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1. УВОД 

1.1. Туберкулозата – разпространение и значение 

Туберкулозата (ТБ) е една от най-старите известни смъртоносни болести, която засяга 

целия свят и до днес. Тя е убила повече хора по света през последните две хилядолетия, 

отколкото всяка друга инфекция. Причинителите на туберкулозата са бактерии, членове на 

комплекс, представен главно от Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Най-вероятно общият 

прародител на тези видове е съществувал на Земята преди около 15000 години. Хейман 

обаче спекулира и твърди за юрски произход на ТБ преди повече от 150 милиона години.1 

Най-ранните ясни доказателства за човешка туберкулоза идват от скелетни останки, 

намиращи се в неолитно селище в Източното Средиземноморие, датирано от преди около 

9000 години.2 

Характеристиките, които биха направили едно лекарство идеално за лечение на 

туберкулоза, са: (i) то трябва да бъде ефективно срещу MDR/XDR-TB, (ii) трябва да съкрати 

времето за лечение както на чувствителната, така и на резистентната на лекарства 

туберкулоза, (iii) то трябва да е насочено и към нереплициращо се състояние на бактерията, 

(iv) трябва да е съвместимо с настоящите противотуберкулозни и ХИВ лекарства (тъй като 

Mtb/HIV ко-инфекцията е често срещана). За съжаление, дори и при най-новите и 

обещаващи химически структури, все още се наблюдава развитие на резистентност и много 

странични ефекти. От огромно значение е да продължи скринингът на множество химични 

библиотеки, включително синтетични, полусинтетични и природни съединения.3 

 

1.2. Съвременни тенденции в разработването на противотуберкулозни лекарства 

Класическото лечение на туберкулозата е установено от 60-те години на миналия век 

и включва две основни групи лекарства (техните структури са представени на Фигури 1 и 

2). Изониазид, рифампин, етамбутол (EMB), пиразинамид и стрептомицин са основните 

противотуберкулозни лекарства от първа линия. Аминогликозидите (канамицин, 

амикацин), хинолоните (левофлоксацин), етионамид или протионамид, циклосерин, пара-

аминосалицилова киселина (PAS) и полипептида капреомицин са противотуберкулозните 

лекарства от втора линия.4 Този списък беше повече или по-малко постоянен до миналото 

десетилетие, когато MDR/XDR-TB се повиши изключително много в световен мащаб. 

През 2019 г. СЗО публикува нови насоки, които доведоха до основна ревизия и нова 

класификация на лекарствата, препоръчани за употреба в по-дълги схеми на лечение на 

MDR-TB (обобщени на Фигура 2). Това лечение включва комбинация от трите лекарства от 

група А (левофлоксацин или моксифлоксацин, бедаквилин и линезолид), с едно или две 

лекарства от група В. Лекарствата от група С могат да се използват, когато лекарствата от 

групи А и Б са недостатъчни за успешно излекуване или не са приложими по някаква 

причина. 

isoniazid 

 
rifampin (rifampicin) 

 
kanamycin 

Фигура 1. Някои лекарства, използвани в класическото лечение на туберкулоза от 60-те 

години на миналия век. 

Последните насоки на СЗО (от 2020 г.)5 също изясняват, че новият 6 до 9 месечен 

режим на лечение с претоманид, бедаквилин и линезолид вече може да се използва при 

пациенти с MDR-TB с допълнителна резистентност към флуорохинолонови антибиотици. В 
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допълнение, повечето лекарства от втора линия са по-токсични, скъпи и по-малко 

ефективни от лекарствата от първа линия.2 Например неоправдани надежди се възложиха 

на бедаквилина. След въвеждането му в клиничната практика, той се оказа не особено 

ефективен, с нежелани странични ефекти (напр. компрометирана сърдечна безопасност).6,7 

Всички гореспоменати лекарства имат известен механизъм на действие, както и 

таргетни гени и протеини (заедно със свързаните с тях мутации), причиняващи 

резистентност към тези лекарства.3 Много съединения в момента са в клинична тестове 

(фази I, II или III). Най-важните кандидати могат да бъдат обобщени в Таблица 1.2 

Съвременното откриване на лекарства за туберкулоза се основава предимно както на целеви, 

така и на фенотипни/клетъчни методи, което води до напълно нови класове активни 

съединения.8 Възможна е обаче и друга класификация при откриването на лекарства. 

Скорошен анализ разкрива, че 43% от публикуваните клинични кандидати от Journal of 

Medicinal Chemistry са производни на известни съединения (DKC), а други 29% са получени 

в резултат на случаен скрининг (RS).9 

Изглежда, че RS все още остава подходящ и ефективен метод за откриване на 

биоактивни съединения, особено подходящ за академични институции с ограничено 

финансиране. Ето защо използвахме този метод в нашите изследвания на 

противотуберкулозни лекарства. В допълнение, в някои молекули включихме фрагменти, за 

които преди това е известно от литературата, че са фармакофорни. В заключение, огромно 

количество in vitro активни съединения (във всички предклинични фази) са описани в 

научната литература. Те са разделени на много различни класове, въз основа на тяхната 

химична структура или механизъм на действие.8,10-16 Въпреки това, тяхното подробно 

описание не е цел на тази дисертация и само единични примери, свързани с нашата 

публикационна дейност, ще бъдат споменати по-долу, в раздел „Резултати и дискусия“. 

 
Фигура 2. Лекарства, препоръчани от СЗО през 2019 г. за по-продължително лечение на 

MDR-TB. 
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Таблица 1. Лекарствени кандидати с антитуберкулозна активност в състояние на клинични 

изпитания (фази I, II или III през 2022 г.). 

Име Структура Клас Фаза 

SQ109 

 

Ethylenediamine II/III 

Delpazolid 

 

Oxazolidinone II 

Sutezolid 

 

Oxazolidinone II 

TBI-223 

 

Oxazolidinone I 

Sudapyridine 

(WX-081) 

 

Triarylpyridine II 

TBAJ-876 

 

Diarylquinoline I 

TBAJ-587 

 

Diarylquinoline  

Telacebec 

 

Imidazopyridine 

amide 
II 

Macozinone 

 

Benzothiazinone II 

BTZ043 

 

Benzothiazinone I/II 
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GSK3036656 

 

Benzoxaborole II 

TBA-7371 

 

1,4-Azaindole II 

Pyrifazimine 

(TBI-166) 

 

Iminophenazine II 

OPC-167832 

 

Carbostyril I/II 

SPR720 

 

Benzimidazole urea I 

GSK2556286 

 

Pyrimidine-2,4-

dione 
I 

BVL-

GSK098 
 

Amido-piperidine I 

 

1.3. Съвременни тенденции в разработването на анти-ентеровирусни лекарства 

Ентеровирусите (EV) са необвити, едноверижни (+) РНК вируси, принадлежащи към 

семейство Picornaviridae. Това голямо семейство включва няколко патогена, които са 

замесени в широк спектър от клинични прояви, засягащи хора и животни. EV може също да 

бъдат свързани с още по-сериозни заболявания, които впоследствие могат да са 

животозастрашаващи. Такива са например менингит, енцефалит, миокардит, полиомиелит, 

инсулинозависим диабет и др.17,18 Коксаки вирусите (клас EV), и по-специално Coxsackie B 

група, често се свързват с развитието на миокардит, който може да доведе до внезапна смърт 

при млади хора или прогресия до дилатативна кардиомиопатия, ако не се лекува. Жизненият 

цикъл на ентеровируса е описан накратко във Фигура 3.19,20 

Съвременната антивирусна химиотерапия все още не е постигнала същите успехи като 

антибактериалната химиотерапия. Съществуващите антивирусни средства на химическа 

основа са доста ограничени. Това важи не само за приложимите в клиничната практика, но 

и за тези, показващи обещаваща активност в предклиничните фази. Това се дължи основно 

на две причини – първата е изключително честата мутация на вирусите, водеща до бързо 

развитие на резистентност към антивирусни лекарства. Втората причина е ограниченият 

брой биохимични процеси във вирусите, които могат да бъдат повлияни от антивирусните 

средства. Вирусите нямат собствен метаболизъм, те разчитат на метаболизма на 
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гостоприемника, за да осъществят гореспоменатия жизнен цикъл. Следователно, 

антивирусните химиотерапевтици прекъсват или нарушават този цикъл не директно, а само 

чрез избирателно въздействие върху нормалните биохимични процеси в клетките 

гостоприемници. 

 
Фигура 3. Ключови етапи от жизнения цикъл на ентеровирусите. 

През последните десетилетия става известно, че няколко класа непептидни съединения 

са селективни in vitro инхибитори на ентеровирусната репликация. Съществува обаче рязко 

несъответствие между антивирусната активност, установена in vitro и in vivo (експерименти 

с лабораторни животни). За разлика от стотици инхибитори на вирусна репликация, 

показващи in vitro ефекти, по-малко от двадесет проявяват известна in vivo активност. За 

съжаление все още не е установена ефективна анти-EV химиотерапия за клинична употреба. 

Развитието на лекарствена резистентност е основната причина за липсата на антивирусни 

средства в клинична употреба при ентеровирусни инфекции. 

Доказано е, че ограничен брой синтетични органични съединения селективно 

инхибират точно един от процесите, споменати по-горе – репликацията на вирусна РНК. 

Повлияването на този процес е ключов момент в борбата с вирусите, поради което търсенето 

на нови съединения с такъв механизъм на действие продължава и днес. 
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2. ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ 

 

Целта на настоящата дисертация е да представи синтез на нови съединения, 

перспективни като мощни in vitro/in vivo противотуберкулозни и антивирусни средства 

с понижена цитотоксичност и подобрени фармакологични свойства. В някои случаи 

са извършени QSAR анализи, за да се изяснят възможностите за по-нататъшно 

разработване на подобрени биоактивни съединения. Специален акцент беше поставен 

върху синтетичната част от нашата работа и характеризирането на получените нови 

съединения, без подробности за използваните биологични и спектроскопски методи. 

За реализацията на поставената цел са поставени следните задачи: 

 

 Разработване на нови производни на R-2-аминобутан-1-ол като 

противотуберкулозни средства: 

- N-ацилни производни; 

- N-алкил/арил производни; 

- хетероциклични производни; 

- уреи, тиоуреи и ацилтиоуреи. 

 

 Разработване на нови производни на (+)-камфора като противотуберкулозни 

средства: 

- амидоалкохоли с камфанови скелети; 

- други производни на аминоалкохоли с камфанов скелет. 

 

 Разработване на нови мощни аналози на известния антивирусен агент MDL-860: 

- нови диарилетери, притежаващи циано и нитро групи; 

- нови диариламини и диарилтиоетери, притежаващи циано и нитро групи; 

- други диарилетери и техните хетероциклени аналози. 
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3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 

Публикациите, представени тук, засягат две специфични области на медицинската 

химия – синтез на нови антибактериални и антивирусни средства. Специален акцент е 

поставен върху противотуберкулозните средства. Освен кратко описание на синтетичните 

методи, този раздел също така включва резултати за in vitro/in vivo активност на синтезирани 

съединения. Подробни синтетични процедури и аналитични данни са представени в раздела 

„Експериментална част“ към дисертацията, но са изключени в автореферата. 

 

3.1. Разработване на нови съединения с мощна in vitro антитуберкулозна и 

антибактериална активност 

3.1.1. Нови аналози на етамбутола като обещаващи противотуберкулозни агенти 

Простият диамин етамбутол (EMB, Фигура 2) се синтезира чрез взаимодействие на 1,2-

дихалогеноетан с (S)-2-амино-1-бутанол.21,22 Описан е също алтернативен синтетичен 

метод.23 EMB е предимно бактериостатичен анти-туберкулозен агент с не напълно изяснен 

механизъм на действие. Той е насочен към ензимите арабинозил трансферази, отговорни за 

биосинтеза на арабиногалактан (ключов компонент от уникалната микобактериална 

клетъчна стена).24-26 Въпреки умерената си активност, поради синергията си с други 

лекарства и по-ниската токсичност, EMB се използва в комбинация с по-мощни 

антимикобактериални агенти от първа линия. Ранните изследвания на връзката структура-

активност (SAR) показват, че разстоянието между двата азота, наличието на две хидрокси 

групи и малките странични вериги в молекулата са ключови фармакофорни елементи. 

Конфигурацията на молекулата е от решаващо значение за дейността, тъй като EMB (с S,S-

конфигурация) е приблизително 200-500 пъти по-мощен от неговия (R,R)-енантиомер.27 

През последните години различни производни на (S)-2-амино-1-бутанол и 1,2-

етилендиамин са синтезирани и оценени за тяхната антимикобактериална активност и 

механизми на действие.28-32 Като цяло повечето от съединенията, съдържащи (S)-2-амино-1-

бутанолов фрагмент показват подобна, но не и значително по-висока активност от тази на 

EMB. Важно е да се отбележи, че използването на (R)-2-амино-1-бутанолов скелет за синтеза 

на кандидати за антитуберкулозни лекарства е пренебрегнато. Има само отделни примери 

за такива производни, показали не особено обнадеждаващи резултати по отношение на 

антимикобактериалната активност,33 но притежаващи обещаваща противогъбична 

активност.34 

Тук докладваме синтеза на малки библиотеки от структурно различни съединения, 

включващи (R)- и (S)-2-амино-1-бутанолов остатък и оценката на техните in vitro 

антимикобактериални, антибактериални и противогъбични активности.35,36 Всички 

съединения бяха получени с отлична чистота (>99%) след колонна хроматография и/или 

кристализация. Те бяха напълно характеризирани с ЯМР, мас спектри, точки на топене и 

елементен анализ. 

Синтез на нови N-ацилирани, -алкилирани и -арилирани производни (74-81, 85-87, 95-

101, 108-113, 116-118, 125-130, 144-156 и 158-163) на търговски енантиомерно чист (R)-2-

амино-1-бутанол. Оценка на тяхната антимикобактериална, антибактериална и 

противогъбична активност35 

Синтезирана е серия от N-моноацилирани съединения 74-8135 и са постигнати добри 

до отлични добиви при използване на стандартни условия за ацилиране на (R)-2-амино-1-

бутанол (65) - 0°C и Et3N в сух дихлорометан (DCM) с киселинни хлориди 66-73 (Схема 1). 

Синтезът на 77-79 и 81 е публикуван по-рано, без данни за чистотата.37-41 В случая на 75, 

(S)-енантиомерът е получаван от други учени в енантиомерно обогатена форма (75-97 % ee), 

чрез използване на доста сложна процедура.37 Амидните производни 85-87 са синтезирани 

чрез аминолиза без разтворители на естерите 82-84 с 65 чрез нагряване при 90-100°C (Схема 

2).35 

Синтезът на съединения 95-101 (Схема 3)35 се извършва чрез прилагане на стандартни 

процедури, описани в литературата42-48 – нагряване на 65 с 88-94 без разтворител, или в 
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присъствие на различни разтворители (напр. диетилетер, тетрахидрофуран, етанол и т.н.). 

Съединения 95, 96 и 99 са известни в литературата,42-44, 48 но публикуваните данни са 

недостатъчни по отношение на чистотата и свойствата им. Интересно е да се отбележи, че 

реакцията на 65 с 90 при тези специфични условия води до естер 97. Съединение 98 се 

получава от 65 и 91 в резултат на миграция на двойната връзка. Подобна реакция на 

прегрупировка е описана и по-рано.49 

 
Схема 1. Синтез на съединения 74-81. 

Известно е, че някои уреи и тиоуреи са ефективни лекарства срещу редица MDR 

щамове на M. tuberculosis.50-54 Поради това си струва да се оцени активността на подобни 

структури, включващи (R)-2-аминобутанолов остатък. Синтезът на съединения 108-110 

(Схема 4) се извършва чрез смесване на 65 с изотиоцианат 102 и изоцианати 103-104 

съответно, в тетрахидрофуран като разтворител.35 Образуването на 10855-57 и 11058 е описано 

в литературата във връзка с различни изследвания, които не са свързани с настоящата 

дисертация. 

 
Схема 2. Синтез на съединения 85-87. 
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Схема 3. Синтез на съединения 95-101. 

Хетероцикълът 111 се синтезира в два етапа (Схема 4). В първия етап се образува солта 

на 65. Тя се изолира като утайка след смесване на 65 с хомофталова киселина (105) в 

тетрахидрофуран (THF). Този междинен продукт след това се нагрява без разтворител в 

продължение на 5 часа, за да се образува 111 с добри добиви. Структури, подобни на 111, 

показват противовъзпалителна и аналгетична активност.59 Производното на хиназолинона 

112 (Схема 4) се получава в приемлив добив в кипящ толуен след смесване на 65, 

антранилова киселина (106) и триетил ортоформиат в присъствието на каталитични 

количества от пара-толуенсулфонова киселина (PTSA). В нашия случай публикуваната 

процедура за синтез на подобни хиназолинони без разтворител не беше успешна.60 Някои 

4(3Н)-хиназолинони са показали противотуберкулозна61 и антибактериална62 активност. 

