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Design, synthesis, and activity evaluation of novel piperazine-thiazole
cephalosporin derivatives as potential antibacterial agents
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piperazyno-tiazolowych pochodnych cefalosporyny
jako potencjalnych srodkow przeciwbakteryjnych
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Dwanascie nowych struktur piperazyno-tiazolowych zawierajacych po-
chodne cefalosporyny zostato racjonalnie zaprojektowanych poprzez
optymalizacje zaleznosci struktura-aktywnosc z wykorzystaniem po-
dwojnych cech strukturalnych biatka wiazacego penicyline 2a (PBP2a)
(miejsca aktywne/allosteryczne) szczepu S. aureus. Najwieksza
aktywnosc in vitro przeciwko szczepom S. aureus wykazata pochod-
na dwukrotnie podstawiona chlorem w pozycjach 3 i 4 w korcowej
grupie fenylowej (MIC = 1,56 pg/mL) w poréwnaniu z cefpiromem
(MIC = 3,13 pg/mL). Dokowanie molekularne ujawnito mechanizm
hamowania podwéjnego celu, tworzac stabilne wigzania wodoro-
we z resztami katalitycznymi (Ser403, Ser462) oraz oddziatywania
halogenowo-mi-kationowe w miejscu allosterycznym (Lys148, Arg241),
zaktdcajac w ten sposéb dynamike konformacyjna PBP2a. Profilowanie
obliczeniowe ADMET wykazato korzystne powinowactwo do leku przy
obliczonym logP <3i2 donorach wigzania wodorowego, a takze mini-
malne ryzyko toksycznosci na podstawie prognoz toksycznosci in silico.

Stowa kluczowe: biatko wiazace penicyline, szkielety piperazyno-
-tiazolowe, cefalosporyna, aktywno$¢ przeciwbakteryjna, dokowanie
molekularne

Twelve novel piperazine-thiazole scaffolds-incorporating cephalospo-
rin derivatives were rationally designed by structure-activity relation-
ship optimization guided by the dual structural features of penicillin-
-binding protein 2a (PBP2a) (active/allosteric sites) of S. aureus. The R
substituents in the derivatives (formula below) were: H, 4-Me, 4-F, 4-Cl,
4-MeO, 4-MeSO,, 3-MeO, 3-Cl, 2-Me, 2-Cl, 3,4-diMeO and 3,4-Cl,,
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The highest potent activity in vitro against S. aureus exhibited the de-
rivative, where R was 3,4-Cl, (MIC = 1.56 ig/mL) compared to cefpirome
(MIC = 3.13 pg/mL). Mol. docking revealed its dual-target inhibition
mechanism, forming stable H bonds with catalytic residues (Ser403,
Ser462) and halogen/n-cation interactions at the allosteric site (Lys148,
Arg241), thereby disrupting PBP2a conformational dynamics. The com-
putational ADMET profiling demonstrated favorable drug-likeness with
a calculated logP <3 and 2 H bond donors, along with min. toxicity risks
based on in silico toxicity predictions.

Keywords: penicillin-binding protein, piperazine-thiazole scaffolds,
cephalosporin, antibacterial activity, molecular docking

Staphylococcus aureus (S. aureus), Gram-dodatni pato-
gen oportunistyczny, jest odpowiedzialny za roznorodne
infekcje kliniczne, od zmian skdrnych po zagrazajaca zyciu
bakteriemie?. Rosngca opornosé¢ S. aureus na srodki prze-
ciwdrobnoustrojowe stanowi powazne zagrozenie dla zdro-
wia na calym $wiecie, spowodowane ewolucyjng adaptacja
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Staphylococcus aureus (S. aureus), a Gram-positive
opportunistic pathogen, is responsible for diverse clini-
cal infections ranging from cutaneous lesions to life-
threatening bacteremia”. The escalating antimicrobial
resistance in S. aureus poses a critical global health
threat, driven by microbial evolutionary adaptation and
indiscriminate antibiotic use in clinical and agricul-
tural settings”. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA),
designated by WHO as a priority antibiotic-resistant
pathogen, rapidly acquires resistance determinants
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mikroorganizméw oraz niekontrolowanym stosowaniem
antybiotykéw w medycynie i rolnictwie?. S. aureus oporny
na metycyling (MRSA), uznany przez WHO za priorytetowy
patogen oporny na antybiotyki, szybko nabywa determinanty
opornosci poprzez horyzontalny transfer genow za posred-
nictwem plastycznosci genomowej, ostabiajac dziatanie
antybiotykow f3-laktamowych i lekow pierwszego rzutu®.
Z klinicznego punktu widzenia zakazenia MRSA wymagaja
dhugotrwatej hospitalizacji i intensywne;j terapii, co zwiek-
sza obcigzenie systemu opieki zdrowotnej poprzez wzrost
kosztow leczenia i Smiertelnosci. Szczegolnie niepokojaca
jest dwukierunkowa transmisja migedzy szczepami MRSA
wystepujacymi w spotecznosciach i w placowkach opieki
zdrowotnej, ktora powoduje powstanie samonapedzajacego
si¢ cyklu opornosci. Obecny kryzys podkresla pilng potrzebe
opracowania nowych srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
w celu zmniejszenia $miertelnosci.

B-Laktamowe cefalosporyny pozostaja antybiotykami
pierwszego rzutu, ale wykazuja malejaca skutecznosé
przeciwko MRSA z powodu opornosci wywolanej przez
biatko wiazace penicyline 2a (PBP2a), kodowane przez
gen mecA?. Badania strukturalne wykazuja, ze sterycznie
ograniczone miejsce aktywne PBP2a utrudnia dostep 3-lak-
tamu do katalitycznego Ser403, zapobiegajac tworzeniu
sie kompleksu acylowo-enzymowego?. Istnieje podwdjna
regulacja konformacyjna: domeny katalityczne utrzymuja
stan zamkniety, podczas gdy domeny allosteryczne przyj-
mujg konfiguracje otwarte®. Wigzanie ligandéw wywoluje
przemiany allosteryczne, ktore otwierajg centra katalityczne,
umozliwiajac wigzanie $-laktamu i hamowanie transpepty-
dazy peptydoglikanowe;j”. Te ustalenia stanowia podstawe
strategii optymalizacji opartej na strukturze ukierunkowanej
na obie dziedziny. Obecne podejscia taczg modelowanie obli-
czeniowe dynamiki PBP2a z racjonalnym projektowaniem
szkieletu optymalizujacym wigzania wodorowe i oddziaty-
wania hydrofobowe w celu stabilizacji konformacji miejsc
aktywnych. To podwdjne ukierunkowanie zwicksza sku-
teczno$¢ antybiotykdw, zachowujac jednoczesnie profil bez-
pieczenstwa f-laktamow wobec rozwijajacej si¢ opornosci.

