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Novel 1,3,4-thiadiazole cephalosporin derivatives as potential
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and computational study

Nowe 1,3,4-tiadiazolowe pochodne cefalosporyn
jako potencjalne srodki przeciwbakteryjne. Synteza
chemiczna, ocena biologiczna i badania obliczeniowe
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1,3,4-Tiadiazolowe pochodne cefalosporyn zostaty zaprojektowane
i zsyntetyzowane jako potencjalne $rodki przeciwbakteryjne. Zwigzki
te oceniano in vitro pod katem aktywnosci przeciwbakteryjnej wobec
patogenow Gram-dodatnich (S. aureus, S. pneumoniae) i Gram-ujem-
nych (P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli). Testy biologiczne wykazaty,
ze wszystkie pochodne wykazywaty skutecznos¢ przeciwbakteryjna
o szerokim spektrum dziatania, porownywalna lub przewyzszajaca
skutecznos¢ lekow referencyjnych w analizach poréwnawczych. Warto
zauwazyc, ze zwigzek 17i wykazywat najsilniejszg aktywnos$¢ wérdd te-
stowanych szczepéw. Badania dokowania molekularnego wykazaty, ze
zwigzek 17i tworzy stabilne interakcje zarbwno w miejscu aktywnym,
jakiw kieszeni allosterycznej biatka wiazacego penicyline 2a (PBP2a)
z opornego na metycyline S. aureus (MRSA, PDB: 3ZG0), sugerujac
mechanizm podwdjnego wigzania. Ponadto, przewidywania in silico
witasciwosci farmakokinetycznych ADMET (wchtanianie, dystrybucja,
metabolizm, wydalanie i toksyczno$¢) oraz wtasciwosci molekularnych
wykazaty korzystne profile podobne do profili lekow dla wybranych
pochodnych, podkreslajacich potencjatjako kandydatéow do dalszego
rozwoju przeciwko infekcjom wielolekoopornym.

Stowa kluczowe: antybiotykoopornosc, 1,3,4-tiadiazol, cefalosporyna,
aktywnos¢ przeciwbakteryjna, dokowanie molekularne

1,3,4-Thiadiazole cephalosporin derivs. were designed and synthe-
sized as potential cephalosporin-based antibacterial agents. The
synthesized compds. were evaluated in vitro for antibacterial activity
against Gram-positive (S. aureus, S. pneumoniae) and Gram-negative
(P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli) pathogens. Biol. assays demon-
strated that all derivs. exhibited broad-spectrum antibacterial efficacy,
comparable or outperforming reference drugs in comparative analy-
ses. Notably, the compd. 17i displayed the most potent activity across
tested strains. Mol. docking studies revealed that 17i formed stable
interactions at both the active site and allosteric pocket of penicillin-
binding protein 2a (PBP2a) from methicillin-resistant S. aureus (MRSA,
PDB: 3ZG0), suggesting a dual-binding mechanism. Addnl., in silico
predictions of pharmacokinetic properties ADMET (absorption, distri-
bution, metabolism, excretion, and toxicity) and mol. characteristics
indicated favorable drug-like profiles for selected derivs., highlighting
their potential as candidates for further development against multi-
drug-resistant infections.

Keywords: antibiotic resistance, 1,3,4-thiadiazole, cephalosporin, an-
tibacterial activity, molecular docking

Globalne zagrozenie dla zdrowia zwigzane z infekcjami
bakteryjnymi nasilito si¢ z powodu malejacej innowacyjno-
Sci antybiotykdw i rosngcej opornosci mikroorganizmow.
Staphylococcus aureus jest tu dobrym przyktadem dzigki
réznorodnym mechanizmom wirulencji umozliwiajacym
zroznicowane infekcje. Dziesigciolecia ewolucji drobno-
ustrojow i naduzywania antybiotykéw w opiece zdrowotnej
i rolnictwie doprowadzity do powstania coraz bardziej opor-
nych szczepow". W szczegolnosei, oporny na metycyling
Staphylococcus aureus (MRSA) stat si¢ wielolekoopornym
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The global health threat from bacterial infections has
intensified due to declining antibiotic innovation and rising
resistance. Staphylococcus aureus exemplifies this chal-
lenge through its diverse virulence mechanisms enabling
varied infections. Decades of microbial evolution and anti-
biotic overuse in healthcare and agriculture have spawned
increasingly resistant strains”. Notably, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) has become a multidrug-
resistant paradigm, causing over 150,000 annual infections
and 7,000 deaths in the EU alone, as a leading healthcare-
associated pathoger”. MRSA's rapid spread and complex
resistance mechanisms correlate with elevated clinical
mortality rates. This crisis has spurred global efforts to
develop structurally novel antibiotics with distinct action

B, o4 o



paradygmatem, powodujac ponad 150 tys. infekcji rocznie
i 7 tys. zgonow w samej UE, jako wiodacy patogen zwig-
zany z opiekg zdrowotna?. Szybkie rozprzestrzenianie si¢
MRSA i zlozone mechanizmy opornosci koreluja z pod-
wyzszonymi wskaznikami $miertelnosci klinicznej. Ten
kryzys pobudzit globalne wysitki na rzecz opracowania
strukturalnie nowych antybiotykéow o réznych mechani-
zmach dziatania. Innowacje terapeutyczne pozostajg jednak
ograniczone przez stagnacj¢ w opracowywaniu lekdw i brak
przetomow koncepcyjnych w zarzadzaniu opornoscia.
Identyfikacja alternatywnych strategii, ktore minimalizuja
ryzyko opornosci przy jednoczesnym zachowaniu bezpie-
czenstwa, pozostaje zatem pilnym priorytetem w badaniach
nad srodkami przeciwdrobnoustrojowymi.

Chociaz cefalosporyny pozostaja antybiotykami pierw-
szego wyboru, ich skutecznos$¢ maleje z powodu opornosci
bakterii, co wymaga opracowania srodkow nowej generacji.
Kluczowe ograniczenie wynika ze stabego powinowac-
twa wigzania do bialka wigzacego penicyline 2a (PBP2a)
MRSA, ktére umozliwia opornos$é poprzez utrzymywanie
zamknietego miejsca katalitycznego, ktore blokuje dostep
P-laktamow?. Analizy strukturalne ujawniaja podwojng
konformacje PBP2a: zamknigte miejsca katalityczne wspot-
istniejg z otwartymi domenami allosterycznymi. Co naj-
wazniejsze, tylko wowczas, gdy aktywatory allosteryczne
wigza otwarta domene, dochodzi do rearanzacji struktu-
ralnej i odstoniecia miejsca katalitycznego dla interakcji
B-laktamu i pdzniejszego powstrzymania syntezy Sciany
komorkowej. Ten mechanizm napedza obecne wysitki
w zakresie projektowania lekow, skoncentrowane na opty-
malizacji wigzania ligand-PBP2a poprzez racjonalne mody-
fikacje strukturalne* . Cefalosporyny piatej generacji sg
przyktadem tego ukierunkowanego podej$cia. Modyfikacja
C-7 metylotiopirolidynonu Ceftobiprolu ustanawia wielo-
wartosciowe interakcje PBP2a, tworzgc stabilne kompleksy
enzymatyczne, ktore zaklocajg sieciowanie peptydoglikanu
w opornych szczepach MRSA®. Podobnie, C-3 tiazolo-
wa grupa siarczkowa ceftaroliny umozliwia jednoczesne
zaangazowanie 4 btonowych PBP
MRSA. Optymalizacje struktu- g
ralne zwickszaja powinowac-
two PBP2a poprzez podwdjny
mechanizm: poczatkowe wigza-
nie indukuje aktywacje domeny }
transketolazy, podczas gdy kolej-
ne czasteczki tworza stabilne
kompleksy acyl-enzym, ktore
nieodwracalnie hamuja aktyw-
nos¢ transketolazy i skutecznie
przeciwdziataja opornosci na
P-laktamy’ ¥,