Съединение 113 (Схема 4) беше интересно да се синтезира поради очакваната липофилност 

и хидролитична стабилност, причинени от пространственото запречване на камфановия 

скелет. Реакцията се провежда чрез кондензация на (+)-камфор (107) и 65 в присъствието на 

каталитично количество безводен ZnCl2, съгласно публикуваната процедура.63 

 
Схема 4. Синтез на съединения 108-113. 

Сериите от N-заместени аминоалкохоли са синтезирани чрез използване на (R)-2-

амино-1-бутанол (65) като централно хирален фрагмент, в реакция с арил- и алкил-

халогениди.35 Аминоалкохолът 65 реагира без присъствие на разтворител с хетероарил 
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бромидите 101 и 114, водещо до съединения 116-117 (Схема 5). Интересно е да се отбележи, 

че вторият бромен атом в 114 не е заменен с (R)-2-амино-1-бутанолов фрагмент. 

Съединението 118 се синтезира лесно от 65 и 115 в кипящ под обратен хладник етанол 

(EtOH) (Схема 5). 

 
Схема 5. Синтез на съединения 116-118. 

 N,N-дизаместените аминоалкохоли 127-130 (Схема 6)35 се получават с добри добиви, 

при стандартни условия, чрез използване на излишък от K2CO3 в кипящ ацетонитрил. 

Поради пространствено запречване, в случая на продукти 125 и 126 (Схема 6) се постига 

само моно-заместване на аминогрупата. Реакциите обаче протичат гладко и в двата случая - 

Et3N в дихлорометан (DCM) за 125 и K2CO3/18-краун-6 в ацетонитрил (MeCN) за 126. 

Опитите за N-ацетилиране на 125 (с ацетил хлорид/Et3N) предоставиха само О-ацилиран 

продукт 125а. Синтезът на съединения 127,64-69 128,70,71 и 125 е описан по-рано. Последните 

две производни са използвани за получаване на противотуморни агенти.72,73 

 
Схема 6. Синтез на съединения 125-130. 

Серия от заместени аминоалкохоли 144-156 от бензилов тип беше синтезирана (Схема 

7)35 чрез прилагане на ефективно редуктивно аминиране на алдехиди 131-143 с 

аминоалкохол 65. Вместо да се използва често прилаганият (и по-скъп) редуциращ агент 

NaBH(OAc)3,74-76 използвахме по-евтиния NaCNBH3 в метанол/оцетна киселина 

(MeOH/AcOH) и постигнахме добри резултати.77 Някои от изолираните продукти са 

споменати по-рано в литературата. S-енантиомерът на 144 е описан в патенти като 

катализатор.78,79 Бис-заместеният продукт 146 е бил част от проучване относно 

предотвратяването на индуцирана от лекарството цитотоксичност.80 Аминоалкохолът 147 и 

неговият S-енантиомер са използвани като лиганди за стереоселективна редукция на 

кетони.81 Рацематът на 149 е споменат като междинен продукт за получаване на 

фероценилметиламиноалкокси силани.82 S-енантиомерите на 150 и 151 са получавани чрез 

редуктивно аминиране на алдехиди 137 и 138 съответно, чрез използване на циано 
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борохидрид, имобилизиран върху смола.83 Образуването на 153 чрез редуктивно аминиране 

е отбелязано в изследване относно цитотоксичността на пирен-съдържащи 

аминоалкохоли.84 

 
Схема 7. Синтез на съединения 144-156. 

Оценката на антимикобактериалната активност на съединенията, получени от (R)-2-

амино-1-бутанол, дава много обещаващи резултати (виж по-долу, Таблица 2). Следователно 

е необходимо изследване на S-енантиомерите на най-активните съединения, за да се сравнят 

активностите за всяка двойка енантиомери. Така, синтезът на съединения 158-163 (Схема 

8)35 от търговски (S)-2-амино-1-бутанол (157) беше постигнат чрез прилагане на същите 

процедури, вече описани по-горе за техните R-аналози 75, 77, 86, 87, 95 и 109, съответно. 

 

 
Схема 8. Синтез на съединения 158-163. 
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Синтезираните съединения (74-81, 85-87, 95-101, 108-113, 116-118, 125-130, 144-156 и 

158-163) бяха тествани за тяхната in vitro активност срещу референтен щам Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (Таблица 2), използвайки метода на Canetti.85,86 Пет от съединенията, а 

именно 75, 86, 87, 95 и 109, са показали забележително висока активност, която е между 5 и 

11 пъти по-добра от EMB (използван като еталон). За сравнение, най-активният аналог на 

EMB, 1,2-диамина SQ 109 (Таблица 1), е 35 пъти по-мощен от EMB.29 Интересно е да се 

отбележи, че в литературата не бяха намерени аналози на 75, 87, 95 и 109 с 

антимикобактериална активност. Известната от литературата антимикобактериална 

активност на салициланилидни фенолни естери показва,87,88 че салициламидният фрагмент 

е важен за активността на 87. Съединения 77, 80, 125а, 127 и 116 са показали 50-80% 

активност в сравнение с EMB. Цинамамидната група при 77 е включена в различни 

структури, притежаващи антимикобактериална активност.89,90 Останалите синтезирани от 

нас производни на (R)-2-аминобутанола, нямат осезаема активност. Всички споменати по-

горе съединения (с изключение на 125a) са в съгласие с правилото на Липински (Таблица 2). 

Оценката на антимикобактериалната активност на S-енантиомерите 158-163 показва 

липса на активност (100% растеж) при концентрации приблизително 2-3 пъти по-висока от 

минималната инхибираща концентрация (МИК) на EMB. Тези резултати са в контраст с 

високата активност, наблюдавана за R-енантиомерите (75, 77, 86, 87, 95 и 109, съответно). 

Това е обратното на факта, че (S,S)-EMB е приблизително 500 пъти по-активен от (R,R)-

EMB.27 Следователно, директното сравнение на структурите, представени в това проучване 

с EMB, трябва да се интерпретира внимателно. Тъй като 158-163 не са интересни като 

антимикобактериални средства, тяхната цитотоксичност и друга антибактериална 

активност не бе изследвана. Няма корелация между антимикобактериалната активност и 

активността срещу други микроорганизми за съединенията в това изследване (Таблици 2 и 

3). Това показва специфичната активност на всички мощни производни на (R)-2-

аминобутанол само към Mycobacterium tuberculosis, както е установено за повечето 

антимикобактериални средства от първа линия (включително EMB) при клинична употреба. 

Освен това, тъй като всички получени от нас съединения са частични структурни аналози 

на EMB, може да се предположи, че те споделят подобен механизъм на 

антимикобактериално действие,24-26 въпреки че това се нуждае от изясняване.91 

Следователно, изследването на механизма на действие и ролята на хиралността на тези 

съединения би подпомогнало откриването на още по-мощни аналози. 

За да се изследва селективността на антипролиферативните ефекти, in vitro 

цитотоксичността на избрани съединения (проявяващи антимикобактериална активност), 

беше оценена спрямо нетуморна клетъчна линия 293T от ембрионален човешки бъбрек 

(HEK 293T).35 Очевидно от стойностите на концентрациите, убиващи 50% от тестваните 

клетки (IC50), обобщени в Таблица 2, съединенията като цяло са с ниска до умерена 

цитотоксичност срещу човешки клетки. С малки изключения, съединенията предизвикват 

50% инхибиране на клетъчната пролиферация и жизнеспособност при концентрации, 

значително надвишаващи 100 μM. Може да се обобщи, че структурите, осигуряващи най-

високата антимикобактериална активност в рамките на серията ни, като цяло проявяват 

много ниски антипролиферативни/цитотоксични ефекти срещу човешки клетки (индекси на 

селективност, вариращи от 91.2 до 375.4). 
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Таблица 2. In vitro скринингови данни за антимикобактериална активност и цитотоксичност 

на съединения 74-81, 85-87, 95-101, 108-113, 116-118, 125-130, 144-156 и 158-163. 

Съед. 

Activity M. tb. 

H37Rv, МИК 

(μM) 

In vitro 

цитотоксичност – 

HEK 293T, IC50 (μM)a 

Индекс на 

селективност, 

SIb,c 

LogPd 

Разтворимост във 

вода при 20°C 

(mg/ml)b 

74 28.86 NT NT 0.48 +/-0.31 NT 

75 0.69 155 224.6 1.82 +/-0.57 <1 

76 >17.46 NT NT 0.79 +/-0.37 NT 

77 9.12 211 23.1 1.70 +/-0.35 <1 

78 >20.55 NT NT 2.48 +/-0.36 NT 

79 >20.55 NT NT 2.48 +/-0.36 NT 

80 8.46 173 20.5 1.67 +/-0.39 1.5 

81 >18.37 NT NT 1.60 +/-0.46 NT 

85 >25.74 NT NT -0.01 +/-0.37 NT 

86 0.65 244 375.4 -0.27 +/-0.52 46 

87 0.96 257 267.7 1.59 +/-0.45 2 

95 0.97 89 91.8 0.49 +/-0.36 1 

96 >22.81 NT NT 1.81 +/-0.28 NT 

97 23.67 NT NT 0.07 +/-0.33 NT 

98 27.29 NT NT 0.66 +/-0.33 NT 

99 >29.21 NT NT -0.70 +/-0.39 NT 

100 >18.57 NT NT 1.44 +/-0.62 NT 

101 >14.36 NT NT 2.21 +/-0.65 NT 

108 >22.29 NT NT 1.14 +/-0.33 NT 

109 1.25 114 91.2 -0.23 +/-0.35 215 

110 >19.36 NT NT 2.74 +/-0.40 NT 

111 23.23 NT NT 2.28 +/-0.75 NT 

112 22.91 NT NT 0.94 +/-0.29 NT 

113 >22.39 NT NT 4.62 +/-0.47 NT 

116 14.03 47 3.4 0.92 +/-0.98 <1 

117 20.40 NT NT 2.41 +/-0.62 NT 

118 >29.90 NT NT 0.47 +/-0.57 NT 

125 >15.09 NT NT 6.22 +/-0.53 NT 

125a 13.39 114 8.5 6.90 +/-0.40 <1 

126 19.74 NT NT 3.36 +/-0.56 NT 

127 10.46 122 11.7 2.20 +/-0.38 <1 

128 >18.56 NT NT 4.61 +/-0.42 NT 

129 >11.73 NT NT 5.79 +/-0.55 NT 

130 >12.15 NT NT 4.16 +/-0.38 NT 

144 25.61 NT NT 1.26 +/-0.35 NT 

145 >23.89 NT NT 1.91 +/-0.36 NT 

146 17.83 NT NT 1.78 +/-0.48 NT 

147 21.80 NT NT 3.23 +/-0.34 NT 

148 >21.80 NT NT 3.23 +/-0.34 NT 

149 17.41 NT NT -e NT 

150 >19.58 NT NT 3.76 +/-0.39 NT 

151 17.90 NT NT 4.46 +/-0.34 NT 

152 18.72 NT NT 3.94 +/-0.40 NT 

153 16.48 NT NT 4.95 +/-0.34 NT 

154 27.74 NT NT 0.51 +/-0.35 NT 

155 21.71 NT NT 1.86 +/-0.35 NT 

156 20.38 NT NT 1.76 +/-0.62 NT 

158 >17.28 NT NT 1.82 +/-0.57 NT 

159 >22.80 NT NT 1.70 +/-0.35 NT 

160 >16.21 NT NT -0.27 +/-0.52 NT 

161 >23.90 NT NT 1.59 +/-0.45 NT 

162 >31.21 NT NT -0.23 +/-0.35 NT 

163 >24.36 NT NT 0.49 +/-0.36 NT 

EMB.2HClf 7.22 NT NT 0.06g 100f 
a  HEK – човешки ембрионални бъбречни клетки 293T. b NT – не е тествано; цитотоксичността, индекса на селективност 

(SI) и водоразтворимостта са тествани/измерени/изчислени само за избрани активни съединения. c SI = IC50/МИК. d LogP, 

разпределителния коефициент октанол-вода, е изчислен чрез програмата ACDLabs/ChemSketch 12.01 (www.acdlabs.com). 
e LogP не е изчисляван за това съединение поради софтуерни ограничения. f EMB.2HCl – етамбутол дихидрохлорид 

(референтно съединение). 
g LogP и водоразтворимостта на EMB.2HCl са известни в литературата: N.R. Budha, R.E. Lee and B. Meibohm, Curr. Med. 

Chem. 2008, 15, 809.  
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За синтезираните производни на (R)-2-амино-1-бутанол (с изключение на 158-163) е 

извършена качествена оценка на техните in vitro антибактериални и противогъбични 

активности (Таблица 3) срещу т. нар. условно патогенни микроорганизми,35 чрез използване 

на агар дифузионен тест.92 По-конкретно, активностите са изследвани срещу Gram (+) 

щамовете: Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus idosus B 241, Bacillus megaterium NRRL 

1353895, Bacillus mycoides DSMZ 274, Bacillus cereus ATCC 11778, Acinetobacter johnsonii 

ATCC 17909, Staphylococcus RL Sarcinate1 NR 33 ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC 9631 

и Gram (-) щам Escherichia coli ATCC 8739. Като референтни съединения са използвани 

антибиотиците стрептомицин и гентамицин сулфат. Противогъбичните активности са 

изследвани срещу дрождените щамове Candida tropicalis ATCC 20336 и Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 9763 и гъбичния щам Penicillium chrysogenum CECT 2802. Флуконазол и 

итраконазол са използвани като противогъбични референтни съединения. 

Повечето от тестваните съединения не са активни дори при концентрации 50 mg/ml и 

следователно не са подходящи за антимикробни средства (Таблица 3). Някои от 

съединенията (75, 97-98, 111, 126, 127, 147-148, 150-152) демонстрират широк спектър от 

ниска до умерена активност при по-ниски концентрации – 25, 10, 5, 2, 1.25 или 1 mg/ml. 

Данните в Таблица 3 (втори стойности) показват, че почти всички съединения не са активни 

при концентрации 2 mg/ml или по-ниски. Само съединения 97, 151 и 152 са активни срещу 

всички микроорганизми (с изключение на Escherichia coli) в значително по-ниски 

концентрации. Най-мощното съединение 97 проявява подчертана активност срещу 

гъбичките Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae и Penicillium chrysogenum дори при 

концентрации съответно 6, 6 и 12.5 µg/ml. Малеимидния пръстен на 97 вероятно е отговорен 

за наблюдаваната активност. Заместеният малеимид 98 и дихидро аналогът 99 показват 

съответно значително по-ниска активност и липса на активност. Подобна тенденция се 

наблюдава в публикуваните данни относно противогъбичната активност на аналогични N-

алкил-арил заместени малеимидни производни.93 

 

Списък на микроорганизмите (Таблица 3, колони 1-13): 1. Bacillus subtilis, 2. Bacillus idosus, 

3. Bacillus megaterium, 4. Bacillus mycoides, 5. Bacillus cereus, 6. Acinetobacter johnstonii, 

7. Staphylococcus aureus, 8. Sarcina lutea, 9. Micrococcus luteus, 10. Escherichia coli, 

11. Candida tropicalis, 12. Saccharomyces cerevisiae, 13. Penicillium chrysogenum. 
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Таблица 3. Оценка на in vitro антибактериалната и противогъбичната активност на 

съединения 74-81, 85-87, 95-101, 108-113, 116-118, 125-130 и 144-156 срещу условно 

патогенни микроорганизми. 