Cefalosporyny piatej generacji sa przyktadem racjonalne-
go projektowania lekow dzigki modyfikacjom molekularnym
w pozycji 7 i 3, ktére zwiekszaja odpornos¢ na -laktama-
zy i powinowactwo do PBP2a. Substytucja w pozycji 7
pochodnymi oksyiminotiadiazolu taczy wigzanie wodorowe
w miejscu aktywnym j-laktamazy (poprzez 1,2,4-tiadiazol)
z przeszkoda steryczng przeciwko hydrolizie, podczas gdy
sztywne uktady bicykliczne w pozycji 3 przenikajg waska
szczeling MRSA PBP2a poprzez ptaskie oddziatywania
hydrofobowe. Przestrzenne rozmieszczenie podstawni-
kéw umozliwia tworzenie wigzan n-n i kontaktow van der
Waalsa, stabilizujacych kompleksy lek-cel, nadajac ceftobi-
prolowi lepsza aktywnos¢ przeciwko MRSA w poréwnaniu
z poprzednikami®. Charakterystyczna struktura ceftaroliny,
zawierajaca 7-imino-2-aminotiadiazol (podwdjne wiazanie
N-H) i C-3 tiazolilosiarczek (uktad =), utatwia indukowane
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through horizontal gene transfer via genomic plasticity,
undermining B-lactam antibiotics and first-line agents?.
Clinically, MRSA infections require prolonged hospital-
ization and intensive therapies, exacerbating healthcare
burdens through rising treatment costs and mortality.
Of particular concern is the bidirectional transmission
between community- and healthcare-associated MRSA
strains, establishing a self-reinforcing resistance cycle.
This crisis underscores the urgent need for novel anti-
microbial agents to reduce mortality.

[-Lactam cephalosporins remain first-line antibacte -
rials but show declining efficacy against MRSA due to
resistance mediated by mecA-encoded penicillin-binding
protein 2a (PBP2a)?. Structural studies demonstrate
PBPZ2a’s sterically constrained active site impedes
p-lactam access to catalytic Ser403, preventing acyl-
enzyme complex formation”. Dual conformational
regulation exists: catalytic domains maintain closed
states while allosteric domains adopt open configura-
tions®. Ligand binding induces allosteric transitions
that open catalytic sites, enabling p-lactam engagement
and peptidoglycan transpeptidase inhibition”. These
findings drive structure-guided optimization strategies
targeting both domains. Current approaches combine
computational modeling of PBPZa dynamics with
rational scaffold design optimizing hydrogen-bonding
and hydrophobic interactions to stabilize active site
conformations. This dual-domain targeting enhances
antibiotic efficacy while maintaining p-lactam safety
profiles against evolving resistance.

Fifth-generation cephalosporins exemplify ratio-
nal drug design through 7- and 3-position molecular
modifications enhancing f-lactamase resistance and
PBPZ2a affinity. 7-Substitution with oxyimino-thiadiazole
derivatives combines f-lactamase active-site hydrogen
bonding (via 1,2,4-thiadiazole) with steric hindrance
against hydrolysis, while 3-position rigid bicyclic sys-
tems penetrate MRSA PBPZ2a s narrow cleft through
planar hydrophobic interactions. Spatial substituent
arrangements enable n-m stacking and van der Waals
contacts stabilizing drug-target complexes, conferring
ceftobiprole's superior anti-MRSA activity versus pre-
decessors®. Ceftaroline’s distinct 7-imino-2-aminothi-
adiazole (dual N-H bonding) and C-3 thiazolylsulfur
(m-system positioning) facilitate allosteric-induced
PBPZa conformational changes exposing catalytic resi-
dues for acylation®. These topology- and electronics-
driven adaptations overcome resistance while preserving
[-lactam core integrity.

Thiazole, a widely studied aromatic heterocycle in
drug discovery, demonstrates therapeutic potential
through derivatives exhibiting antibacterial, antitu-
mor, antimalarial, and anti-inflammatory activities.
Aminothiazole derivatives notably enhance antibacterial
efficacy while improving lipophilicity and pharmacoki-
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allosterycznie zmiany konformacyjne PBP2a, odstaniajac
reszty katalityczne dla acylacji”. Te dostosowania oparte na
topologii i elektronice pokonuja opér, zachowujac jednocze-
$nie integralnos$¢ rdzenia -laktamu.

Tiazol, szeroko badany heterocykliczny zwiazek aromatycz-
ny wykorzystywany w tworzeniu lekow, wykazuje potencjat
terapeutyczny dzigki pochodnym o dziataniu przeciwbakteryj-
nym, przeciwnowotworowym, przeciwmalarycznym i prze-
ciwzapalnym. Pochodne aminotiazolu znacznie zwickszaja
skutecznos$¢ przeciwbakteryjna, poprawiajac jednoczesnie
lipofilnos¢ i profil farmakokinetyczny. Czes¢ piperazynowa,
kluczowy motyw strukturalny w chemii medycznej, zapewnia
stabilnos¢ konformacyjng dzieki swojej strukturze krzesetko-
wej i utatwia interakcje miedzy lekiem a receptorem poprzez
zdolno$¢ do akeeptacji protondw. Ten 6-cztonowy heterocykl
azotowy skutecznie optymalizuje geometri¢ molekularna
i wlasciwosci farmakologiczne. W ramach racjonalnych stra-
tegii hybrydyzacji molekularnej opracowano ostatnio hybrydy
piperazyny i tiazolu, ktore wykazuja lepsze wlasciwosci tera-
peutyczne w modelach przeciwdrobnoustrojowych i przeciw-
nowotworowych, co podkresla ich potencjat aplikacyjny!'*'?.
Struktury piperazyny-tiazolu i jego pochodnych przedstawiono
jako wzory I-1V.

Aby zwalczy¢ opornosé wywolana przez fS-laktamazy,
opracowano strategie podwdjnego dziatania majaca na celu
optymalizacje cefalosporyny poprzez modyfikacje struktu-
ralne oparte na ADMET, w celu poprawy stabilnosci farma-
kokinetycznej, oraz zmodyfikowane szkielety piperazyno-
-tiazolowe, ukierunkowane zaréwno na kieszen allosteryczna,
jak i domene katalityczng PBP2a. Systematyczne modyfi-
kacje podstawnikow arylowych ujawnily zaleznosci miedzy
strukturg a aktywnoscia, ktore pomogly w zaprojektowaniu
farmakoforéw o podwdjnym wiazaniu.

Czes¢ doswiadczalna

Materiaty

Wszystkie odczynniki chemiczne zostaly zakupione od
firm Adamas-beta (Shanghai Titan Technology Co., Ltd.,
Chiny) oraz Macklin (Shanghai Macklin Biochemical Co.,
Ltd., Chiny). O ile nie zaznaczono inaczej, materiaty zostaly
uzyte bez dodatkowego oczyszczania.