Srodki przeciwbakteryjne
na bazie 1,3,4-tiadiazolu staty
si¢ obiecujagcymi kandydatami
terapeutycznymi w leczeniu
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mechanisms. However, therapeutic innovation remains
constrained by stagnant drug pipelines and limited concep-
tual breakthroughs in resistance management. Ildentifying
alternative strategies that minimize resistance risk while
maintaining safety thus remains an urgent priority in anti-
microbial research.

While cephalosporins remain frontline antibiotics, their
efficacy is diminishing due to bacterial resistance, urging
next-generation agent development. A key limitation stems
from poor binding affinity to MRSA's penicillin-binding
protein 2a (PBPZ2a), which enables resistance by maintain-
ing a closed catalytic site that blocks B-lactam access”.
Structural analyses reveal PBP2a’s dual conformation:
closed catalytic sites coexist with open allosteric domains.
Crucially, only when allosteric activators bind the open
domain does structural rearrangement occur, exposing the
catalytic site for p-lactam interaction and subsequent cell
wall synthesis inhibition. This mechanism drives current
drug design efforts focused on optimizing ligand-PBPZa
binding through rational structural modifications*?. Fifth-
generation cephalosporins exemplify this targeted approach.
Ceftobiprole s C-7 pyrrolidinone-methylthio modification
establishes multivalent PBPZa interactions, forming stable
enzyme complexes that disrupt peptidoglycan cross-linking
in resistant MRSA strains®. Similarly, ceftaroline s C-3 thia-
zole sulfide moiety enables simultaneous engagement of 4
MRSA membrane PBPs. Structural optimizations enhance
PBPZa affinity through dual mechanisms. initial binding
induces transketolase domain activation, while subsequent
molecules form stable acyl-enzyme complexes that irrevers-
ibly inhibit transketolase activity and effectively counter
B-lactam resistance’ ¥,

1,3,4-Thiadiazole-based antibacterial agents have
emerged as promising therapeutic candidates for infec-
tious disease management due to their structural selectivity,
favorable toxicity profiles, and optimized pharmacokinetic
properties. The structures of the derivatives have formulas
1-8.
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choréb zakaznych ze wzgledu na ich selektywnosé
strukturalng, korzystne profile toksycznosci i zopty-
malizowane wlasciwosci farmakokinetyczne. Sg one przed-
stawione wzorami 1-8.

Nasilajacy si¢ kryzys opornosci na leki przeciwbakteryjne,
zaostrzony przez niewlasciwe stosowanie kliniczne i ewo-
lucyjna adaptacje bakterii, spowodowat koniecznos¢ opra-
cowania srodkéw nowej generacji zdolnych do pokonania
istniejagcych mechanizmdéw opornosci przy jednoczesnym
zminimalizowaniu toksycznosci ogolnoustrojowej. W tym
badaniu zastosowano strategi¢ racjonalnego projektowania
lekow poprzez integracje farmakoforu 1,3,4-tiadiazolu ze
strukturg rdzenia f-laktamowego cefalosporyn. Poprzez
systematyczng optymalizacje strukturalng z wykorzysta-
niem technik A-alkilacji i chemii kliknigé, zaprojektowano
i zsyntetyzowano nowa seri¢ pochodnych cefalosporyny
zawierajacych podstawniki 1,3,4-tiadiazolowe, wykazujace
silne powinowactwo do PBP2a. Ich aktywnos¢ przeciwbak-
teryjng systematycznie oceniano, a ich wlasciwosci ADMET
(wchtanianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie i tok-
sycznos¢) byly kompleksowo przewidywane przy uzyciu
modeli in silico. Ta praca ustanawia teoretyczne podstawy
dla rozwoju nowych lekoéw przeciwbakteryjnych o zwigk-
szonej skutecznosci i profilach bezpieczenstwa.

Cze$¢ doswiadczalna

Materiaty

Wszystkie chemikalia i odczynniki zostaly uzyskane
z firmy Adamas-Beta Reagent Co., Ltd. (Chiny) w jakosci
analitycznej i wykorzystane bez dodatkowego oczyszczania.

Metodyka badan i
Synteza zwiazkéw chemicznych W s
Wieloetapowa synteza 1,3,4-tia- i

diazolowych pochodnych cefalospo-
ryn 17a—o o aktywnosci przeciwbak-
teryjnej® 1% zostala przedstawiona na
schemacie (1).

Na wstepie zwiazki 9a—o i kwas
(25,45)-1-((alliloksy)karbonylo)-
-4-(tritylotio)pirolidyno-2-karbok-
sylowy (10) poddano kondensacji
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However; the escalating crisis of antibacterial resistance,
exacerbated by clinical misuse and evolutionary bacterial
adaptation, has necessitated the development of next-generation
agents capable of overcoming existing resistance mechanisms
while minimizing systemic toxicity. In this study, we employed
a rational drug design strategy by integrating the 1,3,4-thia-
diazole pharmacophore with the f-lactam core structure of
cephalosporins. Through systematic structural optimization
using N-alkylation and click chemistry techniques, a novel
series of cephalosporin derivatives bearing 1,3,4-thiadiazole
substituents was designed and synthesized, exhibiting strong
affinity for PBPZa. Their antibacterial activities were systemati-
cally evaluated, and their ADMET (absorption, distribution,
metabolism, excretion, and toxicity) properties were compre-
hensively predicted using in silico models. This work establishes
a theoretical foundation for the development of new antibacte-
rial drugs with enhanced efficacy and safety profiles.

Experimental

Materials

All chemicals and reagents were obtained from Adamas-
-Beta Reagent Co., Ltd. (China) in analytical grade and
utilized without additional purification.