Съед. 
Микроорганизъм 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

74 15 11 NA 11 16 NA 15 NA NA NA NA NA NA 

75 18 15 16 15 15 17 18 18 15 NA 22 16 NT 

76 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NT 

77 NA NA 12 12 12 NA 12 15 NA NA 11 13 NT 

78 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

79 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

80 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

81 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NT NA NA NA 

85 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

86 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

87 NA 11 13 12 11 13 11 13 11 NA 13 15 NA 

95 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

96 NA NA NA NA NA NA NA NA NA 11 NA NA NA 

97 
40 

0.06 

35 

0.06 

40 

0.06 

38 

0.06 

40 

0.013 

39 

0.06 

>40 

0.06 

38 

0.06 

38 

0.3 

29 

1.25 

>40 

0.006 

>40 

0.006 

>40 

0.013 

98 21 23 20 24 28 21 20 21 22 32 20 21 25 

99 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

100 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 10 

101 NA NA NA NA NT NA NA NT NA NT NA NA NA 

108 NA NA 13 12 14 12 NA 12 12 16 16 15 NT 

109 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

110 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

111 NA 15 13 15 18 10 12 13 15 0 20 11 35 

112 NA 14 NA NA NA 14 NA NA NA NA NA NA NA 

113 NA NA 10 11 NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

116 NA NA NA NA NA NA NA NA NT NT NT NA NA 

117 13 17 15 13 19 14 14 17 18 17 25 10 17 

118 NA NA NA NA 12 NA NA NA NA NA NA NA NA 

125 12 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

125a 13 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

126 NA 15 22 17 NA 16 12 17 17 12 17 22 20 

127 11 20 NT 23 25 NT 25 NT NT 25 21 16 10 

128 NA 11 NA NA 11 11 11 12 12 NA 10 NA NA 

129 NA NA 10 NA NA NA NA 10 NT NA NA NA NA 

130 NA 10 NA 12 11  NA 15 NA 12 NA NA NA NA 

144 17 11 12 14 14 13 12 12 11 NA NA NA 12 

145 10 15 11 11 13 10 10 NT 11 NA NA 16 NA 

146 10 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

147 17 18 10 18 15 20 16 13 17 28 30 32 22 

148 19 19 17 17 14 17 19 17 19 22 10 10 35 

149 15 16 16 20 15 15 18 17 17 16 12 14 12 

150 18 18 19 18 15 20 20 17 17 28 18 18 40 

151 18 

0.3 

19 

1.25 

20 

0.6 

20 

0.6 

19 

0.3 

17 

0.6 

19 

0.03 

18 

0.3 

19 

0.3 
12 

31 

0.013 

32 

0.013 

16 

0.06 

152 18 

1.25 

17 

0.6 

16 

1.25 

20 

1.25 

16 

1.25 

17 

1.25 

17 

1.25 
18 16 

16 

1.25 

21 

0.06 

20 

1.25 
30 

153 14 30 13 15 14 14 13 13 14 NA 40 35 14 

154 NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

155 10 12 11 16 13 13 14 13 10 20 NT NT 20 

156 12 16 NA 18 13 18 16 18 16 NA NA NA 12 

Sa 

35 

30 

25 

30 

27 

21 

30 

25 

20 

35 

30 

25 

30 

28 

23 

30 

24 

20 

32 

26 

20 

27 

22 

19 

30 

25 

20 

35 

26 

23 

NT NT NT 

Gb 
30 

27 

35 

29 

36 

30 

32 

28 

29 

26 

39 

31 

35 

27 

34 

28 

38 

28 

31 

25 
NT NT NT 

Fc NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT 35 - - 

Id NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT - 30 - 

Диаметъра на зоната на инхибиране е дадена в милиметри. Втората стойност е най-ниската концентрация (в mg/ml), 

предизвикваща зони на инхибиране >11 mm. Вторите стойности са дадени само за съединения, демонстриращи активност 

при концентрация 1.25 mg/ml или по-малко. 

NA – неактивно спрямо първия тест за зона на инхибиране (при концентрация 50 mg/ml); по-нататъшни тестове не са 

правени; 

NT – не са тествани изобщо. 
a Зоните на инхибиране за стрептомицина (S) са получени за 3 концентрации – 25, 5 and 1 mg/ml. 
b Зоните на инхибиране за гентамицин сулфат (G) са получени за концентрации 20 и 4 mg/ml. 
c Зоните на инхибиране за флуконазол (F) са получени за концентрация 25 mg/ml. 
d Зоните на инхибиране за итраконазол (I) са получени за концентрация 12.5 mg/ml, но съединението не е напълно 

разтворимо в диметилсулфоксид при тази цонцентрация.  



 

16 

Синтез и противотуберкулозна активност на нови уреи, тиоуреи и ацилтиоуреи, 

съдържащи остатък на (R)-2-амино-1-бутанола (177-189, 194-197 и 203-207)36 

Разнообразие от структурно свързани тиоуреи (N-арил-N`-алкил и N,N`-диарил 

заместени) са широко тествани срещу различни щамове на Mtb, показващи активности,54,94-

98 понякога значително надвишаващи тази на EMB. Един представителен пример е isoxyl 

(тиокарлид; 4,4-диизоамилоксидифенилтиоурея) - ефективно клинично използвано 

лекарство още от 60-те години на миналия век.51,52 Напоследък подкласът на ацилтиоуреите 

също е обект на интерес, показващ обещаваща анти-туберкулозна активност, както е 

обобщено от S. Ananthan et al.50,99 

Като се вземат предвид представените по-горе резултати, ние бяхме насърчени да 

извършим синтеза на нови серии от уреи, тиоуреи и ацилтиоуреи, включващи (R)-2-амино-

1-бутанолов фрагмент (Схеми 9-11) и да оценим тяхната in vitro антимикобактериална 

активност. 

 
Схема 9. Синтез на съединения 177-189. 

Синтезът на съединения 177-189 се извършва чрез смесване на 65 със съответните 

моно- (164-173) и бис- (174-176) изоцианати в сух тетрахидрофуран (THF) или DCM като 

разтворител (Схема 9). Целевите уреи бяха получени с много високи добиви и отлична 

чистота. Получаването на 183-184,58 и 186100,101 е описано в литературата, но като рацемични 

смеси и без данни за тяхната биоактивност. 
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Схема 10. Синтез на съединения 194-197. 

Съединението 194 се синтезира от 65 и карбамид (Схема 10), като се използва 

публикувана процедура без разтворители.102 Съединение 195 се получава чрез 

взаимодействие на 65 с 191 при стандартни условия на ацилиране (0°C и Et3N в сух DCM). 

Тиоуреите 196 и 197 се получават с високи добиви по същия начин като уреите 177-189, 

чрез смесване на 65 с изотиоцианати 192 и 193, съответно (Схема 10). Синтезът на 196 е 

спомената по-рано в литературата.103 

Съединенията 203-207 (Схема 11) са получени чрез прилагане на наскоро публикувана 

процедура104 - реакция на ацилхлориди 198-202 с NH4SCN в присъствието на каталитични 

количества полиетиленгликол 400 (PEG-400), последвано от добавяне на 65 към 

реакционната смес. Добивите са умерени, но прилагането на този метод е лесно за 

изпълнение и удобно по отношение на пречистването на желаните продукти (просто 

филтриране през слой от силикагел осигурява чисти продукти). 

 
Схема 11. Синтез на съединения 203-207. 

 

Синтезираните съединения бяха тествани за тяхната in vitro активност срещу M. 

tuberculosis H37Rv и MDR щам 43 (Таблица 4), използвайки метода на Canetti.85,86 Всички 

синтезирани съединения са в съгласие с официалното правило на Липински. Първите 17 

производни на (R)-2-амино-1-бутанола - уреите 177-189, 194-195 и тиоуреите 196-197 

(Схеми 9 и 10) са неактивни дори при концентрации от 5 μg/ml (наблюдава се 100% растеж 

на бактериите). Единственото изключение беше съединение 181, показващо активност, 

близка до тази на EMB. Интересно е да се отбележи, че дори малка структурна промяна в 

молекулата на 109 (Схема 4)35 води до липса на активност. Например, неактивните близки 

хомолози притежават пропил (178), n-бутил (179) и t-бутил (177) групи. Заместването на 

карбонилната група с тиокарбонил (тиокарбамиди 196-197) води до същите последствия. 

Подобна негативна тенденция е наблюдавана и преди за много производни на EMB.27,85 
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Таблица 4. In vitro скринингови данни за антимикобактериална активност и 

цитотоксичност на съединения 177-189, 194-197 и 203-207. 

Съединение 

Активност спрямо 

M. tb. H37Rv, 

МИК (μM) 

Активност спрямо 

M. tb. щам 43 

МИК (μM)a 

In vitro 

цитотоксичност 

спрямо HEK 293T, 

IC50 (μM)a 

Индекс на 

селективност, 

SIb 

LogPc 

177 >26.56 NT NT NT 0.46 +/-0.36 

178 >28.71 NT NT NT 0.30 +/-0.35 

179 >26.56 NT NT NT 0.83 +/-0.35 

180 >23.33 NT NT NT 1.30 +/-0.35 

181 4.80 NT NT NT 3.04 +/-0.38 

182 >18.77 NT NT NT 2.12 +/-0.39 

183 >21.16 NT NT NT 1.43 +/-0.36 

184 >22.49 NT NT NT 1.01 +/-0.37 

185 >21.16 NT NT NT 1.36 +/-0.38 

186 >24.01 NT NT NT 1.51 +/-0.40 

187 >14.43 NT NT NT -0.16 +/-0.49 

188 >14.76 NT NT NT 0.41 +/-0.56 

189 >11.67 NT NT NT 2.80 +/-0.56 

194 >24.48 NT NT NT -0.51 +/-0.39 

195 >31.21 NT NT NT 0.05 +/-0.39 

196 >30.82 NT NT NT -0.09 +/-0.27 

197 >28.36 NT NT NT 0.44 +/-0.27 

203 7.13 >17.83 66.2 9.3 1.75 +/-0.60 

204 0.36 >17.96 42.9 119.2 2.29 +/-0.61 

205 3.39 >16.92 12.8 3.8 1.73 +/-0.61 

206 7.46 7.46 104.4 14.0 1.58 +/-0.62 

207 5.74 11.49 179.6 31.3 1.86 +/-0.62 

EMB.2HCld 7.22 NT NT NT 0.06e 
a NT – не е тествано за съединения, показали слаба активност спрямо щама H37Rv; цитотоксичността и SI са 

тествани/пресметнати само за избрани активни съединения. b Индекс на селективност: SI = IC50/МИК (H37Rv). c LogP, 

коефициентът на разпределение октанол-вода е пресметнат чрез програмата ACDLabs/ChemSketch 12 (www.acdlabs.com). 
d EMB.2HCl – етамбутол дихидрохлорид (референтно съединение). e LogP и водоразтворимостта на EMB.2HCl са 

познати в литературата: N.R. Budha, R.E. Lee and B. Meibohm, Curr. Med. Chem. 2008, 15, 809. 

 

Друга серия от пет нови ацилтиоуреи 203-207 (Схема 11) е проектирана да съдържа 

важни фармакофорни групи (открити в нашето предишно изследване),35 прикрепени към 

ацилтиоуреи, съдържащи (R)-2-амино-1-бутанол част. Съединения 203 и 205-207 показват 

активност срещу M. tuberculosis H37Rv, сравнима с тази на EMB. Производното 204 е най-

активното съединение в това изследване с МИК 0.36 μM. Освен това относително ниската 

цитотоксичност и отличният индекс на селективност (119.2) на 204 предполагат, че то е 

подходяща водеща структура за по-нататъшни изследвания. Горните резултати ни 

окуражиха да тестваме 203-207 срещу MDR щам 43 (резистентен на рифампин и изониазид). 

В този случай съединения 203-205 губят своята активност (100% растеж на бактерии при 

концентрации 5 μM). От друга страна, 206 запазва активността си, а 207 е само 2 пъти по-

малко активен. 

Констатациите, че ацилтиоуреите 203-207 проявяват добра антимикобактериална 

активност, ни дадоха повод за по-нататъшна оценка на цитотоксичния ефект на тези 

съединения. Цитотоксичността беше изследвана върху HEK 293T клетъчна линия, 

използвайки МТТ-метод.105 Съответните IC50 стойности на тестваните съединения бяха 

изчислени с помощта на нелинеен регресионен анализ и обобщени в Таблица 4. Както може 

да се види, тестваните съединения демонстрират широк диапазон на цитотоксичност (IC50 

между 12.8 и 179.6 μM). Осезаема, но слаба цитотоксичност проявяват веществата 203-204, 

докато съединение 205 показва засилен цитотоксичен ефект. Трябва да се отбележи, че 

съединението с най мощна антитуберкулозна активност в тази серия (204) показа и отличен 

SI (119.2). Следователно съединение 204 е от особен интерес поради изключително 

благоприятните си характеристики – ниска цитотоксичност и значителна 

антимикобактериална активност, което го прави подходящо за евентуален ефикасен 

терапевтичен кандидат. 



 

19 

3.1.2. Нови производни на (-)-фенхона като обещаващи противотуберкулозни 

агенти 

Енантиомерно чисти производни на (-)-фенхона като противотуберкулозни кандидати 

(съединения 218-226, 230-232, 236-238 и 241-242)106 

Все още очевидна е спешната нужда от мощни и ефективни противотуберкулозни 

лекарства с по-малко или никакви странични ефекти и по-кратки периоди на лечение. 

Потенциалните противотуберкулозни лекарства като диарилхинолони (бедаквилин), 

нитроимидазоли (деламанид, претоманид), пироли (судотерб) и диамини107 са в различни 

етапи на клинични изпитвания или вече са одобрени.99,108 Включването на липофилни 

полициклични алифатни съединения в лекарствени структури с обещаващо 

противотуберкулозно приложение се радват на голямо внимание от страна на 

изследователите в продължение на няколко години, започвайки с откриването на 

полицикличен диамин SQ 109.29 Проучванията на Onajole et al. потвърждават32,107 важността 

на по-нататъшните изследвания на полицикличните съединения като мощни 

противотуберкулозни средства. 

В хода на нашето изследване за нови противотуберкулозни съединения, ние 

демонстрирахме ролята на хиралността и разнообразието от ацилни групи, свързани с 

азотния атом на (R)-2-аминобутанола.35,36 Настоящото проучване106 има за цел да изследва 

нов подклас диастереомерно чисти бициклични N-заместени съединения с фенханов скелет 

и възможността за допълнително засилване/подобряване на тяхната противотуберкулозна 

активност. Въз основа на това бяха синтезирани и тествани серии нови амидоалкохоли и 

други N-карбонилни производни, носещи липофилния фенханов скелет. 

Изходният енантиомерно чист аминоалкохол 208 (Схема 12) се получава в две стъпки 

от естествен (-)-фенхон, както е описано в наша по-ранна публикация.109 Серия от N-ацилни 

производни (218-226) бе получена в добри до отлични добиви, при използване на стандартни 

условия за ацилиране на 208 (0°C и Et3N в сух DCM) с търговски киселинни хлориди 209-

216. Междинно съединение 217 се получава от канелена киселина, както е описано.110 

Амидоалкохолите 230-232 се синтезират като се използва проста аминолиза на 

естерите 227-229 с 208 при 90-100°C и без разтворители (Схема 13). Съединения 236-238 се 

получават чрез реакция на амидно свързване между 208 и киселините 233-235, съответно, в 

присъствието на O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-тетраметилурониев тетрафлуороборат 

(TBTU) като активиращ агент.111 В случая на антранилова киселина (234) не е необходима 

предварителна защита на ароматната аминогрупа, поради нейната ниска реактивност в 

сравнение с нуклеофилната аминогрупа на 208. Доколкото ни е известно, няма публикувани 

данни относно междинното съединение 235. То беше синтезирано в една стъпка от 

търговски химикали (234 и Me2N-SO2Cl). Уреята 242 бе синтезирана чрез реакция между 

208 и етил изоцианат (240) при 0°C (Схема 13). N-карбобензилокси (Cbz) защитеното 

гуанидиново производно 241 се получава в количествен добив от 208 и търговски 1,3-

бис(бензилоксикарбонил)-2-метил-изотиокарбамид (239) съгласно аналогична процедура, 

описана в литературата.112 

Гореспоменатите съединения бяха тествани за тяхната in vitro активност срещу M. 

tuberculosis H37Rv (Таблица 5), използвайки метода на Canetti.85,86 Повечето съединения са 

в съгласие с правилото на Липински, а като референти са използвани EMB и аминоалкохола 

208. Повечето от получените амиди (220, 222, 224, 230-232 и 242) съдържат фармакофорни 

групи, известни от нашите предишни изследвания.35,36 Интересно е да се отбележи, че 

въвеждането на различни заместители при азотния атом на 208 не влияе драматично върху 

активността на производните. Като цяло, съединенията в тази серия (включително 208) 

показват умерено, но стабилно ниво на антимикобактериална активност (в повечето случаи 

30-70% от активността на референтния EMB). Съединения 225-226 и 232 показват МИК 

близо до EMB. Активността на сулфонамид 225 е очаквана, след като изследванията на 

Malwal et al. разкриват113,114 значението на 2,4-динитросулфонамидната група като in vivo 

източник на радикален серен диоксид, който е ключов агент за селективно увреждане на 



 

20 

бактериални биомакромолекули. В този контекст е интересно да се отбележи, че 

активността на канеления сулфонамид 226 (МИК 6.14 µM) е сравнима с тази на 225, въпреки 

че структурите са доста различни по отношение на ароматните им фрагменти. Съединение 

241 е рядък пример за синтетичен противотуберкулозен агент, притежаващ в своята 

структура гуанидинов остатък. Този фрагмент е често срещан в антибиотици като 

стрептомицин, капреомицин, виомицин108,115 и някои синтетични полиамини.116 

 
Схема 12. Синтез на съединения 218-226. 
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Схема 13. Синтез на съединения 230-232, 236-238 и 241-242. 

