antros eilés antibiotikais — ofloksacinu,
etionamidu, 4-aminosalicilo riigstimi [6], taciau tokios gydymo galimybés yra ribotos, dél ilgai
trunkancios, intensyvios terapijos, toksisky ir brangiy vaistiniy medZziagy.

Mokslininkai  nuo XX a. pr. sintetina sulfanilamidy darinius, kaip potencialiai
efektyvius farmakoforus. I$ tokiy dariniy iSskiriami komerciniai preparatai — sulfametoksazolas ir
sulfadiazinas [7], kurie slopina mikobakterijy augima. Taip pat vaistiniy medziagy kiirime, dél didelio
biologinio potencialo, panaudojami ir tiosemikarbazidy dariniai, turintys tiokarbonilo fragmenta [8].
Tad baigiamojo studijy projekto metu, buvo numatyta, susintetinti sulfanilamido fragmentg turin¢ius
tiosemikarbazidus, ju ciklinius analogus, taip pat tiokarbamidy tipo darinius bei Sifo bazes, tikintis,
kad visi gauti junginiai ateityje bus panaudoti mikobakteriozéms gydyti.

Darbo tikslas — susintetinti darinius, turincius sulfanilamido fragments, atlikti gauty junginiy in
silico analize, jvertinant jy bioprieinamumg ir tinkamumg mikobakteriozéms gydyti.

Darbo uZdaviniai:

1. istirti 4-[(3-hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamido reakcijas su izotiocianatais,
atlikti gauty produkty ciklizacija riigstinéje terpéje ir cikliniy junginiy hidrolize;

2. susintetinti tiokarbamido fragmentg turin¢ius darinius, panaudojant 4-aminosulfanilamidg ir
4-amino-N-[2-piridil]benzensulfonamida, palyginti jy bioprieinamuma su tiosemikarbazidy
tipo junginiais;

3. susintetinti 4-{[2-(4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il)etilJamino}benzensulfonamida ir
istirti jo kondensacijos reakcijas su benzkarbaldehidais;

4. atlikti visy susintetinty dariniy in silico analizg, jvertinant jy bioprieinamuma.



1. Literatiros apZvalga
1.1. Mikobakterijos

Mikobakterijy tyrimy raida prasidéjo XIX a. pab., kai 1882 m. vokieciy kilmés mikrobiologas
Robertas Koch’as pranesé, jog pavyko identifikuoti ir izoliuoti tuberkulioze sukeliantj patogeng —
Mycobacterium tuberculosis [9]. Siuo metu pasaulyje galima rasti net 170 skirtingy Mycobacterium
genties padermiy [10], kuriy didZigjg dalj sudaro patogenai, suskirstyti j tris pagrindines grupes:

— tuberkuliozés bakterijy kompleksg (MTBC);

— raupsus ir opas sukelian¢ius mikroorganizmus (Mycobacterium leprae, Mycobacterium
lepromatosis);

— atipines  mikobakterijas  (Mycobacterium  abscessus, Mycobacterium  fortuitum,
Mycobacterium avium ir kt.).

Ieskodami potencialiy antibiotiky, Mycobacterium genties patogenams naikinti, mokslininkai, visy
pirma, atsizvelgia | mikobakterijy savybes. Nustatyta, kad Sie prokariotai yra nejudriis, kapsuliy
neturintys ir spory neformuojantys obligatiniai aerobai [11]. Mikobakterijos yra atsparios riigstinei
aplinkai, tod¢l jas identifikuoti naudojamas klasikinis Cylio dazymo karbolio fuksinu metodas [12].
Tokiu biidu, mikroskopu, yra stebimos raudona spalva nudaZytos bakterijos. Sia mikobakterijy
dazymo savybe ir atsparumg lemia savita lasteliy sieneliy sudétis bei didelis hidrofobiskumas [13].

Lipoarabinomananas
Q
Glikolipidai ® Porinas

Mikolinés
rugstys

Arabino-
galaktanas

Peptido- |
glikanas

Lastelés O e e oy et
membrana)| (£ 6§ (646646606846 66 4646 668568 644846 66 S4 SE 4L 6§46 648

1.1 pav. Mikobakterijy lasteliy sieneliy strukttira [69]

Mikobakterijy sienelés, sudarytos i$ keturiy sluoksniy, yra daug storesnés nei daugelio kity bakterijy.
Pagrindiniai skiriamieji komponentai: ilgy grandiniy mikolio ragstys, arabinogalaktanas bei
peptidoglikanas, sudarantis savita kryzminj tinklg (Zr. 1.1 pav.).Taip pat bakterijy sienelése randami
nedideli kiekiai glikolipidy, lipoproteiny, lipoarabinomanany, transportiniy baltymy — poriny, per
kuriuos | lastele gali patekti nedidelés, taciau gyvybiskai svarbios hidrofilinés medziagos. Biitent
sieneliy komponenty biosintezés biidai yra dazniausiai tyrinéjami, ieSkant potencialiy vaistiniy
preparaty, skirty mikobakterijy sukeliamoms infekcijoms gydyti.

Mikolio riigstys yra esminis mikobakterijy sieneliy komponentas, reguliuojantis visos lastelés
pralaiduma, efektyvy dazymasi riigStimi, bakterijy gyvybinguma ir virulentiSkuma [14]. Sieneléje
mikolio riigstys yra prisitvirtinusios prie arabinogalaktano komplekso, taciau nedidelé dalis gali bati
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laisvos formos arba sujungtos su kitais sacharidais, sudarydamos trehalozés mono/dimikolatus ir
gliukozés monomikolatus.

Mikolio riigstys yra sudarytos i§ ilgy riebaly riigs¢iy grandiniy, turinéiy iki 60—90 vienety anglies
atomy. Taip pat struktiroje aptinkami -Cis, -trans ciklopropano fragmentai, -keto, -metoksi funkcinés
grupés. Siy riigé¢iy biosinteze citoplazmoje inicijuoja riebaly riagséiy sintazés: eukariotinio pobiidzio
FAS-I ir prokariotinio pobiidzio FAS-II fermentinés sistemos [15].

FAS-1 etapo metu sintetinami Acil-KoA (R — C16/Ca26 ) (zr. 1.1 schemg). C26 acil-KoA darinys sudaro
galutinés mikolio rugsties a atSaka, o Cieacil-KoA yra tiekiamas j FAS-II cikla, kaip meromikoliniy
rugsciy prekursosius. Elongacijos procesams FAS-11 etape taip pat yra reikalingas malonil-AcpM,
gaunamas i$ malonil-KoA, veikiant AcpM transacilazei mtFabD. Esant abiems dariniams, vyksta
kondensacijos reakcija, inicijuojama fermento mtFabH, o gautas acil-AcpM darinys yra
modifikuojamas, vykstant redukcijos bei dehidratacijos procesy ciklui, kurj katalizuoja FAS-II
sistemos fermentai: KasA/KasB, MabA, HadABC ir InhA.

mtFabD
Malonil-KoA Malonil-AcpM

mtFabH
AcpM \‘ INH
(6]
/\ NAD R \)J\
InhA\_/ ‘AcpM \KasA/KasB
NADH+H*

CoA
/' \ o . .
o o o R \/\)J\AC y FAS-IT R \)J\/U\
R \/\)J\ FAS-I R \)J\/U\ ’ e
CoA CoA NADPH+H*

HadABC \ OH O NADP*/{
OH O TAC R\)\/U\ MabA
R\)\/U\ AcpM
CoA

CO—S—CoA
c@3)

CO—S—CoA Meromikolatas

a-atSaka C(26)
Pks13

OH
c@3)
CO,H

2

Mikoliné riigstis
1.1 schema. Mikoliniy rags¢iy biosintezé

Sudétingas FAS-II ciklas baigiasi meromikolato suformavimu, kuris kondensacijos reakcijos metu
yra prijungiamas prie Cas acil-KoA atSakos, veikiant fermentui poliketido sintazei Pks13. Taip
gaunamas galutinis biosintezés produktas — mikolio rugstis (zr. 1.1 schemg).

Dauguma veiksmingy komerciniy preparaty stabdo mikolio rtgsiy biosinteze FAS-1I cikle. Vienas
pagrindiniy antbiotiky yra piridino darinys — izoniazidas (INH) (Zr. 1.2 schemg), provaistas,
patenkantis j mikroorganizmg pasyviosios difuzijos budu [16]. Tai idealus variantas, kai cheminis
junginys neturi zalingo poveikio eukariotinéms lgsteléms, taciau suaktyvintas specifinio fermento,
sukelia patogeno Ziitj.
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Rib” ADP

+§ NADH
A
_Rib
N7 | = "N ADP

KatG K/ N =
i
202 0

0~ "NH,
INH radikalas INH-NADH

1.2 schema. Izoniazido INH mikolio riig§¢iy sintezés stabdymo mechanizmas

Lasteléje izoniazidas yra aktyvuojamas mikobakterijy fermentu — peroksidaze KatG (Zr. 1.2 schemg),
taip gaunama aktyvi izonikotilo INH radikalo forma [17]. Pastarasis su NADH suformuoja INH-
NADH darinj, kuris kaip inhibitorius prisijungia prie InhA fermento, reikalingo FAS-I1 prailgéjimo
sistemai (zr. 1.1 schemq). Inhibavus §j fermentg, mikolio rigs¢iy biosintezé sustoja, mikobakterijy
sienelé tampa pralaidi ir neatspari aplinkos veiksniams.

_ADP
Rib”
+N I NADH
S NH, 0 |
\\(f N7
EthA \\/
X | X
H,C N7 0y HsC z “
N
ETH ETH radikalas ETH-NADH

1.3 schema. Etionamido ETH mikolio riigs¢iy sintezés slopinimo mechanizmas

Kitas komercinis preparatas yra etionamidas (ETH) (Zr. 1.3 schemq). Tai baktericidinis junginys,
kurio veikimo principas panasus j izoniazido [18]. Tik §iuo atveju provaistas yra aktyvinamas kito
fermento — monooksigenazés EthA. Suaktyvinatas ETH toliau sudaro inhibitorinj junginj su NADH
ir slopina fermentg InhA (Zr. 1.1 schemg).

Vienu i§ aktyviausiy antros eilés antibiotiky prie§ mikobakterijas yra laikomas — tioacetazonas (TAC)
(zr. 1.4 schemq), kuris patekes | organizmg yra suaktyvinamas, fermentui monooksigenazei EthA
veikiant tiokarbonilo fragmenta [19].

S NH, _S

HOT P

_NH EthA N HS HadA-Cysg, X -N NH,
) — | i N
! PN S
0 o) H;C N S
JU PIS 0 N
H;C HadA-Cysg,

TAC

1.4 schema. Tioacetazono TAC mikolio riig§éiy sintezés stabdymo mechanizmas

Aktyvi TAC forma inhibuoja FAS-Il ciklo dehidrataziy sistemg HadABC (Zr. 1.4 schemg),
sudarydama disulfidinj rysj su fermento HadA cisteino fragmentu — Cys 61. Sutrikus Sios fermentinés
sistemos veiklai, slopinama mikolio rugs¢iy biosintezé. Tad atsizvelgdami j tuberkuliozei gydyti
skirty vaistiniy dariniy veikimo principus, mokslininkai neatmeta galimybeés, kad ateityje
mikobakteriozéms gydyti bus taikomi jvairts, sieros elementy turintys junginiai.
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1.2. Sulfanilamido tipo dariniy sintezé ir pritaikymas mikobakteriozéms gydyti

Junginiai, struktiiroje turintys organinés sieros atomy, pasizymi dideliu biologiniu aktyvumu, kuris
daznai grindZiamas oksidacijos procesu [20]. Nustatyta, jog tokiy dariniy oksidacijos mechanizmas
yra svarbus lgsteliniu poziliriu, vykstant redukciniui hormony ir baltymy skaidymui. Taip pat
oksidacija vyksta ir proteiny sintezés metu bei palaikant pastovy tarplastelinj redokso potencialg. Tad
Sios biologinés savybés tyré¢jams leidzia daryti prielaida, jog sieros atomy struktiiroje turintys
junginiai yra potencialiis farmakoforai, kurie gali bti pritaikyti anks¢iau aptartoms mikobakterijoms
slopinti (zr. 1.1 skyriy).

Sieros fragmentg struktliroje turintys sulfanilamidy klasés junginiai, pasizymi dideliu veikimo
spektru, o didzioji dalis komerciniy preparaty naudojami kaip efektyviis antimikrobiniai vaistai [21].
XIX a. pr. sulfanilnamidai buvo pradéti naudoti ir prie§ mikobakterijas [22], pavyzdziui,
Mycobacterium leprae patogeno sukeliamiems raupsams gydyti. Taip pat sulfanilamido fragmentg
turintys dariniai pritaikomi Mycobacterium tuberculosis bakterijy augimui slopinti. Vienas i§ tokiy
junginiy — sulfametoksazolas, kuris veiksmingai slopina tuberkuliozés progresavima ZIV sergantiems
asmenims. Tad remiantis sulfanilamidy savybémis, mokslininkai sintetina tokio tipo junginius, kurie
ateityje galéty buti panaudoti mikobakteriozéms gydyti.

Stai straipsnio [23] autoriai susintetino sulfanilamido fragmentus turinéius darnius 1, 2, kurie aktyviai
veiké pries tuberkulioze sukeliancias bakterijas — Mycobacterium tuberculosis H37Rv (zr. 1.2 pav.).

XN X
, & o

— |
(6]
1 OCH;, r

1.2 pav. Sulfanilamido fragmentus turintys dariniai 1, 2

=0

N O=w

Biologiniy tyrimy in vitro metu nustatyta, kad sulfanilamidas 1 (Zzr. 1.2 pav.) veiké prie$
Mycobacterium tuberculosis H37Rv patogena, esant 5,69 pg/mL minimaliai slopinimo
koncentracijai, o fluoro fragmenta turintis jo analogas 2 — 6,88 pg/mL.

Sulfanilamido fragmentg turintis junginys 4 buvo susintetintas ir reakcijos metu (zr. 1.5 schemg), i$
darinio 3, alkilinant jj kalio karbonato ir DMF tirpale, kambario temperatiiroje.

OCHj,
N
N
Br 9 — B
l\ A HZNO§—NH r |\ N N OCHj,
N N
0 p
= / / 2
N7 TN NN o N \
)\/Cl K,CO4 )\/N i —
DMF, k.t. S—
3 O 0 4 n N
0

1.5 schema. Sulfonamido fragmenta turin¢io junginio 4 sintezés schema

Biologiniy tyrimy metu nustatyta, kad sulfanilamido fragmenta turintis darinys 4 (Zr. 1.5 schemg)
slopino Mycobacterium tuberculosis H37Rv kultiros augimg, esant 6,25 upg/mL inhibitorinei
koncentracijai.
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Remdamiesi sulfametoksazolo pavyzdziu, mokslininkai susintetino kelis sulfanilamido fragmentus
turintj darinj 5 (Zr. 1.3 pav.) bei istyré jo antibakterines savybes [25].

P

1.3 pav. Sulfanilamido fragmenta turintis junginys 5

Tyrimy in vitro metu, nustatyta, kad gauta medziaga 5 (Zr. 1.3 pav.) ne tik efektyviai slopino
Mycobacterium tuberculosis 331/88 augimg, tafiau taip pat aktyviai veiké ir prie§ Kkitas
mikobakterijas. Esant 2,00 uM koncentracijai, darinys 5 stabdé bakterijy Mycobacterium kansasii
235/80 augima, 0 esant 4,00 uM slopino Mycobacterium kansasii 6509/96 patogenus.

Geru poveikiu prie§ mikobakterijas pasizyméjo publikacijos autoriy [26] susintetintas darinys 6,
struktiiroje turintis ne tik sulfanilamidinj, bet ir heterociklinj tiazolidino fragmenta (zr. 1.4 pav.).

OH

1.4 pav. Biologiskai aktyvus junginys 6

Atlikus biocheminius tyrimus su Mycobacterium tuberculosis patogenais, nustatyta, kad junginys 6
(zr. 1.4 pav.) veiké prie§ bakterijas taip pat gerai, kaip ir komercinis preparatas — ciprofloksacinas.
Abiejy dariniy minimalios inhibitorinés koncentracijos vertés — 3,12 pg/mL.

Ieskodami potencialiy vaistiniy medZiagy, patogeny augimui slopinti, mokslininkai taip pat atlieka in
silico tyrimus, kuriy metu siekiama nuspéti tyrimy prie$ bakterijas in vitro ir in vivo rezultatus, taip
pat nustatyti fizikochemines, farmakokinetines junginiy savybes [27]. Stai straipsnio [28] autoriai
susintetino sulfanilamido fragmenta turintj darinj 8 (Zr. 1.6 schemg), skirta mikobakterijoms naikinti,
taip pat atliko teoring in silico analize.