Methods

Synthesis of compounds

The multistep synthesis of 1,3,4-thiadiazole cephalospo-
rin derivatives 17a—o with antibacterial activity’'? was
shown on the reaction scheme (1).
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mac¢ zwiazki 12a-0. Jednoczesnie
3-hydroksycephem poddano reak-
cji z chlorkiem metanosulfonylu

Reaction conditions/Warunki reakcji: (a) HOBt/EDCI, rt; (b) TFA/TES, 0~5°C; (c) MsCl/K,CO,, -5~0°C; (d) DIPEA, -5~0°C; (e)
ELN, rt; (f) (1) PCL,, -5~0°C (2) TFA, -5~0°C; (g) NDMBA, PPh,, Pd[P(C¢Hs) 1,
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(MsCl) (kataliza K2COs) w celu wygenerowania zwigzku
13, ktory zostat sprzezony z 12a-o poprzez katalize N, V-
-diizopropyloetyloaming (DIPEA) w celu utworzenia 14a—
0. Sekwencyjne usuwanie aminowych i karboksylowych
grup ochronnych z 14a-o przy uzyciu pentachlorku fosfo-
ru (PCls) i TFA dato 15a-o, ktdre zostaty skondensowane
z aktywnym estrem cefozopranu (kataliza trietyloaming)
w celu otrzymania 16a-o. Wreszcie, selektywne rozszcze-
pienie grupy alliloksykarbonylowej (Alloc) w 16a—o przy
uzyciu NM-metylo-/N, N-dibenzyloaminy (NDMBA), trife-
nylofosfiny (PPhs) i tetrakis-(trifenylofosfiny) palladu(0)
[Pd(PPhs)4] dostarczyto docelowych zwiazkéw 17a—o.

Dokowanie molekularne

Struktury 2D 1,3,4-tiadiazolowych pochodnych cefa-
losporyn zostaly zaprojektowane przy uzyciu oprogramo-
wania KingDraw i przekonwertowane do formatu PDBQT
za posrednictwem oprogramowania Open Babel w celu
przygotowania ligandow. Struktura krystaliczna PBP2a
(PDB ID: 3ZG0) zostata uzyskana z Bazy Danych Bialek
RCSB (https://www.rcsb.org). Po usunigciu wody i ligandu
za pomoca PyMOL 1.8'7, struktura receptora zostala prze-
konwertowana do formatu PDBQT. Symulacje dokowania
molekularnego przeprowadzono przy uzyciu AutoDock
Vina 1.2.3"® z dwoma zdefiniowanymi miejscami wigzania:
kieszenig allosteryczna (wspotrzedne x = 18,7, y = 29,7,
z=25.1; rozmiar siatki 22x58x21 A) i kieszenig miejsca
aktywnego (x = 20,8, y = 26,7, z = 90,1; rozmiar siatki
36x34x22 A). Warto$é wyczerpujaca 20 zostata ustawiona
przy zachowaniu innych domyslnych parametréw, chyba
ze okreslono inaczej.

Najwyzej punktowana konformacja wigzania zostata
przeanalizowana przy uzyciu PLIP (https://plip-tool.biotec.
tu-dresden.de/)!? do profilowania interakcji i PyMOL do
wizualizacji strukturalne;j.

Profilowanie ADMET

Profile ADMET zsyntetyzowanych pochodnych
1,3,4-tiadiazolowych cefalosporyny zostaty obliczone przy
uzyciu zintegrowanych platform. Wtasciwosci ADME prze-
widziano za pomoca SwissADME (http://www.swissadme.
ch)®, analizujac mase czasteczkowa, logP, rozpuszczalno$é
i zachowania farmakokinetyczne, w tym wchtanianie z prze-
wodu pokarmowego i stabilnos¢ metaboliczng. W uzupet-
nieniu, Deep-PK (https://biosig.lab.uq.edu.au/deeppk/)?V
wykorzystat grafowe sieci neuronowe do optymalizacji
profili farmakokinetyczno-toksykologicznych poprzez
modelowanie oparte na strukturze. Do oceny toksycznosci
ProTox-3.0 (https://tox.charite.de/protox3/)? przewidywat
toksyczno$¢ ostra/narzadowa przy uzyciu modeli uczenia
maszynowego przeszkolonych na ponad 300 000 zwigzkow.
To wieloplatformowe podejscie umozliwilo systematyczng
ocene podobienstwa leku poprzez analize sygnatur mole-
kularnych, przewidywanie biodostepnosci i stratyfikacje
ryzyka toksycznos$ci bez walidacji eksperymentalne;j.

Initially, compounds 9a-o and (2S,4S)-1-((allyloxy)
carbonyl)-4-(tritylthio)pyrrolidine-2-carboxylic acid (10)
underwent condensation mediated by I1-hydroxybenzotri-
azole (HOBt) and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-
bodiimide (EDCI) to afford intermediates 11a-o, followed
by trityl (Trt) group deprotection using trifluoroacetic acid
(TFA) and triethylsilane (TES) to yield 12a-o. Concurrently,
3-hydroxycephem reacted with methanesulfonyl chloride
(MsCl) (K-CO:s catalysis) to generate 13, which was coupled
with 12a-o via N, N-diisopropylethylamine (DIPEA) cataly-
sis to form 14a-o. Sequential removal of amino and carbox -
ylic acid protecting groups from 14a—o using phosphorus
pentachloride (PCls) and TFA produced 15a-0, which were
condensed with cefozopran active ester (triethylamine
catalysis) to obtain 16a-o. Finally, selective allyloxycar-
bonyl (Alloc) group cleavage in 16a-o using N-methyl-
-N,N-dibenzylamine (NDMBA), triphenylphosphine (PPhs),
and tetrakis- (triphenylphosphine)palladium(0) [Pd(PPhs)]
delivered the target compounds 17a—o.

Molecular docking

The 2D structures of 1,3,4-thiadiazole cephalosporin
derivatives were designed using KingDraw software and
converted to PDBQT format via Open Babel for ligand
preparation. The PBP2a crystal structure (PDB ID. 37G0)
was obtained from the RCSB Protein Database (https.//
www.rcsb.org). After water and ligand removal using
PyMOL 1.8, the receptor structure was converted to
PDBQT format. Molecular docking simulations were per-
formed using AutoDockVina 1.2.3'¥ with 2 defined binding
sites. the allosteric pocket (coordinates x = 18.7, y = 29.7,
z = 25.1; grid size 22x58x21 A) and active site pocket
(x=208 y=267 z=901 grid size 36x34x22 A). An
exhaustiveness value of 20 was set while maintaining other
default parameters unless specitied.

The top-scoring binding conformation was analyzed
using PLIP (https.//plip-tool.biotec.tu-dresden.de/)" for
interaction profiling and PyMOL for structural visualiza-
tion.