Metody analityczne i separacyjne

Przebieg reakcji monitorowano za pomocag analitycznej
chromatografii cienkowarstwowej (TLC) z uzyciem ptytek
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netic profiles. The piperazine moiety, a key structural
motif in medicinal chemistry, offers conformational
stability through its chair structure and facilitates drug-
receptor interactions via proton-accepting capacity.
This six-membered N-heterocycle effectively optimizes
molecular geometry and pharmacological proper-
ties. Rational molecular hybridization strategies have
recently developed piperazine-thiazole hybrids show-
ing enhanced therapeutic performance in antimicrobial
and anticancer models, underscoring their translational
potential>*¥. The structures of piperazine-thiazole and
its derivatives were shown as formulas I-1V.

To address p-lactamase-mediated resistance, we
developed a dual-target strategy for cephalosporin
optimization through ADMET-guided structural modi-
fications to improve pharmacokinetic stability and
engineered piperazine-thiazole scaffolds targeting both
the allosteric pocket and catalytic domain of PBP2a.
Systematic aryl substituent modifications revealed
structure-activity relationships that informed the design

of dual-binding pharmacophores.

Experimental

Materials

All chemical reagents were commercially sourced
from Adamas-beta (Shanghai Titan Technology Co., Ltd.,
China) and Macklin (Shanghai Macklin Biochemical
Co.,Ltd., China). Unless specifically noted, materials
were employed without further purification.

Analytical and separation methods

Reaction progress was monitored by analytical thin-
layer chromatography (TLC) using pre-coated silica gel
HSGF254 plates. Intermediate compounds were purified
by flash column chromatography with 300-400 mesh
silica gel (Yantai Jiangyou Silica Gel Development Co.,
Ltd., China). Final target compounds were isolated
through macroporous adsorption resin chromatogra-
phy (XAD-16, Macklin), followed by lyophilization to
achieve the target compound.

Chemistry

The target compound synthesis was developed accord-
ing to literature data and preliminary experiments, fol-
lowed by iterative optimization of reaction pathways
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XIa-XIm

a. H; b. 4-Methyl; e. 4-Fluorine: d. 4-Chlorine; e. 4-Methoxyl; f. 4-Methylsulfonyl; g. 3-Methoxyl;
h. 3-Chlorine; i. 2-Methyl; j. 2-Chlorine; k. 3,4-Dimethoxyl; m. 3,4-Dichloride

HSGF254 pokrytych wezesniej zelem krzemionkowym.
Zwiazki posrednie oczyszczono metoda chromatografii
kolumnowej, uzywajac zelu krzemionkowego o uziarnieniu
300400 (Yantai Jiangyou Silica Gel Development Co., Ltd.,
Chiny). Ostateczne zwigzki docelowe wyizolowano poprzez
chromatografi¢ na makroporowatej zywicy adsorpcyjnej
(XAD-16, Macklin), a nastepnie poddano liofilizacji w celu
uzyskania zwigzku docelowego.

Chemia

Synteze zwigzku docelowego opracowano na podstawie
danych z literatury i wstepnych eksperymentow, a nastgpnie
przeprowadzono iteracyjna optymalizacje Sciezek reakcji
i parametrow w celu ustalenia wydajnej procedury w tagodnych
warunkach. Synteze nowych pochodnych piperazyny-tiazolu
cefalosporyny (XIa-XIm) przeprowadzono zgodnie zreakcja (1).

Synteza zwigzku VI

Mieszaning zwiazkéw V (56,0 g, 0,56 mol) i VI (100,0 g,
0,56 mol) w bezwodnym THF mieszano w temperaturze otocze-
nia przez 2 h, a nastepnie ogrzewano w temp. 50°C przez 1 h.
Po schtodzeniu do temp. 0—5°C dodawano kroplami roztwor
metanolowy NH, (1 L, 7 N). Mieszaning reakcyjng ogrzewano
pod chiodnica zwrotng w temp. 60°C przez 20 h, a nastep-
nie zatezono pod zmniejszonym cisnieniem do ok. 200 mL.
Schtodzenie do temp. 0°C spowodowalto krystalizacje, a filtracja
prozniowa pozwolita uzyskaé zwigzek VII w postaci jasnozotte;
substancji stalej (68,2 g, 78%).

Ogoélna procedura syntezy zwigzkéw IXa-IXm

Mieszanine zwigzkéw VII (25 mmol), VIII (25 mmol)
i NaHCO, (4,2 g, 50 mmol) w bezwodnym EtOH miesza-
no w temp. 80°C przez 4 h (monitorujac za pomocag TLC).
Mieszanine reakcyjna zatezono pod obnizonym cisnieniem
i oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, uzyskujac zwiazki IXa-IXm w postaci
jasnozoltych substancji statych (wydajnosé 63—98%).
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and parameters to establish an efficient protocol under
mild conditions. Synthesis of novel piperazine-thiazole
cephalosporin derivatives (XIa—XIm) was carried out
according to reaction (1).

Synthesis of compound ViI

A mixture of compounds V (56.0 g, 0.56 mol) and
VI (100.0 g, 0.56 mol) in anhydrous THF was stirred
at ambient temperature for 2 h, followed by heating at
50°C for 1 h. After cooling to 0-5°C, methanolic NH,
solution (1 L, 7 N) was added dropwise. The reaction
mixture was refluxed at 60°C for 20 h, then concentrated
under reduced pressure to about 200 mL. Cooling to 0°C
induced crystallization, and vacuum filtration afforded
compound VII as a light-yellow solid (68.2 g, 78%).

General procedure for the synthesis
of compounds IXa-1Xm

A mixture of compounds VII (25 mmol), VIII (25
mmol), and NaHCO, (4.2 g, 50 mmol) in anhydrous
EtOH was stirred at 80°C for 4 h (monitored by TLC).
The reaction mixture was concentrated under reduced
pressure and puritied by flash silica gel column chroma-
tography to afford compounds IXa-IXI as light-yellow
solids (63-98% yields).