0 \ _NH,
"
- A\
Cl H,N .:ONHZ )
(0]
| NN > HN
NG SN
=
N
7 8

1.6 schema. Potencialiai biologiskai aktyvaus junginio 8 sintezé

Vienas i§ pagrindiniy in silico tyrimo etapy — molekulinis modeliavimas, atliekamas, panaudojant
specialius programinius paketus, pavyzdziui ,,AutoDock®, ,,AutoDock Vina“, ,,.SwissDock*, ,,GOLD*,
,Surflex-Dock® [29]. Sios sintezés metu (57. 1.6 schemg) tyréjai pasirinko ,,AutoDock 4.0° programa
ir nustaté darinio 8 gimininguma Mycobacterium tuberculosis InhA fermentui. Atlikus molekulinj
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modeliavima, nustatyta, kad sulfanilamido 8 afinitetas minétam biokatalizatoriui yra -9,31 kcal/mol.
Irodyta, jog stiprus rySys su reduktaze InhA stebimas dél vandenilinés jungties, susidarancios su
fermento izoleucino likuéiu — lle 194. Junginio 8 veiksminguma taip pat jrodo ir ,,SWisSSADME*
internetinéje platformoje apskaiciuotos fizikocheminés, farmakokinetinés savybés bei ,,Lipinski’o
taisyklé” [30], pagal kurig susintetintas darinys yra medicini$kai priimtinas. Tad remiantis in silico
skaiiavimy rezultatais, galima prognozuoti, kad junginys 8 aktyviai inhibuos InhA fermentg ir
stabdys mikolio riig§¢iy biosintez¢ patogeno lasteléje.

Sulfanilamido fragmentas buvo panaudotas ir sintetinant darinj 9 (Zr. 1.5 pav.), kuris pasizyméjo
dideliu efektyvumu prie§ Mycobacterium tuberculosis bakterijas [31].

NH, ﬂ
0 HN—EO—NHZ
0

1.5 pav. Sulfanilamido fragmentg turintis ir prie§ mikobakterijas veikiantis junginys 9

Biologiniy tyrimy metu paaiskéjo, kad sulfanilamidas 9 (Zr. 1.5 pav.) veikia prie§ mikobakterijas,
esant 0,02 pg/mL minimaliai inhibitorinei koncentracijai, o palyginimui panaudotas izoniazidas —
0,03 pg/mL.

IeSkodami potencialiy farmakofory mikobakteriozéms gydyti, mokslininkai [32] sintetina
sulfanilamidy ir heterocikly fragmentus turin¢ius junginius. Pavyzdziui, prie benzoksazolo prijungus
4-aminosulfanilamidg buvo gautas biologiskai aktyvus darinys 10 (Zr. 1.6 pav.).

1.6 pav. Sulfanilamido fragmenta turintis benzoksazolas 10

Tyrimy in vitro metu, nustatyta, kad junginys 10 (Zr. 1.6 pav.) veikia pries Mycobacterium
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 stama, esant 8 pg/mL slopinimo koncentracijai. Taip pat darinys
10 buvo panaudotas, atlickant molekulinj modeliavimg su baltymu InhA. Analizei reikalingas
Mycobacterium tuberculosis H37Rv fermentas buvo parsisiystas i§ baltymy duomeny bazés, kurio
validuotas identifikacijos kodas — 3FNE. Jvertinus parinkto baltymo InhA ir ligando 10 tarpusavio
gimininguma, nustatyta, kad sulfanilamido 10 afinitetas taikiniui lygus -15,78 kcal/mol.
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1.7 pav. Sulfanilamido fragmenta turin¢io benzoksazolo 10 sgveika su 3FNE baltymu [32]

Taip pat molekulinio modeliavimo metu, nustatyta, kad junginio 10 gimininguma InhA fermentui
lemia vandenilinis rySys, susidarantis tarp darinio 10 -NHSO; grupés vandenilio atomo ir 3FNE
glicino (Gly 96) likucio (Zr. 1.7 pav.).

Sulfanilamido fragmenta prie heterociklinio darinio prijungé ir straipsnio [33] autoriai. Reakcijos
metu, tarp benzotiazolo 11 ir 4-aminosulfanilamido, panaudojant formaldehida, susidaré junginys 12
(zr. 1.7 schemg).

o H,N O S-NH,  F S
N : I:[ pam
NH, \
. S H,C=0 cl N NH
e
1 4 val. 12 G SE
NH,

1.7 schema. Sulfanilamido fragmenta turin¢io benzotiazolo 12 gavimo reakcija

I$tyrus junginio 12 (zr. 1.7 schemg) antimikrobines savybes, pries Mycobacterium tuberculosis
patogenus, nustatyta, kad bakterijy lasteliy augimas nustoja, esant 50,00 pg/mL slopinimo
koncentracijai.

1.3. Tiosemikarbazidy tipo dariniy sintezé ir poveikis prie§ mikobakterijas

Atsizvelgdami j tiokarbonilo fragmenta turincio tioacetazono bei etionamido pavyzdzius, kovojant
prie§ Mycobacterium genties patogenus, mokslininkai sintetina panasaus tipo darinius — jvairius
tiosemikarbazidus ir tiosemikarbozonus. Stai vykstant reakcijai (zr. 1.8 schemg) tarp izotiocianato 13
bei pasirinkto hidrazido, kaip tirpiklj panaudojant acetonitrila, buvo susintetintas junginys 14 [34].

(0]

NH
0 N ? 0
c%° . g
NG cl - N7 \ﬂ/
H
MeCN S (0]
Cl
13

1.8 schema. Tiosemikarbazido 14, slopinan¢io Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterijy augima sintezé
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Nustatyta, kad gautas tiosemikarbazidas 14 (Zr. 1.8 schemq) efektyviai slopina bakterijy

Mycobacterium tuberculosis H37Rv augima, o minimali inhibitoriné koncentracija prie$ patogeng —
15,60 pg/mL.

Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterijy dauginimasi taip pat gali stabdyti tyréjy [35]
susintetinti, sudétyje chloro turintys tiosemikarbazido dariniai 15 ir 16 (zr. 1.8 pav.).

1.8 pav. Tiosemikarbazidai 15, 16, slopinantys Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterijy dauginimasi

Atlikus in vitro tyrimus, nustatyta, kad abu junginiai 15, 16 (zr. 1.8 pav.) veikia pries Mycobacterium
tuberculosis H37Rv §tama, esant 25,00 pg/mL minimaliai slopinimo koncentracijai.

Tiosemikarbazidy gamybai daznai pasirenkamas piridino fragmentas [36]. Stai i§ esterio 17 gautas 2-
piridinkarboksirtigsties hidrazidas 18 buvo paveiktas izotiocianatu (zr. 1.9 schemg.). Reakcijos metu
susintetinti tiosemikarbazidai 19, 20, buvo aktyvis pries Mycobacterium tuberculosis H37Rv
bakterijas.

W NH,-NH, N/ R-NCS \ 19 R:@*SCH3

N _ > N —> N

o EtOH NH NH S
\ \ Cl
0 \—CH, o NH, 0 HN
17 18 /NH 20 R: Cl

1.9 schema. Tiosemikarbazidy tipo junginiy 19 ir 20, turinéiy piridino fragmenta sintezé

Biologiniy tyrimy metu, nustatyta, kad dariniai 19, 20 (zr. 1.9 schemgq.) aktyviai veikia pries
infekcijos sukéléjus, esant minimaliai slopinimo koncentracijai — 15,63 pg/mL. Remiantis inhibavimo
zony duomenimis, efektyviau pries tuberkuliozés sukéléjus veiké junginys 19, kurio slopinimo zona
sieké 30,5 mm. Si reik§mé artima ir palyginimui naudoto medikamento — rifampicino — inhibavimo
zonai, kurios verté — 35,4 mm.

Publikacijoje [37] taip pat pateikiami potencialiai biologiskai aktyvis tiosemikarbazidai 21 ir 22 (Zr.
1.9 pav.).

1.9 pav. Ciprofloksacino fragmentg turintys tiosemikarbazidy dariniai 21, 22

Nustatyta, kad junginiai 21, 22 (zr. 1.9 pav.) pasizymi panasiu biologiniu aktyvumu prie$
Mycobacterium tuberculosis bakterijas, kaip ir antros eilés prieStuberkuliozinis antibiotikas —
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ciprofloksacinas. Dariniy 21, 22 minimali inhibitoriné koncentracija — 3,00 pg/mL, o standartinio
preparato — 1,00 pg/mL. Tad yra galimybé, kad ateityje i antibiotiky sarasa bus jtraukti ir tokio tipo
dariniai.

Tiosemikarbazidy tipo junginiai daznai derinami su farmaciniu poziiiriu svarbiomis molekulémis,
pvz., adamantanu. Stai publikacijoje [38] pateikta tokio tipo biologiskai aktyvaus darinio 24 sintezé
(zr. 1.10 schemg) ir tyrimai pries Mycobacterium tuberculosis H37Rv bakterijas.

" I N S NO,
_—

= N, H

N NH, THEF, v.t., 4 val. N/ N\NJJ\N
o H H

0 Cl
23 24
1.10 schema. Adamantano fragmenta turintis, biologiskai aktyvus tiosemikarbazidas 24

Tyrimy in vitro metu, nustatyta, kad tiosemikarbazidas 24 (zr. 1.10 schemg) stabdo tuberkulioze
sukelian¢io patogeno Mycobacterium tuberculosis H37Rv augimag, esant 6,25 ug/mL minimaliai
slopinimo koncentracijai. Siuo atveju, inhibavimo zona siekia 96 %.

Tiosemikarbazidy klasei priskiriamas medziagas mokslininkai derina ir su kumariny tipo dariniais.
Stai tyréjai [39], panaudodami heterocikla 25, susintetino tiosemikarbazong 26 (. 1.11 schemg).
Reakcijos metu, chromenonui 25 sureagavus su hidrazinkarbotioamidu, buvo gautas junginys 26,
kuris aktyviai veiké pries Mycobacterium tuberculosis H37Rv paderme, esant minimaliai slopinimo
koncentracijai — 0,50 pg/mL.

S
S >\NH2

B NN
H,N™ N
H -
EtOH
k 90°C, 5 val. N o 7o
CHy 25 k 26

1.11 schema. Chromenono fragmentg turin¢io tiosemikarbazono 26 sintezé

Zinodami, jog kumariny klasés junginiai pasizymi fluorescencinémis savybémis, tyréjai darinj 26 (Zr.
1.11 schemg) panaudojo kaip biozymeklj, stebint jo poveikj Mycobacterium tuberculosis H37Rv
lastelése. Mokslininkai nusprendé, kad vietose, kuriose lgstelés spalva kinta 1§ raudonos ] Zalig,
turimas junginys 26 jungiasi su mikolio riigs¢iy biosintezei reikalingu fermentu HadA (Zr. 1.10 pav.).
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1.10 pav. Tiosemikarbazono 26 poveikis Mycobacterium tuberculosis H37Rv Igsteléje [39]

Siuo atveju, medziagos 26 (5. 1.10 pav.) tiokarbonilo fragmentas sudaro tvirta disulfidinj ry$j su
HadA cisteino fragmentu — Cys 61. Dél Sios priezasties mikolio rig$¢iy biosintezé sustabdoma, o
tiosemikarbazonas 26 pasizymi dideliu efektyvumu prie$ tuberkuliozg sukeliantj patogena.

1.4. Tiosemikarbazido tipo dariniy ciklizacijos reakcijos ir gauty junginiy
antimikobakterinis aktyvumas

Siekdami pagerinti turimy junginiy savybes, mokslininkai daZnai atlieka ciklizacijos procesus. Ne
iSimtis ir tiokarbonilo fragmenta turintys dariniai, i§ kuriy galima gauti biologiskai aktyvius
heterociklinius darinius. Mokslingje literatiiroje [40] daznai minima tiosemikarbazidy ciklizacija,
kurios metu galima gauti jvairius tiadiazolus, triazolus, potencialiai tinkamus mikobakteriozéms

gydyti.

Tiosemikarbazidy ciklizacijos reakcijas mokslininkai daznai atlieka Sarmingje aplinkoje, o procesy
metu yra gaunami triazoly klasei priskiriami junginiai. Stai publikacijos [41] autoriai susintetino
1,2,4-triazolg 28, kuris pasizyméjo geru antimikrobiniu poveikiu (zr. 1.12 schemg).

cl N-NH
cl | \FS
0 NaOH AN N
NN — |

YT ’
| L N

Z cl
N 27 28

Cl

1.12 schema. Tiosemikarbazido 27 ciklizacija Sarminéje aplinkoje

Tyrimy in vitro metu nustatyta, kad triazolas 28 (¢r. 1.12 schemg), gautas i$ piridino fragmentg
turinéio tiosemikarbazido 39, efektyviai slopino Mycobacterium tuberculosis H37Ra patogeny
augima. Junginys 28 veiké pries bakterijas, esant 0,98 pg/mL minimaliai inhibitorinei koncentracijai.

Triazoly efektyvumas prie$ tuberkuliozés sukéléja jrodomas ir kitame literatiiros altinyje [42]. Siuo
atveju, tiosemikarbazido 29 ciklizacijai Sarmingje aplinkoje mokslininkai panaudojo mikrobangas,
taip pagreitindami vykstantj procesa (Zr. 1.13 schemq).
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1.13 schema. Tiosemikarbazido 29 ciklizacijos reakcija Sarminéje aplinkoje, panaudojat mikrobangas

Paaiskéjo, kad 5-10 min vykusios reakcijos metu, gautas 1,3,4-triazolas 30 (Zr. 1.13 schemg) aktyviai
veiké pries Mycobacterium tuberculosis H37Rv stama, esant 0,63 pM minimaliai slopinimo
koncentracijai. Junginys 30 nedideliu skirtumu, taciau buvo efektyvesnis uz standarting medziaga —
izoniazida, kurio minimali inhibitoriné koncentracija tyrimo metu sieké 0,70 pM.

Ieskodami potencialiy prieStuberkulioziniy preparaty, mokslininkai [43] susintetino 1,2,4-triazolg 32
iI$ tiosemikarbazido 31, vykdydami ciklizacija 10 % kalio hidroksido tirpale (zr. 1.14 schemg).

0 N—NH
R NH,  10%KOH | \Fs
VY B :
H 80-100 °C, 3 val, H
S
O,N O,N
31 32

1.14 schema. Tiosemikarbazido 31 ciklizacijos reakcija

Reakcijos metu, Sarminéje aplinkoje susidargs triazoly klasei priskiriamas junginys 32 (zr. 1.14
schemg), buvo veiksmingas prie§ Mycobacterium tuberculosis bakterijas, esant 9,05 pg/mL
minimaliai slopinimo koncentracijai aktyviojoje fazéje.

I§ tiosemikarbazidy, ciklizacijos procesy metu, galima gauti tiadiazoly tipo junginius [44]. Stai
pateikta tiosemikarbazono 33 kondensacijos reakcijos schema (Zr. 1.15 schemg), kurios metu gelezies
trivalen¢iu chloridu veikiant pradinj junginj 33 vandens ir metanolio miSinyje, gautas tiadiazolas 34.

NO, NO,
N
— FeCly N/ N
N

—_—

S N
/
>—NH H,0, MeOH,
NH v.t. NH
33

34
1.15 schema. Kamfeno fragmenta turin¢io tiadiazolo 34 sintezé

IStyrus tiadiazolo 34 (zr. 1.15 schemg) biologines savybes, paaiskéjo, kad darinys 34 gerai slopina
tuberkuliozg sukelian¢iy Mycobacterium tuberculosis bakterijy augima, esant 3,90 pg/mL minimaliai
slopinimo koncentracijai, o tinkamumg naudoti preparatg in vivo jrodo, tyréjy atlkti in silico tyrimai.

In silico analizés metu, panaudojant ,,SWiSSADME* Ziniatinklio jrankj, nustatyta, kad tiadiazolas 34
(zr. 1.15 schemg) atitinka medicininius reikalavimus, pagal ,,Lipinski ‘o taisykle*. Jo molekuliné masé
nevirSija 500 g/mol ir siekia 358,14 g/mol. Taip pat molekulés struktiiroje rasti 5 vandenilio atomy
akceptoriai ir tik 1 donoras. LipofiliSkumo parametras logP taip pat atitinka standartg — <5, 0
,»OWiSSADME* jrankio sugeneruota verté siekia — 3,07. Tad remiantis tyrimy in silico ir in vitro prie$
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Mycobacterium tuberculosis rezultatais, galima teigti, kad junginys 34 ateityje galéty buti panaudotas
mikobakteriozéms gydyti.