ADMET Profiling

The ADMET profiles of synthesized 1,3,4-thiadiazole
cephalosporin derivatives were computationally evaluated
by using integrated platforms. ADME properties were pre-
dicted through SwissADME (http.//www.swissadme.ch)?”
by analyzing molecular mass, logF, solubility, and phar-
macokinetic behaviors including gastrointestinal absorp-
tion and metabolic stability. Complementarily, Deep-PK
(https.//biosig.lab.uq.edu.au/deeppk/)?” employed graph
neural networks to optimize pharmacokinetic-toxicological
profiles through structure-based modeling. For toxicity
assessment, ProTox-3.0 (https://tox.charite.de/protox3/)*?
predicted acute/organ-specific toxicity using machine
learning models trained on >300,000 compounds. This
multi-platform approach enabled systematic drug-likeness
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Aktywnosc przeciwbakteryjna

Dzialanie przeciwbakteryjne zwiazkéw docelowych
oceniano wobec 5 szczepow bakteryjnych (S. aureus, S.
pneumoniae, P aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae) przy
uzyciu protokotu mikrorozcienczen bulionowych CLSI
MO07-A11% z cefpiromem jako kontrolg. Zwigzki roz-
puszczono i seryjnie rozcienczono w sterylnej wodzie do
stezenia poczatkowego 50 pg/mL. Zawiesiny bakterii (5-10°
CFU/plamke) inokulowano na ptytki agarowe przy uzyciu
inokulatora wielopunktowego, a nastepnie poddawano
18-godzinnej inkubacji w temp. 37°C. Wartosci MIC okre-
slono jako najnizsze stezenie powstrzymujace widoczny
wzrost po znormalizowanej inkubacji. Wszystkie warunki
eksperymentalne zapewniaty Scista kontrole sterylnosci
podczas calej procedury.

Wyniki badan i ich omdéwienie

Syntezy chemiczne

1,3.,4-Tiadiazolowe pochodne cefalosporyn zsyntety-
zowano w 4-etapowym procesie. Poczawszy od zwigzku
10, kondensacja z pochodnymi 1,3,4-tiadiazolu 9a—o przy
uzyciu HOBt/EDCI w THF data pétprodukty 11a—-o w ciggu
5 h. Selektywna triftalilometylowa deprotekcja 11a-o za
pomoca TFA/DCM w temp. 0—5°C wygenerowala surowe
potprodukty merkapto 12a-o, ktére zostaly bezposrednio
wykorzystane w kolejnych etapach. Réwnolegla synteze
zwiazku 13 przeprowadzono poprzez metanosulfonylo-
wanie 3-hydroksycepanu za pomocg MsCl/K.COs w DMF
w temp. -5—0°C. Sprzezenie 13 z 12a-o0 przy uzyciu DIPEA/
DCM dato pétprodukty 14a—o, ktore poddano sekwencyjnej
deprotekcji za pomoca PCls i TFA w temp. -5—-0°C w celu
usuni¢cia aminowych/karboksylowych grup ochronnych,
tworzac 15a—0. Koncowa koniugacja z aktywnym estrem
cefoperazonu w DCM/TEA wytworzyta zabezpieczone
alliloksykarbonylem pochodne 16a—o0, a nast¢pnie katali-
zowana Pd deprotekcja z uzyciem NDMBA/PPhs w THF
pod ostong azotu data docelowe zwigzki 17a-0. Wszystkie
produkty posrednie i koncowe otrzymano w postaci jasno-
z6ttych ciat statych bez oczyszczania chromatograficznego.

Ocena dokowania molekularnego

Dobrze scharakteryzowany mechanizm opornosci na
metycyling wywolanej przez PBP2A u Staphylococcus
aureus (MRSA) doprowadzit do opracowania strategii obli-
czeniowych ukierunkowanych na domene transpeptydazy
w celu zaprojektowania cefalosporyn o wysokim powi-
nowactwie. Modele dokowania zakotwiczone w biatkach
zostaty opracowane przy uzyciu oprogramowania Autodock
Vina. Zintegrowaly one nowe pochodne cefalosporyny
z regionami transglikozylazy i transpeptydazy PBP2A.
Osiagnieto precyzyjng identyfikacje interakcji reszt seryno-
wych w domenach katalitycznych enzymu. Obliczenia ener-
gii wigzania i analizy dokowania molekularnego wykazaty
istnienie zarowno miejsc aktywnych, jak i allosterycznych

assessment through molecular signature analysis, bioavail-
ability prediction, and toxicity risk stratification without
experimental validation.

Antibacterial activity

The antibacterial activities of target compounds were
assessed against five bacterial strains (S. aureus, S. pneu-
moniae, P aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae) using CLSI
MO7-A11 broth microdilution protocoF? with cefpirome as
control. Compounds were dissolved and serially diluted in
sterile water to 50 ug/mlL initial concentration. Bacterial
suspensions (5-10° CFU/spot) were inoculated onto agar
plates using a multipoint inoculator; followed by 18-hour
incubation at 37°C. MIC values were determined as the
lowest concentration inhibiting visible growth after stan-
dardized incubation. All experimental conditions main-
tained strict sterility controls throughout the procedure.

Results and discussion

Chemistry

1,3,4-Thiadiazole cephalosporin derivatives were synthe-
sized through a 4-stage process. Starting from compound 10,
condensation with 1,3,4-thiadiazole derivatives 9a-o using
HOBUt/EDCI in THF produced intermediates 11a-o0 within
b h. Selective triphthalylmethyldeprotection of 11a—o with
TFA/DCM at 0-5°C generated crude mercapto intermedi-
ates 12a-o, which were directly used in subsequent steps.
Parallel synthesis of compound 13 was achieved via meth-
anesulfonylation of 3-hydroxycephem with MsCl/K>CO:s in
DMF at -5-0°C. Coupling 13 with 12a-o using DIPEA/
DCM yielded intermediates 14a-o, which underwent
sequential deprotection with PCls and TFA at -5—0°C to
remove amino/carboxylic acid protecting groups, forming
15a-0. Final conjugation with cefoperazone active ester
in DCM/TEA produced allyloxycarbonyl-protected deriva-
tives 16a-o, followed by Pd-catalyzed deprotection using
NDMBA/PPhs in THF under N: to afford target compounds
17a-o. All intermediates and final products were obtained
as light-yellow solids without chromatographic purification.

Molecular docking evaluation

The well-characterized mechanism of PBPZA-mediated
methicillin resistance in Staphylococcus aureus (MRSA)
has driven computational strategies targeting its transpep-
tidase domain to design high-affinity cephalosporins. The
protein-anchored docking models were developed by using
AutodockVina. They integrated novel cephalosporin deriv-
atives with PBPZA’s transglycosylase and transpeptidase
regions. The modeling prioritized precise identification of
serine residue interactions within the enzyme's catalytic
domains was achieved. Binding energy calculations and
molecular docking analyses evaluated synthetic 1,3,4-thia-
diazole cephalosporin analogs (I7a-0) against both active
and allosteric sites of PBPZA. Key amino acid residues
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PBP2A w syntetycznych 1,3,4-tiadiazolowych analogach
cefalosporyn (17a-0). Kluczowe reszty aminokwasowe
zaangazowane w wigzanie ligandow i odpowiadajace im
energie interakcji zostaly przedstawione w tabeli 1.
Analiza dokowania molekularnego pochodnych 3Z2G0
(17a-0) ujawnita rézne profile wigzania w miejscach
aktywnych i allosterycznych. W miejscu aktywnym wszyst-

involved in ligand binding and corresponding interaction
energies are summarized in 1able 1.