General procedure for the synthesis
of compounds Xa-Xm

Under a nitrogen atmosphere, 7-aminocephalospo -
ranic acid (7-ACA, 4.4 g, 16 mmol) in anhydrous DCM
was treated with hexamethyldisilazane (HMDS, 8§ mlL,
38 mmol). The mixture was stirred (10 min, 25°C) fol-
lowed by reflux (3 h) to afford a light-yellow solution.
Following ice-bath cooling (0-5°C, dark), trimethyli-
odosilane (TMSI, 3 mL, 22 mmol) was added dropwise
at below 10°C. Subsequent warming to 10—15°C with
stirring (4 h) yielded a brown suspension, followed by



Ogolna procedura syntezy zwigzkow Xa-Xm

W atmosferze azotu kwas 7-aminocefalosporynowy
(7-ACA, 4,4 g, 16 mmol) w bezwodnym DCM poddano
dziataniu heksametylodisilazanu (HMDS, 8 mL, 38 mmol).
Mieszaning mieszano (10 min, 25°C), a nastepnie ogrzewano
pod chtodnica zwrotna (3 h), uzyskujac jasnozotty roztwor.
Po schtodzeniu w tazni lodowej (0-5°C, w ciemnosci) doda-
no kroplami trimetylojodosilan (TMSI, 3 mL, 22 mmol)
w temperaturze ponizej 10°C. Nastepnie mieszaning ogrzano
do temp. 10—15°C, mieszajac przez 4 h, co dalo brazows
zawiesing, a nastepnie dodano kroplami zwiazek IX (20
mmol) w DCM za pomoca lejka wyréwnujacego cisnienie
(10-25°C). Mieszaning reakcyjna ogrzano do temp. 35°C (6
h), ochtodzono (0-5°C) i schtodzono za pomoca MeOH (10
mL, 15 min). Po obrébce wodnej (H,0, 20 mL) i neutraliza-
cji (50% NaOH, pH 7-8) roztwor poddano dziataniu wegla
aktywnego (2 h), filtracji i ekstrakcji DCM. Fazg wodng
zakwaszono (stezony HCI, pH 2-3) w temp. 0-5°C w celu
wytracenia substancji statych, ktore zebrano przez filtracje,
przemyto woda lodowa (2x20 mL) i wysuszono prézniowo,
uzyskujac docelowe zwigzki Xa-Xm w postaci brazowozot-
tych substancji stalych (21-69%).

Ogolna procedura syntezy zwigzku docelowego Xla-XIm

Roztwér zwigzku X (3 mmol) i Et,N (6 mmol) w DCM
schtodzono do temp. 0—5°C. Dodano aktywny ester MAEM
(1,6 g,4,5 mmol) i roztwor mieszano w temp. 0-5°C przez2 h,
a nastepnie ogrzano do temp. 25°C i mieszano przez 2 h.
Reakcje zatrzymano dodaniem H,O (40 mL) i ekstrahowa-
no za pomocg DCM. Warstwe organiczng przemyto H,O
(3 x 10 mL), a potaczona faze wodng poddano dziataniu
wegla aktywnego (30 min), przefiltrowano i oczyszczo-
no za pomoca chromatografii kolumnowej z uzyciem
zywicy makroporowatej. Wyplyw zostal schtodzony do
temp. 0-5°C, zakwaszony do pH 2-3 za pomoca 2 M
HCIl i mieszany w celu krystalizacji. Osad zebrano
przez filtracje, przemyto woda lodowa (10 mL) i EtOAc
(10 mL), wysuszono prézniowo i otrzymano zwiazki doce-
lowe XIa-XIm w postaci brgzowawozoltych ciat statych
(wydajnos¢ 40-56%).

Dziatanie przeciwbakteryjne

Minimalne stezenie hamujace (MIC) okreslo-
no poprzez rozcienczenie w mikrobulionie zgodnie
z wytycznymi CLSI (M07-A11)!¥. Kultury bakterii
hodowano w bulionie BHI w temp. 37°C do fazy srod-
kowej logarytmicznej, odwirowano, 3-krotnie prze-
myto PBS i dostosowano do stezenia 5-10° CFU/mL.
W sterylnych 96-dotkowych plytkach ustalono podwojny
gradient stezenia: zwigzki badane (50-0,78 pug/mL) poprzez
poziome 2-krotne rozcienczenie seryjne, z kontrolami
podtuznymi. Po 16 h inkubacji statycznej w temp. 37°C
wartosci MIC oceniono wizualnie jako najmniejsze stezenie
catkowicie hamujace widoczny wzrost.
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dropwise addition of compound IX (20 mmol) in DCM
via pressure-equalized addition funnel (10-25°C).
The reaction mixture was heated to 35°C (6 h), cooled
(0-5°C), and quenched with MeOH (10 mL, 15 min).
After aqueous workup (H:0, 20 mL) and neutralization
(50% NaOH, pH 7-8), the solution underwent activated
carbon treatment (2 h), filtration, and DCM extraction.
The aqueous phase was acidified (conc. HCI, pH 2-3)
at 0-5°C to precipitate solids, which were collected by
filtration, washed with ice-cold H:0 (2%20 mL), and
vacuum-dried to yield target compounds Xa-Xm as
brown-yellow solids (21-69%).

General procedure for the synthesis
of target compound Xla-XIm

A solution of compound X (3 mmol) and Et N (6 mmol)
in DCM was cooled to 0-5°C. MAEM active ester (1.6
g 4.5 mmol) was added, and the mixture was stirred
at 0-5°C for 2 h, then warmed to 25°C and stirred for
2 h. The reaction was quenched with H,0O (40 mL) and
extracted with DCM. The organic layer was washed
with H,0 (3%10 mL), and the combined aqueous phase
was treated with activated carbon (30 min), filtered,
and puritied by macroporous resin column chromatog-
raphy. The effluent was cooled to 0-5°C, acidified to pH
2-3 with 2 M HCI, and stirred for crystallization. The
precipitate was collected by filtration, washed with ice-
cold HO (10 mL) and EtOAc (10 mL), vacuum-dried,
and afforded target compounds Xla—XIm as brownish-
vellow solids (40-56% yields).

Antibacterial activity

The minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined by microbroth dilution following CLSI guide-
lines (M07-A11)'". Bacterial cultures were grown in BHI
broth at 37°C to mid-log phase, centrifuged, washed
three times with PBS, and adjusted to 5-10° CFU/mL.
In sterile 96-well plates, a dual-concentration gradient
was established: test compounds (50—0.78 pg/mlL) via
horizontal two-fold serial dilution, with longitudinal
controls. After 16 h static incubation at 37°C, MIC val-
ues were visually assessed as the lowest concentration
completely inhibiting visible growth.

Molecular docking

Molecular docking was performed using AutoDock
Vina'? to evaluate interactions between synthesized
derivatives and penicillin-binding protein Ila (PBPZa).
The PBP2a crystal structure (PDB: 3GZ0) was obtained

from RCSB PDB, prepared in PyMOL'" by removing
water molecules, heteroatoms, and the native ligand,
and energy-minimized with the AMBER force field.
Derivative structures were generated in KingDraw and
converted to PDBQT format using OpenBabel'”. Two
binding sites were defined: active site (grid center.
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Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne przeprowadzono przy uzyciu
programu AutoDock Vina'® w celu oceny interakcji miedzy
syntetycznymi pochodnymi a biatkiem wigzacym peni-
cyline ITa (PBP2a). Strukture krystaliczng PBP2a (PDB:
3GZ0) uzyskano z RCSB PDB, przygotowano w PyMOL'®
poprzez usunigcie czasteczek wody, heteroatomdw i natyw-
nego liganda, a nastepnie zminimalizowano energie za
pomoca pola sit AMBER. Struktury pochodne zostaty
wygenerowane w programie KingDraw i przekonwertowa-
ne do formatu PDBQT za pomoca programu OpenBabel'”.
Zdefiniowano 2 miejsca wigzania: miejsce aktywne (Srodek
siatki: -34,135; 43,587; 65,269; wymiary: 40x68x40 A?)
i miejsce allosteryczne (srodek: 10,596; 50,96; 24,514;
wymiary: 32x62x40 A%), na podstawie opublikowanych
analiz. Dokowanie przeprowadzono przy uzyciu algoryt-
mu genetycznego Lamarcka (wskaznik wyczerpania 32),
wybierajac dla kazdego zwiazku konformacje o najnizszej
energii wigzania (A G, kcal/mol).