Tiadiazolus sintetinto ir straipsnio [45] autoriai, 0 gauti junginiai 35, 36 buvo istirti prie$
Mycobacterium tuberculosis H37Rv patogena (zr. 7.11 pav.).

1.11 pav. Halogeny elementus turintys ir antimikobakteriniu poveikiu pasizymintys tiadiazolai 35, 36

Biologiniy tyrimy metu, nustatyta, kad tiadiazolai 35, 36 (Zr. /.11 pav.) pasizymi potencialiu
antibakteriniu veikimu, stabdant tuberkulioze sukelian¢iy patogeny augimg. Junginys 35, turintis
bromo fragmenta, veiké pries Mycobacterium tuberculosis H37Rv mikroorganizmus, esant 58,00
pg/mL, o darinys su fluoro elementu 36 — 69,00 pg/mL minimalioms slopinimo koncentracijoms.

Halogeninty tiadiazoly sintezés metu [46], i§ pradinio junginio 37 gautas ciklinis darinys 38 (zr. 1.16
schemg). Siuo atveju, tiosemikarbazidas 37 buvo virinamas trietilamino (TEA), N-metil-2-pirolidono
(NMP) ir 4-toluensulfonilo chlorido (TsCI) miSinyje 4 val., o susintetintas tiadiazolas 38 iStirtas in
vitro, pries Mycobacterium smegmatis MC155 bakterija.

H H H
/O/N\[]/N\N TEA, NMP, TsCl /©/N S
H > \W /)
k.t. 4 val.
S N~
F F N

1.16 schema. Fluoro fragmenta turin¢io tiosemikarbazido 37 ciklizacijos reakcija

Biologiy tyrimy metu, nustatyta, kad tiadiazolas 38 (zr. 1.16 schemg) veikia prie§ Mycobacterium
smegmatis MC155 patogeng, esant 26,46 uM minimaliai slopinimo koncentracijai. Taip pat buvo
atlikta in silico analizé, siekiant iSsiaiskinti junginio 38 farmakokinetines savybes. Panaudojant
,MolSoft* platforma, nustatyta, jog tiadiazolas 38 atitinka ,.Lipinski ‘o taisykl¢”, o jo panaSumo j
realius vaistinius preparatus balo verté¢ buvo lygi -0.93. Sie parametrai jrodo, jog ciklizuojant
tiosemikarbazidus, gaunami tiadiazolai gali buti aktyvis prie§ patogenus ir mediciniskai priimtini.

Tiadiazolo tipo junginiai, daZnai gaunami, vykdant tiosemikarbazidy ciklizacijos procesus su
koncentruota sieros riigitimi [47, 48]. Stai publikacijoje [49] pateikta biologiskai aktyvaus tiadiazolo
41 dviejy etapy gamybos schema (Zr. 1.17 schemg).

N*N N
H ce= -
N H,S0, (konc.) 7 F < > N=C=s y {‘1 s
N NH, /K )J\
H —_— S NH cl
Cl Kt Cl 2 MeCN S N N
S oL e , V.t H H
39 40 41

1.17 schema. Tiadiazolo 41 sintezé

Pirmojo etapo metu i§ tiosemikarbazido 39, maiSant jj kambario temperatiiroje su koncentruota sieros
rigstimi, gautas tarpinis tiadiazolas 40, kurj paveikus atitinkamu izotiocianatu, turin¢iu fluoro
pakaitg, gautas potencialiai biologiskai aktyvus junginys 41 (Zr. 1.17 schemg). Istyrus susintetinto
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tiadiazolo 41 poveikj prie§ tuberkulioze sukeliantj patogeng Mycobacterium tuberculosis H37Rv,
nustatyta, kad darinys 41 slopina bakterijy augima, esant 10,96 uM minimaliai slopinimo
koncentracijai.

Atlikus tiadiazolo 41 (zr. 1.17 schemg) in silico analizg, nustatytas junginio farmakokinetinis
priimtinumas, remiantis ,,Lipinski‘o taisykle*. Pasinaudodami ,,Molinspiration Cheminformatics*
Ziniatinklio jrankiu, mokslininkai [49] sugeneravo pagrindinius priimtinumg patvirtinancius
parametrus. Nustatyta, kad junginio molekuliné masé lygi 364,86 g/mol, molekulés struktiiroje
randami 4 vandenilio atomy akceptoriai ir 2 donorai. Taip pat jvertintas lipofiliSkumo parametras
logP, kurio verté 4,52. Kadangi visos, ,,Molinspiration Cheminformatics® sistemos pateiktos
parametry vertés atitina ,,Lipinski‘o taisykliy“ ribas, galima prognozuoti, kad tiadiazolas 41 yra
medicini$kai naudingas ir ateityje bus panaudotas mikobakteriozéms gydyti.

1.5. Farmakokinetiniy savybiuy jvertinimo svarba

Ieskant potencialiy vaistiniy preparaty, svarbu jvertinti jy galima efekyvumga in silico analize. Sie
tyrimai leidzia sumazinti biologiskai aktyviy molekuliy paieSkos laika, gamybos kastus, suteikia
galimybe suzinoti virtualius ligando ir baltymo sgveikos modelius. Literattiros apzvalgoje minimi
atvejai [28, 32, 44, 46], kai buvo atlickama ne tik potencialiy antimikobakteriniy dariniy sintezé,
tadiau ir atlikti preliminaris in silico skai¢iavimai. Siy tyrimy metu nustatomos cheminiy junginiy
fizikocheminés bei farmakokinetines savybés. Naudojantis specialiais ziniatinklio jrankiais,
sugeneruojami pagrindiniai, gerg absorbcijg, pasiskirstyma, metabolizmg ir ekskrecijg apibudinantys
parametrai, lemiantys potencialiy vaistiniy medziagy klinikiniy tyrimy sékme.

Analizuojant junginiy tinkamumg naudoti terapijoje, daznai jvertinamas priimtinumas pagal
LLipinski ‘o taisykle* [50], kurig sudaro penkios dedamosios — molekuliné masé, vandeniliniy ry$iy
donory bei akceptoriy kiekis, laisvai besisukan¢iy cheminiy jung€iy skai€ius bei lipofilisSkumas. 1§
Siy kriterijy, svarbiausias yra lipofiliSkumas, jvertinantis tiriamy dariniy gebéjimg pasyviosis
pernasos budu pereiti biologines membranas, tokias kaip vir§kinimo traktas arba hematoencefalinis
barjeras [51]. Lipofiliskumas in silico tyrimuose iSreiskiamas logaritmine israiska logP,
apibidinancia preparato pasiskirstyma dvifazéje sistemoje — oktanolis/vanduo. Nustatyta, kad
optimali logP verté yra nuo 1 iki 3, tuomet medikamentas bus absorbuojamas organizme ir turés gera
biologinio prieinamumo potencialg [52]. Jeigu logP reik§mé virSys ribas, vaistinio preparato
molekulés bus mazai tirpios ir bus pasalintos 1§ organizmo neprasidéjus veikimo procesui. PrieSingu
atveju, kai logP <1, vaistinis preparatas gali pradéti kauptis organizme, dél to padidés Salutiniy
poveikiy tikimybeé.

Pagerinti junginio bioprieinamumg gali tirpumas vandenyje. In silico analizés metu tirpumas
iSreiSkiamas neigiama logaritmine forma — logS [53]. Kai logS reikSmés verté yra nuo -10 iki -6,
junginys laikomas netirpiu, 0 esant nuo -6 iki -4 — vidutinio tirpumo. Kai logS > -4 tiriami junginiai
bus laikomi tirpiais ir priimtinais vartoti terapijoje.

Junginio absorbcijg virSkinamajame trakte apibiidina ir topologinis polinis pavirSiaus plotas TPSA.
Sis rodiklis parodo bendrg tiriamo junginio poliniy grupiy skaiciy, isreiksta A vienetais [54]. Optimali
TPSA reik§mé vaistiniams preparatams — 60120 A. Kai TPSA verté yra mazesné uz 60 A, junginys
bus stipriai absorbuojamas ir pereis hematoencefalinj barjera. Kai reik§mé yra didesné uz 120 A,
junginio absorbcija sumazés, jo molekulés sunkiai pereis biologines membranas.
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P—glikoproteinai (P-gp) yra transmembraniniai baltymai [55], kurie randami epitelyje,
hematoencefaliniame barjere bei organizmo virskinamajame trakte. Sie proteinai yra svarbis
vaistiniy dariniy, aminortgsciy, glikozidy, alkaloidy transportui organizme, todél kuriant naujus
terapinius preparatus reikia jvertinti, ar tiriamas junginys yra P-gp substratas, ar inhibitorius.

Tinkamos medziagy apykaitos procesus apibiidina ir geras kenksmingy dariniy suardymas bei
pasalinimas i§ organizmo. Daugelyje tokiy biotransformacijos procesy dalyvauja monooksigenaziy
fermentai — citochromai CYP450 [56]. Tai hemoproteinai, atliekantys oksidacijos reakcijas
organizme, 0 jy substratai — riebaly rugstys, prostaglandinai, riebaluose tirpiis vitaminai, maisto
priedai, jvarios vaistinés medziagos. Pagrindiniai citochromai CYP450, tiriami vaistiniy medziagy
pricinamumui jvertinti — CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4. Nustatyta, kad
CYP1AZ2 yra atsakingas uz endogeniniy steroidy, kenksmingy karcinogeny, kofeino metabolizma
organizme, o CYP2C19 fermentas metabolizuoja antimaliarinius, antiepilepsinius, chemoterapinius
ir antivirusinius preparatus. CYP2C9 citochromo fermentai skaido deguonies turin¢ius darinius —
karboksirtigstis, alkoholius, net sulfonamidus, o CYP2D6 taikiniai yra azoto struktiiroje turincios
medziagos. CYP3A4 citochromo metabolizmas yra sudétingiausias, dél mazo specifiskumo
substratui. Tokiu atveju, daugelis medziagy gali prisitaikyti prie CYP3A4 aktyviojo centro ir turéti
jam neigiama poveikj. Tad sintetinant potencialius vaistinius preparatus, svarbu atsizvelgti j galima
citochromy CYP450 slopinima, kuris gali sukelti kenksmingy metabolity kaupimasi ir $alutinius
poveikius organizme.

1.6. Literatiiros apZvalgos apibendrinimas

Literatiiros apzvalgoje aptarti Mycobacterium genties patogenai ir jy atsparumg vaistiniams
preparatams lemiantys veiksniai. Remiantis 2012-2021 metais publikuota moksline literatira,
pastebéta, kad tyréjai vis dar iesko aktyviy farmakofory mikobakteriozéms gydyti, atsizvelgdami ]
bakterijy lasteliy sieneliy sudéti, jos komponenty biosintezés mechanizmus. Pagrindiniu taikiniu
laikoma mikolio rtig§¢iy gamyba, kuriai stabdyti sintetinami jvairts sulfanilamidai, jy N-pakeisti
dariniai. Taip pat stebima nauja tendencija — tiokarbonilo dariniy, tiosemikarbazidy,
tiosemikarbazony, tiadiazoly ir triazoly sintez¢. Literatiiros Saltiniuose Sie dariniai apibiidinami, kaip
potencialios antimikrobinés medZiagos, skirtos Mycobacterium genties sukeliamoms infekcijoms
gydyti. Tokio tipo medziagy sintezé gali biiti atlikta vienapakopio proceso metu, nereikalaujant
tarpiniy produkty iSskyrimo, o gauti junginiai daZnai biina aktyvesni uz komercinius preparatus.
Pastebéta, kad daugeliui sintetinamy junginiy yra jvertinamos potencialios farmakokinetings,
fizikocheminés savybés bei biologinis prieinamumas. Tad remiantis turima informacija, verta testi
minéty strukttiry tyrimus, in silico analize bei atlikti potencialiai biologiSkai aktyviy molekuliy
sinteze.
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2. Medziagos ir tyrimo metodai
2.1. Naudotos medziagos

2.1 lentelé. Projekto metu naudoty reagenty sarasas

Reagentas Bruto formulé Pardavéjas/gamintojas Grynumas
4-aminosulfanilamidas CsHsN202S ,,Sigma-Aldrich« >99,0 %
Akrilo rugstis C3H40: »Sigma-Aldrich* 99,0 %
Hidrazino monohidratas N2H4-H20 ,,Sigma-Aldrich« 98,0 %
Kalio tiocianatas KSCN ,,Sigma-Aldrich« >99,0 %
Benzoilo chloridas C7HsOCI »Sigma-Aldrich* 99,0 %
2-hidroksibenzoilchloridas C7HsCIO; »Sigma-Aldrich* 99,0 %
Nikotinoilo chloridas CsH4CINO »Sigma-Aldrich* 97,0 %
Sulfapiridinas C11H11N30,S ,»Sigma-Aldrich* >99,0 %
4-chlorbenzoilchloridas C,H4OCl; ,,Sigma-Aldrich 99,0 %
2-chlorbenzoilchloridas C,H4OCl; ,,Sigma-Aldrich 95,0 %
Anglies disulfidas CS; ,,Sigma-Aldrich >99,0 %
Benzkarbaldehidas C/HsO ,,Sigma-Aldrich >99,0%
4-chlorbenzkarbaldehidas C;HsOCl ,,Sigma-Aldrich 97,0 %
4-metoksibenzkarbaldehidas CsHsO2 ,,Sigma-Aldrich 98,0 %
2-chlor-5-nitrobenzkarbaldehidas C;H4sNOsClI ,,Sigma-Aldrich 97,0 %
4-metilbenzkarbaldehidas CsHsO ,,Sigma-Aldrich 97,0 %

2.2. Tyrimo metodai

Reakcijy eiga ir gauty junginiy grynumas stebéti plonasluoksnés chromatografijos btidu, naudojant
Merc Silica gel 60 F2s ploksteles. Chromatogramos ryskintos UV §viesa, esant 254 nm ir 336 nm
bangos ilgiams. Lydymosi temperatiros nustatytos atviruose kapiliaruose. BMR spektriniai
duomenys uzrasyti Bruker Avance Il (*H 400 MHz, *C 101 MHz) spektrometru, kaip vidinj
standartg panaudojant tetrametilsilana, o tirpiklj— DMSO-ds. Cheminiai poslinkiai ¢ skaléje iSmatuoti
milijoninémis dalimis (mln. d.). Junginiy FT-IR spektrai uzrasyti PERKIN ELMER Spectrum 100 FT-
IR aparatu, naudojant KBr tabletes. Elementiné analiz¢ atlikta Exerter Analytical CE-440 Elemental
aparatu, masiy spektrai uzrasyti, panaudojant Agilent 6530 Q-TOF LC/MS jrangs.

Pradiniy junginiy 2—4 sintezé
3-[(4-Sulfamoilfenil)amino]propano rugstis (2)

I vandenyje (100 ml) istirpinto 4-aminosulfanilamido 1 (17,20 g, 100 mmol) tirpalg sulasinta akrilo
ragstis (10,29 ml, 150 mmol), reakcijos miSinys virintas 8 val. Procesui pasibaigus, iskrite produkto
kristalai filtruoti ir gryninti, perkristalizuojant juos i§ vandens.

( > NE_} CAS Registracijos numeris: 6541-98-6.
OH

(0)
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ISeiga 15,92 g (65 %). Nustatyta Lyd. t., 138-139 °C. Literattroje [57] pateikta Lyd. t., 138-139 °C.
Metil-3-[(4-sulfamoilfenil)amino]propanoatas (3)

3-[(4-Sulfamoilfenil)amino]propano ragstis (2) (15,92 g, 65 mmol) istirpinta metanolyje (80 ml). ]
reakcijos miSinj jlaSintas Katalitinis koncentruotos sieros riigsties kiekis (2—3 lasai), procesas
vykdytas 6 val. Esterifikacijai pasibaigus, i§ reakcijos miSinio rotaciniu garintuvu pasalintas
metanolis, kolbos turinys praskiestas 5 % NaHCOs tirpalu, gauti kristalai nufiltruoti ir gryninti,
perkristalizuojant juos i$ 2-propanolio.

HZN_EONH CAS Registracijos numeris: 1183040-20-1.

Il
(0]

\_>/-70\ Iseiga 15,76 g (94 %). Nustatyta Lyd. t., 75-76 °C. Literattroje [57]
o CHi pateikta Lyd. t., 7677 °C.