Molecular docking analysis of 3ZG0-bound derivatives
(17a—o) revealed distinct binding profiles at active and allo-
steric sites. At the active site, all compounds demonstrated
strong binding affinities with AG values ranging from -9.5
to -10.7 kcal/mol. Notably, derivatives 17i (cyclohexyl), 17a

Table 1. Binding energies, kcal/mol, of derivatives 17a-o retrieved for both the active and allosteric sites together with their main molecular interactions

Tabela 1. Energie wigzania, kcal/mol, pochodnych 17a-o0 uzyskane dla miejsc aktywnych i allosterycznych wraz z ich gtéwnymi oddziatywaniami moleku-
larnymi

Hydrophobic interactions/

AG (active and . .
( Interakcje hydrofobowe

allosteric sites)/
AG (miejsca

H-bond interactions/Interakcje wigzan H

Ligand Allosteric site/

aktywne
i allosteryczne)

Active site/miejsce aktywne

Allosteric site/miejsce allosteryczne

Active sitel
miejsce aktywne

miejsce
allosteryczne

SER403,GLU447,SER462.-
15a 0677 SER462ASN464.AS- | ASN146.LYS148.ASP275.ASP295. - -
6,-7. N464.GLN521. THR582.- | ASP295 TYR297.TYR297.LYS316
SER598. THR600, THR600
SER462,ASN464,GLY 520,
15b 99-65 | SER598.THR600. THR600. ASN104*TYRX’8513£‘9(5R”)5=ASN146* TYR446,LYS581 ILE144,ILE144
GLU602,GLU602
SER403.LYS406.LYS430.T
HR444. THR444 ASN464.T | ASN104.TYR105.TYR105.ASN146,
15¢ 9569 | HRe00THRG00 TR G e TYRA446 ILE144.ILE144
LU602.GLN613
SER462.SER462.SNA464.
15d -104.-74 | GLY520.THR600.THR600. | SER72.ASN146.LYS148.GLY296 - LYS148.ASP295
GLU602.GLU602
SER462,ASN464.GLNS21.-| gpp 5 ASN104A TYR105.ASN146, ILE144,ILE 144,
15e 9.9-6.7 SER398.THR600,- R - T
THR600.GLU602.GL U602
SER462.ASN464.GLY520.
15f 410273 | THR600.THR600.GLU602, | SER72.ASN104.ASN146.LYS148 - ASP295
GLU602
SER462.ASN464,GLY 520,
15g 10374 | THR600.THR600. THR600. TYR105.ASN146.LYS148 LYS581 LYS148.ASP295
GLU602.GLU602
SER462,ASN464.GLY 520, LB 144 1LE 14
15h 410365 | SER598.THR600.THR600. | ASN104,TYR105.ASN146.ASP295 LYS581 CE
GLU602.GLU602
SER462.SER462.ASN464.
15 410776 | GLY520.THR600. THR600, ASNIM’TYRCI}O&%SEMQLYS14& LYS581.LYS581 LYS148.ASP295
GLU602.GLUG602
SER461,SER462.AS-
. N464,GLN521,.SER598.- | ASN71.ASN104.ASN146,LYS148,
15§ -10.6,-7.4 o P TYR446,.LYS581,LYS581 ASP295
LU602.GLU602
SER462.ASN464.GLY 520,
15Kk 10276 | THR582.SER598. THR600. ASNI46>LYS%Z{3§§‘IS£ 275,A8P295, TYR446,LYS581 LYS273.GLU294
THR600.GLU602.GLU602
SER462.ASN464.GLY 520,
151 -104.-7.0 | SER598.THR600.THR600. | ASN104.TYR105,TYR105.ASN146 LYS581 -
GLU602.GLU602
SER462.ASN464.GLY 520,
15m 410263 | SER598.THR600. THR600. LYS581 ILE144.ILE144
GLU602.GLU602
SER462,ASN464,GLY 520,
15n -10.1-68 | SER598.THR600. THR600. ASN104&?;;22{5?31;‘66’LY5273’ LYS581 ASN146
GLU602.GLU602 .
GLU447.SER462.ASN464.
150 99-70 | GLY520.SER598. THR600. SER72.ASN146.LYS148 LYS581 LYS148.ASP295
THR600.GLU602.GLU602
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kie zwiazki wykazywaly
silne powinowactwo wia-
zania z wartosciami AG
w zakresie od -9,5 do -10,7
kcal/mol. W szczegolnosci
pochodne 17i (cyklohek-
syl), 17a (2,3-dihydro-
-1H-inden-5-ylo) i 17j
(cyklopentyl) wykazywaly
wyzsze energie wigza-
nia, odpowiednio -10,7,
-10,6 i -10,6 kcal/mol. .
W przeciwienstwie do tego, -
bardziej masywny pod-
stawnik 4-(metylosulfony-
lo)fenylowy (17¢) wyka-
zywal zmniejszone powi-
nowactwo (-9,5 kcal/mol),
co sugeruje efekt przeszko-
dy sterycznej. Wiazania
posrednie (-9,9 do -10,4
kcal/mol) stanowito 7—12
wigzan wodorowych z resz-
tami w miejscu aktywnym,
ustanawiajac te interakcje jako krytyczne stabilizatory
komplekséw PBP2a-ligand. Wiazanie w miejscu alloste-
rycznym wykazywalo umiarkowane powinowactwo (-6,3
do -7,7 kcal/mol), przy czym 17a, 17i i 17k (cyklopropyl)
wykazywaly optymalne wigzanie (-7,7 do -7,6 kcal/mol).
Planarny podstawnik fenylowy (17m) wykazywat szcze-
gblnie stabe wigzanie (-6,3 kcal/mol), prawdopodobnie
z powodu ograniczonej zdolnosci adaptacji konformacyjne;j
sztywnego pierscienia benzenowego. Inne analogi wykazy-
waly posrednie warto$ci wigzania (-6,5 do -7,4 kcal/mol)
poprzez 3—8 wiazan wodorowych. Pomiedzy miejscami
wiazania pojawily si¢ rozne mechanizmy stabilizacji:
w miejscu aktywnym 17i tworzyt mostek solny miedzy
swoja grupa karboksylowa a LYS597-NHs*, podczas gdy
w miejscu allosterycznym 17a stabilizowat si¢ poprzez
n-kationowe interakcje miedzy swoja indenylowa cza-
steczka a LYS76. Chociaz energie dokowania wykazaty
staba korelacje z bioaktywnoscia in vitro, zidentyfikowane
interakcje farmakoforowe z kluczowymi resztami (LY S597,
LYS76) zapewniaja krytyczny wglad w strukture dla racjo-
nalnego projektowania lekéw ukierunkowanych na obie
kieszenie wigzace.