Стабилното ниво на антимикобактериална активност ни даде повод за по-нататъшна 

оценка на цитотоксичния ефект на тези съединения и изчисляване на SI. Цитотоксичността 

на тестваните съединения беше изследвана срещу човешки ембрионални бъбречни клетъчни 

линии (HEK 293T) с помощта на метода MTT.105 Съответните стойности на IC50 (в μM) на 

тестваните съединения бяха изчислени с помощта на нелинеен регресионен анализ и 

обобщени в Таблица 5. Както може да се види, съединенията демонстрират широк диапазон 

на цитотоксичност (IC50 между 18.8 и 335.6). Почти всички вещества са показали приемлива 

ниска до умерена цитотоксичност само с четири изключения (218, 220, 223 и 230), които са 

показали висока цитотоксичност. Съединения 225-226 и 241 демонстрират МИК близо до 

EMB и нисък цитотоксичен ефект. Важно е да се отбележи, че най-мощният 

антимикобактериален агент от тази серия - канеленият сулфонамид 226 показа добър SI 

(54.7) и следователно е от особен интерес като добър кандидат за ефективен терапевтичен 

агент. 
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Таблица 5. In vitro скринингови данни за антимикобактериална активност и 

цитотоксичност на съединения 218-226, 230-232, 236-238 и 241-242. 

Съединение 

Активност спрямо M. tb. 

H37Rv, 

МИК (μM) 

Цитотоксичност към HEK 293T, 

IC50 (μM) 
SIa LogPb 

208 15.20 42.3 2.8 2.13 +/- 0.28 

218 13.92 18.9 1.4 2.80 +/- 0.40 

219 10.30 62.3 6.0 2.91 +/- 0.42 

220 15.27 23.8 1.6 4.24 +/- 0.38 

221 22.15 72.5 3.3 4.76 +/- 0.40 

222 18.22 178.6 9.8 3.86 +/- 0.42 

223 13.00 21.6 1.7 9.72 +/- 0.39 

224 17.62 64.8 3.7 4.36 +/- 0.60 

225 7.02 97.9 13.9 3.91 +/- 0.44 

226 6.14 335.6 54.7 3.96 +/- 0.45 

230 19.87 18.8 0.9 2.79 +/- 0.40 

231 18.92 83.9 4.4 3.99 +/- 0.46 

232 11.44 106.7 9.3 4.53 +/- 0.55 

236 19.52 70.3 3.6 3.42 +/- 0.49 

237 18.96 81.5 4.3 3.41 +/- 0.43 

238 14.17 62.1 4.4 3.14 +/- 0.68 

241 14.91 121.2 8.1 2.31 +/- 0.40 

242 9.85 82.4 8.4 6.16 +/- 0.65 

EMB.2HClc 7.22 not tested - 0.06d 
a Индекс на селективност: SI = IC50/МИК. 
b LogP, коефициентът на разпределение октанол-вода е пресметнат чрез програмата ACDLabs/ChemSketch 12 
c EMB.2HCl – етамбутол дихидрохлорид (референтно съединение). 
d LogP на EMB.2HCl е познат в литературата: N.R. Budha, R.E. Lee and B. Meibohm, Curr. Med. Chem. 2008, 15, 809. 

 

Цинамамиди, производни на (-)-фенхона като противотуберкулозни средства 

(съединения 245-246 и 276-304)117 

Канелената киселина и нейните производни са били използвани в най-ранните опити 

за лечение на туберкулоза, още в края на 19 век.118-121 Потенциалът на тези съединения е 

обстойно изследван през последните 30 години. Тяхната синергична активност в 

комбинация с класически противотуберкулозни лекарства е добре установена.122 Освен 

това, свързването на цинамов остатък към антибиотика рифамицин води до продукт 

Rifacinna® (Фигура 4), който е по-активен от рифамицин срещу чувствителни M. tuberculosis 

щамове и също така показва способност за преодоляване на резистентност.123 Много други 

естествени124-127 и синтетични89,90,126 продукти, съдържащи цинамоилов остатък също са 

доказали своята ефективност срещу M. tuberculosis. 

  
Фигура 4. Схема 14. Синтез на съединения 245-246. 
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Като цяло, въвеждането на големи липофилни фрагменти в рамките на вече доказано 

активна структура подобрява противотуберкулозното действие. Особено обещаващи 

резултати демонстрират съединения, съдържащи геранилов остатък.29,90,128 В някои 

работи129,130 е доказано, че съединения, включващи бицикличен монотерпенов фрагмент, 

също притежават значителна антимикобактериална активност. В нашето предишно 

изследване106 серия, базирана на незаместени цинамамиди с фенханов скелет (Схема 12 и 

Таблица 5), показа умерена способност да инхибира растежа на M. tuberculosis и някои 

отделни съединения дори притежават активността на класическия противотуберкулозен 

агент етамбутол. Изследването на нови съединения, носещи обемни липофилни 

полициклични фрагменти, става все по-популярно след откриването на SQ109, което 

показва обещаващи резултати. 

Като част от нашата дейност за разработване на нови противотуберкулозни агенти, ние 

проектирахме серия от нови хибридни структури. Те се състоят от аналози на цинамамидите 

(съдържащи кондензирани, заместени арилови и хетероарилови части), свързани чрез 

амидна връзка към функционализирана фенханова бициклична система. Въз основа на 

резултатите и аргументацията, представени по-горе,106 очаквахме от тези молекулярни 

хибриди повишена анти-туберкулозна активност. Тук докладваме синтеза на 31 нови 

амидоалкохоли и техния скрининг за активност срещу чувствителен към лекарства (H37Rv) 

щам на M. tuberculosis. Химията беше насочена към синтеза на структурно разнообразни 

съединения, състоящи се от фенханов аминоалкохолен остатък, свързан амидно с 

разнообразни заместени цинамоилови остатъци. Доколкото ни е известно, има само 

ограничен брой проучвания относно изследването на противотуберкулозната активност на 

различно заместени цинамоилови производни.89,90,124-127 Планираните структури са 

проектирани така, че да се намерят по-активни цинамамиди чрез промяна на типа и 

позициите на заместителите в ароматния пръстен, както и за установяване на възможни 

връзки структура-активност (SAR). В допълнение, фармакофорният принос на самия 

цинамоилов фрагмент беше оценен чрез заместване с различни групи, притежаващи 

структурно сходство. Във всички случаи фенхановият остатък в молекулите е постоянен и 

е въведен през аминоалкохол 208, чрез използване на относително проста, но ефективна 

синтетична стратегия.106,109 

Чрез реакцията на аминоалкохол 208 с киселинните хлориди 243 и 244 са получени два 

целеви амидоалкохола (245 и 246) с много добри добиви. Приложени са стандартни условия 

за ацилиране на 208 (0°C и Et3N в сух DCM, Схема 14). Синтезираните съединения се 

изолират в чист вид чрез колонна хроматография. 

Реакцията на аминоалкохол 208 с лесно достъпни канелени киселини предлага повече 

възможности за получаване на структурно разнообразни серии от съединения (Схема 15). 

Амидоалкохолите 276-304 са получени чрез реакция на амидно свързване между 208 и 

канелени киселини (или техни аналози) 247-275 в присъствието на TBTU като активиращ 

агент и база N,N-диизопропилетиламин (DIPEA). Достъпният в търговската мрежа TBTU 

беше избран като един от най-ефективните и селективни свързващи реагенти в пептидния 

синтез.111 Някои от киселините са получени лабораторно от нас по известни процедури 

(262,131 268132 и 272133), като добива на 262 (70%) бе значително подобрен спрямо 

литературния. В случая на хидрокси заместените канелени киселини 255-257 не е извършена 

предварителна защита на хидроксилните групи, което е причината за умерените добиви на 

продуктите 284-286 (34, 57 и 23 %, съответно). Другите целеви продукти бяха изолирани с 

високи добиви (68-96%) и в чист вид след колонна хроматография. 

Повечето от синтезираните съединения (с изключение на 295-297 и 303) са в съгласие 

правилото на Липински (Таблица 6), но са практически неразтворими в дейонизирана вода 

при 20°C (значително по-малко от 1 mg/ml). Те бяха оценени за in vitro активност срещу 

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Таблица 6) чрез използване на метода на Canetti.85,86 Като 

цяло, съединенията в това изследване117 показват умерено ниво на антимикобактериална 

активност, която за повечето от тях тя варира между 30 и 70 % от тази на EMB (и 80-140 % 
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от тази на 208, съответно). Ароматните пръстени на цинамоиловите остатъци не оказват 

значително влияние върху активността. По-сериозна модификация на цинамоиловата част 

(тройна вместо двойна връзка; наситен вместо ароматен пръстен; допълнителен фенилов 

пръстен на β-позиция и т.н.) причиняват същия слаб ефект. 

 
Схема 15. Синтез на съединения 276-304. 
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Съединенията 281, 290, 292 и 297-298 могат да бъдат подчертани като най-активни (до 

10 пъти активността на EMB). Интересното е, че най-активното от тях (292, МИК 0.2 µg/ml) 

е много по-активно от неговия орто-изомер 291 (МИК 5.0 µg/ml). Активността на три- и ди-

алкокси производните 290 и 298, съответно, е по-висока в сравнение със съответните моно-

метокси аналози 287-289. Донякъде по-добрите резултати за 297 може да се дължат на по-

високата му липофилност. Според получените резултати могат да се направят някои изводи 

относно SAR. Модифицираният фенханов скелет (наследена от 208) е отговорен основно за 

антимикобактериалната активност, докато самите цинамоилови остатъци изглежда 

допринасят в по-малка степен. Някои N- и O-съдържащи заместители в ароматния пръстен 

могат да повишат активностите (281, 290, 292 и 298). Наличието на халоген или CF3 

заместители (съединения 276-280 и 293) не оказват забележим ефект върху активността. 

Аналозите на цинамамида, носещи кондензирани ароматни пръстени (296-297) се нуждаят 

от допълнително изследване. 

 

Таблица 6. In vitro скринингови данни за антимикобактериална активност и цитотоксичност 

на синтезирани съединения 245-246 и 276-304. 

Съед. 
Добив 

(%) 

Активност към M. tb. 

H37Rv, МИК (μg/ml) 

Цитотоксичност към 

HEK 293T, 

IC50 (μg/ml) 

SIa LogPb 

245 82 7.0 NT NT 5.10 +/- 0.59 

246 71 5.0 NT NT 4.62 +/- 0.40 

276 81 5.0 NT NT 4.36 +/- 0.49 

277 84 4.5 NT NT 4.25 +/- 0.50 

278 78 5.0 NT NT 4.85 +/- 0.40 

279 80 6.0 NT NT 5.01 +/- 0.44 

280 87 >6.0 NT NT 5.13 +/- 0.53 

281 80 2.5 94.2 37.7 3.79 +/- 0.47 

282 83 4.0 NT NT 4.14 +/- 0.40 

283 73 6.0 NT NT 4.02 +/- 0.42 

284 34 4.0 NT NT 4.26 +/- 0.55 

285 57 6.0 NT NT 3.65 +/- 0.40 

286 23 4.0 NT NT 3.70 +/- 0.40 

287 87 6.5 NT NT 4.25 +/- 0.39 

288 92 4.5 NT NT 4.22 +/- 0.39 

289 86 3.5 NT NT 4.19 +/- 0.39 

290 68 1.0 10.9 10.9 3.83 +/- 0.41 

291 89 5.0 NT NT 4.35 +/- 0.40 

292 80 0.2 13.4 67.0 4.75 +/- 0.48 

293 76 6.0 NT NT 5.20 +/- 0.59 

294 85 4.5 NT NT 3.81 +/- 0.50 

295 80 4.5 NT NT 6.00 +/- 0.41 

296 88 5.0 NT NT 5.47 +/- 0.39 

297 73 4.0 NT NT 7.19 +/- 0.39 

298 80 2.5 11.5 4.6 4.36 +/- 0.48 

299 78 5.0 NT NT 4.06 +/- 0.57 

300 96 4.0 NT NT 3.86 +/- 0.40 

301 90 6.0 NT NT 4.69 +/- 0.34 

302 74 5.0 NT NT 4.67 +/- 0.39 

303 82 5.0 NT NT 6.40 +/- 0.75 

304 51 5.0 NT NT 5.35 +/- 0.60 

EMB.2HCl - 2.0 NT NT 0.06d 
a Индекс на селективност: SI = IC50/МИК; NT – не е тествано/пресметнато 
b LogP, коефициентът на разпределение октанол-вода е пресметнат чрез програмата ACDLabs/ChemSketch 12. 
d LogP на EMB.2HCl е познат в литературата: N.R. Budha, R.E. Lee and B. Meibohm, Curr. Med. Chem. 2008, 15, 809. 

 

Четири от синтезираните съединения, които показват активност, по-висока от тази на 

EMB бяха избрани за по-нататъшни изследвания. Цитотоксичната им активност бе 

установена върху две различни човешки ембрионални клетъчни линии от бъбрек (HEK 

293T) и от пъпна вена/съдов ендотел (HUVEC) (данните не са показани) чрез използване на 

MTT метода.105 Съответните IC50 стойности от тестваните съединения са изчислени чрез 

нелинеен регресионен анализ. Тъй като стойностите за двете тествани клетъчни линии са 
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доста сходни, само тези за HEK 293T са обобщени в Таблица 6. Може да се види, че три 

(290, 292 и 298) от четирите тествани съединения са показали относително висока 

цитотоксичност с IC50 в диапазон 10.9-13.4 µg/ml. Едно от тях (292) обаче показва висок 

индекс на селективност (SI 67) поради стойността на МИК (10 пъти по-висока активност от 

тази на EMB), което го прави обещаваща водеща структура за по-нататъшно оптимизиране. 

Последното от тестваните съединения (281) демонстрира МИК, подобен на EMB и много 

нисък цитотоксичен ефект от 94.2 µg/ml, което също води до умерен индекс на селективност 

(SI 37.7). Следователно и тази структура може да се използва за по-нататъшна оптимизация 

чрез синтетични вариации. 

 

3.1.3. Антибактериална и противотуберкулозна активност на нови арилметилиден 

кетони и пиримидини с камфанов скелет134 

Аналозите на камфора (подобно на други монотерпени като цяло) демонстрират 

различни биологични активности, включително антивирусни, антимикробни и 

антиконвулсивни свойства. Известно е, че въвеждането на такъв тип скелети в различни 

съединения чрез структурни модификации значително влияе върху тяхната биологична 

активност. Някои изследвания прилагат тази стратегия, за да подобрят ефективността на 

техните биоактивни съединения.135 

Напоследък няколко изследвания разкриват антибактериална и противотуберкулозна 

активност на производни на камфора.129,130,136,137 Синтезирани са серии ацилирани амини с 

камфанов скелет (Фигура 5, съединения от типа на 306 и 307). В зависимост от ацилните 

заместители, тези съединения демонстрират умерена до висока in vitro антитуберкулозна 

активност. Активността на диастереомерно чистите камфорови аминоалкохоли (съединения 

308) силно зависи от наличието на шестчленни хетероциклични заместители в техните 

молекули.136 Някои кватернерни соли на камфор сулфонамиди (съединения 309) показват 

значителна антибактериална и противогъбична активност (до 100 пъти по-висока от 

конвенционалния дезинфектант бензалкониев бромид).138 

 
Фигура 5. Производни на камфора и 2-аминопиримидина с изразена биоактивност. 

  



 

27 

Сред всички хетероциклични съединения, пиримидините са от първостепенно 

значение. Те проявяват широк спектър от биологични активности, главно поради 

присъствието си в базите на дезоксирибонуклеиновата киселина. Пиримидиновия остатък 

има широк терапевтичен профил, тъй като е жизненоважен компонент на много природни 

съединения и химиотерапевтични лекарства.139,140 По-специално, различни заместени 2-

аминопиримидини са синтезирани и изглежда, че са биоактивни по няколко различни 

начина.141 Например, някои арил заместени 2-аминопиримидините (Фигура 5, съединение 

310) са идентифицирани като обещаващи хистамин Н4 антагонисти.142 Показано е, че Н4 

рецепторът (H4R) присъства в клетките на хематопоетичната линия. Има все повече 

доказателства, базирани на животински модели, в които H4R играе роля в имунните и 

възпалителните реакции143 и също така модулира реакциите на сърбеж. По този начин се 

предполага, че агенти, които взаимодействат с H4R, са полезни при лечението на състояния 

като астма, ревматоиден артрит и пруритус.144 

Някои 2-аминопиримидинови производни са изследвани за антагонистична активност 

на аденозин А3. Няколко проучвания показват, че рецепторите на аденозин А3 играят важна 

роля при патологии, като астматични и възпалителни синдроми. Установено е, че 

агонистите на аденозин A3 рецептор причиняват бронхоконстрикция и насърчават 

освобождаването на възпалителни медиатори от мастоцитите, докато селективните 

антагонисти на човешкия A3 рецептор могат да служат като антиастматични и 

противовъзпалителни средства.146 

Арил-заместените 2-аминопиридини проявяват значителна антиоксидантна активност. 