4-[(3-Hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamidas (4)

Metil-3-[(4-sulfamoilfenil)amino]propanoatas (3) (15,76 g, 61 mmol) istirpintas 1,4-dioksane, j
misin] sulasintas hidrazino monohidratas (8,87 ml, 183 mmol), reakcija vykdyta 4 val., tirpiklio
virimo temperatiroje. Procesui pasibaigus, iSkrit¢ produkto kristalai filtruoti ir gryninti,
perkristalizuojant juos i§ 2-propanolio ir vandens misinio.

CAS Registracijos numeris: 1211471-67-8.

(0]
HZN—EONH
o P} ISeiga 14,18 g (90 %). Nustatyta Lyd. t., 146147 °C. Literatiiroje [57]
\ pateikta Lyd. t., 145-146 °C.

H
0 NH,

Bendras 1,3,4-tiadiazoly dariniy 8a—8e gavimo buidas

| i8dziovintg ir acetonitrile istirpintg kalio tiocianatg (0,11 g, 1,1 mmol) atsargiai sulasintas
atitinkamas rtigsties halogenidas (1,0 mmol). MiSinys maisytas 4 val. kambario temperataroje,
inertinéje argono atmosferoje. Toliau ] tg pat] miSinj Supiltas DMF (5 ml) iStirpintas rtigsties
hidrazidas 4 (0,26 g, 1,0 mmol), reakcija vykdyta 24 val. Po reakcijos, misinys atvésintas ir skiestas
5 % NaHCO:a tirpalu bei paliktas stovéti k. t. 24 val. Gauti kristalai buvo nufiltruoti, plauti vandeniu,
dziovinti ir be papildomo gryninimo veikti 80 % sieros rugstimi. Ciklizacija vykdyta kambario
temperatiiroje, 24 val. Reakcijai pasibaigus, kolbos turinys ispiltas j leda, gauti kristalai filtruoti,
gausiai plauti vandeniu. Gauta medziaga gryninta, perkristalizuojant ja i§ 1,4-dioksano.

N-(5-{2-[(4-Sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8a)
o _ni, ISeiga 0,29 g (72 %). Lyd. t. 256-257 °C.

(6]
N~N S\\

MN%S A~ O/ ° IR (KBr), v, cm: 1603 (C=N): 1653 (CONH); 3158; 3254

i (ArNH + CONH): 3343; 3383 (NH2). 'H BMR (400 MHz,
DMSO-ds) J: 3,29 (t, 2H, J = 6,7 Hz, CH2CHoNH); 3,53 (kv., 2H, J = 6,5 Hz, CH2CH2NH); 6,66 (t,
1H, J = 5,8 Hz, CH.CH2NH): 6,71 (d, 2H J = 8,5 Hz, H-Ar): 6,95 (s, 2H, J = 6,3 Hz, NH2); 7,54—
8,12 (m, 7H, H-Ar); 12,96 (s, 1H, J = 8,5 Hz, CONH). 13C BMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 29,26
(CH2CH2NH); 42,28 (CH2CH2NH); 111,51; 127,92; 128,80; 129,08; 131,00; 132,28; 133,32; 151,37
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(C-Ar); 160,30; 162,36 (C=N); 165,78 (CONH); HRMS (ESI) C17H18Ns03S; ([M+H*]) apskai¢iuota
404,0851; nustatyta 404,0844.

2-Chlor-N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8b)
ISeiga 0,32 g (74 %). Lyd. t. 211-212 °C.

0 0
@’gi \j\ﬁ O/ © IR (KBF), v, em™: 1601 (C=N): 1655 (CONH): 3169; 3244

s N (ArNH + CONH); 3351 (NHz). 'H BMR (400 MHz, DMSO-
de) 6 3,27 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CHoCH2NH); 3,53 (kv., 2H, J=6,4 Hz, CH,CH2NH): 6,61 (t, 1H, J=5.9
Hz, CH2CH2NH): 6,70 (d, 2H, J=8,5 Hz, H-Ar): 6,95 (s, 2H, J = 6,3 Hz, NH2): 7,55-8,12 (m, 6H,
H-Ar); 13,06 (s, 1H, J = 8,7 Hz, CONH). 3C BMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 29,28 (CH2CHNH):
42,24 (CH.CH,NH); 111,50; 127,91: 128,93; 129,21; 130,75; 131,01: 131,06; 132,97; 138,22; 151,36
(C-Ar) 162.43; 164,96 (C=N); 170,37 (CONH); HRMS (ESI) CisH1CINsOsS2 ([M+H'])
apskaiciuota 438,0461; nustatyta 438,0493.

4-Chlor-N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8c)
O\\S/NHZ ISeiga 0,32 g (73 %). Lyd. t. 248-249 °C.

“ HN——</5/\K/\N/©/ © IR (KBr), v, cm™: 1600 (C=N); 1659 (CONH); 3165;

H 3244 (ArNH + CONH); 3352; 3385 (NH2). *H BMR (400
MHz, DMSO-dg) d: 3,29 (t, 2H, J = 6,6 Hz, CH,CH2NH); 3,53 (kv., 2H, J = 6,4 Hz, CH,CH2NH);
6,61 (t, 1H, J = 5,8 Hz, CH,CH>NH); 6,71 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar); 6,95 (s, 2H, J = 6,3 Hz, NH>);
); 7,54-8,13 (m, 6H, H-Ar); 13,07 (s, 1H, J = 8,8 Hz, CONH). 3C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &:
29,28 (CH2CH2NH); 42,24 (CH2CH2NH); 111,51; 127,92; 129,21; 130,76; 131,01; 131,60; 138,26;
151,36 (C-Ar); 162,48; 164,94 (C=N); 166,92 (CONH); HRMS (ESI) C17H17CINs03S; ([M+H™])
apskaiciuota 438,0461; nustatyta 438,0485.

N-(5-{2-[(4-Sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)piridin-3-karboksiamidas (8d)
Q _nm, ISeiga 0,25 (61 %). Lyd. t. 272-273 °C.

N= HN%SJ\A /©/ © IR (KBr), v, cm™: 1603 (C=N); 1665 (CONH); 3160; 3300
i (ArNH + CONH); 3369 (NH2). *H BMR (400 MHz, DMSO-
ds) 0: 3,29 (t, 2H, J = 6,7 Hz, CH2CH2NH); 3,53 (kv., 2H, J = 6,4 Hz, CH>CH2NH); 6,61 (t, 1H, J =
5,8 Hz, CH2CH2NH); 6,71 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar); 6,96 (s, 2H, J = 6,5 Hz, NH>); 7,57-9,22 (m,
6H, H-Ar); 13,23 (s, 1H, J = 8,9 Hz, CONH). #C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 29,29
(CH2CH2NH); 42,22 (CH.CH2NH); 111,52; 124,09; 127,92; 128,33; 131,02; 136,25; 136,53; 149,78;
151,36 (C-Ar); 153,60; 162,60 (C=N); 164,62 (CONH); HRMS (ESI) C16H17N6O3S2 ([M+H™])
apskaiciuota 405,0804; nustatyta 405,0949.

2-Hidroksi-N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8e)

OH

ISeiga 0,26 g (63 %). Lyd. t. 252-253 °C.

0 ()\\S,NH2
N—
@’g_q j\ﬁ Q/ IR (KB, v, cm: 1602 (C=N); 1680 (CONH); 3029; 3066
> N (ArNH + CONH); 3266 (NH>); *H BMR (400 MHz, DMSO-
de) 8: 3,27 (¢, 2H, J = 6,6 Hz, CH2CH2NH); 3,53 (kv., 2H, J = 6,3 Hz, CH2CH2NH); 6,60 (t, 1H, J =
5,9 Hz, CH,CH:NH); 6,71 (d, 2H, J = 8,7 Hz, H-Ar): 6,95 (s, 2H, J = 6,5 Hz, NH): 6,96-7,98 (m,
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6H, H-Ar); 12,31 (s, 2H, CONH + OH); 3C BMR (101 MHz, DMSO-ds) : 29,42 (CH,CHzNH);
42,09 (CHoCH,NH); 111,54; 117,37; 117,66; 119,99; 127,92; 128,52; 130,84; 131,05; 135,06; 149,19
(C-Ar); 151,33; 158,48 (C=N): 162,12 (CONH):; HRMS (ESI) C17H1sN504S; ([M+H"]) apskaiciuota
420,0800; nustatyta 420,0788.

4-{[2-(5-Sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il)etilJamino}benzensulfonamido (9) sintezé

Tiadiazolo darinio 8a (0,20 g, 0,5 mmol) ir 10 ml 4 % vandeninio NaOH tirpalo misinys virintas
24 val. Reakcijai pasibaigus, misinys atvésintas, iskritg kristalai filtruoti ir gryninti, perkristalizuojant
juos i§ 2-propanolio.

Qi ISeiga 0,11 g (76 %). Lyd. t. 205-206 °C
\

N\N N\
HZN%SJ\AN ? IR (KBr), v, cm™: 1606 (C=N); 3154 (ArNH); 3354; 3376; 3434
H (NH2S0;2, NH2C); 'H BMR (400 MHz, DMSO-dg) 6: 3,05 (t, 2H, J
= 6,7 Hz, CH2CH:NH); 3,41 (kv., 2H, J = 6,5 Hz, CH,CH2NH); 6,60 (t, 1H, J = 5,8 Hz, CH,CH2NH);
6,66 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-Ar); 6,94 (s, 2H, J = 6,4 Hz SO:NH); 7,02 (s, 2H, J = 6,8 Hz, C-NH);
7,53 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar). 13C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 29,65 (CH2CH2NH); 42,20
(CH2CH2NH); 111,39; 127,88; 130,83; 151,40 (C-Ar); 156,20; 169,00 (C=N); HRMS (ESI)
C10H14N502S; ([M+H*]) apskai¢iuota 300,0589; nustatyta 300,0583.

Bendras N-[(4-sulfamoilfenil) karbamotioil]benzamido dariniy 11-16 gavimo buidas

Junginiai 11-13 susintetinti, pagal zinomg metodikg [58]. Gauty struktiiry IR, BMR spektriniai
analizés duomenys, lydymosi temperatiiros atitinka, nurodytas literatiroje. Remiantis tiokarbamidy
11-13 gavimo reakcijy sglygomis [58], taip pat buvo susintetinti dariniai 14-16, kaip pradinj junginj,
panaudojant 4-amino-N-[2-piridil]benzensulfonamida (10). Pirmame reakcijos etape, i§dziovintas
kalio tiocianatas (0,11 g, 1,1 mmol) buvo paveiktas atitinkamu ragsties halogenidu (1,0 mmol).
Reakcija vykdyta acetone (30 ml), 4 val., kambario temperatiiroje, inertinéje argono atmosferoje. Po
reakcijos, ] misinj supiltas pasirinktas ir DMF (10 ml) istirpintas sulfanilamidas (1,0 mmol), viskas
virta 20—24 val. Procesui pasibaigus, misinys skiestas 1 % HCI tirpalu (30 ml), gauti kristalai filtruoti,
plauti vandeniu ir gryninti, perkristalizuojant juos i$ 1,4-dioksano.

N-[(4-Sulfamoilfenil)karbamotioil]benzamidas (11)
Q CAS Registracijos numeris: 92166-72-8.

HN—

S
i O NE‘N“ Iieiga 0,26 g (77 %). Nustatyta Lyd. t., 204-205°C. Literatiiroje [58]
o pateikta Lyd. t., 205-207 °C.

2-Chlor-N-[(4-sulfamoilfenil)karbamotioil]benzamidas (12)

cl CAS Registracijos numeris: 160788-25-0.

(6}
o ISeiga 0,28 g (75 %). Nustatyta Lyd. t., 211-212 °C. Literatiiroje [58]
I

S
H2N_S@N2_NH pateikta Lyd. t., 210-212 °C.

(o)
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2-Chlor-N-[(4-sulfamoilfenil)karbamotioil]benzamidas (13)

S 0\3 C o CAS Registracijos numeris: 400872-39-1.
»—NH
NH

i ISeiga 0,27 g (73 %). Nustatyta Lyd. t., 210-211°C. Literattroje

O
H,N—S
o [58] pateikta Lyd. t., 209-211 °C.

N-{[4-(Piridin-2-ilsulfamoil)fenil]karbamioil}benzamidas (14)

. 0@ Iiciga 0,32 g (78 %). Lyd. t. 239-240 °C
>—NH
NH

HN_E@ IR (KBr), v, cm™: 1671 (CONH); 3023; 3231; 3294 (CSNH +
N= § CONH + NHSO5). IH BMR (400 MHz, DMSO-d¢) &: 6,88-8,07
\_ 7/ (m, 13H, H-Ar); 11,68 (s, 1H, J = 6,9 Hz, NHSO,); 12,72 (s, 2H,

CONH + CSNH). C BMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 114,53; 124,54; 127,63; 128,92; 129,20;
129,35; 129,73; 132,51; 133,68; 139,70; 141,25; 141,63; 153,79 (C-Ar); 168,62 (CONH); 179,69
(CSNH). Elementiné sudétis apskaiciuota, C190H16N4O3S2, %: C 55,33; H 3,91; N 13,58. Nustatyta,
%: C 55,63; H 4,06; N 13,88.

2-Chlor-N-{[4-(piridin-2-ilsulfamoil)fenil]karbamioil}benzamidas (15)

o cl I3eiga 0,36 g (81 %). Lyd. t. 245-246 °C

0 S>_N2_© IR (KBr), v, cm™: 1694 (CONH); 3020; 3173; 3209 (CSNH +
HN_ﬁ‘@*NH CONH + NHSOy). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) ¢: 6,88-8,12
Y=\ O (m, 12H, H-Ar); 11,77 (s, 1H, J = 7,0 Hz, NHSO); 12,19 (s, 1H,
\_/ J=6,8 Hz CONH), 12,61 (s, 1H, J = 7,4 Hz, CSNH); 13C BMR
(101 MHz, DMSO-ds) o: 114,54; 115,65; 120,08; 124,56; 124,81; 127,63; 129,00; 131,18; 131,38;
138,54; 139,77; 141,26; 141,60; 142,68; 153,78 (C-Ar); 167,55 (CONH); 179,58 (CSNH).
Elementiné sudétis apskaiciuota, C10H1sCIN4O3S2, %: C 51,06; H 3,38; N 12,54. Nustatyta, %: C
51,13; H 3,33; N 12,52.

4-Chlor-N-{[4-(piridin-2-ilsulfamoil)fenil]karbamioil}benzamidas (16)

Of C Tieiga 0,36 g (80 %). Lyd. t. 246-247 °C
S Cl

>—NH

NH

HN_?S?@ IR (KBr), v, cm: 1694 (CONH); 3019; 3172; 3204 (CSNH +
NV CONH + NHSOy). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 6,88—
\ / 8,00 (M, 12H, H-Ar); 11,77 (s, 1H, J = 7,0 Hz, NHSOy); 12,61

(s, 2H, CONH + CSNH). 3C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &:
114,54; 115,65; 124,56; 127,63; 129,01; 129,21; 131,18; 131,38; 131,61; 138,53; 141,22; 141,60;
153,78 (C-Ar); 167,55 (CONH); 179,58 (CSNH). FElementiné sudétis apskaiciuota,
C19H15CIN4O3S2, %: C 51,06; H 3,38; N 12,54. Nustatyta, %: C 51,11; H 3,24; N 12,37.

4-{[2-(4-Amino-5-sulfanil-4H-1,2 4-triazol-3-il)etilJamino}benzensulfonamido  (18) gavimo
budas

Maltos kalio hidroksido granulés (6 mmol), iStirpintos metanolyje (50 ml). I gautg Sarminj tirpalg
atsargiai sulasintas anglies disulfidas (0,11 g, 1,5 mmol). MiSinys maiSytas kambario temperatiiroje
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40 min. Toliau j reakcijos indg subertas ragsties hidrazidas 4 (0,26 g, 1 mmol), kolbos turinys
maisytas dar 20 min kambario temperattroje, po to 4 val. virintas. Po reakcijos, misinys atvésintas ir
praskiestas dietilo eteriu. Gauti produkto kristalai nufiltruoti, papildomai praplaunant eteriu. Toliau
gauti kristalai buvo veikiami hidrazino monohidratu (0,15 g, 3 mmol), 2-propanolio ir vandens
miSinyje (1 : 1), virinant 24 val. Reakcijai pasibaigus, miSinys atvésintas, partgstintas ledine acto
ragstimi iki pH 6. Gauti produkto kristalai nufiltruoti, praplauti vandeniu ir perkristalizuoti i$ 50 %
acto riigsties.