Analiza strukturalna ujawnita podwdjne wiazanie zwigz-
ku 17i z PBP2a poprzez rdzne sieci interakcji (rysunek A).
Zaangazowanie miejsca aktywnego (rysunek B) wykaza-
fo 3 mechanizmy stabilizacji: (7) przez wigzanie jonowe
miedzy grupa karboksylanowa a grupg e-aminowa Lys597
(4,65 A), (ii) 11 wiazan wodorowych (2,80-3,90 A) oraz
(iif) podwdjne kontakty hydrofobowe (3,84/3,77 A) mie-
dzy Lys581 a pierscieniem cykloheksanowym. Podobnie,
analiza wigzania allosterycznego (rysunek C) wykazata
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Figure. Binding mode of 17i inside PBP2a’s interactions (A): active site (B) and allosteric (C)

Rysunek. Sposéb wigzania 17i przez rézne sieci interakgji (A): w miejscu aktywnym PBP2a (B) i allosterycznym (C)

(2.3-dihydro-1H-inden-5-yl), and 17j (cyclopentyl) exhibited
superior binding energies of -10.7, -10.6, and -10.6 kcal/mol,
respectively. In contrast, the bulkier 4-(methylsulfonyl)phe-
nyl substituent (17¢) showed reduced affinity (-9.5 kcal/mol),
suggesting steric hindrance effects. Intermediate binders
(9.9 to -10.4 kcal/mol) formed 7-12 hydrogen bonds with
active site residues, establishing these interactions as criti-
cal stabilizers of PBPZa-ligand complexes. Allosteric site
binding displayed moderate affinities (-6.3 to -7.7 kcal/mol),
with 17a, 17i, and 17k (cyclopropyl) demonstrating optimal
binding (-7.7 to -7.6 kcal/mol). The planar phenyl substitu-
ent (17m) exhibited notably weak binding (-6.3 kcal/mol),
likely due to restricted conformational adaptability of its
rigid benzene ring. Other analogs showed intermediate
binding (-6.5 to -7.4 kcal/mol) through 3-8 hydrogen bonds.
Distinct stabilization mechanisms emerged between binding
sites: At the active site, 17i formed a salt bridge between its
carboxyl group and LYS597-NHs'", while at the allosteric
site, 17a stabilized through m-cation interactions between
its indenyl moiety and LYS76. Although docking energies
showed weak correlation with in vitro bioactivity, the identi-
fied pharmacophore interactions with key residues (LYS597,
LYS76) provide critical structural insights for rational drug
design targeting both binding pockets.

Structural analysis revealed dual-site binding of com-
pound 17i to PBPZa through distinct interaction networks
(Figure A). The active site engagement (Figure B) dem-
onstrates 3 stabilization mechanisms: (i) ionic bonding
between the carboxylate group and Lys597's e-amino
group (4.65 4), (ii) eleven hydrogen bonds (2.89-3.90 A)
and (iii) dual hydrophobic contacts (3.84/3.77 A) between
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Table 2. Physicochemical parameters of novel 1,3,4-thiadiazole cephalosporin derivatives

Tabela 2. Parametry fizykochemiczne nowych 1,3,4-tiadiazolowych pochodnych cefalosporyn

Parameter/

Parametr 17d 17e 17f 17g | 17h 17i 17j 17k 171 17m | 17n 170
M, 746.82| 762.86 | 780.9 | 737.25 | 732.83 | 722.86 | 680.8 | 706.84 | 708.86 | 694.83 | 666.78 | 702.81 | 716.83 | 708.84 | 708.84
LogP 1.81 | 212 | 135 | 196 | 2.11 | 207 | 136 | 231 | 197 | 1.74 158 | 1.71 | 1.94 | 1.67 1.62
nHA 49 50 50 47 48 46 44 46 46 45 43 46 47 45 45
nHBAcc 14 14 14 12 13 12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
nHBDon 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
nRotB 13 15 14 13 14 13 13 13 13 13 13 13 13 13 13
M, 187.01| 193.94 | 194.05 | 185.96 | 187.44 | 183.79 | 172.79 | 181.93 | 182.4 | 177.6 | 167.98 | 180.95 | 185.92 | 178.83 | 178.83

analogiczne strategie stabilizacji: 5 wigzan wodorowych
(2.80—4.08 A) i 2 oddziatywania hydrofobowe (3,70/3,53 A)
obejmujace Lys148, Asp295 i czasteczke cykloheksanu. Ta
uzupelniajaca si¢ synergia sil jonowych, wigzan wodoro-
wych i hydrofobowych wspolnie stabilizowata kompleks
17i-PBP2a w obu miejscach regulacyjnych.

Farmakokinetyka

Zsyntetyzowane pochodne (17a-0) zostaty obliczeniowo
sprofilowane przy uzyciu wielu platform predykcyjnych
za pomocg oprogramowania SwissADME analizujacego
kluczowe parametry fizykochemiczne: mase czasteczkowa
(M,,), wspdtezynnik podziatu oktanol-woda (LogP), cigzkie
atomy (nHA), akceptory wiazan wodorowych (nHBAcc),
donory (nHBDon), wigzania rotacyjne (nRotB), refrak-
cj¢ molowa (M,) i topologiczng powierzchni¢ polarng
(TPSA) (tabela 2). Wszystkie zwiazki wykazaty wilasci-
wosci podobne do wlasciwoscei lekow, wykazujac wartosci
LogP (-0,4-5,6) i catkowita liczbe atomow (20-70) zgodna
z regutg AK Ghose??, wskazujaca na korzystne wchtanianie
i przepuszczalnosé. Te systematyczne oceny identyfikuja
otrzymane pochodne jako obiecujacych kandydatow.

Profilowanie farmakokinetyczne i toksykologiczne
zsyntetyzowanych 1,3,4-tiadiazolowych pochodnych
cefalosporyny przeprowadzono przy uzyciu 3 zweryfiko-
wanych narzedzi obliczeniowych: SwissADME, Deep-PK
i ProTox-3.0, z danymi predykcyjnymi ADMET systema-
tycznie zestawionymi w tabeli 3. Analiza wykazata korzyst-
ng rozpuszczalnos¢ w wodzie w catej serii (logS: -4,0 do 0,5
log mol/L), zgodna z normami farmakopealnymi dla prepa-
ratow do wstrzykiwan®). Pozniejsze symulacje wchtaniania
wykazaly jednak nieoczekiwanie stabe wskazniki wchia-
niania z przewodu pokarmowego (<30% biodostepnosci),
co sugeruje, ze pochodne te moga wymaga¢ innych drog
podawania niz doustna, co jest cecha wspdlng z wieloma
klinicznie stosowanymi cefalosporynami pozajelitowymi.
Profilowanie toksykologiczne wykazato minimalne ryzyko
hepatotoksycznosci dla wszystkich zwigzkow z wyjatkiem
pochodnej 17a, ktora wykazata umiarkowane ryzyko hepa-
totoksycznosci, zatem wymaga ona dopracowania struktu-
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Lys581 and the cyclohexane ring. Similarly, allosteric
binding analysis (Figure 2C) showed analogous stabi-
lization strategies: § hydrogen bonds (2.80-4.08 A) and
2 hydrophobic interactions (3.70/3.53 A) involving Lys148,
Asp295, and the cyclohexane moiety. This complementary
synergy of ionic, hydrogen-bonding, and hydrophobic forc-
es collectively stabilized the 17i-PBPZa complex across
both regulatory sites.