Analiza ADMET

Reguta pigciu Lipinskiego zdefiniowata kluczowe
deskryptory molekularne do oceny podobienstwa lekow:
masa czgsteczkowa (MW <500 Da), wspotczynnik podziatu
oktanol-woda (logP <5), donory wigzan wodorowych (HBD
< 5) i akceptory (HBA < 10)'¥. Te parametry sg powig-
zane z profilami ADMET, ktore pokazuja wiasciwosci
fizykochemiczne zwigzku. W celu oceny potencjatu leku
przeprowadzono zintegrowany proces obliczeniowy, obej-
mujacy (1) konwersje przebadanych zwigzkéw do formatu
SMILES oraz (ii) wielonarzedziows prognoze za pomoca
SwissADME (biodostepnos¢)!?, Deep-PK (farmakokinety-
ka)?” i ProTox-3.0 (toksyczno$¢)?.

Wyniki badan i ich omoéwienie

Chemia

Zsyntetyzowano 12 piperazyno-tiazolowych pochodnych
cefalosporyny (XIa-XIm). Kondensacja zwiazku V ze
zwigzkiem VI utworzyta tiokarbamianowy zwiazek posredni,
ktory ulegl amonolizie, dajac kluczowy zwiazek posredni
VII. Substytucja nukleofilowa zwigzku VII pochodnymi
a-bromoacetofenonu VIITa-VIIIm w warunkach alka-
licznych spowodowata powstanie zwiazkow posrednich
IXa-IXm. 7-ACA zostal kolejno zmodyfikowany poprzez:
sililowanie grup aminowych/karboksylowych za pomoca
HMDS, jodowanie za pomocg TMSI oraz regioselektywna
substytucje zwigzkow IXa-IXm w celu utworzenia potpro-
duktéw cefalosporyny Xa-Xm. Ostateczna transestryfikacja
zwigzkéw Xa-Xm z MAEM, katalizowana przez Et,N, data
docelowe zwigzki XIa-XIm.

Dziatanie przeciwbakteryjne

Zwiazkidocelowe XIwykazaty selektywna aktywnosé prze-
ciwbakteryjng wobec patogenow Gram-dodatnich (tabela 1).
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-34.135, 43.587, 65.269; dimensions: 40 %68 x40 /ff) and
allosteric site (center: 10.596, 50.96, 24.514,; dimen-
sions: 32x62%40 A%), based on published analyses.
Docking employed the Lamarckian genetic algorithm
(exhaustiveness 32), with the lowest binding energy (4G,
kcal/mol) conformation selected for each compound.

ADMET analysis

Lipinski's Rule of Five defined key molecular descrip-
tors for drug-likeness evaluation: molecular mass (MW
< 500 Da), octanol-water partition coefficient (logP <
5), hydrogen bond donors (HBDs < 5), and acceptors
(HBAs < 10)'9. These parameters correlate with ADMET
profiles, reflecting a compound s physicochemical proper-
ties. To assess drug potential, an integrated computational
workflow was executed by (i) conversion of screened com-
pounds to SMILES format and (ii) multi-tool prediction
via SwissADME (bioavailability)", Deep-PK (pharma-
cokinetics)®”, and ProTox-3.0 (toxicity)?”.

Results and discussion

Chemistry

Twelve piperazine-thiazole cephalosporin derivatives
(XIa-XIm) were synthesized. Condensation of com-
pound V with compound VI formed a thiocarbamate
intermediate, which underwent ammonolysis to yield key
intermediate VII. Nucleophilic substitution of VII with
a-bromoacetophenone derivatives VIIla—-VIIIm under
alkaline conditions generated intermediates IXa—1Xm.
7-ACA was sequentially modified through: HMDS-
mediated silylation of amino/carboxyl groups; TMSI
iodination; regioselective substitution with IXa—IXm to
form cephalosporin intermediates Xa-Xm. Final Et ,N-
catalyzed transesterification of Xa-Xm with MAEM
afforded target compounds Xla—XIm.

Antibacterial activity

The target compounds XI demonstrated selective
antibacterial activity against Gram-positive pathogens
(Table 1). Compounds XIe¢, XTh, XIi and XIm exhibited
potent inhibition against S. aureus and S. pneumoniae
(MIC: 1.56-3.13 ug/mL), with XIm showing superior
efficacy to cefpirome (reference drug), while XIc, XIh
and XIm displayed activity comparable to the control. In
contrast, all derivatives exhibited limited Gram-negative
activity (MICs > control).

Structure-activity relationship analysis identified two
critical determinants of antibacterial potency. First,
halogen substituents on the benzene ring markedly
enhanced antimicrobial activity, with fluorine showing
the greatest effect. This enhancement likely stems from
stable halogen bonds formed between halogens and key
amino acid residues in target proteins. Compound XIm,
bearing dual chlorines, illustrates this experimentally,
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Table 1. Antibacterial activity of cephalosporin derivatives

Tabela 1. Dziatanie przeciwbakteryjne pochodnych cefalosporyny
Compound XI/

Zwiazek X1 Cefpiao
S. aureus 12,5 6,25 3,13 6,25 12,5 6,25 6,25 3,13 3,13 6,25 12,5 1,56 3,13
S. pneumonia 12,5 6,25 3,13 6,25 12,5 6,25 6,25 3,13 SRS 6,25 12,5 1,56 3,13
P, aeruginosa >50 25 25 25 >50 25 25 25 25 25 >50 12,5 12,5
K. pneumonia > 50 25 12,5 12,5 > 50 25 12,5 25 25 125 = >50 | 625 6,25
E. coli >350 25 12,5 25 >350 25 25 25 25 125 | >50 12,5 12,5

Zwiazki XlIc, XTh, XIi i XIm wykazaly silne hamowanie
wzrostu S. aureus i S. pneumoniae (MIC: 1,56-3,13 pg/
mL), przy czym zwiazek XIm wykazal skutecznosé¢ prze-
wyzszajaca cefpirom (lek referencyjny), natomiast zwiazki
XIc, XIh i XIm wykazaly aktywno$¢ porownywalna do
kontroli. Natomiast wszystkie pochodne wykazywaty ogra-
niczong aktywno$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych (MIC
> kontrola).