Установено е, че тези съединения са активни при улавяне на водороден пероксид, азотно-

оксиден радикал, и инхибиране на липидната пероксидация (съединения от тип 311).147 

Както антимикробната, така и противогъбичната активност са доказани за 2-

аминопиримидинови производни (съединения от тип 312).148 Много други изследвания 

разкриват антимикробните свойства на 2-аминопиримидините.149-152 Доколкото ни е 

известно, съществуват няколко примера за биоактивни съединения, които комбинират 

монотерпенови и 2-аминопиримидинови фрагменти. Серия от подобни хетероциклични 

съединения, получени от камфор (напр. съединение 313), демонстрира силно стимулиране 

на централната нервна система.153 Серия от пинанил-2-амино пиримидини (съединения 314) 

са тествани за антибактериална и противогъбична активност,154 обаче получените резултати 

не са били особено обещаващи. Съединение 315 е синтезирано от изолонгифоланон в два 

етапа и са изследвани неговите флуоресцентни свойства.155 

В светлината на гореспоменатото, в нашето изследване134 се фокусирахме върху 

синтеза на нови камфорови производни, притежаващи пиримидинови и арилиденови 

фрагменти. Проектирахме молекулите, носещи такава комбинация от фрагменти в две 

серии, в очакване да проявят антибактериална (и по-специално, противотуберкулозна) 

активност. Първият етап от нашата синтетична стратегия се основава на трансформацията 

на леснодостъпен енантиомерно чист (+)-камфор (316) в серия от спрегнати кетони 337-356 

(Схема 16). Реакциите се провеждат чрез нагряване на обратен хладник в сух толуен (в 

инертна атмосфера), като се използва литиев диизопропиламид (LDA) като база (Схема 1) и 

алдехидите 317-336 като реагенти. Някои от алдехидите не са търговски продукти, поради 

което бяха синтезирани лабораторно. По този начин, диалдехид 322 беше синтезиран от 

фероцен.156 Алдехидите 323,157 324,158 325,159 326,160 327,161 328,162 330,163 и 324164 бяха лесно 

получени от 4-хидроксибензалдехид, съгласно цитираните синтетични протоколи. В 

литературата липсва информация за получаването на алдехиди 329 и 335, и за тях ние 

разработихме наши собствени методи. Останалите алдехиди (317-321 и 331-333) са 

използвани като търговски продукти. Образуването и характеризирането на някои целеви 

кетони (337-338, 341-342) е описано в литературата, в различни изследвания, които не са 

свързани директно с настоящата тематика: Grošelj et al.165 (за 337), Nevalainen et al.166 (за 

338), Salisova et al.167 (за 341), Kamenova-Nacheva et al.168 (за 342). Кетоните 339 и 343 са 

споменати в някои ранни патенти или публикации преди 50-те години на миналия век. 
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Въпреки това надеждни данни за тяхното получаване и характеризиране не са достъпни. 

Затова, в рамките на това изследване134 ние разглеждаме тези съединения като нови и ги 

описваме подробно. Кетоните 337-356 бяха изолирани само като чисти Е-изомери след 

пречистване. Z-изомерите не са наблюдавани дори чрез тънкослойна хроматография (TLC) 

на суровите продукти, и това не е изненадващо.168 

 
Схема 16. Синтез на съединения 337-370. 
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След това, повечето от кетоните 337-356 бяха превърнати в един следващ етап до 

съответните арил заместени 2-аминопиримидини 357-370, чрез кондензация с излишък от 

гуанидин хидрохлорид и калиев терт-бутоксид (t-BuOК) при кипене на въздуха под 

обратен хладник в терт-бутанол (t-BuOH). Всъщност ние подобрихме прилагането на 

методологията, разработена от Nagai et al.153 (Фигура 5, съединение 313), чрез използване 

на по-силна база. В нашия случай процесът на циклизация и ароматизация се осъществява 

без напускащи групи от страна на арилиден кетоните (Схема 16). Това не е изненадващо, 

тъй като ароматните заместители в арилиден кетоните нямат свойствата на напускащи групи 

(за разлика от пиролидина и морфолина в процедурата за синтез на съединение 313). Освен 

това, оригиналната процедура изисква три стъпки (започвайки от (+)-камфор), но само един 

незаместен камфор 2-аминопиримидин (313) е възможният продукт. Други примери на 

заместени 2-аминопиридини също са синтезирани по подобна методология от Wu et al. и 

Wang et al.,154,155 обаче те са далеч по-малко пространствено запречени (Фигура 5, 

съединения 314 и 315). Така, открихме прост двуетапен метод за получаване на силно 

пространствено запречени 2-аминопиридини с камфорови скелети, притежаващи различни 

заместители в пиримидиновия пръстен. 

Всички съединения 337-356 и 357-370 бяха получени с добри до отлични добиви след 

пречистване чрез колонна хроматография и характеризирани с помощта на 1D/2D ЯМР, мас-

спектрометрия, температури на топене и елементен анализ. В допълнение, беше извършен 

рентгено-структурен анализ на единични кристали за съединения 349, 355 и 368 (Фигура 6). 

Нашите опити да преобразуваме кетони 342, 346, 347-349 и 352 в съответните им 2-

аминопиримидини бяха неуспешни. Във всички случаи е наблюдавана сложна и 

неразделима смес от продукти. За да се докаже синтетичната концепция за по-нататъшно 

възможно превръщане на съединения 357-370 в техните N-ацилни производни, ацилираният 

аминопиримидин 371 беше успешно получен от 358 (Схема 17). Важно е да се отбележи, че 

във всички реакции конфигурацията на камфановия скелет е непроменена. По този начин се 

осигурява енантиомерната чистота на целевите съединения (потвърдено с рентгено-

структурния анализ). 

 
Схема 17. Синтез на съединения 371. 

Съединения 349, 355 и 368 бяха избрани като представителни и подходящи за 

рентгеноструктурен анализ. Подходящи монокристали от 349, 355 и 368 бяха разположени 

върху найлонови примки. Координатите и интензитетите на дифракционните пикове бяха 

измерени при стайна температура на дифрактометър Agilent SupernovaDual, оборудван с 

Atlas CCD детектор, използвайки микрофокусно MoKα лъчение (λ = 0.71073 Å). Събирането 

и обработката на данни за всички съединения беше извършено с помощта на CrysAlisPro,169 

беше приложен метод за корекция на абсорбцията с многократно сканиране. Структурите 

бяха решени чрез присъщо фазиране и прецизирани чрез метода на най-малките квадрати с 

пълна матрица на F2 с програми ShelxT и ShelxL,170 използващи Olex2 GUI.171 

Неводородните атоми бяха локализирани успешно от картата на Фурие и бяха прецизирани 

анизотропно. Водородните атоми, свързани с азот бяха локализирани от разликата в картата 

на Фурие, докато всички останали водородни атоми бяха поставени на изчислени позиции 

и модел на езда Uiso(H) = 1.2Ueq (C или N). Изображения на молекулите, изградени чрез 

програмата ORTEP172 на съединения 349, 355 и 368, са показани на Фигура 6. 

Съединения 349, 355 и 368 кристализират по нецентросиметричен начин съответно в 

моноклинните пространствени групи P21, P2 и триклинните P1 (Фигура 6). 

Усъвършенстването на структурите показа очакваната конфигурация на камфановия скелет 



 

30 

(5S,8R), тъй като този скелет остава непроменен в хода на реакциите. Наистина, от 

структурна гледна точка наслагването на молекулите, базирани на камфановия фрагмент, 

разкрива запазена геометрия. Въпреки че дължините на връзката и ъглите на връзката на 

молекулите са сравними, някои вариации се откриват дори между химически идентични 

молекули, образуващи асиметричната единица (съединения 355 и 368). Вариациите са 

свързани главно с въртенето на ароматните пръстени, напр. идентифицира се наличието на 

ротамери. 

Рентгено-структурния анализ за 349 и 355 недвусмислено потвърждава, че 

конфигурацията на кетоните 337-356 по отношение на двойните връзки винаги е E. Това е в 

съответствие и с нашето предишно изследване на такъв тип кетони, получени от камфор.168 

 
Фигура 6. Изглед на молекулярната структура, получен чрез монокристален рентгенов 

анализ и схема за номериране на атоми на съединения a) 349, b) 355 and c) 368; 

елипсоидите на изместване са изобразени с ниво на вероятност от 50% (водородните атоми 

са представени с кръгове с произволни радиуси). 
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Оценка на антибактериалната активност и цитотоксичността на съединения 337-371 

Антибактериалната активност и цитотоксичността на синтезираните съединения 337-

371 са тествани in vitro (Таблица 7). Използван е референтен щам M. tuberculosis H37Rv чрез 

микроразреждане на бульон в Middlebrook 7H9 (микобактериална културална среда) 

съгласно указанията на EUCAST.173 Четири съединения измежду тестваните могат да се 

считат за in vitro активни, а именно 344, 349, 350 и 354. Те проявяват активност подобна на 

изониазида, като 354 дори го превъзхожда. Доколкото ни е известно, в литературата няма 

докладвани аналози на тези съединения с противотуберкулозна активност. Затова всякакви 

предположения за възможен механизъм на действие са доста спекулативни. Интересно е, че 

съединение 354 притежава 4-трифлуорометоксибензилов остатък, точно както добре 

известното противотуберкулозно лекарство претоманид (понастоящем в клинична 

употреба).174 Всички 2-аминопиримидинови производни (357-371) са напълно неактивни 

срещу туберкулоза (включително 368, който съдържа същия остатък). Може да се заключи, 

че този тип 2-аминопиримидини не са подходящи за противотуберкулозни средства. 

 

Таблица 7. МИК стойности за съед. 

337-371 срещу M. tb. H37Rv. 

Таблица 8. МИК стойности за съединение 350 

срещу резистентен щам M. tb. (изолат от Русия)a 

№ Съед. 

In vitro активност 

към 

M. tb. H37Rv, 

МИК (μM) 

Изчислено 

LogP 
Щам 

ID 

Подтип 

M. tb. 

Beijing 

genotype 

Произх. 

на щама 
Типb 

Профил 

на резист.c 

МИК 

(μM) 

20 

Central 

Asian 

Russian 

clade 

Мурманск PR HE >260 

98 

Ancient 

sublineage, 

1071-32-

cluster 

Коми XDR SHЕКRОfl 8.23 

228 
B0/W148-

cluster 
Коми MDR HR 8.23 

336 
CAO-

cluster 
Коми PR SH >260 

575 

Central 

Asian 

Russian 

clade 

Вологда MDR SHREPR >260 

1702 
CAO-

cluster 
Вологда PR SH >260 

2321М 

Central 

Asian 

Russian 

clade 

Мурманск MDR HRE >260 

3135 
B0/W148-

cluster 
Вологда PR SHE >260 

4179 
B0/W148-

cluster 
Вологда MDR HRE >260 

6665 
B0/W148-

cluster 
Мурманск MDR HRE 8.23 

7069 
B0/W148-

cluster 
Мурманск MDR HRE 8.23 

a МИК за референта INH е >15 μM за всички щамове и не е 

даден в таблицата. 
b Тип на резистентност: PR – полирезистентен; XDR – 

кръстосано резистентен; MDR – резистентност към 

множество лекарства. 
c Стрептомицин (S), изониазид (H), рифампин (R), 

офлоксацин (Ofl), канамицин (K), етамбутол (E) и 

пиразинамид (P). 
 

1 337 >200 4.19 

2 338 >200 3.28 

3 339 >88 3.97 

4 340 76 3.81 

5 341 144 -c 

6 342 >100 -c 

7 343 >160 5.31 

8 344 9.18 6.14 

9 345 >120 8.65 

10 346 76 4.06 

11 347 71 4.38 

12 348 68 3.67 

13 349 4.19 6.31 

14 350 8.23 5.73 

15 351 >145 4.88 

16 352 72 4.46 

17 353 16.60 5.67 

18 354 0.91 7.32 

19 355 >120 5.54 

20 356 >100 7.64 

21 357 89 4.65 

22 358 >90 3.74 

23 359 >75 4.43 

24 360 135 4.28 

25 361 65 -c 

26 362 71 5.77 

27 363 66 6.60 

28 364 >100 9.11 

29 365 >120 6.19 

30 366 NTb 5.35 

31 367 30 6.13 

32 368 >50 7.79 

33 369 14 6.01 

34 370 96 8.10 

35 371 >70 5.38 

36 INHa 1.47 0.69 

a INH – изониазид. 
b NT – не е тествано. 
c logP не е изчисляван за съединения 341, 342 и 361 

заради софтуерни ограничения. 
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МИК за гореспоменатите активни съединения също беше определена за 11 клинични 

изолати на M. tuberculosis чрез използване на REMA метод за анализ175 в референтната 

лаборатория в Изследователския институт по фтизиопулмология в Санкт Петербург 

(Таблица 8). По-скоро умерена, но устойчива активност показва само съединение 350 - то 

запазва своята активност (8.23 μM) спрямо четири от щамовете. Клиничните изолати са с 

различни генотипове от пациенти с туберкулоза в Северозападна Русия. Клиничните 

изолати представляват различни клъстери в рамките на клинично/епидемиологично 

значимия генотип Beijing (B0/W148, централноазиатски руски, централноазиатско огнище, 

древна подлиния).176-178 Изолатите се различават по фенотипна лекарствена резистентност 

(един екстензивно лекарствено резистентен, шест мултилекарствено устойчиви, четири 

полирезистентни). По този начин, съединение 350 показва широк диапазон на МИК, който 

варира от 8.23 μM до >260 μM. Това подчертава ключовото значение на тестването на нови 

противотуберкулозни съединения не само с референтен лабораторен щам H37Rv, който 

принадлежи към филогенетично маргиналния клон на M. tuberculosis, но и върху панели от 

различни клинични резистентни изолати, циркулиращи в страните с високо 

разпространение на MDR-TB, каквато е Русия. 

 

Таблица 9. In vitro стойности на МИК за съединения 337-371 срещу избрани бактериални и 

гъбични щамове. 

Съед. 

МИК (μM) 

S. aureus 

ATCC 29213 
MRSA 

E. coli 

ATCC 35218 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

C. albicans 

562 

337 133 266 133 266 266 

338 133 265 66 133 133 

339 28 56 28 16 225 

340 12 24 6 12 48 

341 46 92 92 92 184 

342 7.8 31 31 63 63 

343 102 102 51 102 205 

344 94 94 188 94 188 

345 2.35 9.42 4.71 18.80 38 

346 6.11 12.21 12.21 6.11 49 

347 1.41 5.66 2.83 22.63 91 

348 1.35 5.41 5.41 21.65 43 

349 21 42 21 86 42 

350 10.60 21.30 21.30 43 85 

351 11.51 23 23 46 5.76 

352 2.88 5.76 2.88 11.52 46 

353 42 85 42 85 85 

354 19 37 19 19 74 

355 4.92 9.84 9.84 20 20 

356 8.29 33 16.58 16.58 1.04 

357 7.16 14.32 14.32 7.16 1.79 

358 3.57 7.13 14.27 14.27 28 

359 0.77 1.55 1.55 12.37 25 

360 2.71 2.71 1.35 5.42 2.71 

361 21 84 84 42 2.58 

362 46 92 46 92 92 

363 0.66 2.63 5.27 10.54 42 

364 8.63 17.25 17.25 35 4.31 

365 0.60 2.40 2.40 9.60 38 

366 21 42 42 84 42 

367 4.81 9.62 9.62 38 4.81 

368 34 68 68 34 68 

369 18 36 18 72 4.49 

370 7.67 15.34 15.34 7.67 31 

371 5.49 11 11 22 44 

Ga 0.52 1.04 1.04 2.08 NTc 

ABb NTc NTc NTc NTc 0.54 
a G – гентамицин (референт). b AB - амфотерицин B (референт). c NT – не е тествано. 
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In vitro антимикробната активност на всички синтезирани съединения от тази серия е 

тествана срещу Staphylococcus aureus, метицилин-резистентен Staphylococcus aureus 

(MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli и Candida albicans, чрез определяне на 

тяхната МИК (Таблица 9). Получените резултати са доста обещаващи. Много от 

съединенията (особено сред 2-аминопиридините 357-371) показват добра активност срещу 

различни щамове бактерии и гъбички в сравнение с референтните антибиотици (гентамицин 

и амфотерицин В). Съединение 360 може да се очертае като широкоспектърен антибиотик, 

активен срещу всички изследвани бактерии и гъбички, със стойности на МИК, сравними с 

тези на гентамицина. Други съединения от серията демонстрират различна селективност 

срещу отделни бактерии. Съединенията 345, 347, 348, 352, 355, 363 и 365 са подчертано 

активни срещу Staphylococcus aureus, но 2-3 пъти по-малко активни срещу MRSA. Въпреки 

това, 359 е най-активният срещу MRSA в тази серия (подобно на гентамицин). 