Pharmacokinetics

The synthesized derivatives (17a-0) were computa-
tionally profiled using multiple prediction platforms with
SwissADME software analyzing key physicochemical
parameters: molecular mass (M), octanol-water parti-
tion coefficient (LogP), heavy atoms (nHA), hydrogen
bond acceptors (nHBAcc), donors (nHBDon), rotatable
bonds (nRotB), molar refractivity (M), and topological
polar surface area (TPSA) (Table 2). All compounds
demonstrated drug-like properties, showing LogP values
(-0.4-5.6) and total atom counts (20-70) consistent with
the AK Ghose rule?”, indicative of favorable absorption
and permeability. These systematic evaluations identify
the derivatives as promising candidates.

Pharmacokinetic and toxicological profiling of the
synthesized 1,3,4-thiadiazole cephalosporin derivatives
was conducted using 3 validated computational tools:
SwissADME, Deep-PK, and Prolox-3.0, with predictive
ADMET data systematically compiled in Table 3. The
analysis revealed favorable aqueous solubility across
the series (log S: -4.0 to 0.5 log mol/L), consistent with
pharmacopeial standards for injectable formulations® .
However, subsequent absorption simulations demonstrated
unexpectedly low gastrointestinal absorption rates (<30%
bioavailability), suggesting these derivatives may require
non-oral administration routes, a characteristic shared
with many clinically used parenteral cephalosporins.
Toxicological profiling indicated minimal hepatotoxic-
ity risks for all compounds except derivative 17a, which
showed moderate hepatic liability requiring structural
refinement. Notably, the entire series exhibited excep-
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Table 3. Pharmacokinetic profile of novel 1,3,4-thiadiazole cephalosporin derivatives
Tabela 3. Profil farmakokinetyczny nowych pochodnych 1,3,4-tiadiazolowych cefalosporyn

Parameter/

Parametr

Absorption/
Absorpcja

Log S -3.44 | -347 | -2.89 | -326 | -3.34 | -325 -3.20 -3.48 -3.37 -3.29 -3.15 -3.18 | -327 | -3.15 -3.20

GI absorption/ low/ low/ low/ low/ low/ low/ low/ low/ low/ low! low/ low/ low/ low! low/
Absorpcja GI niska | niska | niska | niska | niska | niska niska niska niska niska niska niska | niska | niska niska

Distribution/
Dystrybucja

BBB permeation/ nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol 1no/ 1o/ nol nol 1o/
Przenikanie BBB brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak

Plasma protein
binding/Wiazanie
biatek osocza
Metabolism/
Metabolizm

70.05 | 6439 | 75.04 | 73.71 | 68.03 | 63.32 | 57.85 | 54.97 | 61.71 59.69 56.00 | 73.03 | 72.72 | 62.47 | 61.35

nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol
brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak

yes/ yes/ yes/ yes/ yes| yes| yes/ yes/ yes/ yes| yes/ yes/ yes/ yes| yes/

CYP2D6 inhibitor

CYP3A4 inhibitor

tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak tak
Excretion/
Wydalanie
HalfLife drug/ <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs | <3hs

Okres pottrwania

ClearancelKlirens 2.89 2.79 1.68 2.72 2.83 1.59 1.85 2.17 2.10 1.99 1.73 3.25 3.22 1.59 2.05

Toxicityl

Toksycznos¢

LD50, mg/kg 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 | 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 | 8000 | 8000 8000
Hepatotoxicity/ yes! nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol nol

Hepatotoksycznos¢ tak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak brak

Table 4. Antibacterial activity of novel 1,3,4-thiadiazole cephalosporin derivatives

Tabela 4. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna nowych 1,3,4-tiadiazolowych pochodnych cefalosporyny

Bgiﬁzlj i i 170 | Cefpirome
S. aureus 0.78 | 1.56 | 1.56 | 0.78 | 1.56 | 3.13 | 1.56 | 3.13 | 0.78 | 1.56 | 1.56 | 0.78 | 1.56 | 0.78 | 3.13 1.56
S. pneumonia | 0.78 | 3.13 | 1.56 | 1.56 | 1.56 | 1.56 | 1.56 | 3.13 | 0.78 | 0.78 | 0.78 | 1.56 | 0.78 | 1.56 | 3.13 0.78
P aeruginosa | 1.56 | 12.5 | 12.5 | 3.13 | 12.5 | 3.13 | 3.13 | 6.25 | 1.56 | 3.13 | 1.56 | 3.13 | 6.25 | 6.25 | 12.5 3.13
K. pneumonia | 0.78 | 1.56 | 0.78 | 0.78 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 1.56 | 0.39 | 0.39 | 0.78 | 0.78 | 0.39 | 0.78 | 0.39 0.39
E. coli 1.56 | 625 | 625 | 3.13 | 6.25 | 6.25 | 1.56 | 3.13 | 1.56 | 1.56 | 3.13 | 3.13 | 6.25 | 1.56 | 6.25 3.13

ralnego. Warto zauwazy¢, ze cata seria wykazata wyjatkowo
ostre profile bezpieczenstwa, z LDso wynoszacym 8000
mg/kg, przekraczajacym ustalone progi bezpieczenstwa
dla kandydatéw przedklinicznych. Lacznie, te wyniki obli-
czen pozycjonowaly 1,3,4-tiadiazolowe cefalosporyny jako
obiecujacych kandydatow na antybiotyki, szczegdlnie do
podawania dozylnego lub domiesniowego.

Aktywnosc przeciwbakteryjna
Wyniki aktywnosci przeciwbakteryjnej in vitro przed-
stawiono w tabeli 4. Wszystkie pochodne cefalosporyny
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tional acute safety profiles, with an LDso of 8000 mg/kg
exceeding established safety thresholds for preclinical
candidates. Collectively, these computational findings
position the 1,3,4-thiadiazole cephalosporins as promis-
ing antibiotic candidates, particularly for intravenous or
intramuscular delivery.