N_su Ieiga 0,24 g (79 %). Lyd. t. 238-239 °C

N Y
\
o /_)’N\Nﬁz IR (KBr), v, cm™: 1598 (C=N); 2853 (SH); 3158; 3274 (Ar-NH + N-
HZN-§@NH NH,): 3323; 3389 (NH2S05). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) : 2,90
0 (t, 2H, J = 7,1 Hz, CH.CH:NH): 3,46 (kv., 2H, J = 6,7 Hz,

CH2CH2NH); 5,58 (s, 2H, J = 8,0 Hz, N-NH>); 6,50 (t, 1H, J = 6,0 Hz, CH.CH2NH); 6,67 (d, 2H J =
8,4 Hz, H-Ar); 6,93 (s, 2H, J = 6,3 Hz, NH2S0»); 7,53 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H-Ar); 13,52 (s, 1H, J =
9,5 Hz, SH); *C BMR (101 MHz, DMSO-ds) J: 24,77 (CH2CH2NH); 41,48 (CH,CH2NH); 111,36;
127,88; 130,84; 150,76 (C-Ar); 151,35; 166,44 (C=N); HRMS (ESI) CioH1sNO2S, ([M+H™])
apskaiciuota 315,0698; nustatyta 315,0716.

Sifo baziy 19-24 sintezé

4-Amino-1,2,4-triazolas 18 (0,31 g, 1 mmol) ir atitinkamas benzkarbaldehidas (1,2 mmol) virinti 20
ml 1,4-dioksano ir DMF miSinyje (10 : 1), esant katalitiniui (1-2 laSai) druskos rtgsties Kiekiui. Po
24 val. trukusio proceso, reakcijos tirpalas skiestas 50 ml vandeniniu 1 % K>COs tirpalu bei
ekstrahuotas etilo acetatu. Organiné frakcija su istirpusiu produktu nugarinta rotaciniu garintuvu iki
sausumo ir skiesta 2-propanoliu. Gauti kristalai nufiltruoti, plauti vandeniu ir gryninti,
perkristalizuojant juos i§ 2-propanolio ir 1,4-dioksano misinio (1 : 1).

4-[(2-{4-[(E)-(4-Metoksibenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il}etil)amino]benzensulfonamidas (19)

OCH;  [Seiga 0,40 g (92 %). Lyd. t. 242-243 °C

‘; @ (Q IR (KBr), v, cm™: 1604 (C=N); 2752 (SH); 3127 (Ar-NH);

! 3241; 3312 (NH2S0;). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) J: 2,98

(t, 2H, J = 7,0 Hz, CH2CH2NH); 3,49 (kv., 2H, J = 6,8 Hz,

N )\ CH>CH2NH); 3,87 (s, 3H, J = 7,0 Hz, OCHa); 6,57 (t, 1H, J =

6,1 Hz, CH.CH2NH); 6,63 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar); 6,93 (s, 2H, J = 6,2 Hz, NH>); 7,12-7,84 (m,

8H, H-Ar); 9,77 (s, 1H, J = 6,8 Hz, N=CH); 13,79 (s, 1H, J = 9,8 Hz, SH); *C BMR (101 MHz,

DMSO-ds) o: 24,97 (CH2CH2NH); 56,03 (OCHs3); 66,82 (CH.CH2NH); 111,25; 115,17; 124,95;

127,90; 130,84; 131,02; 149,67 (C-Ar) 151,25; 161,75 (C=N); 163,36 (N=CH); 164,31 (C-Ar).

Elementiné sudétis apskaiciuota, C1sH20NsO3Sz, %: C 49,99; H 4,66; N 19,43. Nustatyta, %: C
49,93; H 4,57; N 19,42.
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4-[(2-{4-[(E)-(2,4-Dichlorbenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il}etil)amino]benzensulfonamidas (20)

I Tieiga 0,42 g (89 %). Lyd. t. 204-205 °C

)

C
) N_g@w (Q IR (KBr), v, cm: 1601 (C=N); 2769 (SH); 3117 (Ar-NH); 3296;
2 \_>\\N ¢ 3380 (NH2S03). 'H BMR (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,03 (t, 2H, J
p

)y = 6,9 Hz, CH2CH2NH); 3,50 (kv., 2H, J = 6,7 Hz, CH.CH2NH);

N
N

o

NZ sH 6,56 (t, 1H, J = 6,1 Hz, CH.CH:NH); 6,62 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
Ar); 6,92 (s, 2H, J=6,3 Hz, NH»); 7,77-8,17 (m, 5H, H-Ar); 10,16 (s, 1H, J=6,8 Hz, N=CH); 13,90
(s, 1H, J = 9,6 Hz, SH); ¥C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 24,94 (CH2CH2NH); 66,82
(CH2CH2NH); 111,24, 127,90; 128,63; 130,46; 130,87; 131,98; 132,67; 133,38; 135,53; 150,09 (C-
Ar); 151,27; 160,34 (C=N); 161,82 (N=CH); Elementiné sudétis apskai¢iuota, C17H16Cl2NsO2S>, %:
C 43,32; H 3,42; N 17,83. Nustatyta, %: C 43,12; H 3,36; N 17,57.

4-[(2-{4-[(E)-Benzilidenamino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il}etil)amino]benzensulfonamidas
(21)

Iieiga 0,36 g (89 %). Lyd. t. 184-185 °C

(6]
HZN—ﬁONH \ IR (KBr), v, em: 1597 (C=N): 2855 (SH); 3063 (Ar-NH): 3242:
0 L\ﬁN,N 3331 (NH2SO2). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) 5: 3,01 (t, 2H, J =
VN 7.1 Hz, CHCHoNH); 353 (kv., 2H, J = 6,9 Hz, CHo.CHoNH); 6,45

SH

(t, 1H, J = 6,1 Hz, CH,CH2NH); 6,69 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar);
7,00 (s, 2H, J = 6,1 Hz, NH>); 7,31-8,01 (m, 6H, H-Ar); 9,96 (s, 1H, J = 6,9 Hz, N=CH); 13,85 (s,
1H, J = 9,7 Hz, SH); 1*C BMR (101 MHz, DMSO-ds) J: 24,90 (CH2CH2NH); 66,82 (CH2CH2NH);
111,86; 128,99; 129,58; 130,19; 131,38; 132,85; 135,19; 149,82 (C-Ar) 153,02; 163,92 (C=N);
169,39 (N=CH); Elementiné sudétis apskaiciuota, C17H18NsO2S2, %: C 50,73; H 4,51; N 20,88.
Nustatyta, %: C 50,83; H 4,33; N 20,59.

4-[(2-{4-[(E)-(2-Chlor-5-nitrobenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il}etil)amino]benzensulfonamidas (22)

ON [ieiga 0,39 g (81 %). Lyd. t. 199-200 °C

. IR (KBr), v, em™: 1602 (C=N); 2853 (SH); 3162 (Ar-NH); 3317;

HzN—,S,ONH ( % 3248 (NH,S0,). 'H BMR (400 MHz, DMSO-ds) 6: 3,06 (t, 2H, J =

© L\FN/N 6,9 Hz, CH,CH2NH); 3,50 (kv., 2H, J = 6,8 Hz, CH2CH2NH); 6,51

NfN/)\ (t, 1H, J = 6,3 Hz, CH2CH2NH); 6,57 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H-Ar);

6,90 (s, 2H, J = 6,1 Hz, NH»); 7,47-8,86 (m, 5H, H-Ar); 10,88 (s,

1H, J = 6,8 Hz, N=CH); 14,01 (s, 1H, J = 9,8 Hz, SH); 3C BMR (101 MHz, DMSO-d¢) §: 24,87

(CH2CH2NH); 66,56 (CH2CH2NH); 111,16; 127,84; 128,12; 130,74; 134,29; 135,32; 140,04; 148,36;

151,75 (C-Ar); 154,88; 156,95 (C=N); 161,49 (N=CH); Elementiné sudétis apskai¢iuota,
C17H16CIN7O4S2, %: C 42,37 H 3,35; N 20,35. Nustatyta, %: C 42,16; H 3,38; N 20,15.

SH
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4-[(2-{4-[(E)-(4-Metilbenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il}etil)amino]
benzensulfonamidas (23)

CH:  [3eiga 0,35 g (84 %). Lyd. t. 238-239 °C

; N_‘.S? ONH IR (KBr), v, cm™: 1603 (C=N); 2735 (SH); 3129 (Ar-NH); 3308;
T \ 3378 (NH2S0>). *H BMR (400 MHz, DMSO-ds) o: 2,41 (s, 3H,
LN>~N’ J=5,9Hz, CHs); 2,99 (t, 2H, J = 7,0 Hz, CH,CH2NH); 3,49 (kv.,

N s 2H, J = 6,8 Hz, CH,CH:NH); 657 (t, 1H, J = 6,1 Hz,

CH2CH:NH); 6,62 (d, 2H, J = 8,5 Hz, H-Ar); 6,92 (s, 2H, J = 6,2 Hz, NH2); 7,38-7,80 (m, 6H, H-
Ar); 9,91 (s, 1H, J = 6,8 Hz, N=CH); 13,82 (s, 1H, J = 9,7 Hz, SH); $3C BMR (101 MHz, DMSO-
de) o: 21,77 (CHzs); 25,01 (CH2CH2NH); 66,96 (CH2CH2NH); 111,24; 127,89; 129,03; 129,88;
130,27; 130,85; 143,54, 149,77 (C-Ar); 151,25; 161,77 (C=N); 164,13 (N=CH); Elementiné sudétis
apskaiciuota, C1s8H20NsO2S2, %: C 51,91; H 4,84; N 20,18. Nustatyta, %: C 51,64; H 4,78; N 19,82.

4-[(2-{4-[(E)-(4-Brombenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il}etil)amino]benzensulfonamidas (24)

Iseiga 0,38 g (80 %). Lyd. t. 251-252°C

Br

HZN_?S? @NH (Q IR (KBr), v, cm™: 1600 (C=N); 2742 (SH); 3124 (Ar-NH); 3316;
u W\ 3399 (NH,S03). *H BMR (400 MHz, DMSO-dg) : 3,01 (t, 2H,
L\/rw’ J =6,9 Hz, CH2CH2NH); 3,50 (kv., 2H, J = 6,7 Hz, CH2CH,NH):
MNP 6,56 (t, 1H, J = 6,1 Hz, CH2CH2NH); 6,63 (d, 2H, J = 8,4 Hz, H-
Ar); 6,93 (s, 2H, J = 6,3 Hz, NH,); 7,50-7,80 (m, 6H, H-Ar); 10,07 (s, 1H, J = 6,9 Hz, N=CH); 13,87
(s, 1H, J = 9,7 Hz, SH); 3C BMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 24,93 (CH.CH:NH); 66,38
(CH2CH2NH); 111,26; 126,80; 127,89; 130,75; 130,87; 131,86; 132,77; 149,96 (C-Ar); 151,27;
161,77 (C=N); 162,27 (N=CH); Elementiné sudétis apskai¢iuota, C17H17BrNs02Sz, %: C 42,42; H

3,56; N 17,46. Nustatyta, %: C 42,17; H 3,37; N 17,26.

2.3. Insilico analizé
2.3.1. Susintetinty junginiy 4-24 farmakokinetiniy savybiuy prognozé

Projekto metu susintetinty junginiy 4-24 farmakokinetiniai parametrai buvo sugeneruoti
, ADMETIab 2.0* Ziniatinklio jrankiu, kuris yra tinkamas vartoti tyrimy ir akademiniais tikslais [59].
Serveris suteikia vartotojui prieigg prie iSsamaus, tikslaus ADMET profiliy numatymo, jvertinant
gerg absorbcija, pasiskirstyma, metabolizmg ir ekskrecija apibidinancius parametrus. IS viso
, ADMETIab 2.0* jrankiu galima sugeneruoti 82 skirtingus parametrus, kuriy skai¢iavimo algoritmas
grindziamas QSAR modeliais. ,,ADMETlab 2.0 platformos sugeneruoti duomenys randami
recenzuojamose publikacijose [60, 61], kurios talpinamos j tokias duomeny bazes, kaip ChEMBL,
PubChem, OCHEM, uztikrinan¢iomis jrankio pateikiamy rezultaty patikimuma.

Projekto metu, susintetintiems dariniams 4-24 buvo sugeneruoti pagrindiniai fizikocheminiali
parametrai, kurie apibadina galimybe, vartoti juos enteraliniu btadu, kaip geriamuosius vaistinius
preparatus. Priimtinumas jvertintas, pagal ,,Lipinski ‘o taisykle .

— molekuliné masé¢, Da (< 500 Da);
— vandeniliniy ry$iy donory skaicius, vnt. (< 5);
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— vandeniliniy rySiy akceptoriy skai¢ius, vnt. (< 10);
— laisvai besisukanc¢iy cheminiy ry$iy skaicius, vnt. (< 10);
— lipofiliskumas logP (< 5).

Taip pat junginiams 4-24 nustatyta absorbcija virskinamajame trakte HIA, hematoencefalinio barjero
pralaidumas BBBP, giminingumas P-gp baltymui ir inhibitorin¢ jtaka CYP3A4 fermentui. Sie
farmakokinetiniai parametrai buvo pateikti ,, ADMETlab 2.0 platformoje sugeneruotomis
kiekybinémis atitik&iy vertémis, intervale O—1. Sios skaitinés reik§més gali biiti traktuojamos, kaip
atvirkstinés tikimybés: kuo verté mazesné, tuo tiriamo parametro rezultatas yra labiau priimtinas.
Remiantis Siuo ,,ADMETIlab 2.0“ jrankio algoritmu, visos sugeneruotos vertés skirstomos j tris
grupes:

— didziausia tikimybé¢, kai atitikties verté yra intervale nuo 0 iki 0,3;
— tikimybé atitikti parametra yra vidutingé, kai rezultato reik§mé kinta nuo 0,3 iki 0,7,
— tikimybé¢ yra nedidelé, kai tiriamo parametro atitikties verté virsija 0,7.

2.3.2. Molekulinis modeliavimas

Baigiamojo projekto metu susintetinty dariniy 4-24 poveikiui mikobakterijose jvertinti pasirinkta
oksireduktazé InhA, o tyrimui atlikti panaudota ,,AutoDockTools 7.5.7“ programos versija.
LHAutoDock “ jrankiu galima sugeneruoti ligando konformacijy prognozes, atlikti modeliavima,
nezinant tikslios baltymo aktyviojo centro vietos, o sistemos pateikiamy rezultaty patikimuma jrodo
duomeny bazése randamy, su Sia programa susijusiy publikacijy gausa [62].

Modeliavimui skirtas taikinys InhA parsiystas i§ Baltymy Duomeny Banko (angl., Protein Data
Bank), su validuotu tarptautiniu kodu ,,2x23“ (Zr. 2.1 pav.).

2.1 pav. ,,Discovery Studio 2021 programos pateikiama, ,,2x23“ baltymo 3D struktiira

,2x23“ — tal Mycobacterium tuberculosis bakterijose aptinkamos oksireduktazés InhA kristaliné
struktiira, slopinama PT70 substrato [63]. Remiantis natyvinio ligando PT70 iSsidéstymu InhA
struktiiroje, yra nustatyta §io fermento aktyviojo centro vieta [64], pagal kurig gali buti atlickamas
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molekulinis modeliavimas. Si taikinio-ligando sritis apibréZiama koordinatémis: x (-20,088), y (-
4,456), z (2,202).

Projekto metu, molekulinio modeliavimas atliktas, pagal $iuos, pagrindinius etapus:

tiriamy junginiy 4-24 ir standartiniy komerciniy preparaty — izoniazido ir etionamido —
trimatés struktaros, i§ anksto buvo paruostos ,,Chem3D” programoje, optimizuojant jas iki
erdvinés energijos minimumo;

»AutoDockTools 1.5.7 programoje baltymui InhA pasalintos erdvéje esancios vandens
molekulés (Edit>Delete Water) ir pridéti poliniai vandenilio atomai (Edit > Hydrogens>Polar
Only);

taikiniui ir tirlamiems ligandams 4-24 suteikti krtiviai (Edit>Charges);

ZAutoDockTools 1.5.7“ programoje uzfiksuotos zinomos baltymo InhA koordinatés — X (-
20,088), y (-4,456), z (2,202), (Grid > GridBox> Set the BOX));

sistemoje paleista modeliavimo uzduotis (Run > Run AutoDock);

atlikta gauty rezultaty analizé (Analyze > Docking > Open).