Забележителна противогъбична активност демонстрират 356, 357 и 361. Само съединения 

347 и 365 притежават подчертана активност срещу Escherichia coli. Нелоша активност срещу 

Pseudomonas aeruginosa показват 346, 357, 360 и 370 (2-4 пъти по-слаба активност от 

гентамицин). 

За да проучим терапевтичния прозорец за бъдещи приложения на тези съединения като 

антимикробни/противотуберкулозни терапевтици, първоначално анализирахме възможния 

цитотоксичен ефект за повечето от синтезираните съединения върху жизнеспособността на 

човешки първични фибробластни клетки при различни периоди на третиране (24, 48 и 72 h). 

Съединения 337, 338, 340, 342, 346, 347, 348, 361, 364 и 365 показват значителна 

цитотоксична активност при 24-часово лечение, която се увеличава още при по-дълъг 

период на третиране (Фигура 7). Това вероятно се дължи на по-високата тествана 

концентрация (100 μM). Същото заключение може да се направи за 352, 361 и 365, тъй като 

те демонстрират висока цитотоксичност при 72-часово лечение. Като цяло 2-

аминопиримидините с камфанови скелети (357-371) могат да бъдат очертани като по-малко 

токсични в сравнение с кетоните 337-356. Имайки предвид нашите предишни изследвания, 

заслужава да се отбележи, че арилиден камфаните са склонни да проявяват повишена 

цитотоксичност, но това много зависи от естеството на арилиденовия остатък.168 

Следователно, само съединения 355 и 370 от това изследване могат да се считат за 

достатъчно безопасни за по-нататъшно приложение като антимикробни агенти (Таблица 9), 

тъй като запазват ниската си цитотоксичност дори при продължително третиране (72 часа). 

Други активни съединения в Таблица 9 се нуждаят от допълнително изясняване на тяхната 

цитотоксичност и терапевтични прозорци. 

Освен това, ние определихме in vitro клетъчната жизнеспособност на други видове 

ракови и нетрансформирани клетки към избрани 3 най-активни съединения срещу M. 

tuberculosis H37Rv, а именно съединения 344, 349 и 354 (Фигура 8). Измерихме клетъчната 

жизнеспособност с помощта на колориметричен МТТ-тест.179 Съединението 3-(4,5-

диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолиев бромид (известно като МТТ) показва 

активността на клетъчните ензими, които редуцират МТТ до формазан (който е с лилав 

цвят). МТТ анализът всъщност измерва митохондриалната метаболитна активност чрез 

NAD(P)H-зависими клетъчни оксидоредуктазни ензими и пропорционално отразява броя на 

жизнеспособните клетки. Използвахме седем различни човешки клетъчни линии, 

включително ракови и неракови. Клетките Hela са получени от рак на маточната шийка, 

HepG2 (ATCC® HB-8065™) са клетки, получени от рак на черния дроб, MIA PaCa-2 

(ATCC® CRL-1420™) е клетъчна линия от човешки рак на панкреаса, KMST е 

нетуморогенен обезсмъртен човешки фибробласт, WA13 са човешки ембрионални 

Wisconsin-Madison стволови клетки, HEK293 са човешки ембрионални бъбречни клетки и 

WI-38 са диплоидни човешки фибробласти, получени от белодробна тъкан на женски плод. 

Клетките се посяват в 96-ямкови плаки и се излагат на четири различни концентрации на 

три различни съединения за 72 часа. Както е показано на Фигура 7, изследваните съединения 

не показват никаква или само много лека цитотоксичност, независимо от раковите свойства 



 

34 

на анализираните човешки клетъчни линии, което показва, че цитотоксичността на тези 

съединения е ниска и използването им като противотуберкулозни лекарства може да 

осигури значителен терапевтичен прозорец. 

За да се получи представа за метаболитната стабилност, най-мощните срещу M. 

tuberculosis H37Rv съединения (349 и 354) бяха инкубирани в миши чернодробни 

микрозоми при 37ºC. Пробите се анализират чрез HPLC, за да се определи процента на 

съединенията, оставащи след 60 минути инкубация. Проверка на резултатите, представени 

в Таблица 10, разкрива, че тези съединения са метаболитно стабилни, с едва 7-12% 

метаболизиране след 1 час инкубация. 

 
Фигура 7. Оценка на цитотоксичността за съединения 357-371 към човешки фибробластни 

клетки CC-2509 при 72 часово третиране с концентрации 100 µM за всяко от тестваните 

вещества. Сините стълбове показват процента на активност на клетките и стандартното 

отклонение спрямо третиране с ДМСО (стълбовете след ДМСО не са номерирани, но 

представляват последователно вещвствата 357-371). 
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Таблица 10. Аналитични условия и метаболитна стабилност за съединения 349 and 354, 

инкубирани в миши чернодробни микрозоми. 

Съединение 

Елуент 

(MeOH:H2O), 

λ (nm) 

Време на разделяне, 

RT (min) 

% на метаболизация след 

60 минути инкубация 

349 90:10, 310 nm 5.9 12 

354 90:10, 310 nm 5.0 7 

 
Фигура 8. Клетъчна жизнеспособност при 72-часово третиране с избрани съединения на 

човешки клетъчни линии: Hela, MIA PaCa, HepG2, HEK293, WA13, KMST и WI-38. 

Клетките са изложени на 1, 10, 50 или 100 µM от всяко тествано съединение: 344 (зелени 

стълбове), 349 (жълти стълбове) и 354 (кафяви стълбове). Стълбовете показват процента на 

активност на клетките и стандартното отклонение спрямо 72-часово третиране с ДМСО 

(оранжевите стълбове). 
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Предистория на изследванията ни за биоактивност на (+)- камфорови и (-)-фенхонови 

производни (кратко описание) 

Най-ранните ни изследвания по отношение на синтеза на нови арилиден камфор 

кетони и (-)-фенхонови производни започнаха през 2001 г. По това време такива производни 

бяха използвани от нас само като катализатори за асиметричен синтез или междинни 

продукти за тяхното получаване. Някои от тези продукти бяха включени в част от моята 

докторска дисертация (2001-2006), но всъщност бяха публикувани години по-късно.180-182 

След 2011 г. започнахме скрининг на тези съединения за биологична активност и 

разширихме броя им. 

През годините извършвахме успоредно по-задълбочени проучвания върху 

цитотоксичността на малки серии арилметилиден кетони с камфорови скелети. Тъй като 

тази тематика е косвено свързана с настоящата дисертация, тук представяме само нейно 

кратко описание. Синтетичният подход към всички съединения в тези серии (Фигура 9) се 

основаваше на процедура, подобна на представената по-горе в Схема 16. През 2017 г. ние 

описахме168 синтеза на (+)-камфорни производни, съдържащи сулфонамидни групи в 

комбинация с фероценилметилиденови или арилиденови остатъци. Получените производни 

бяха тествани in vitro срещу седем човешки ракови клетъчни линии, а именно BV-173 

(левкемия), K-256a (левкемия), NB-4 (левкемия), A549 (белодробен аденокарцином), H1299 

(белодробен аденокарцином), MCF-7 (аденокарцином на гърдата) и MDA-MB231 

(аденокарцином на гърдата) и две нормални човешки клетъчни линии (HEK293 и HUVEC). 

Съединение F21-1 може да бъде очертано в тази серия като най-мощното противораково 

средство с добър индекс на селективност (SI до 11.5) спрямо нормалните човешки клетки. 

По-късно това съединение беше изследвано още по-задълбочено по отношение на неговата 

цитотоксичност.183 Последната ни публикация184 беше посветена на откриването на активни 

водоразтворими аналози на F21-1. Така ние синтезирахме F21-2, който притежава отлична 

разтворимост и запазена висока противоракова активност. 

Може да се заключи, че наличието на фероценил метилиденова група в представените 

кетони с камфорови скелети е от съществено значение за тяхната цитотоксичност. Въпреки 

това, сулфонамидния остатък може значително да промени тяхната активност и 

фармакологични свойства. Очевидно е, че кетони съдържащи фероцен, демонстрират по-

висока цитотоксичност и са подходящи за противоракови агенти, но не и за 

антибактериални средства. Камфоровите кетони, притежаващи други арилови остатъци 

могат да проявяват повишена антибактериална активност за сметка на понижена 

цитотоксичност. 

 
Фигура 9. Синтез и цитотоксичност на арилметилиден кетони с камфорови скелети. 
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3.1.4. Резистентност на Mycobacterium tuberculosis към нови нитрофуранил амиди 

– поглед на молекулярно ниво185 

M. tuberculosis има сложна и химически устойчива клетъчна стена. Затова 

противотуберкулозните лекарства са специфични и не действат на други патогенни 

бактерии и обратното - повечето от наличните антибиотици не действат (с малки 

изключения) върху микобактериите. Много противотуберкулозни антибиотици са 

функционално уникални за M. tuberculosis, тъй като са насочени към клетъчната стена, която 

е структурно различна от тази на другите бактерии. Напоследък най-активните синтезирани 

противотуберкулозни агенти са класифицирани по техните химични структури - амини, 

аминоалкохоли, хидразиди, уреи, тиоуреи, хетероцикли и др.174,186 Природните продукти 

или техните полусинтетични производни също предоставят интересна възможност в 

търсенето на нови противотуберкулозни лекарства.187,188 През последните десетилетия обаче 

само няколко нови лекарства (бедаквилин, деламанид, линезолид и клофазимин) са 

одобрени за клинична употреба срещу MDR-TB. Въпреки че тези постижения може да 

изглеждат страхотно, се оказва че на новите лекарства се възлагат прекалено много надежди. 

Например, след въвеждането на бедаквалина, той се оказа не особено ефективен и с 

нежелани странични ефекти (съмнителна сърдечна безопасност).6,7 

Нитроимидазолите (напр. деламанид) и нитрофураните са лекарства, чието действие 

се основава на редуцирането на нитрогрупите им от редуктазните ензими в клетките. Като 

алтернатива на нитроимидазолите, нитрофураните (нитрофураниламиди, 

нитрофуранилпиперазини, нитрофуранилизоксазолини) също демонстрират in vitro и in vivo 

анти-туберкулозна активност.189 Някои нови нитрофурани са ефективни срещу активно 

растящи и латентни микобактерии с уникални механизми на действие.190 QSAR 

проучванията показват, че нитро групата е от съществено значение за активността. Замяната 

на фурановия с друг пръстен води до намаляване или липса на активност, докато 

нитроароматните системи като цяло значително повишават активността срещу латентни или 

аноксични бактерии.190-192 

Основният известен механизъм на действие на нитрофураните (изследван при Е. coli) 

се основава на редукцията на нитрофураните (пролекарства) от нитроредуктази, което води 

до оксидативен стрес, дължащ се на бактерицидни реактивни кислородни и азотни 

видове.193 В Е. coli тип I нитроредуктазите NsfA и NsfB са нечувствителни към кислород и 

катализират редукцията на нитро групите в реактивни нитрозо и хидроксиламино 

производни. Възможно е да съществуват и други неизвестни ензими, но с по-слабо изразен 

ефект поради ниска протеинова експресия или нисък афинитет към нитрофураните.193 De 

novo избран резистентен на нитрофурантоин щам E. coli с див тип nfsA и nfsB съдържа 

делеция в рамката на ribE, която кодира ензим в биосинтеза на флавин мононуклеотид, 

основен NfsA/NfsB кофактор.194 Информацията за механизма на действие и предизвикване 

на резистентност на нитрофураните спрямо микобактериите, е ограничена. M. tuberculosis 

няма плазмиди и хоризонтален генен трансфер, и по-голямата част от генетичното й 

разнообразие се дължи на хромозомни точкови мутации или къси индели, включително 

развитието на лекарствена резистентност. Различни спонтанни мутации се появяват в 

популацията на M. tuberculosis и те могат да бъдат точно установени, ако са достатъчно 

полезни за бактериалното оцеляване и адаптация. В този смисъл, култивирането на 

бактериите върху среда, съдържаща активно съединение при повишени концентрации, може 

да позволи идентифицирането на мутации свързани с резистентност и така да се придобие 

индиректна представа за механизма на действие на съответното съединение. 

В това изследване185 ние описваме синтеза на нови нитрофуранил амиди и изследваме 

тяхната анти-туберкулозна активност и възможен механизъм на действие/резистентност 

чрез секвениране на целия геном на спонтанни мутанти на M. tuberculosis. Фокусирахме се 

върху нитрофуранил амидите, тъй като те притежават силна противотуберкулозна и 

антибактериална активност. Техният механизъм на антитуберкулозно действие все още е до 

голяма степен неизвестен. Класическия дизайн на този вид изследване на мутагенеза се 
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основава на индивидуални резистентни клонове, които допълнително се рекултивират 

върху среда, съдържаща активното вещество, и всеки отделен клон се подлага на 

самостоятелна екстракция на ДНК и секвениране на целия геном. Тук обаче ние 

целенасочено преследвахме друг подход, който може да се разглежда като „подобен на 

метагеномика“. Извършихме секвенирането на целия геном (WGS) на първоначално 

отгледаните обединени колонии, а не на единични колонии. По този начин очаквахме да 

установим първичния генетичен отговор на микобактериите към инхибиращото действие на 

съединението. 

Поредица от шест нови нитрофураниламида (379-384) беше синтезирана (Схема 18)185 

чрез прилагане на класическа методология за получаване на амиди - реакцията на 5-

нитрофуран-2-карбонилхлорид (372) с различни амини (373-378) в сух дихлорометан (DCM) 

и присъствие на база (излишък на триетиламин). Амините 373-378 (с изключение на 

аминоалкохол 374)106 са търговски продукти. Всички целеви съединения 379-384 бяха 

изолирани с висока чистота след колонна хроматография при умерени до високи добиви. 

Изборът на амидните остатъци като фармакофорни групи не е случаен. Известно е, че 

различни нитрофураниламиди са активни in vitro срещу M. tuberculosis, но тяхната 

активност може да бъде значително повлияна от други части на техните молекули. Синтезът 

на 379 е вдъхновен от други активни нитрофуранил анилиди.195 Дизайнът на 380 е 

предложен от нашите предишни проучвания,106,117 разкриващи, че някои производни на 

фенхона притежават антитуберкулозна активност. Съединение 381 съчетава нитрофуран и 

нитроимидазол в една молекула. Известно е, че бицикличният нитроимидазол претоманид 

(виж Фигура 2) е пролекарство с много сложен механизъм на действие, активно както срещу 

репликиращи се, така и срещу хипоксични, нерепликиращи се Mycobacterium tuberculosis.196 

Другите три съединения (382-384) съдържат арилпиперазинови части, които също могат да 

допринесат значително за тяхната антитуберкулозна активност.197 

 
Схема 18. Синтез на съединения 379-384. 

МИК стойностите на синтезираните съединения бяха определени за референтен щам 

H37Rv. Използвани са 2 метода - за микроразреждане на цели клетки (WCMD)198 и за 

микротитърен анализ на Resazurin (REMA)175 (Таблица 11). Трите най-ефикасни вещества с 

ниска МИК бяха допълнително тествани и по метода REMA в повторени експерименти при 
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различни диапазони на концентрации (Таблица 12). Репликацията на експериментите беше 

използвана за отстраняване на евентуални грешки в резултатите. За сравняване на 

съединения 379-384 (които притежават различни молекулни тегла), всички резултати за 

МИК са представени и коментирани само в μM. Съединения 383 и 384 показват много 

голяма хетерогенност в резултатите за МИК. Това може да се дължи на ниска разтворимост 

или нестабилност на съединения 383 и 383 в тестовата среда. Нашите експерименти бяха 

ориентирани само към намиране на подходящо съединение в тази серия с ниска и 

възпроизводима МИК стойност, независимо от причините за такава хетерогенност. 

Съединение 382 се оказа единственото, което отговори на тези изисквания, поради което 

беше избрано като моделно за по-нататъшни генетични експерименти. Определянето на 

МИК по REMA метода беше извършено и за известния антибиотик изониазид (МИК 0.062 

µg/mL) с което се потвърди надеждността на добрите резултати, постигнати при 382. 

Таблица 11. МИК на тестваните 

съединения, определени по два различни 

метода, WCMD и REMA. 

Таблица 12. МИК на тестваните 

съединения, определени по метода REMA 

в повторени експерименти. 