Antibacterial activity

In vitro antibacterial activity results were summarized
in Table 4. All cephalosporin derivatives and the positive
control (cefpirome) demonstrated potent antibacterial
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i kontrola pozytywna (cefpirom) wykazaly silne dziatanie
przeciwbakteryjne. Zwiazki 17a, 17d, 17i, 171 i 17n prze-
wyzszaty cefpirom w stosunku do S. aureus, utrzymujac lub
zwiekszajac aktywnos$¢ wobec innych szczepow. Pochodne
17b, 17c, 17e, 17g, 17j, 17k i 17m wykazywaly porow-
nywalne lub lepsze hamowanie S. aureus, ale umiarkowa-
nie zmniejszong skutecznos$¢ wobec innych patogenow.
Najsilniejsza aktywnos¢ przeciwko S. pneumoniae zaob-
serwowano w przypadku 17a, 17i, 17j, 17k i 17m, podczas
gdy 17a, 17i i 17k wykazywaly maksymalng site dziatania
przeciwko F aeruginosa. W przypadku K. pneumoniae,
17g, 17, 17j i 17m byty najbardziej skuteczne, podczas gdy
17a, 17g, 17i, 17j i 17n wykazywaty optymalne hamowanie
E. coli. W szczegdlnosci 17a i 17i wykazywaly najszersze
spektra, silnie hamujac wszystkie testowane szczepy. To
ustalenie byto zgodne z wynikami dokowania moleku-
larnego. Jednak profilowanie toksycznosci obliczeniowej
przewidywato hepatotoksycznos¢ dla 17a, podczas gdy dla
17i nie przewidywano takiego dziatania, co wskazywato, ze
bedzie on bezpieczniejszym tropem do dalszego rozwoju.

Badania sugeruja, ze aktywnos$¢ przeciwbakteryjna
cefalosporyn zalezy od lipofilowosci i zasadowosci grupy
fancucha bocznego®®2". Zwigkszona lipofilowos¢ zwicksza
pokrycie bakterii Gram-dodatnich, podczas gdy wyzsza
zasadowo$¢ poprawia skutecznosé bakterii Gram-ujemnych.
Wilaczono nowe pochodne 1,3,4-tiadiazolu: (1) atom siarki
C-3 jako centrum lipofilowe oraz (i7) czasteczki pirolidyny
i tiadiazolu zwigkszajace zasadowosé. Ta podwajna kon-
strukcja wyjasnia ich skutecznos¢ o szerokim spektrum
dziatania. W 17i podstawienie cykloheksylem zwiekszylo
lipofilowos¢ przy jednoczesnym zachowaniu krytycznych
grup zasadowych, co skutkowato znacznie lepsza aktyw-
no$cig Gram-ujemng w poréwnaniu z innymi pochodnymi.

Whnioski

Zaprojektowano serie nowych 1,3.4-tiadiazolowych
pochodnych cefalosporyn celujacych w PBP2a S. aureus.
Dokowanie molekularne oparte na programie AutoDock
Vina ujawnilo silne powinowactwo wigzania zaréwno dla
miejsc aktywnych, jak i allosterycznych we wszystkich
pochodnych, przy czym 17a i 17i wykazaly lepsze interak-
cje wskazujace na zwigkszone mozliwosci osiggniecia celu.
Obliczeniowe profilowanie ADMET (SwissADME/Deep-
PK/ProTox-3.0) przewidywato korzystne podobienstwo
do leku dla wszystkich zwigzkow z wyjatkiem 17a, ktory
oznaczal ryzyko hepatotoksycznosci. Synteza obejmowata
7-etapowa sekwencje: kondensacje, substytucje i deprotek-
cje z kwasu (25,4.5)-1-((alliloksy)karbonylo)-4-(tritylotio)
pirolidyno-2-karboksylowego. Testy antybakteryjne wyka-
zaly szerokie spektrum dziatania przeciwko patogenom
Gram-dodatnim i Gram-ujemnym. 17a i 17i wykazywaly
wyjatkowa site dzialania, prawdopodobnie ze wzgledu na
ich tancuchy boczne C-3 taczace lipofilowe centra siarkowe
z podstawowymi czasteczkami pirolidyny/tiadiazolu. Te

effects. Compounds 17a, 17d, 17i, 171, and 17n outper-
formed cefpirome against S. aureus while maintaining or
enhancing activity against other strains. 17b, 17¢c, 17e,
17g, 17, 17k, and 17m showed comparable or superior
S. aureus inhibition but moderately reduced efficacy
against other pathogens. The strongest anti-S. pneu-
moniae activity was observed in 17a, 17i, 17j, 17k, and
17m, while 17a, 17i, and 17k exhibited maximal potency
against P aeruginosa. For K. pneumoniae, 17g, 17i, 17],
and 17m were most effective, whereas 17a, 17g, 17i, 17],
and 17n showed optimal E. coli inhibition. Notably, 17a
and 17i displayed the broadest spectra, strongly inhibit-
ing all tested strains. The finding was consistent with
molecular docking results. However, computational tox-
icity profiling predicted hepatotoxicity for 17a, whereas
17i showed no such liability, marking it as a safer lead
for further development.

Studies suggest cephalosporin antibacterial activity
depended on lipophilicity and side-chain group basic-
ity?® ?7. Increased lipophilicity enhances Gram-positive
coverage, while higher basicity improved Gram-negative
efficacy. The novel 1,3,4-thiadiazole derivatives incorpo-
rated. (i) a C-3 sulfur atom as a lipophilic center and (ii)
pyrrolidine and thiadiazole moieties to augment basicity.
This dual design explained their broad-spectrum efficacy.
In 171, cyclohexyl substitution enhanced lipophilicity while
retaining critical basic groups, resulting in significantly
improved Gram-negative activity compared to other
derivatives.

Conclusions

A series of novel 1,3,4-thiadiazole cephalosporin
derivatives targeting PBPZa of S. aureus was designed.
AutoDockVina-based molecular docking revealed strong
binding affinities for both active and allosteric sites
across all derivatives, with 17a and 17i showing superior
interactions indicative of enhanced target engagement.
Computational ADMET profiling (SwissADME/Deep-
PK/ProTox-3.0) predicted favorable drug-likeness for all
compounds except for 17a, which flagged hepatotoxicity.
Synthesis involved a seven-step sequence. condensation,
substitution and deprotection from (25,45)-1-((allyloxy)
carbonyl)-4-(tritylthio)pyrrolidine-2-carboxylic acid.
Antibacterial assays demonstrated broad-spectrum
activity against Gram-positive and Gram-negative
pathogens. The 17a and 17i exhibited exceptional
potency, likely due to their C-3 side chains combin-
ing lipophilic sulfur centers with basic pyrrolidine/
thiadiazole moieties. These structural features facili-
tate critical interactions with PBPZa residues Tyr446
and Ser598. Whilel 7ashowed promising antibacterial
efficacy, its hepatotoxic prediction warrants caution.
In contrast, 17i maintained comparable activity without
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cechy strukturalne utatwiaja krytyczne interakcje z resztami
PBP2a Tyr446 i Ser598. Zwiazek 17a wykazat obiecujaca
skuteczno$¢ przeciwbakteryjna, lecz jego hepatotoksycz-
nos¢ wymaga ostroznosci. 17i za$ utrzymat poréwnywalng
aktywnos¢ bez ostrzezen o toksycznosci, co wskazuje go
jako glownego kandydata do opracowania przedklinicznego.
W pracy tej opracowano strategie podwajnej optymalizacji
(rownowaga lipofilowosci/zasadowosci) dla cefalosporyn
nowej generacji o zwigkszonym powinowactwie do PBP2a
i swoistosci mikrobiologiczne;j.
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