Analiza zaleznosci struktury od aktywnosci pozwolita
zidentyfikowa¢ 2 kluczowe czynniki determinujace sku-
tecznos¢ przeciwbakteryjng. Po pierwsze, podstawniki
halogenowe w pierscieniu benzenowym znacznie wzmac-
niaty aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, przy czym naj-
wickszy wplyw wykazywat fluor. To wzmocnienie praw-
dopodobnie wynikato ze stabilnych wiazan halogenowych
utworzonych migdzy halogenami a kluczowymi resztami
aminokwasowymi w biatkach docelowych. Zwigzek XIm,
zawierajacy 2 atomy chloru, wykazat eksperymentalnie
lepszg aktywnos$¢ przeciwko bakteriom Gram-dodatnim
w poroéwnaniu z analogami nichalogenowanymi. Po drugie,
wzorce substytucji miaty znaczacy wplyw na bioaktywnosé¢
w przestrzeni. W szczegdlnosci substytucja w pozycji 4
konsekwentnie zapewniata zwigzkom wzmocnione dziala-
nie przeciwbakteryjne, co sugeruje optymalne dopasowanie
wigzania. Co ciekawe, chociaz grupa metylosulfonyloacy-
lowa zawiera 2 atomy tlenu zdolne do tworzenia wigzan
wodorowych, cecha ta nie wplynela znaczaco na zwiek-
szenie mocy dziatania.

Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne wyjasnito mechanizm prze-
ciwbakteryjny piperazyno-tiazolowych pochodnych
cefalosporyny wobec PBP2a, ujawniajac powinowactwo
wigzania zar6wno w miejscach aktywnych (AG=-8,990 do
-10,193 kcal/mol), jak i allosterycznych (AG = -7,596 do
-8.324 kcal/mol). Kluczowe interakcje obejmowaly wia-
zania wodorowe z SER403, ASN464 (miejsce aktywne)
i ARG241, LYS148 (allosteryczne), a takze interakcje
hydrofobowe/n-kationowe i mostki solne. Wszystkie
zwiazki wykazaty podwdjne wigzanie z obydwoma miej-
scami (tabela 2).

Dokowanie molekularne zwigzku XIm (najwyzsza
aktywno$¢ przeciwbakteryjna/wynik dokowania) z PBP2a
ujawnito podwdjne wigzanie. W miejscu allosterycznym:
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exhibiting superior Gram-positive activity versus non-
halogenated analogs. Second, substitution patterns sig-
nificantly influenced bioactivity spatially. Specifically,
4-position substitution consistently afforded compounds
with enhanced antibacterial effects, suggesting optimal
binding alignment. Interestingly, while the methylsulfon-
ylacyl moiety contains two hydrogen-bond-capable oxy-
gens, this feature did not significantly enhance potency.

Molecular docking

Molecular docking elucidated the antibacterial
mechanism of piperazine-thiazole cephalosporin deriva-
tives against PBPZa, revealing binding affinities at both
active (AG = —8.990 to —10.193 kcal/mol) and allosteric
sites (AG = -7.596 to -8.324 kcal/mol). Key interac-
tions involved hydrogen bonds with SER403, ASN464
(active site) and ARG241, LYS148 (allosteric), alongside
hydrophobic/m-cation interactions and salt bridges. All
compounds showed dual binding to both sites (Table 2).

Molecular docking of compound XIm (highest anti-
bacterial activity/docking score) with PBP2a revealed
dual binding. At the allosteric site: three H-bonds
(Lys148 (3.72 A); Glu239 (2.99 A); Arg241 (3.11 A)),
hydrophobic contact (Asnl46), m-cation interaction
(Lys148 (5.67 A)), and Cl-mediated halogen bond
(Ile144 (3.20 A)). At the active site: H-bond network
with Ser403 (3.69 A), Ser462 (3.19 A), Ser598 (2.68
A), Thr600 (3.22/3.90 A), Asn464 (4.08 A), and Tyr519
(2.96 A), complemented by salt bridges (His583 (4.76
A); Lys597 (5.13 A)) and m-cation interaction (Lys647
(3.90 A)). These multivalent interactions rationalize the
superior binding affinity of XIm.

ADMET properties

ADMET profiling plays a critical role in modern drug
discovery by mitigating clinical trial risks through early
elimination of suboptimal candidates. Authors system-
atically evaluated ADMET properties of the designed
cephalosporin derivatives. As indicated in Table 3, the
target compounds demonstrate molecular weights above
500 Da while retaining favorable drug-like proper-
ties, with calculated logP values <5 (range 1.37-2.68),
two hydrogen bond donors, and <10 hydrogen bond
acceptors. These parameters collectively satisfy three

eyt 104/6 (2025)



Table 2. Binding energies, kcal/mol, and H-bond interactions for active and allosteric sites

Tabela 2. Energia wigzania, kcal/mol, i oddziatywania wigzarn wodorowych dla miejsc aktywnych i allosterycznych

H-Bond interactions/Interakcje wigzan H

Compound X1/

AT active site/miejsce aktywne allosteric site/migjsce allosteryczne
a 130  SER403,LYS406, ASN464, SERS98, THR600, THR600 | LYSI48, GLU239, ARG241
: 508 | SERs9%. HR60O. THR60G. THR600 SERds | LYSI48 GLU239, ARG24I
¢ SA71 | SERS98, 1RGO0, THRO00. SERGdS o GLUISO ARG24I
d Zg;i’%? %’i%‘%%%,?{fé‘é? ASN464, SER598. THR600. THR600.  gpp 149 ARG241
e :%gf;% égl;glf;l, SER598, THR600. THR600, THR600. SER643. | pips 1 THR238. ARG241. HIS293
f :2:328 %EHIE%%%’ Lg}ggt(?(g, &%124, SER598, THRG600. THR600. | vq 48 1yS316
g gg?g /Txggéggz g}g}ggg, SER598, THR600, THR600. THR600. | | vq148 GLU239. ARG241
i 8274 SERS9S, HIR60D. THR60O, THR600. SERGH " LYSI48 GLU239, ARG241
i "Bi82 | SERS9%, HR600. THRo0O, THR600, GLUGO2 SER64s | OLU150. ARG241
j :§j332 %EL%%%%’LL\{JS;&@ SER462. ASN464, THR600, THR600. | ; {; 50, ARG241
K :g:gég Igggggg, ASN464. SER598, THR600. THR600. THR600. | pyypo 11 THR238, ARG241. HIS293
g 8324 SERS98, HR60D. THRO00, THR60D. SER64S +  LYSI48, GLU239, ARG241
Cefpirom :%Sﬁ "Sr%}}%%% SER462, ASN464, SER598, THR600, THR600, | | yq; 48. ARG241

3 wigzania wodorowe (Lys148 (3,72 A); Glu239 (2,99
A); Arg241 (3,11 A)), kontakt hydrofobowy (Asn146),
oddzialywanie n-kationowe (Lys148 (5,67 A)) oraz wig-
zanie halogenowe za posrednictwem Cl (Ile144 (3,20 A)).
W miejscu aktywnym: sie¢ wigzan wodorowych z Ser403
(3,69 A), Ser462 (3,19 A), Ser598 (2,68 A), Thr600
(3.22/3,90 A), Asn464 (4,08 A) i Tyr519 (2,96 A), uzu-
petniona mostkami solnymi (His583 (4,76 A); Lys597
(5,13 A)) oraz oddziatywanie n-kationowe (Lys647 (3,90
A)). Te wielowarto$ciowe interakcje wyjasniaja doskonatg
zdolnos¢ wiagzania zwigzku XIm.