Molekulinis modeliavimo metu, ,,AutoDockTools 7.5.7“ programoje sugeneruotos tiriamy dariniy 4—
24 jungimosi prie taikinio aktyviojo centro energijos vertés, jvertintos sgveikos sritys, susidaranciy
vandeniliniy rys$iy kiekis ir sgveikaujantys aminoriig§¢iy likuciai. DidZiausio, nustatyto giminingumo
dariniai, buvo apdoroti ,,Discovery Studio 2021 programa, skirta taikinio-ligando sgveikos
vizualizacijai atlikti. Siuo programiniu jrankiu buvo sugeneruoti 2D ir 3D sgveikos modeliai, kuriuose
matomi ,,AutoDockTools 7.5.7“ programos nustatyti, taikininio ir ligando sudaromi rysiai, sgveikos
atstumy vertes.
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3. Tyrimuy rezultatai ir ju aptarimas
3.1. 4-[(3-Hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamido (4) sintezé

Remiantis baigiamojo bakalauro studijy projekto ,,3-[(4-Sulfamoilfenil)amino]propano riigsties
kondensacijos reakcijos, gauty produkty antibakteriniai ir antioksidaciniai tyrimai* rezultatais,
nuspresta, testi tyrimus su sulfanilamidy tipo junginiais. Baigiamajam magistro projektui pasirinktas
tapatus hidrazidas 4, susintetintas pagal zinomag metodika [57], vykstant 3 etapy sintezei (Zr. 3.1
schemg).

0
Z>CooH I
0 H,N—S NH
HzN_ﬁ NH, H,0, v. t., 8 val. 8
0 2 (65 %) OH
0

CH;0H H,S0, (konc.),
v. t.,
6 val.

(0}

Il NH,NH, H,0 Il
H,N—S NH ~«~—————— H,N—S§ NH

g 1,4-dioksanas, v. t., 1

(0}

NH 4 val.
\ 3(94 %) 0\
O

NH, o} CH,

4(90 %)

3.1 schema. 4-[(3-hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamido (4) sintezé

Pirmame etape, reakcijg vykdant vandenyje, 4-aminosulfanilamida 1 paveikus akrilo riigstimi gauta
3-[(4-sulfamoilfenil)amino]propano riigstis (2), kuri buvo panaudota FiSerio esterifikacijos reakcijai
metanoliu (zr. 3.1 schemg). Toliau esterj 3 paveikus hidrazino monohidratu 1,4-dioksane, po 4 val.
trukusios reakcijos gautas riigities hidrazidas 4. Struktiiry 2—4 susidarymga patvirtina 'H ir *C BMR,
IR spektroskopijos, elementinés analizés duomenys, 0 junginiy lydymosi temperatiros atitinka,
nurodytas mokslinéje literatiiroje [57].

3.2. Tiosemikarbazidy tipo dariniy sintezé

Remiantis literatiiros apzvalga, tiosemikarbazidy tipo dariniai, sudétyje turintys chloro atoma [34, 35,
36] rodo gera aktyvumg prie§ Mycobacterium tuberculosis patogenus, o piridino fragmentas
randamas tokiuose komerciniuose prapratuose, kaip izoniazidas ir etionamidas. Remiantis $ia
informacija, projektu metu nusprgsta susintetinti tiosemikarbazidy tipo darinius, panaudojant
antibakterinémis savybémis pasizyminc¢iy, aromatiniy ragséiy halogenidus — benzoilchlorida, 2-
chlorbenzoilchlorida, 4-chlorbenzoilchlorida, nikotinoilo chlorida. Taip pat atsizvelgiant | 4-
aminosalicilo  rugsties veikminguma, gydant tuberkulioze [65], numatyta susintetinti
tiosemikarbazida, turintj salicilo riagsties fragments. Siam tikslui buvo panaudotas 2-
hidroksibenzoilchloridas.

Pirmojo tiosemikarbazidy gavimo etapo metu (Zr. 3.2 schemg), minéti riigs¢iy halogenidai 5a-5e
buvo paveikti kalio tiocianatu, reakcijg vykdant acetonitrile, inertinéje argono atmosferoje. Remiantis
mokslinés literattiros duomeninis [66], tiosemikarbazidy tipo darinius, gera iSeiga galima gauti,
vykdant izotiocianaty prijungimo reakcijas su rugs$éiy hidrazidais. Tad susintetinti pirmo etapo
dariniai  6a—6e, be  papildomo  gryninimo, buvo  paveikti  4-[(3-hidrazinil-3-
oksopropil)amino]benzensulfonamidu (4), tiksliniams produktams gauti 7a-7e (zr. 3.2 schemg, 3.1
lentelg).

34



O NH,
NH
o)

o) HzN'§—< »—NH 4 0 S
g KSCN )OJ\ 0 R N
_— > 4
R™ °Cl cHyCN k. t, R7 ONeS CH;CN, D \ﬂ/\/ \©\
0

5a—5¢ argonas, 4 val. 6a—6e DMF, v. t., 24 val. S//O
& “NH,
Ta-Te
80 % H,SO, l k. t., 24 val.
(0]
\\S/NHz 4 % NaOH 0 O\\S/NHZ
N-
7\ % V. t, 24 val. R’% SN Y
HoN —{S)\A in—< A
N
H s N
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3.2 schema. Tiadiazoly 8a—8e sintezés reakcijos ir hidrolizé $arminéje aplinkoje. Pakaitai R pateikti 3.1
lenteléje (Zr. 3.1 lentelg).

3.1 lentelé. Tiadiazolo dariniai 8a—8e, reakcijy iseiga

Junginio Nr. 8a 8b 8c 8d 8e

o o O o A
Cl Cl | N/ ©)

ISeiga, % 72 74 73 61 63

Ityrus gautus darinius 7a—7e BMR spektrinés analizés metodu, pastebéta, kad *H spektruose, néra

visy reikalingy NH fragmentus atitinkanc¢iy protony signaly. Pavyzdziui, tiosemikarbazido 7¢ (zr. 3.1

pav.) *H BMR spektre stebimi signalai, ties 6,61 ir 6,95 min. d., atitinkamai priskirti grupiy NH-Ar

ir NH2SO» protonams. Taip pat nustatytas singletas ties 13,07 min. d. atitinkantis CONH fragmenta
(¢2r. 3.1 pav.). I8analizavus tariamo tiosemikarbazido 7¢ 3C BMR spektra, uzfiksuotas tik vienas

signalas, atitinkantis C=0 fragmenta, ties 166,92 min. d., nors struktiiroje turéty bati du tokio ti

po

anglies atomai. Taip pat neaptikta C=S rysj apibtdinanti smailé, todél struktiiros jrodymui panaudota

masiy spektrometrijos analizé.
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3.1 pav. Tiosemikarbazido 7¢ tariamas *H BMR spektras

Atlikus tiosemikarbazido 7c sintezés metu gauty kristaly masiy spektrometrinius tyrimus, nustatyta,
kad be pagrindinio produkto 7c, $ios reakcijos metu susidaré ir tiadiazolas 8c, o jj atitinkantis
protonizuoto molekulinio jono signalas stebimas ties 439,0318 m/z (5. 3.2 pav.). Siuo atveju,
tiosemikarbazidg 7c atitinkantis signalas — 456,0585 m/z (zr. 3.2 pav.). Vadinasi, sintezés metu
susidaro aciklinio tiosemikarbazido 7c ir tiadiazolo 8c misinys.

*«103
25 2
2 ER
5 2
15 =
. 2 |2 5
05 2 5 BT s @ T 2 = icipes i} = = = - =
z 8 7 E g = L 2 & S ] g z Z
0 St JE N S b, i RO S PO . R S
200 250 200 250 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 300 350 1000

(miz)
3.2 pav. Tiosemikarbazido 7c ir tiadiazolo 8¢ misinio susidaryma jrodantis MS analizés spektras

Dél sudétingo chromatografinio tiosemikarbazidy ir tiadiazoly skirstymo, jvykdyta gauty produkty
7a—Te ciklizacija, galutinai paverciant turimus aciklinius junginius 7a—7e j tiadiazolus 8a—8e (zr. 3.1
schemg). Reakcijoms atlikti panaudota 80 % sieros rugstis, o pats procesas vykdytas kambario
temperatiiroje, 24 val. Gauty tiadiazoly 8a—8e susidaryma jrodo masiy spektrometriniai duomenys,
kuriuose neaptikti junginiy 7a—7e molekuliniy jony signalai. Stai tiadiazolo 8¢ masiy spektre (zr. 3.3
pav.), po ciklizacijos proceso, neaptiktas aciklinj tiosemikarbazidg 7¢ atitinkantis molekulinio jono
signalas. Siuo atveju, stebima tik viena, darinj 8 atitinkanti smailé, kurios m/z verté lygi 438,0489.
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3.3 pav. Tiadiazolo 8c susidaryma jrodantis MS analizés spektras

Pastebéta, kad 3.3 paveiksle (Zr. 3.3 pav.) junginio 8c molekulinio jono signalas lygus 439,0318 m/z,
0 3.4 iliustracijoje (zr. 3.4 pav.) pateiktame spektre — 438,0489 m/z. Skirtingg to pacio darinio
molekulinio jono susidarymg lemia halogeno, §iuo atveju chloro, izotopinis pasiskirstymas. Kadangi
gamtoje vyraujanéiy Cl izotopy — 3°Cl ir *'Cl — atominés masés yra skirtingos, Kiekvieno jy masés
dalis tiriamajame junginyje lems skirtingas susidarancio protonizuoto molekulinio jono vertes.

Projekto metu, hidrolizuojant tiadiazola 8a 4 % vandeniniame NaOH tirpale (zr. 3.1 schemg), gautas
laisva NH> funkcing grupe turintis darinys 9, kurio struktiira jrodo *H BMR spektre stebimas singletas
ties 7,02 min. d., priskiriamas amino grupés protonamas, ir sumazgjgs aromating sistemg
apibiidinanciy signaly kiekis. Junginio 9 suformavima taip pat jrodo **C BMR spektras, kuriame
neaptiktas amidinio ry§io CONH anglies atomo signalas, ties 165,78 min. d. Taip pat darinio 9 IR
spektre pastebétas sugerties linijos maksimumas, ties 3434,24 cm™, apibiidinantis minéta NH;
funkcine grupg, 0 masiy spektre stebimas junginj 9 atitinkancio protonizuoto molekulinio jono
signalas 300,0583 m/z.

3.3. Sulfanilamido fragmenta turin¢iy tiokarbamido dariniy 11-16 sintezé

Baigiamojo studijy projekto metu buvo nuspresta susintetinti tiokarbamidy tipo darinius, potencialiai
galincius veikti prie§ mikobakterijas (Zr. 3.3 schemg). Kadangi junginiai 11-13 yra Zinomi, taéiau
nebuvo tirti in vitro ir in silico pries Mycobacterium genties patogenus, jie buvo susintetinti, pagal
publikacijoje  [58] pateikta metodikg. Literatiros duomenimis [67], 4-amino-N-[2-
piridil]benzensulfonamido (10) fragmentg turintys junginiai, efektyviai slopina Mycobacterium
tuberculosis patogenus. Tad bioprieinamumui palyginti, projekto metu taip pat susintetinti
tiokarbamido dariniai 14-16 (zr. 3.3 schemg).

O

"
HN 'E‘@’ NH, 0\\S ~NH,
T
Acetonas, V. t., R N N

20-24 val. H H
o KSCN o 11-13(73-77 %)
)j\ > )]\ ] o H
R Cl  Acetonas, Ar, R NCS V- N

S A
5a-5e  k.t.dval 6, 6o /©/ 0 N~ o H
\ _N
H,)N S X
10 \ |
- (6] S \O N
Acetonas, V. t., )j\ )]\ Z
R

20-24 val.

14-16 (78-81 %)

3.3 schema. Sulfanilamido fragmentg turinéiy tiokarbamido dariniy 11-16 sintezés mechanizmas. Pakaitai R
pateikti 3.2 lenteléje (zr. 3.2 lentelg)
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3.2 lentelé. Tiokarbamidy dariniai 11-16, sintezés trukmeé ir reakcijy iSeiga

Junginio Nr. 11 12 13 14 15 16
ISeiga, % 77 75 73 78 81 80

Reakcijos trukmé, val. 20 24 22 21 23 22

Tiokarbamidy dariniai 11-16 susintetinti i$ atitinkamy aromatiniy rugs¢iy halogenidy 5a-5e, vykdant
vienapakopj procesg (Zr. 3.3 schemg). Pirmojo etapo metu, rugs¢iy halogenidai 5a-5e buvo veikiami
kalio tiocianatu. Toliau, be papildomo tarpiniy produkty i§skyrimo, vykdytos izotiocianty 6a—6e ir
pasirinkty sulfanilamidy prijungimo reakcijos, kuriy metu gera 73-81 % iseiga gauti tiokarbamido
dariniai 11-16.

Dariniy 11-16 susidarymg jrodo *H, *3C BMR, IR spektriniai analizés duomenys. Stai junginio 15
protoniniame BMR spektre stebimi du singletai, ties 12,19 ir 12,61 min. d., atitinkamai priskiriami
CONH ir CSNH rysiy protonams. 13C BMR spektre, taip pat randami struktiira 15 jrodantys C=0 ir
C=S funkciniy grupiy signalai, atitinkamai esantys ties 167,55 ir 179,58 min. d. IR spektre matomi
NH grupéms priskiriami sugerties linijos maksimumai, atitinkamai esantys ties 3019,95, 3172,90 ir
3208,79 cm™, jrodantys tiokarbamido darinio 15 susidaryma. Analogiski signalai stebimi ir kity
tiokarbamido dariniy 11-16 1H 13C BMR, IR spektruose.

3.4. Sifo baziy 19-24 sintezé

Atsizvelgiant j literatiros apzvalgoje minéty cikliniy junginiy antimikobakterinj aktyvumga (zr. 1.4
poskyrj), projekto metu buvo nuspresta susintetinti 4-{[2-(4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino } benzensulfonamida (18), kaip pradinj junginj Sifo bazéms 1924 gauti (zr. 3.4 schemg,
3.3 lentele). Darinio 18 sintezé vykdyta per tarpinj kalio ditiokarbazato darinj 17, kuris gautas 4-[(3-
hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamida (4) veikiant anglies disulfidu metanoliniame kalio
Sarmo tirpale (Zr. 3.4 schemg). Toliau gautg kalio ditiokarbazatg 17 paveikus hidrazino monohidratu
2-propanolio ir vandens misinyje (1 : 1), gera 79 % iSeiga susintetintas 4-amino-1,2,4-triazolas 18.

O NH, 0. HN

NH CS,, KOH NH S
O P —— %)
1l .
H,N—S NH 1. MeOH, 20 min, k. t. H,N—S NH
1 2. MeOH, 4 val., v. t. 1
(0] o
4 17

NH,NH,"H,O | 2-propanolis : H,O (1:1),
24 val., v. t.

N SH N SH
‘g N
N\

\ N,
0 N o} NH,
Il / R-CHO I

H,N—S NH - HN-S NH
I R 1,4-dioksanas, DMF, 8

HCI (konc.), 24 val.,
19-24 (80-92 %) V. t. 18 (79 %)

3.4 schema. Sulfanilamido fragmentg turingiy Sifo baziy 19-24 sintez¢. Pakaitai R pateikti 3.3 lenteléje (zr.
3.3 lentelg)
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3.3 lentelé. Sintezés produktai 19-24, reakceijy iSeigos

Junginio 4 20 21 22 23 24
Nr.
R: Cl
H;CO’ : leile : ic1 i ©) H3C/©)\ . [ j
NO,
ISeiga, % 92 89 89 81 84 80

Darinio 18 gavima jrodo BMR ir IR spektriniai analizés duomenys. *H BMR spektre stebima N-NH;
ry$io protonus apibuidinanti smailé, ties 5,58 min. d., o 3C BMR spektre stebimi dvieju C=N grupiy
anglies atomy signalai, ties 151,35; 166,44 min. d., kurie jrodo 4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazolo
fragmento susiformavima molekuléje 18. Tiolinés grupés (SH) signalas stebimas IR spektre, kuriame
uzfiksuotas sugerties linijos maksimumas ties 2852,74 cm™, o masiy spektroskopijos analizés metu
nustatytas 4-amino-1,2,4-triazolg 18 atitinkantis molekulinio jono 315,0716 m/z signalas.

Norint jvertinti pakaity jtaka biologiniam aktyvumui ir bioprieinamumui, atliktos 4-amino-1,2,4-
triazolo 18 kondensacijos reakcijos, su jvairiais benzkarbaldehidais, 1,4-dioksano ir DMF misinyje
(zr. 3.4 schemg). Stebint proceso eigg plonasluoksnés chromatografijos biidu, pastebéta, kad reakcijos
vyksta létai, todél buvo panaudotas katalitinis koncentruotos druskos riigsties kiekis.