Съединение 
МИК 

(WCMD), μM 

МИК 

(REMA), μM 

379 0.66 16.48 

380 4.64 29.73 

381 >80 162 

382 0.19 0.50 

383 0.026 0.20 

384 <0.012 0.36 
 

Съединение МИК (REMA), μM 

382 <1.26; 0.50; 0.50 

383 <1.32; <0.13; 0.33 

384 <1.16; <0.12; >0.58; 1.44 
 

Мутагенезата in vitro беше извършена върху M. tuberculosis референтен щам H37Rv 

субкултури, отглеждани при нарастващи концентрации на 382 (МИК 0.50 µM, Таблица 12). 

Секвенирането на целия геном (WGS) на резистентните мутанти идентифицира мутации в 

шест гена (Таблица 13). Известно е, че щамът H37Rv претърпява лабораторна еволюция и 

неговите субкултури не са геномно идентични в различни лаборатории по света. Откакто 

първата последователност на целия геном на този щам е публикувана през 1987 г., още 199 

щама H37Rv от различни лаборатории са секвенирани и депозирани в GenBank. Поради тази 

причина, за да избегнем фалшива поява на единичен нуклеотиден полиморфизъм (SNP), ние 

извършихме WGS и SNP картографиране, не само на третираните с 382 бактериални 

субкултури, но и на техния родителски субщам H37Rv. Нито една от шестте мутации не 

присъства в използвания от нас родителски щам, т.е. тези мутации се появяват изцяло в 

отговор на действието на 382. Достатъчно задълбоченото секвениране ни позволи да оценим 

количествено и статистически съвместното съществуване на дивия тип и мутантните алели 

в една и съща позиция на генома. Във всички случаи имаше ясно увеличение на дела на 

мутантните четения с увеличаване на концентрацията на съединението (в някои случаи 

двукратно увеличение). В четири случая по-високият процент на четения на мутанти е 

значителен (Таблица 13). 

Таблица 13. Характеристики на мутантните позиции в субкултури на M. tuberculosis H37Rv, 

отглеждани при различни концентрации на 382. 

Position in  

Genome 
Ref Mut Gene 

Amino acid 

change 
PAM1a 

SIFT 

pb 

% of Mutant 

reads in H37Rv 

cultured with 

382 (1.00 µM) 

% of Mutant 

reads in 

H37Rv 

cultured with 

382 (2.00 µM) 

% of Mutant 

reads in H37Rv 

cultured with 

382 (4.00 µM) 

p Value for 

the most 

contrasting 

pairs 

268,560 A T Rv0224c Phe23Tyr 21 0.01 9.6 (13/136) 15.8 (29/183) 20.0 (25/125) 0.02 

411,895 A T 
Rv0342 

(iniA) 
Gln353Leu 6 0.02 12.7 (21/165) 8.9 (16/180) 23.8 (35/147) 0.0004 

1,305,250 C G 
Rv1173 

(fbiC) 
Arg774Gly 1 0.00 14.0 (18/129) 12.8 (21/164) 17.2 (22/128) 0.3 

1,783,849 G C Rv1580c Ala15Gly 21 0.00c 22.2 (43/193) 16.7 (32/192) 26.0 (44/169) 0.03 

1,793,445 T G Rv1592c Glu99Ala 17 0.32 6.2 (7/112) 6.0 (7/117) 20.0 (23/115) 0.002 

1,847,247 G C Rv1639c silent Thr404 9871 - 13.3 (15/113) 17.2 (25/145) 19.8 (23/116) 0.2 
a PAM1 (Point Accepted Mutation 1) gives the probability (multiplied with 10,000) for the particular aa exchange to occur, given 

that 1% of the amino acids are changed. b Amino acid changes with SIFT p probabilities < 0.05 are predicted to affect protein 

function, based on search in Uni-Prot-SwissProt + TrEMBL 2010_09 databases. c low confidence prediction. 

https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+268560+IM89-H37-1-28_S65.bam
https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+411895+IM89-H37-1-28_S65.bam
https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+1305250+IM89-H37-1-28_S65.bam
https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+1783849+IM89-H37-1-28_S65.bam
https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+1793445+IM89-H37-1-28_S65.bam
https://bioinf.fz-borstel.de/mchipscgi/phy/nph-phyresse?pos+1847247+IM89-H37-1-28_S65.bam
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3.2. Разработване на нови диарил етери и техни аналози с анти-ентеровирусна 

активност 

През последните десетилетия са открити няколко класа непептидни съединения като 

селективни инхибитори на репликацията на ентеровирус след in vitro тестване 

(експерименти с клетъчни култури). Съществува обаче рязко несъответствие между 

антивирусната активност, установена in vitro и in vivo (експерименти с лабораторни 

животни). От стотиците in vitro инхибитори на вирусна репликация, по-малко от двадесет 

проявяват известна in vivo активност. За съжаление, ефективна анти-ентеровирусна 

химиотерапия в клинична употреба така и не е установена. Развитието на лекарствена 

резистентност е основната причина за липсата на антивирусни средства. Въпреки това, 

някои анти-ентеровирусни съединения са влезли в клинични изпитвания – изоксазоли 

(„WIN съединения“ – дизоксарил, плеконарил), пиродавир и неговите аналози, 

имидазолидинони, халкони, флавани, диарил етери и т.н.200 

Диарил етерът MDL-860 (2-(3,4-дихлорофенокси)-5-нитробензонитрил, известен още 

като DNB), е докладван за първи път през 80-те години на миналия век. Действително MDL-

860 притежава широк спектър от in vitro активност срещу пикорнавируси, чрез инхибиране 

на ранно събитие в репликацията на вируса след етапа на първоначално разсъбличане.201,202 

Механизмът на действие на MDL-860 беше изяснен - негова мишена е ензимът 

фосфатидилинозитол-4 киназа III бета (PI4KB) на гостоприемника.203 MDL-860 

демонстрира и известна in vivo ефикасност в модел на миокардит, индуциран от 

коксакивирус B3 (CVB3).204 Обещаващите резултати вдъхновиха разработването на много 

аналози на MDL-860 през последните десетилетия. Например Markley et al. синтезират и 

тестват205 над 70 диарил етера (и техните изостерични аналози) срещу няколко 

пикорнавируса. Последната работа на Pürstinger et al. докладва за синтеза на 60 нови диарил 

етери и тяхната активност срещу CVB3.206 Всички получени резултати ясно показват, че 2-

циано-4-нитрофенокси групата е основен градивен елемент за съществуването на 

антивирусна активност на този клас съединения. Промяната на заместителите в другия 

ароматен пръстен обаче може да има значително влияние както върху антивирусната 

активност, така и върху цитотоксичността. Идентифицираните активни съединения 

обикновено съдържат два до три халогенни атома във втория ароматен пръстен. 

Синтез и анти-ентеровирусна активност на съединения 398-409 

Въпреки докладваните обещаващи резултати, напоследък този клас съединения беше 

изоставен от гледна точка на по-нататъшно изследване на тяхната антивирусна активност. 

По този начин нашето първо проучване върху антивирусните средства беше фокусирано 

върху синтеза и оценката на антивирусната активност и цитотоксичността на серия от нови 

съединения, носещи 2-циано-4-нитрофенилов остатък, свързан с различни ароматни или 

алифатни групи чрез O, N и S атоми.18 

Целевите съединения (398-409) са получени с високи добиви чрез едноетапен синтез, 

както е показано на Схема 19, чрез използване на синтетични процедури, подобни на тези 

на Markley et al.205 и Pürstinger et al.206 Диарил етери 398-404, 408-409 и тиоетер 405 се 

синтезират в сух диметилсулфоксид (DMSO) чрез нагряване на съответните феноли 386-

392, 386-397 и 2-хлоротиофенол (405) с 2-хлоро-5-нитробензонитрил (385) в присъствието 

на NaOH. Ариламини 406 и 407 се получават чрез реакция на 385 с 2.2 еквивалента от 

амините 394 и 395, съответно, в излишък от N-метилморфолин, използван като база. Всички 

изходни съединения (с изключение на феноли 391 и 392) са налични в търговската мрежа. 

Синтезът на междинни съединения 391207 и 392208 е описан в литературата. Всички целеви 

съединения бяха изолирани и пречистени чрез колонна хроматография. Изясняването на 

химическата структура е постигнато чрез ЯМР и мас-спектроскопия. В допълнение, 

структурата на съединение 398 беше потвърдена чрез рентгено-структурен анализ. 

Получената информация може да бъде полезна за по-нататъшни молекулярни докинг 

изследвания на този клас съединения. 
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Съединения 398-409 бяха тествани за тяхната in vitro цитотоксичност и антивирусна 

активност в експерименти с клетъчни култури срещу три ентеровируса, а именно 

полиомиелит вирус 1 (PV1), коксакивирус В1 (CVB1) и коксакивирус В3 (CVB3). 

Съединението MDL-860 бе използвано като еталон (Таблица 14). Диарил етер 398 проявява 

силна активност срещу PV1 и CVB1 (стойности на SI съответно 118 и 405), но е неактивен 

срещу CVB3. Съединения 399 и 400 показват умерен ефект (SI 20.5 и 19.6, съответно) срещу 

CVB3. Гранична активност към CVB1 беше установена за 399 (SI 10.9). Съединения 400–

407 могат да се считат за неактивни срещу трите вируса, включени в скрининга (с 

изключение на ниската активност на 400 срещу CVB3). Забележителна активност на 408 и 

особено на 409 беше демонстрирана срещу PV1 и CVB1 вируси. Нито едно от тестваните 

съединения не репликира антивирусния спектър на MDL-860 – ефектите му обхващат и 

трите ентеровируса (стойности на SI 72.5, 586.9 и 182 спрямо PV1, CVB1 и CVB3, 

съответно). Трябва да се подчертае забележителната нечувствителност на CVB3 към 

активните съединения. Освен това, съединение 398 (с най-близка структурна прилика с 

MDL-860) демонстрира една от най-високите активности спрямо два други вируса. 

По отношение на цитотоксичността (срещу HEp-2 клетки) на изследваните 

съединения, всички са нетоксични като цяло (с изключение на 401). Някои от тях (400, 403, 

404, 405 и 407) показват дори по-ниска токсичност от MDL-860. 

 
Схема 19. Синтез на съединения 398-409. 

За съжаление, броят на съединенията в това изследване не е достатъчен, за да осигури 

адекватен QSAR анализ, но някои връзки структура-активност могат да бъдат коментирани. 

Първоначалният анализ на структурата и активността показа, че подчертана ефективност 

обикновено се демонстрира от ди- или трихалоген заместени диарил етерни аналози на 

MDL-860.205,206 Резултатите от съединения 398, 408 и 409 потвърждават това заключение. 
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Други заместители (ароматни хетероцикли в 403 и 404) или замествания на свързан с мост 

кислороден атом с друг хетероатом (405-407) водят до загуба на активност. Подобен ефект 

се наблюдава, когато халогенните заместители се заменят с други (401-402). Интересно е да 

се отбележи, че съединение 398 (структурно най-близкият дифлуоро аналог на MDL-860) 

няма активност само срещу CVB3. От друга страна, не са известни аналози на MDL-860, 

съдържащи повече от три халогенни атома във втория пръстен. В това проучване 

предоставихме само едно пентахлоро заместено съединение (399), което демонстрира 

умерен антивирусен ефект. Разбира се, този единичен пример не е представителен, но така 

или иначе това може да бъде една от посоките за по-нататъшни изследвания. 

Може да се заключи, че бъдещият синтез на нови активни диарил етери може да бъде 

обещаващ и трябва да бъде насочен към други халоген-заместени аналози на MDL-860. В 

допълнение, QSAR и някои други проблеми (например неразтворимостта на MDL-860 и 

неговите аналози във вода) трябва да бъдат разрешени. 

 

Таблица 14. In vitro анти-ентеровирусна активност и цитотоксичност на съединения 398-

409. 

Съединение 
Цитотоксичност, 

CC50 (μM) 

PV1 CVB1 CVB3 

IC50 

(μM)* 
SI 

IC50 

(μM)* 
SI 

IC50 

(μM)* 
SI 

398 320.0 2.7 118.0 0.8 405.0 NA - 

399 119.1 NA - 10.9 10.9 5.8 20.5 

400 570.3 NA - 256.1 2.2 29.6 19.6 

401 22.0 NA - NA - NA - 

402 94.3 NA - 16.2 5.8 NA - 

403 570.8 NA - 190.1 3.0 NA - 

404 718.0 NA - NA - NA - 

405 53.8 NA - NA - 9.9 5.4 

406 675.0 NA - NA - 426.0 1.5 

407 492.2 234.0 2.1 152.2 3.2 NA - 

408 355.0 6.8 52.2 0.7 507.1 NA - 

409 517.5 2.7 191.6 0.75 690 NA - 

MDL-860 493.0 6.8 72.5 0.8 586.9 2.7 182.0 

*NA-не е активно 

 

Избраните при in vitro скрининг съединения 398, 408 и 409 бяха тествани при 

експериментална CVB1 невроинфекция в новородени мишки от произволно отгледана ICR 

линия, заразени с масивен вирусен инокулум (20 LD50). Прилаган е 12-дневен курс на 

лечение, започващ в деня на инокулацията на вируса. Подкожната дневна доза на 

съединенията е следната: съединения 398 и 408 - 50 mg/kg, съединение 409 - 25 mg/kg и 

MDL-860 - 75 mg/kg. Получените резултати са представени в Таблица 15 и Фигура 10. 

 

Таблица 15. Активност на съединения 398, 408 и 409 при експериментална CVB1 

невроинфекция на новородени мишки. 

Съединение 
Оцелели/ 

Общо 
MST±SD daysa Δ days Смъртност, % PI, % 

398 22/24 8.1±1.0*** +5.0 50.0 50.0 

408 9/27 8.5±1.0*** +5.4 66.7 33.3 

409 3/26 5.7±1.2* +2.6 88.4 11.6 

MDL-860 0/27 6.1±1.6** +3.0 100 0 

Placebo 0/17 3.1±0.3 - 100 0 

Данни от 3 независими експеримента (усреднени). a One-way ANOVA (Bonferroni’s multiple comparison post-test); MST – 

средно време на оцеляване; PI – индекс на защита; SD – стандартно отклонение; ***p < 0,0001 спрямо плацебо групата; **p 

< 0, спрямо плацебо групата; *p < 0,05 спрямо плацебо групата. 

 

Както се вижда, съединение 398 демонстрира най-висока активност, постигайки 

защитен ефект от 50% и много ясно изразено удължаване на MST с 5 дни. Установена е 
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подчертана активност при курса със съединение 408 (PI=33.3 % и MST удължен с 5.4 дни). 

Съединение 409 показва слаб защитен ефект (PI=11.6 % и 2.6 Δ дни). Обратно, с MDL-860 е 

забелязано само удължаване на MST с 3 дни. Markley et al. са тествали in vivo MDL-860 и 

пет други негови аналози срещу Coxsackievirus A21 при мишки.205 Не е правилно обаче да 

се сравняват резултатите, получени в нашето проучване (чрез използване на подкожно 

приложение), с тези на Markley et al. (чрез перорално приложение срещу други вируси). 

Очевидно съединения 398 и 408 могат да бъдат характеризирани като перспективни анти-

CVB агенти, които се нуждаят от допълнително проучване. В друга наша работа 

установихме много висока активност при експериментална невроинфекция с Coxsackievirus 

B1 при мишки, и курс на лечение с последователно редуващо се приложение (CAA) на 

тройна комбинация от ентеровирусни инхибитори, включително MDL-860 като един от 

компонентите.209 Би било от голям интерес бъдещо тестване на ефекта от CAA курса чрез 

тройна комбинация, в която MDL-860 е заменен със съединение 398. 

 
Фигура 10. Индивидуални ефекти от съединения 398 (в червено), 408 (в тъмно зелено), 

409 (в синьо) и MDL-860 в експериментална невроинфекция с Coxsackievirus B1 при 

новородени мишки. 

 

В светлината на настоящите изследвания е ясно, че най-обещаващо е разработването 

на нови аналози на MDL-860, носещи непроменен 2-циано-4-нитро пръстен. В заключение, 

първоначалният скрининг на дванадесетте MDL-860 аналози (Схема 19) доведе до три 

съединения (398, 408 и 409) с висока активност срещу PV1 и CVB1 и само две съединения 

(399 и 400) с умерена активност спрямо CVB3. В допълнение, 398, 408 и 409 показват 

активност спрямо експериментална CVB1 невроинфекция при новородени мишки. 