Wtasciwosci ADMET

Profilowanie ADMET odgrywa kluczowa role w nowo-
czesnym opracowywaniu lekow, ograniczajac ryzyko zwia-
zane 7z badaniami klinicznymi poprzez wezesng eliminacje
nieoptymalnych kandydatow. W pracy dokonano syste-
matycznej oceny wlasciwosci ADMET zaprojektowanych
pochodnych cefalosporyny. Jak pokazano w tabeli 3, zwiaz-
ki docelowe wykazywaly mase czasteczkowa powyzej 500
Da, zachowujac jednoczesnie korzystne whasciwosci farma-
ceutyczne, z obliczonymi wartosciami logP < 5 (zakres:
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of the five criteria outlined in Lipinskis Rule of Five for
drug-likeness. Notably, the preserved compliance with
other critical parameters suggests that the designed
compounds retain drug-like properties while accom-
modating structural requirements for antimicrobial
activity.

As detailed in Table 4, critical ADMET parameters
of the compounds reveal deviations from convention-
al oral bioavailability criteria. (i) gastrointestinal
absorption (predicted: low) falls below the recom-
mended threshold (> 50% for class I compounds), (ii)
blood-brain barrier penetration (BBB, predicted. no)
indicates limited CNS exposure, and (iii) CYP3A4 inhi-
bition (predicted: yes) suggests potential drug-drug
interaction risks. The observed absorption limitations
likely originate from the C-3 carboxylate moiety, a
structural imperative for f-lactamase resistance that
concomitantly reduces intestinal permeability. This
alignment with injectable p-lactam pharmacophores
suggests our derivatives may bypass conventional
oral bioavailability requirements while maintaining
targeted antibacterial action.
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Table 3. The drug-like properties of cephalosporin derivatives

Tabela 3. Wtasciwosci lekowe pochodnych cefalosporyny

Compounddl | Formula/Wzor nHA nRot

a C,.H,N,0.S, 654,78 1,42 44 8 2 10 247,95
b C,,H,,N,O.S, 684,81 1,39 46 9 2 11 257,18
c C,H,,FN,O,S, 672,77 1,52 45 9 2 10 247,95
d C,H,,CIN,O,S, 689,22 2,05 45 8 2 10 247,95
e C,,H,,N,O,S, 684,81 1,39 46 9 2 11 257,18
f C,,H,,N,0.S, 732,86 1,39 48 8 2 11 256,33
g C,H,N,O,S, 684,81 1,39 46 9 2 11 257,18
h C,.H,,CIN,0.S, 689,22 2,05 45 8 2 10 247,95
i C,,H,,N,0.S, 668,81 1,79 45 8 2 10 247,95
j C,,H,,CIN,0.S, 689,22 1,79 45 8 2 10 247,95
k C,,H,N,0.8, 714,84 1,37 48 10 2 12 266,41
m C,.H,,C,N,O.S, 723,67 2,68 46 8 2 10 247,95

Table 4. The pharmacokinetic profile of cephalosporin derivatives
Tabela 4. Profil farmakokinetyczny pochodnych cefalosporyny

Compound XI/Zwiazek XI

Parameters/
Parametry f g
Absorption/ Absorpcja
GI absorption/ 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
gggg‘;{éﬁég 017 | 017 017 | 017 | 017 | 017 | 017 017 | 017 | 017 | 017 | 0.17
Distribution/Dystrybucja
BBB nolnie | no/nie | nomie | no/nie | nomie | no/nie | nomie | no/nie | nomie | nonie | no/mie | nonie
PPB 74,69 75,09 73,68 76,67 68,19 73,76 68,66 77,16 75,19 78,17 64,14 79,98
Metabolism/Metabolizm
CYP2D6 no/nie | nomie | nomie | no/mie | nomie | nonie = nomie | nonie | nomie = no/nie | nomie = no/nie
CYP3A4 yesltak | yes/tak | yes/tak | yes/tak | yes/tak | yes/tak | yes/tak | yes/tak | yes'tak | yes/tak | yes/tak | yes/tak
Excretion/Wydalanie
Half-life drug/
Lek o okresie <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
pottrwania, h
learance! 152 102 | 135 | 140 | 163 | 070 | 166 | 140 = 123 | 137 170 082

1,37-2,68), 2 donorami wigzan wodorowych i <10 akcep-
torami wigzan wodorowych. Te parametry tgcznie spetniaty
3 z 5 kryteridow okreslonych w regule pigciu Lipinskiego
dotyczacej podobienstwa do lekow. Co wazne, zachowana
zgodnos$¢ z innymi krytycznymi parametrami sugeruje, ze
zaprojektowane zwigzki zachowuja wilasciwoscei lekow,
spetniajac jednoczesnie wymagania strukturalne niezbedne
do dziatania przeciwko drobnoustrojom.

Jak pokazano w tabeli 4, kluczowe parametry ADMET
zwiazkdéw wykazywaly odchylenia od konwencjonalnych
kryteriow biodostepnosci doustnej: (7) wehtanianie z prze-
wodu pokarmowego (przewidywane: niskie) spada ponizej
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Toxicity assessment is critical in modern drug dis-
covery pipelines. Computational toxicity profiling clas-
sified all derivatives under the Globally Harmonized
System (GHS) as Toxicity Class VI (LDso >10,000 mg/
kg)??, indicating “practical non-toxicity”. This safety
profile exceeds clinically established f-lactam antibiot-
ics such as ceftriaxone (GHS Class V). Comprehensive
endpoint analysis predicted negligible risks of hepato-
toxicity, cytotoxicity, immunogenicity, and mutagenicity
(all inactive). These findings collectively align with
international safety pharmacology guidelines (ICH)
and demonstrate favorable preclinical safety charac-
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zalecanego progu (> 50% dla zwigzkow klasy 1), (i) prze-
nikanie przez barier¢ krew-mdzg BBB (przewidywane:
brak) wskazuje na ograniczona ekspozycje na osrodkowy
uktad nerwowy, oraz (7ii) inhibicja CYP3A4 (przewidy-
wana: tak) sugeruje potencjalne ryzyko interakcji migdzy
lekami. Zaobserwowane ograniczenia absorpcji wyni-
katy prawdopodobnie z obecnosci grupy karboksylowej
C-3, strukturalnego elementu niezbednego do uzyskania
opornosci na f-laktamazy, ktory jednocze$nie zmniejsza
przepuszczalnosé jelitowa. Zgodnosé z farmakoforami
P-laktamowymi stosowanymi w preparatach do iniekcji
sugeruje, ze pochodne uzyskane w badaniach mogg ominaé
konwencjonalne wymagania dotyczace biodostepnosci po
podaniu doustnym, zachowujac jednoczes$nie ukierunko-
wane dziatanie przeciwbakteryjne.