Gauty produkty 19-24 (zr. 3.4 schemg, 3.3 lentelg) struktiiras jrodo spektriniai analizés duomenys.
Pavyzdziui, anilo 19 'H BMR spektre randamas signalas, apibiidinantis N=CH rysio egzistavima,
esantis tolimojoje spektro dalyje, ties 9,77 min. d. Zinoma [68], kad junginiai turintys dvigubyjy rysiy
daznai sudaro izomery miSinius, o N=CH jungtis lemia galimg geometriniy izomery — E/Z —
susidaryma. Junginiy 19-24 'H BMR analizés metu nebuvo pastebéta izomerams biidingo smailiy
pasidalinimo. Pavyzdziui, Sifo bazés 23 spektre *H BMR stebimas vienas, N=CH rysj apibidinantis
signalas, randamas ties 9,91 min. d. (zr. 3.4 pav.).
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3.4 pav. Sifo bazés 23 'H BMR spektras

Kadangi 'H BMR spektrinés analizés metu nebuvo pastebéta izomerams biidingo smailiy
pasidalinimo (Zr. 3.4 pav.), 0 remiantis moksline literatiira [68], dazniausiai sudaro E izoforma,
sudaranti 80—90 % tikslinio produkto. Tad siame darbe susintetinto junginio 23 spektrinius duomenis

palyginus su aprasytais literatiiroje, galima daryti prielaida, kad susidaré E izomeras.

3.5. Insilico analizés rezultatai

3.5.1. Sulfanilamido fragmenta turin¢iy dariniy 4-24 farmakokinetiniy savybiuy tyrimo

rezultatai.

Baigiamojo studijy projekto metu, susintetintiems dariniams 4-24 jvertintos farmakokinetinés
savybés, panaudojant ,,ADMETIlab 2.0* Ziniatinklio jrankj. Junginiy vartojimo enteraliniu biidu
priimtinumas jvertintas ,,Lipinski‘o taisykle (Zr. 2.3.1 skyriy), o tyrimo rezultatai pateikti 3.4

lenteléje (Zr. 3.4 lentele).

3.4 lentelé. Dariniy 4-24 priimtinumo jvertinimas, remiantis ,, Lipinski ‘o taisykle*

Junginio Nr. Molekuliné | HD, vnt. HA, vnt. RB, vnt. LipofiliSkumas | ,,Lipinski‘o
masé, Da logP taisyklés*
patvirtinimas,
Taip/Ne
4 258,08 6 7 6 -0,888 Taip
8a 403,08 4 8 7 2,005 Taip
8b 437,04 4 8 7 2,313 Taip

3.4 lentelés tesinys kitame puslapyje
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3.4 lentelés tesinys

8c 437,04 4 8 7 2,680 Taip
8d 404,07 4 9 7 1,127 Taip
8e 419,07 5 9 7 2,262 Taip
9 299,05 5 7 5 0,254 Taip
11 335,04 4 6 6 1,824 Taip
12 369,00 4 6 6 2,173 Taip
13 369,00 4 6 6 2,657 Taip
14 412,07 3 7 7 2,605 Taip
15 446,03 3 7 7 2,942 Taip
16 446,03 3 7 7 3,383 Taip
18 314,06 6 8 5 0,231 Taip
19 432,10 4 9 8 2,490 Taip
20 470,02 4 8 7 3,609 Taip
21 402,09 4 8 7 2,379 Taip
22 481,04 4 11 8 2,965 Ne

23 416,11 4 8 7 2,038 Taip
24 480,00 4 8 7 3,266 Taip

Remiantis Siuo apibrézimu, tik vienas darinys 22 neatitiko reikalavimy dél per didelio vandeniliniy
ry$iy akceptoriy skaic¢iaus HA, kuris buvo didesnis uz ribing vertg — <10 (Zr. 3.4 lentelg).

Potencialiy vaistiniy medziagy pricinamuma per viskinamajj traktg apibtidina ir absorbcija HIA (Zr.
1 priedg), kuri ,,ADMETIab 2.0 platformoje apibiidinama kiekybinémis atitikties vertémis nuo 0 iki
1.,,ADMETIab 2.0* jrankio pateiktos vertés priskiriamos kaip potencialiai naudingos, kai parametro
verté patenka j ribas 0-0,3. Esant 0,3-0,7 intervalui, darinys bus vidutinio tinkamumo, o ribos 0,7—
1,0 rodys neigiama reik§me pasirinktam parametrui.

Darbo metu nustatyta, kad didziausia potencialg pasisavinti per zarnyna, turi Sifo bazés 19-24 ir ju
sintezei reikalingas 4-amino-1,2,4-triazolas 18, o jy atitik¢iy vertés siekia nuo 0,004 iki 0,014 (zr. 3.5
pav.). Taip pat j pasisavinimo enteraliniu biidu tinkamumo ribas patenka, projekto metu susintetintas
pradinis 4-[(3-hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamidas (4) ir tiadiazolai 8a—8e.

In silico skai¢iavimy duomenimis, tiokarbamidy tipo dariniai 11-16 turi maziausig galimybe, biiti
pasisavintiems virSkinamajame trakte, dél,,ADMETIab 2.0 jrankio pateikty dideliy atitikties verciy.
IS Siy dariniy 11-16 galima isskirti 2-chlor-N-[(4-sulfamoilfenil)karbamotioil]benzamida (12), kuris
patenka j reikiamas teorines ribas, o jo pasisavinimo atvirkstiné tikimybé lygi 0,176 (zr. 3.5 pav.).
Visi kiti, susintetinti tiokarbamidai patenka j vidutines ir neigiamas atitik¢iy ribas, apibiidinancias
prastg absorbacija Zarnyne.
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3.5 pav. Dariniy 424 absorbcijos virkinamaje trakte HIA atitikties reikSmeés

Atliekant potencialiy vaistiniy preparaty in silico analize, svarbu nustatyti junginiy gebéjima pereiti
hematoencefalinj barjerg BBBP. Geras kraujo-smegeny barjero pralaidumas padidina tiriamo darinio
galimybe, veikti centring nervy sistemg. Kadangi baigiamojo studijy projekto metu buvo sintetinami
dariniai, kuriy tikslas yra veikti mikobakteriozes sukelian¢ius patogenus, o ne centring organizmo
nervy sistema, tai junginiy 4-24 BBBP pralaidumas turi buiti kuo maZzesnis (zr. 1 priedg).

Kraujo-smegenu barjero pralaidumas BBBP
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3.6 pav. Kraujo-smegeny barjero pralaidumo BBBP junginiams 4-24 atitikties vertés
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Kaip ir absorbcijos virSkinamajame trakte atveju (Zr. 3.5 pav.), junginiy 4-24 pralaidumo per
hematoencefalinj barjerg vertés yra iSreiSkiamos atvirkStinémis tikimybémis, nuo 0 iki 1. IS grafinés
priklausomybés (Zr. 3.7 pav.) matyti, kad maziausiag tikimybe veikti centring nervy sistemg turés 4-
[(3-hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamidas (4) ir 4-{[2-(5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino}benzensulfonamidas (9), o jy atitik¢iy vertés atitinkamai bus lygios 0,403 ir 0,596. Like
iStirti dariniai patenka j didelés tikimybés, pereiti kraujo-smegeny barjera, intervalg ir gali biiti
laikomi biologiSkai nepriimtinais.

Vaistiniy medZiagy pasisavinima lemia saveika su P-glikoproteino baltymu. Zinoma, kad P-
glikoproteinas skatina vaisty eliminacijg i$ zarnyno sienelés ] spindj, i§ kepeny j tulzj ir i$ inksty ]
Slapimg [55]. Veikdamas kaip Salutiniy medziagy transportavimo ,,siurblys®, P-gp baltymas
giminingus darinius padeda greitai paSalinti i$ organizmo. Tad didelis giminingumas Siam pernasos
baltymui gali reikSti prasta vaisto pasisavinimg organizme, mazg bioprieinamumg ir greitg
eliminacijg.

Giminingumas P-gp baltymui
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3.7 pav. Junginiy 4-24, kaip potencialiy substraty P-gp baltymui, atitikties vertés

Atlikus in silico analiz¢ ,,ADMETIab 2.0 Ziniatinklio jrankiu, nustatyta, kad didZioji dalis projekto
metu susintetinty dariniy bus P-glikoproteino substratai (z». 1 priedg). Prie $iy, didziausiu
giminingumu pernasos baltymui P-gp pasiZyméjusiy dariniy, priskiriami visi tiokarbamidy tipo
junginiai 11-16, 4-amino-1,2,4-triazolas 18 ir i jo susintetintos Sifo bazés 19-24 (Zr. 3.7 pav.). I3
anily 19-24, galima i$skirti 4-[(2-{4-[(E)-(4-metilbenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il}etil)amino] benzensulfonamida (23), kurio giminingumas buvo maziausias, o ,,ADMETIlab 2.0
jrankio sugeneruota iSvesties verte atitiko 0,190.

DidZiausias potencialus bioprieinamumas buvo stebétas tiadiazoly 8a—8e Sarminés hidrolizés
produktui 9. IS grafinés priklausomybés matyti, kad 4-{[2-(5-sulfanil-4H-1,2 4-triazol-3-
il)etillamino}benzensulfonamidas (9) turi maziausig teorinj gimininguma P-glikoproteino baltymui,
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0 jj atitinkanti verté 0,934 patenka j neigiamg parametro tikimybe apibudinantj intervalg — 0,7-1,0
(zr. 3.7 pav.). Tiadiazolai 8a—8e taip pat parodé gera biopreinamuma, o maziausiu giminingumu P-
gp baltymui pasizyméjo junginiai — 4-chlor-N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
il)benzamidas  (8¢c)  ir  2-hidroksi-N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
il)benzamidas (8e), kuriy tikimybiy vertés atitinkamai sieké 0,799 bei 0,894 (zr. 3.7 pav.).

Projekto metu, susintetintiems dariniams 4-24 , ADMETlab 2.0 ziniatinklio jrankiu buvo
sugeneruotos tikimybiy vertés, apiblidinanc¢ios CYP3A4 inhibicijos galimybe (Zr. 3.8 pav.). CYP3A4
fermentas yra priskiriamas citochromy CYP450 $eimai, atsakingai uz vaisty metabolizmg organizme
[56]. CYP3A4 slopinimas gali sukelti pirminio vaisto koncentracijos kaupimasi organizme, gali
pradéti kauptis toksinai, atsirasti nepageidaujami Salutiniai poveikiai.

CYP3A4 citochromo inhibavimas
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3.8 pav. Junginiy 4-24, kaip potencialiy inhibitoriy CYP3A4 citochromui, tikimybiy vertés

Pagal ,,ADMETIab 2.0* jrankio pateiktas vertes ir tinkamumo ribas, didziausia inhibicija pasizymi
projekto metu susintetinti tiokarbamidai 11-13, kuriy tikimybiy vertés pateko j inhibicijai
palankiausiy dariniy ribas (0-0,3) bei atitinkamai buvo — 0,025, 0,078, 0,043 (Zr. 3.8 pav.). Taip pat
1 didelés tikimybés intervalg pateko 4-{[2-(5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino}benzensulfonamidas €)] ir 4-{[2-(4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino}benzensulfonamidas (18), potencialiai galintys biti gerais CYP3A4 inhibitoriais.

I$ grafinés priklausomybés matyti (Zr. 3.8 pav.), kad geriausiu biopricinamumu ir maziausia galimybe
inhibuoti citochromg CYP3A4 pasizymi sulfapiridino fragmentg struktiroje turintys tiokarbamidai
14-16. Nustatyta, kad aktyviausias i$ ju yra 2-chlor-N-{[4-(piridin-2-
ilsulfamoil)fenil]karbamioil }benzamidas (15), kurio atitikties verté — 0,887.

Remiantis ,,ADMETIab 2.0 sugeneruotomis inhibitorinio poveikio CYP3A4 citochromui vertémis,
taip pat nustatyta, kad geru bioprieinamumu pasizymi beveik visos Sifo bazés 19-24 (zr. 3.8 pav.). I§
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ju galima i$skirti maziausia inhibicija pasizyméjusj 4-[(2-{4-[(E)-(2,4-dichlorbenzilideno)amino]-5-
sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il } etil)amino]benzensulfonamida (20), kuriam ,,ADMETlab 2.0 jrankio
sugeneruota iSvesties verté sieké 0,846. Vertinant projekto metu susintetinty tiadiazoly 8a—8e
CYP3A4 fermento inhibavimo galimybes, nustatyta, kad junginiai 8a, 8b pasizymi vidutine tikimybe,
neigiamai veikti citochromg (Zr. 3.8 pav.), o jy iSvesties vertés, sugeneruotos ,,ADMETlab 2.0
jrankiu, atitinkamai lygios 0,319 ir 0,459.

Apibendrinus visas ,,ADMETIab 2.0 platformoje sugeneruotas farmakokinetiniy parametry vertes,
galima teigti, kad didZiausig potencialy biopricinamumg turés tiadiazolai 8a—8e (Zr. 3.9 pav.).
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3.9 pav. Junginiai 8a—8e, turintys didziausig potencialy biopricinamuma

Sie junginiai (2. 3.10 pav.) atitiko ,,Lipinski ‘o taisykle, pasizyméjo gera absorbcija Zarnyne HIA.
Taip pat tiadiazoly 8a—8e hematoencefalinio pralaidumo BBBP vertés buvo vienos maziausiy,
lyginant visus susintetintus darinius 4-24. Remiantis in silico skai¢iavimy rezultatais, tiadiazolai 8a—
8e turi maziausig gimininguma P-glikoproteino baltymui, todél jy bioprieinamumas bus didesnis nei
projekto metu susintetinty tiokarbamidy 11-16 ir Sifo baziy 19-24.

3.5.2. Sulfanilamido fragmenta turin¢iy junginiy 4-24 molekulinio giminingumo InhA
fermentui nustatymas

Projekto metu susintetinty dariniy 4-24 teoriniui poveikiui Mycobacterium genties patogenuose
jvertinti, buvo atliktas molekulinis modeliavimas. Taikiniu pasirinkta oksireduktaze InhA, reikalinga
mikobakterijy sienelés komponento, mikoliy riigsiy, biosintezei. Molekulinio modeliavimo metu,
panaudojant ,,AutoDockTools 1.5.7 ” programa, nustatyta tiriamy dariniy 4—24 jungimosi su tiksliniu
fermentu energija, apibidinanti gimininguma taikiniui. Taip pat ,,AutoDockTools 1.5.7” jrankio
pagalba taip pat buvo jvertinti galimi vandeniliniai rySiai, sudaromi su baltymo aktyviojo centro
aminortagsciy likuciais bei nustatytas bendras $iy jungéiy kiekis. Visi molekulinio modeliavimo
tyrimy rezultatai pateikti 2 priede (zr. 2 priedg), o didZiausig gimininguma InhA baltymui turéje
dariniai — 3.5 lenteléje (zr. 3.5 lentele).
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3.5 lentelé. Didziausig gimininguma InhA baltymui turinciy junginiy savybés

Junginys Suformuoty vandeniliniuy Aminoriigstys, dalyvaujancios Jungimosi energija,
rySiy kiekis, vnt. vandeniliniy rysiy susidaryme kcal/mol
8a 3 Argl77:HE, Argl77:HH12, Glul78:0E2 | -5,19
8b 2 Argl77:HH12, Argl77:0 -4,64
8d 2 Glul78:0E2, Phel08:HN -4,62
12 2 GIn224:0, Lys181:HZ1 -4,37
13 2 Met155:0, Lys181:HZ1 -4,48
14 1 Phel08:HN -4,65
15 1 Lys181:HZ1 -4,22
16 2 Argl77:HE, Argl77:HH12 -5,16
20 2 Met155:0, Asn159:0D1 -4,29
21 2 11e105:HN, Glu178:0E2 -4,36
Izoniazidas | 2 Glul78:0E2, Alal57:HN -4,34
Etionamidas | 1 Alal57:HN -4,20

Remiantis tyrimy rezultatais (zr. 3.5 lentele), didzioji dalis susintetinty dariniy pasizyméjo geru
giminingumu oksireduktazei InhA. I$ projekto metu gauty tiokarbamido junginiy 11-16, beveik visi
dariniai pateko tarp aktyviausiy junginiy, potencialiy InhA ligandy, aktyvesniy uz standartinius
preparatus — izoniazidg ir etionamida. IS Sios grupés struktiiry, tvir¢iausig rysj su baltymo aktyviuoju
centru sudaré tiokarbamido darinys 16, Kkurio jungimosi energijos vert¢ buvo -5,16 kcal/mol.
Programos  ,,AutoDockTools  1.5.7”  pateiktais  duomenimis,  4-chlor-N-{[4-(piridin-2-
ilsulfamoil)fenil]karbamioil}benzamidas (16) sudaro 2 vandenilinius rysius su oksireduktazés InhA
aktyviojo centro aminortig§timis — Argl77:HE, Argl77:HH12 (Zr. 3.5 lentele), o jungéiy susidaryma
jrodo ,, Discovery Studio 2021 programa atlikta 2D vizualizacija (Zr. 3.10 pav.).
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3.10 pav. Tiokarbamido darinio 16 poveikis fermento InhA aktyviajame centre (2D)

Remiantis $iais duomenimis (7. 3.10 pav.), tiokarbamido darinys 16 potencialiai sudaro vandenilinj
ry$j su arginino 177 likuciu, per ligando C=0 funkcinés grupés deguonies atomg. Taip pat stebimas
vandenilinio rySio sudarymas su asparagino 159 aminoriagsties liku¢iu, kurj sudaro junginio 16 C=S
funkciné grupé. Taip pat ,,Discovery Studio 2021 programos pateiktoje 2D vizualizacijoje galima
pamatyti Kitas, silpnesnes, tafiau potencialiai sudaromas chemines sgveikas, pavyzdziui Van der
Valso saveika, -0, alkilinius rySius (Z7. 3.10 pav.).

Taip pat geru giminingumu InhA baltymui pasizyméjo Sifo bazé 21, 0 jos jungimosi energijos verté
-4,36 kcal/mol buvo didesné uz komerciniy antibiotiky — izoniazido ir etionamido — energetinius
dydzius (Zr. 3.5 lentelg). Remiantis programos ,, AutoDockTools 1.5.7 " pateiktais duomenimis, 4-[(2-
{4-[(E)-benzilidenamino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il}etil)amino]benzensulfonamidas (21) su
Mycobacterium tuberculosis patogene randama oksireduktaze InhA sudaro du vandenilinius rySius
(zr. 3.11 pav.).
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3.11 pav. Sifo bazés 21 poveikis fermento InhA aktyviajame centre (2D).

Viena i§ galimy vandeniliniy ry$iy sudaro ligando 21 SH grupés vandenilio atomas, jungdamasis su
InhA fermento izoleucino 105 aminortigsties likuéiu (Zr. 3.11 pav.). Antrajj vandenilinj rysj
suformuoja baltymo InhA glutamo riigsties 178 likutis ir Sifo bazés 21 NH funkcinés grupé (zr. 3.11

pav.).

Taip pat 2D vizualizacijoje pateiktas galimas alkilinis rysys, kurj sudaro baltymo InhA arginino 177
likutis ir Sifo bazés 21 sulfanilamidinio fragmento, aromatinio Ziedo sistema (. 3.11 pav.). Sj fenilo
Zieda bei heterociklinj triazolo fragmentg gali veikti ir oksireduktazés InhA aktyviajame centre
esantis lizinas 181, sudarantis du katijoninius rysius.

Projekto metu buvo nustatyta, kad didZiausig afinitetg taikiniui InhA turi tiadiazolas 8a (zr. 3.5
lentele). Sis darinys buvo aktyviausias ne tik tarp cikliniy tiosemikarbazidy tipo junginiy 8a—8e, bet
ir visy sintezés metu gauty struktiiry 4-24 atzvilgiu.

Gera  N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamido ~ (8a)  afinitetg
Mycobacterium tuberculosis oksireduktazei InhA lémé taikinio-ligando sgveika, iSreiksta trimis

vandeniliniais rySiais, kuriuos sudaro fermento aktyviajame centre randamos aminoragstys —
Argl77:HE, Argl77:HH12, Glul78:0E2 (zr. 3.5 lentele).
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3.12 pav. Didziausig afiniteta taikiniui InhA turéjusio tiadiazolo 8a poveikis fermento aktyviajame centre

(2D)

Remiantis ,,AutoDockTools 1.5.7 ” programos sugeneruotais duomenimis ir ,, Discovery Studio 2021
2D vizualizacija (zr. 3.13 pav.), tiadiazolo 8a NH grupé gali sudaryti vandenilinj rysj su glutamo
ragsties 178 likuciu, o triazolo azoto atomas dalyvauja vandenilinio rySio sudaryme su alanino 157

fragmentu.

lliustracijoje (Zr. 3.12 pav.) taip pat matyti, kad InhA aktyviajame centre esantis arginino 177 likutis
turi net tris galimybes, sudaryti vandenilinj rysj su tiriamu ligandu 8a. Molekulinio modeliavimo
metu nustatyta, kad §i aminortigstis gali veikti du triazolo fragmente randamus azoto atomus ir C=O
grupés deguonies atoma (Zr. 3.12 pav.). Tad tokia sgveika tik padidina tiadiazolo 8a galimybg

prisitvirtinti prie tikslinio baltymo InhA aktyviojo centro ir slopinti jo veikima.

Projektu metu, molekulinio modeliavimo duomenys taip pat buvo apdoroti ,, Discovery Studio 2021
programos aplinkoje, pateikiant susintetinty dariniy 4-24 3D vizualizacijas. Stai iliustracijoje (zr.
3.13 pav.) matoma aktyviausio junginio, tiadiazolo 8a, erdviné sgveika su InhA baltymo aktyviuoju

centru.
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Acceptor

A

3.13 pav. Didziausig afiniteta taikiniui InhA turéjusio tiadiazolo 8a poveikis fermento aktyviajame centre

(3D)

3.6 lentelé. Tiadiazolo 8a funkciniy grupiy ir InhA fermento aminortigs¢iy likuciy sudaromy vandeniliniy

rysiy atstumy vertés

InhA fermento aktyviojo centro
aminorigsties likutis

Tiadiazolo 8a funkciné grupé,
dalyvaujanti vandenilinio rysio

Atstumas tarp sgveikaujanciy
grupiy, A

sudaryme
Argl77 N=C (triazolo fragmentas) 1,84
Argl77 N=C (triazolo fragmentas) 2,03
Argl77 C=0 2,37
Glul78 NH 2,11
Alals7 C-N (triazolo fragmentas) 2,30

Tiadiazolo 8a 3D vizualizacijoje galima matyti ir realius atstumus, tarp vandenilinius rySius
sudaran¢iy atomy (Zr. 3.13 pav.). Kadangi daznai, visas atstumy vertes sunku raSkiai pateikti,
,,Discovery Studio 2021 programos darbiniame lauke sugeneruota apibendrinta duomeny lentelé (Zr.

3.6 lentelg).
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4. Rekomendaciju dalis

Remiantis in silico tyrimy rezultatais, aktyviausiu poveikiu pries Mycobacterium tuberculosis
patogeno InhA fermentg pasizyméjo N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
il)benzamidas (8a), todél rekomendacijy skiltyje nuspresta pateikti $io darinio aparatiiring gamybos
schema (Zr. 4.1 schemg, 4.1 lentelg).

I reaktoriy 2, su patalpintu benzoilo chloridu, i$ rezervuaro 1 tiekiamas kalio tiocianato tirpalas
acetonitrile. Svarbu, kad KSCN tiekimo metu, reaktorius 2 biity vésinamas, veikiant ausintuvui 4, 0
i§ talpos 3 buty paduodamas inertiniy dujy (rekomenduojama azoto) srautas. Reakcija vykdoma,
maiSant reaktoriuje 2 esancius reagentus maisykle ir palaikant 0 °C temepratara. Po 4 val. trunkanéio
proceso, ausintuvas 4 i§jungiamas, reaktoriuje 2 esan¢iam misiniui leidziama susilti iki kambario
temperatiros. Tuomet | reakcijos talpg 2 i§ rezervuaro 5 paduodamas 4-[(3-hidrazinil-3-
oksopropil)amino]benzensulfonamido (4) tirpalas acetonitrile. Prijungimo reakcija reaktoriuje 2
atliekama 24 val., tirpiklio virimo temperatiroje, palaikomoje kaitinimo elementu 4. Procesui
pasibaigus, miSiniui leidZiama atvésti iki kambario temperattros, susidariusi neorganiné KCl frakcija,
nufiltruojama filtre 7 ir tiekiama j atlieky rezervuarg. Likgs tirpalas, su tiksliniu produktu, siurbliu 8
tiekiamas ] nusodinimo talpg 9, su maiSykle, kurig auSinant, iSkrenta tarpinio produkto kristalai.
Gautas aciklinis tiosemikarbazidas (7a) toliau nufiltruojamas filtre 10 ir yra tiekiamas j dziovinimo
skyriy, kuriame drégmé paSalinama biigninéje dZiovykléje 11, esant 90 °C temperatarai. Filtravimo
metu atskirtas acetonitrilas tiekiamas | tirpikliy regeneracijos sistema.

2 [ ‘
10 L J W
Tirpikliu regeneracijos

sistema A s
14 4
oJ—» 4o i Y

Atliekos €——

8 2
8
J—
16
Produkto pakavimo 18 OJ_Q 15
irengimas *—LI C 2“—— D — —» Atliekos
8
—

4.1 schema. Tiadiazolo 8a aparatiriné gamybos schema. Jrengimy Zyméjimas pateiktas 4.1 lenteléje (Zr.
4.1 lentelg)
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Dziovykléje 11 iSdziovinti Kristalai transporteriu 12 yra tiekiami j antro etapo reaktoriy 13, su jau i$
anksto patalpinta 80 % sieros riigstimi. Reaktorius 13 ausinamas, ciklizacijos procesas vykdomas 24
val., 0 °C temperattiroje. Po reakcijos, miSinys yra tickiamas j nusodintuvg su pakrautu ledu, iskrite
N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamido (8a) kristalai dar 30 min
maiSomi nusodintuve, auSintuvu 4 palaikant 4 °C temperatiira. Ledo kristalams iStirpus, misinys
filtruojamas filtru 15, atskirta vandeniné terpé pasalinama j atliekas, o produkto kristalai siurbliu
tiekiami ] kristalizatoriy 16. Medziaga kristalizatoriuje 16 iStirpinama, tiekiant etanolj, i§ rezervuaro
17. Gautas misinys verdamas tirpiklio virimo temperatiiroje 15 min, kol iStirpsta tikslinis junginys
8a. Tuomet kaitinimas stabdomas, miSiniui leidziama atvésti iki kambario temperattros, 0 produktui
Issikristalinti. Gautas tiadiazolas 8a atskiriamas nuo tirpiklio filtre 18 ir yra tiekiamas j dziovinimo
jrenginj 19. Likes etanolis gali buti panaudotas pakartotinai, todél yra nukreipiamas j regeneracijos
sistema.

4.1 lentelé. Tiadiazolo 8a aparatiirinés gamybos schemos jrengimy Zyméjimas

Zyméjimas Irenginys

1 Kalio tiocianto, iStirpinto acetonitrile, rezervuaras
2 Reaktorius, su iSoriniu apvalkalu ir maiSykle

3 Inertiniy dujy talpa (rekomenduojamas azotas)

4 Ausinimo/kaitinimo elementas

5 Ragsties hidrazido 4, istirpinto acetonitrile, rezervuaras
6 ISeinancéio oro filtras

7 Filtras

8 Transportavimo siurblys

9 Nusodinimo rezervuaras, su maiSykle

10 Filtras

11 Biigniné dziovyklé

12 Transportavimo jrenginys

13 Reaktorius, su iSoriniu apvalkalu ir maiSykle

14 Nusodinimo rezervuaras, su maiSykle

15 Filtras

16 Kristalizatorius, su au$inimo/kaitinimo elementu
17 Etanolio rezervuaras

18 Filtras

19 Biigniné dziovyklé

Turimas sausas N-(5-{2-[(4-sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8a) toliau
yra gabenamas | pakavimo skyriy, kuriame priklausomai nuo norimos vaisto formos, yra
kapsuliuojamas, tabletuojamas arba elementariai supakuojamas milteliy pavidalu.
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ISvados

. Vykdant 4-[(3-hidrazinil-3-oksopropil)amino]benzensulfonamido (4) ir izotiocianaty 6a—6e
prijungimo reakcijas, susidaro ne tik tiosemikarbazidai 7a—7e, bet vyksta ir jy ciklokondensacija
] tiadiazolo darinius 8a—8e.

Kaip tiosemikarbazidy analogai, susintetinti tiokarbamido dariniai, taciau jy apskaiCiuotas
bioprieinamumas yra nezymiai blogesnis.

Nustatyta, kad kondensuojant 4-{[2-(4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino}benzensulfonamidag (18) su aromatiniais aldehidais, panaudojant Kkatalitinj
koncentruotos druskos riigsties kieki, susidaro Sifo bazes.

. Atlikus in silico skai¢iavimus nustatyta, kad:

— geriausiu bioprieinamumu, bati vartojamiems enteraliniu budu, pasizymi tiadiazoly tipo
dariniai 8a-8e, 0 maziausiag  tikimyb¢  turéjo 4-[(2-{4-[(E)-(2-chlor-5-
nitrobenzilideno)amino]-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-il}etil)amino]benzensulfonamidas
(22), neatitinkantis ,, Lipinski o taisyklés ",

— biopricinamumg mazina CYP3A4 citochromo inhibicija, kuriai didziausig potencialg turi
tiokarbamido  dariniai 11-13, ir  4-{[2-(4-amino-5-sulfanil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)etilJamino}benzensulfonamidas (18);

— didziausiu  giminingumu mikobakterijy InhA  fermentui pasizymi  N-(5-{2-[(4-
sulfamoilfenil)amino]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-il)benzamidas (8a), o jo jungimosi energija lygi
-5,19 kcal/mol.
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Priedai

1 priedas. Projekto metu susintetinty dariniy 4—24 farmakokinetiniy savybiy analizés rezultatai

Junginio Farmakokinetiniai parametrai
numeris HIA BBBP P-gp baltymo CYP3A4
giminingumas inhibicija

4 0,057 0,403 0,018 0,222
8a 0,159 0,160 0,157 0,319
8b 0,028 0,137 0,248 0,459
8c 0,070 0,072 0,799 0,253
8d 0,029 0,204 0,455 0,203
8e 0,068 0,004 0,894 0,217
9 0,035 0,596 0,934 0,020
11 0,584 0,023 0,002 0,025
12 0,176 0,022 0,001 0,078
13 0,311 0,013 0,001 0,043
14 0,904 0,017 0,001 0,690
15 0,790 0,015 0,001 0,887
16 0,853 0,009 0,001 0,836
18 0,011 0,087 0,025 0,015
19 0,007 0,025 0,009 0,325
20 0,004 0,017 0,001 0,846
21 0,008 0,033 0,002 0,201
22 0,005 0,012 0,002 0,514
23 0,011 0,118 0,190 0,577
24 0,014 0,022 0,001 0,640




2 priedas. Molekulinio modeliavimo, atlikto ,,AutoDock Tools 1.5.7 ” programa, rezultatai

Junginys Suformuoty Aminoriigstys, dalyvaujancios Jungimosi energija,
vandeniliniy rySiy vandeniliniy ry$iy susidaryme kcal/mol
kiekis, vnt.

4 2 Glul78:0E2 -3,04

8a 3 Argl77:HE, Argl77:HH12 Glul78:0E2 | -5,19

8b 2 Argl77:HH12, Argl77:0 -4,64

8c 1 Alal57:HN -4,06

8d 2 Glul78:0E2, Phe108:HN -4,62

8e 1 Lys181:HZ1 -3,97

9 2 Phel08:HN, Arg225:0 -3,87

11 2 Gly205:0, Asn106:HD21 -3,23

12 2 GIn224:0, Lys181:HZ1 -4,37

13 2 Met155:0, Lys181:HZ1 -4,48

14 1 Phel08:HN -4,65

15 1 Lys181:HZ1 -4,22

16 3 Argl77:HE, Argl77:HH12, Glul78:0E2 | -5,16

18 1 Glul78:0E2 -4,17

19 2 Glul78:0E2, Alal57:HN -3,71

20 2 Met155:0, Asn159:0D1 -4,29

21 2 I1e105:HN, Glul78:0E2 -4,36

22 2 Argl77:HE, Phel08:HN -4,30

23 2 Lys181:HZ1, Phel08:HN -3,92

24 2 Lys181:HZ1, Phel08:HN -3,90

Izoniazidas 2 Glul78:0E2, Alal57:HN -4,34

Etionamidas 1 Alal57:HN -4,20
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