Ocena toksyczno$ci ma kluczowe znaczenie w nowo-
czesnych procesach opracowywania lekdéw. Profilowanie
toksycznosci obliczeniowej sklasyfikowalo wszystkie
pochodne w ramach Globalnie Zharmonizowanego Systemu
(GHS) jako klase toksycznosci VI (LDso > 10 000 mg/
kg)?, co oznacza ,,praktyczny brak toksycznosci”. Profil
bezpieczenstwa tego leku przewyzsza profil antybiotykow
f-laktamowych o potwierdzonej skutecznosci klinicznej,
takich jak ceftriakson (klasa V wg GHS). Kompleksowa
analiza punktéw koncowych przewidywata znikome ryzyko
hepatotoksycznosci, cytotoksycznosci, immunogennosci
i mutagennosci (wszystkie nieaktywne). Te wyniki sg zgod-
ne z migdzynarodowymi wytycznymi dotyczacymi bezpie-
czenstwa farmakologicznego (ICH) i wykazujg korzystne
wlasciwosci bezpieczenstwa przedklinicznego®. W polg-
czeniu z profilem farmakokinetycznym te pochodne cefa-
losporyny zastuguja na dalsze badania przedkliniczne jako
potencjalne $rodki przeciwdrobnoustrojowe, szczegolnie
w przypadku zakazen wielolekoopornych wymagajacych
dhugotrwatego leczenia.

Whnioski

Opierajac sie na wiedzy o strukturze aktywnych i allo-
sterycznych miejsc PBP2a szczepu S. aureus, zastosowano
strategie racjonalnego projektowania opartg na zalezno-
Sciach struktura-aktywnos$¢ w celu opracowania nowych
pochodnych cefalosporyny ukierunkowanych zaréwno na
domeny katalityczne, jak i allosteryczne. Zsyntetyzowano
12 zwiazkéw zawierajacych szkielet piperazyno-tiazolo-
wy i oceniono ich aktywno$¢ przeciwbakteryjna. Badania
in vitro uwidocznily, ze pochodne XIc, XTh, XIi i XIm
wykazywaly silne dziatanie przeciwbakteryjne przeciwko
S. aureus, przy czym zwiazek I wykazat najwigksza skutecz-
nos¢ (MIC = 1,56 ng/mL), przewyzszajac lek referencyjny
cefpirom (MIC = 3,13 pg/mL). Profilowanie ADMET prze-
widywato korzystne wlasciwosci lekowe tych pochodnych,
w tym akceptowalng rozpuszczalnos¢, stabilnos¢ meta-
boliczng i male ryzyko toksycznosci. Badania dokowania
molekularnego wyjasnity mechanizm podwdjnego dziatania
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teristics?®®. Combined with their pharmacokinetic pro-
file, these cephalosporin derivatives warrant further
preclinical development as antimicrobial candidates,
particularly for multidrug-resistant infections requiring
extended-duration therapy.

Conclusions

Based on structural insights into the active and
allosteric sites of PBPZa of §. aureus, a structure-
activity relationship guided rational design strategy
was employed to develop novel cephalosporin deriva-
tives targeting both catalytic and allosteric domains.
Twelve compounds featuring piperazine-thiazole scaf-
fold were synthesized and evaluated for antibacterial
activity. In vitro assays revealed that derivatives Xlc,
XTh, XIi and XIm exhibited potent antibacterial effects
against S. aureus, with compound l demonstrating the
highest efficacy (MIC = 1.56 ug/mlL), surpassing the
reference drug cefpirome (MIC = 3.13 ug/mL). ADMET
profiling predicted favorable drug-like properties for
these derivatives, including acceptable solubility,
metabolic stability, and low toxicity risks. Molecular
docking studies elucidated the dual-target mechanism
of compound XIm. At the active site, it formed eleven
hydrogen bonds, including a critical interaction with
SER403 and ASN464, complemented by m-cation inter-
action and salt bridges, yielding a strong binding affinity
(AG = -10.193 kcal/mol). At the allosteric site, three
hydrogen bonds were observed, notably with LYSI148
and ARG241, alongside analogous non-covalent inter-
actions. Collectively, these findings demonstrate that
compound XIm stabilizes PBPZa in an inactive confor-
mation by concurrently occupying both sites, thereby
disrupting cell wall synthesis. The in vitro activity, and
computational data position compound XIm as a prom-
ising lead for combating f-lactam-resistant MRSA which
will be further developed as novel candidates for anti-
bacterial drugs. The toxicity analysis of cephalosporin
derivatives Xla-XIm at LD50 10,000 mg/kg confirmed
class 6 and excluded both hepatotoxicity, cytotoxicity,
immunogenicity, and mutagenicity.
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zwiazku XIm. W miejscu aktywnym utworzyt 11 wiazan
wodorowych, w tym krytyczne oddziatywanie z SER403
i ASN464, uzupetione oddziatywaniem w-kationowym
i mostkami solnymi, co dato silne powinowactwo wigzania
(AG=-10,193 kcal/mol). W miejscu allosterycznym zaob-
serwowano 3 wigzania wodorowe, zwlaszcza z LYS148
i ARG241, a takze analogiczne oddzialywania niekowa-
lencyjne. Wyniki te tacznie wskazuja, ze zwigzek XIm
stabilizuje PBP2a w nieaktywnej konformacji poprzez
jednoczesne zajecie obu miejsc, zaklocajac w ten sposob
synteze sciany komérkowej. Aktywnos¢ in vitro oraz dane
obliczeniowe wskazuja na zwigzek XIm jako na obiecujacy
srodek do zwalczania MRSA opornego na fS-laktamy, ktéry
bedzie dalej rozwijany jako nowy kandydat na lek przeciw-
bakteryjny. Analiza toksycznosci pochodnych cefalospory-
ny XIa-XIm przy LD50 10 000 mg/kg potwierdzita klasg 6
i wykluczyta zardwno hepatotoksycznosé, cytotoksycznosc,
immunogennosé, jak i mutagenno$é.
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