Синтез и анти-ентеровирусна активност на съединения 446-481, 491-500, 512-522, 526-

528 и 531 

Целта на нашите по-нататъшни изследвания210 е синтезът на нови аналози на MDL-

860, притежаващи непроменен 2-циано-5-нитро заместен бензенов пръстен като общ 

фрагмент, за да се докажат границите на възможните вариации в другия пръстен на MDL-

860, водещи за подобрена антивирусна активност. Така бяха синтезирани четири серии от 

аналози на MDL-860 и оценени за антивирусна активност. Всички целеви съединения са 

получени чрез прости едноетапни реакции на нуклеофилно ароматно заместване на серии 

от феноли (410-445), тиоли (482-490), амини (501-511) и N-хетероцикли (523-525) с 2-хлоро 

-5-нитробензонитрил (385) в присъствието на основа. Поради естеството на 385 (с дефицит 

на електрони), заместването на хлора беше извършено при относително меки условия без 

необходимост от катализатор.211 Всички съединения бяха пречистени чрез колонна 

хроматография и/или прекристализация. 
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Синтезът на арил етери 446-481 (Схема 20) и арил тиоетери 491-500 (Схема 21) от 385 

и съответните феноли (410-445) и тиофеноли (482-490), се извършва при 80°C в сух DMSO 

като цяло използвайки КОН на прах като база. В някои случаи като бази са използвани NaOH 

или K2CO3 (460, 465, 466, 481, 495 и 498). Ходът на реакциите се наблюдава чрез TLC. 

Съединение 456 се получава от 385 и in situ получен CF3CH2ONa (от излишък на сух 

CF3CH2OH и NaH) при кипене на обратен хладник. Подобна процедура се прилага за 

получаването на бензиловия етер 457. Съединение 500 се получава чрез спонтанна 

циклизация по време на реакцията между 385 и меркаптобензимидазол (490).212 Съответно, 

очакваният арил тиоетер 499 не беше изолиран. 

 
ROH RO─ Ether ROH RO─ Ether ROH RO─ Ether 

410 

 

446 422 
 

458 434 

 

470 

411 

 

447 423 
 

459 435 

 

471 

412 

 

448 424 

 

460 436 

 

472 

413 
 

449 425 

 

461 437 

 

473 

414 
 

450 426 

 

462 438 

 

474 

415 
 

451 427 

 

463 439 

 

475 

416 

 

452 428 

 

464 440 

 

476 

417 

 

453 429 

 

465 441 

 

477 

418 
 

454 430 

 

466 442 

 

478 

419 

 

455 431 

 

467 443 

 

479 

420  456 432 
 

468 444 
 

480 

421 
 

457 433 

 

469 445 
 

481* 

*Съединение 481 съдържа около 5% примес от 3,4-дийодо изомера. 

Схема 20. Синтез на диарилетери 446-481. 
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Трябва да се спомене, че получаването на съединение 481 (2-(2,5-дийодофенокси)-5-

нитробензонитрил) първоначално не беше планирано. Вместо това целта ни бе да получим 

3,4-дийодо-аналог на MDL-860. За съжаление, синтезът на това производно от 3-йодофенол 

се оказа доста предизвикателен. Всички опити доведоха до изолиране на интермедиата 2,5-

дийодофенол (445) с ок. 95% чистота. Не беше възможно повече да се подобри чистотата на 

445, поради което той беше използван директно в този си вид за синтеза на 481. 

Пречистването на 481 също беше трудно – след колонна хроматография и няколко 

последователни прекристализации, бе постигната около 95% чистота. Според рентгено-

структурни данни, получени върху кристал, израснал от така получения 481, е установено, 

че в него се съдържат 5% от неговия 3,4-дийодо заместен аналог (което индиректно показва 

наличието на 3,4-дийодфенол в 445). 
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Схема 21. Синтез на тиоетери 491-500. 

Серия от ариламини 512-522 (Схема 22) бяха синтезирани чрез реакция на 385 с 

амините 501-511 при 100°C в смес от сух DIPEA и N-метилморфолин (NMM). Амин 512 се 

синтезира от 385 и сух диметилформамид (DMF) (като удобен in situ източник на 

диметиламин) при 130°C съгласно описаната процедура.213 В някои случаи (517-519) 

продукти на разлагане и нереагирал 385 бяха наблюдавани. 

N-арилиране на хетероцикли 523-525 при прилагане на общи условия (NaH/сух DMSO) 

дава съответните съединения 526-528 с добри до отлични добиви (Схема 23). 

Трифлуорометил заместения аналог (531) на MDL-860 се получава от 1-флуоро-4-

нитро-2-(трифлуорометил)бензен (529) и 3,4-дихлорфенол (530) в DMSO (Схема 24). 

Рентгено-структурен анализ бе използван, за да се потвърди структурата на 481. 

Получените резултати бяха полезни и за изясняване на структурата на примеса в 481. Така 

кристалната структура на 481 беше изяснена чрез рентгенова дифракция на единичен 

кристал (Фигура 11), получен чрез бавно изпаряване на концентриран разтвор на 481 в 

изопропанол. Най-важните кристалографски данни и параметри за 481 са показани в 

Таблица 16. Кристалната структура разкрива наличието на примеси (около 5%) от 2-(3,4-

дийодофенокси)-5-нитробензонитрил. Интересно е да се отбележи, че I4 се измества от 

своята „оригинална“ I2 позиция и разстоянието между йодните атоми I3 и I4 от 

второстепенния компонент е 3.918 Å. Хипотетичното разстояние I2…I3 е 3,232 Å. Двата 

ароматни пръстена по същество са равнинни (rmsd от 0.01 Å и за двете), въпреки че ъгълът 

между техните средни равнини е 81.5°, напр. мостовият O1 позволява въртене на 

пръстенните системи по връзката C–O1. 
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Схема 22. Синтез на ариламини 512-522. 

 

 
Схема 23. Синтез на хетероциклите 512-522. 

 

 
Схема 24. Синтез на съединение 531. 

 

Таблица 16. Най-важните кристалографски данни и параметри за съединение 481. 
Empirical formula C13H6I2N2O3 

Formula weight 492.00 

Temperature/K 290 

Crystal system Monoclinic 

Space group P21/c 

a/Å 21.1900(7) 

b/Å 5.60500(10) 

c/Å 13.2171(4) 

α/° 90 

β/° 106.026(4) 

γ/° 90 

Volume/Å3 1508.79(8) 

Z 4 

ρcalc g/cm3 2.166 

μ/mm-1 32.829 
 

  

F(000) 912.0 

Crystal size/mm3 0.3 × 0.25 × 0.12 

Radiation CuKα (λ = 1.54184) 

2Θ range for data collection/° 8.684 to 148.524 

Index ranges -22 ≤ h ≤ 26, -6 ≤ k ≤ 6, -15 ≤ l ≤ 16 

Reflections collected 9013 

Independent reflections 3015 [Rint = 0.0544, Rsigma = 0.0431] 

Data/restraints/parameters 3015/0/202 

Goodness-of-fit on F2 1.026 

Final R indexes [I>=2σ (I)] R1 = 0.0511, wR2 = 0.1304 

Final R indexes [all data] R1 = 0.0706, wR2 = 0.1456 

Largest diff. peak/hole / e Å-3 1.11/-1.32 

CCDC number 1876618 
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Фигура 11. ORTEP изображение на съединение 481 с номерация на атомите и показана 

структура на примеса (5.58%). 

 

Новосинтезираните производни на MDL-860 (446-481, 491-500, 512-522, 526-528 и 

531) бяха подложени на in vitro скринингово изследване за активност спрямо PV1, CVB1 и 

CVB3 (Таблица 17). Използван е тестът за инхибиране на цитопатичния ефект (CPE), 

следвайки процедурата на Borenfreund и Puerner.214 Публикуваните преди това данни за 

съединения 398-409 (Таблица 16) са коментирани за сравнение.18 Беше демонстрирано, че 

съединение 472 (по аналогия с MDL-860) притежава най-широкия спектър на действие в 

това проучване (срещу PV1, CVB1 и CVB3). Съединение 480 е активно срещу CVB1 и 

CVB3. Значителна активност спрямо PV1 и CVB1 е демонстрирана от 473. Съединения 465 

и 474 са ефективни само срещу CVB1, а 467, 475 и 478 – само срещу PV1. Умерена активност 

срещу PV1 и CVB1 е демонстрирана от съединение 449; срещу PV1 – само с 462, 463, 469 и 

477; съединение 458 е активно срещу CVB1, а 459 – срещу CVB3. Трябва да се спомене, че 

антивирусната активност на 462, 463, 468 и 491 е изследвана в началото на 80-те години 

срещу риновируси и Coxsackie A21 вирус.205 Тяхната активност като цяло е по-висока в 

сравнение с наблюдаваната срещу PV1, CVB1 и CVB3 в това проучване (Таблица 17). Само 

MDL-860 може да се счита, че притежава широк спектър на действие – той демонстрира 

висока in vitro активност срещу всички тествани риновируси и коксакивируси. 

Сред тиоетерите, 493 и 498 демонстрират слаба активност срещу CVB1. Основният 

недостатък на 498 е неговата висока цитотоксичност (CC50 = 18.7 μM). Тъй като тиоетерите 

могат лесно да се окисляват в биологична среда, не е ясно дали 493 и 498 са активните 

съединения или техни окислени производни. Следователно е необходимо допълнително 

изследване на сулфонови аналози на 493 и 498. 

Данните, представени в Таблица 17, недвусмислено показват, че дори малки промени 

в молекулата на MDL-860 драматично влияят върху in vitro активността. Интересното е, че 

нови активни съединения се проявяват изключително сред диариловите етери. Изследвайки 

по-подробно групата от 2-циано-5-нитро заместени етери (съединения 398-402, 404, 405, 

407, 408 и 446-481), става ясно, че присъствието на два и три халогенни заместителя на 

различни позиции във вторичния бензенов пръстен е оптимален за висока активност. От 

друга страна, полихалогенираните етери (399, 448-450) са неактивни. Повечето диарилови 

етери (с няколко изключения: 457, 460, 463, 469, 477) показват много ниска токсичност. В 

светлината на наскоро открития механизъм на действие на MDL-860,203 може да се твърди, 
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че всички активни диарил етери имат подобен механизъм на действие, а именно необратима 

ковалентна модификация на фосфатидилинозитол-4 киназа III бета (PI4KB). 

PI4KB е един от най-важните ензими при бозайниците, отговорен за репликацията на 

ентеровирусите в клетките гостоприемници.215 Може да се предположи, че промяната на 

халогенните заместители в диариловите етери е важна. Това може да причини малки 

промени във формата и геометрията на молекулите, но може да повлияе значително на 

модификацията на PI4KB и съответно in vitro активността. 

Друг тип заместители (напр. при 401, 402, 446-448, 450, 451, 458, 459) или 

присъствието на хетероциклени остатъци (407, 408, 449, 452-455) вместо бензенов пръстен, 

обикновено водят до липса на активност. Други серии от съединения (491-500, 512-522, 526-

528 и 531, съдържащи различни мостови хетероатоми, т.е. S, N) също са напълно неактивни 

(с изключение на 498). Трябва да се отбележи, че дори много близки изостерични аналози 

на MDL-860 (като тиоетер 491 или етер 531) са неактивни. Вероятно тези съединения не са 

в състояние да модифицират PI4KB или претърпяват биохимични трансформации преди да 

достигнат до ензима. 

Съединение 531 е единственият аналог на MDL-860 в това изследване, притежаващ 

различен заместител в първичния ароматен пръстен (-CF3 вместо -CN). Ролята на 

заместителите в този пръстен все още е неясна и са необходими допълнителни изследвания 

на такива серии от съединения. Например, някои публикувани резултати205 показват, че 

заместването на циано групата с карбоксилна група в MDL-860 води до карбоксилна 

киселина с добра антивирусна активност. Освен това тази замяна автоматично позволява 

подобряване на разтворимостта във вода чрез възможно образуване на соли. 

Най-активните съединения (472, 474 и 480) срещу CVB1 бяха тествани за in vivo 

активност при новородени мишки, експериментално заразени с 20 MLD50 CVB1. 

Съединения 472, 474 и 480 се прилагат подкожно като дневни дози от 25 и 50 mg/kg след 12-

дневен курс от деня на вирусната инокулация. Получените резултати показват умерени 

защитни ефекти на 472 и 474. Наблюдава се подчертано удължаване на средното време на 

преживяване за 474 (25 mg/kg) и 480 (25 mg/kg) (Таблица 18 и Фигура 12). Като се вземе 

предвид тази липса на активност, заедно с докладваните по-рано обещаващи резултати за 

съединения (Таблица 17) 398 (PI 50%), 408 (PI 33%) и 409 (PI 11%), може да се предположи, 

че няма корелация между in vitro и in vivo активност. Тъй като фармакологичните свойства 

и особено механизмите на транспорт през клетъчните мембрани за тези диарил етери са 

неизвестни, е трудно да се обяснят тези резултати. Освен това диарил етерните структури 

предполагат изключително слаба разтворимост във вода. Природата на заместителите не 

позволява химическа модификация на активните съединения с цел подобряване на 

разтворимостта и/или мембранния транспорт (напр. превръщане в пролекарства – соли, 

естери и др.). По-нататъшното формулиране на in vitro активните съединения чрез 

получаване на наночастици или комплекси с водоразтворими полимери може значително да 

увеличи in vivo ефектите. 
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Таблица 17. In vitro анти-ентеровирусна активност на съединения 446-481, 491-500, 512-

522, 526-528 и 531. 

Съединениеa 
Цитотоксичност 

CC50 (μM) 

PV1 CVB1 CVB3 

IC50 (μM) SI IC50 (μM) SI IC50 (μM) SI 

MDL-860 493.0 6.8 72.5 0.8 586.9 2.7 182.0 

446 123.0 NA − NA − NA − 
447 175.0 NA − NA − NA − 
448 123.0 NA − NA − NA − 
449 332.0 30.6 11.5 22.8 14.5 NA − 
450 346.6 NA − NA − NA − 
451 280.0 NA − NA − NA − 
452 450.0 NA − NA − NA − 
453 576.0 NA − NA − NA − 
454 423.0 NA − NA − NA − 
455 367.0 NA − 142.0 2.5 NA − 
456 165.0 NA − NA − NA − 
457 10.1 NA − NA − NA − 
458 291.0 NA − 12.7 22.9 NA − 
459 680.0 NA − NA − 54.0 12.5 
460 47.1 NA − NA − NA − 
461 195.0 79.0 2.4 NA − NA − 
462 287.0 22.8 12.6 NA − NA − 
463 18.7 1.0 18.7 NA − NA − 
464 95.0 11.0 8.6 NA − NA − 
465 199.0 32 6.2 2.1 95 NA − 
466 572.0 NA − NA − NA − 
467 219.0 6.8 32.2 NA − NA − 
468 272.0 NA − NA − NA − 
469 30.7 1.8 17.0 NA − NA − 
470 92.0 NA − NA − NA − 
471 547.0 NA − NA − NA − 
472 785.0 11.0 71.3 6.4 122.6 6.8 115.4 
473 234.0 2.7 86.6 6.1 38.3 NA − 
474 342.0 NA − 2.9 117.9 NA − 
475 200.0 4.3 46.0 NA − NA − 
476 155.0 10.0 15.5 NA − NA − 
477 30.5 5.2 5.8 NA − NA − 
478 107.0 1.0 107 NA − NA − 
479 215.0 NA − NA − NA − 
480 493.0 NA − 3.7 133.2 1.0 493.0 
481 273.0 NA − NA − NA − 
491 132.0 NA − NA − NA − 
492 211.0 NA − NA − NA − 
493 187.5 NA − 24.9 7.5 NA − 
494 161.3 NA − NA − NA − 
495 13.6 NA − NA − NA − 
496 14.6 NA − NA − NA − 
497 16.5 NA − NA − NA − 
498 18.7 NA − 3.1 6.0 NA − 
500 349.2 NA − NA − NA − 
512 651.0 NA − NA − NA − 
513 332.6 NA − NA − NA − 
514 336.7 NA − NA − NA − 
515 495.4 NA − NA − NA − 
516 617.0 255.0 2.4 NA − NA − 
517 12.6 NA − NA − NA − 
518 346.6 NA − NA − NA − 
519 199.0 NA − NA − NA − 
520 55.4 NA − NA − NA − 
521 336.4 NA − NA − NA − 
522 454.0 NA − NA − NA − 
526 332.8 NA − NA − NA − 
527 94.2 NA − NA − NA − 
528 339.9 NA − NA − NA − 
531 22.8 NA − NA − NA − 
a MDL-860 е използвано като референт. 

NA – не е активно 
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Таблица 18. In vivo активности на съединения 472, 474 и 480 срещу експериментална CVB1 

невроинфекция при новородени мишки. Данните са усреднени от 3 експеримента. 
Съединение/ 

Доза 

Оцелели/ 

Общо 

MST±SD, 

дниa 

Δ, дни Смъртност, 

% 

PI, % 

472/25 mg/kg 0/16 3.2±0.5ns 0.2 100 0 

472/50 mg/kg 3/21 5.4±0.5ns +2.4 86 14.2 

474/25 mg/kg 6/23 7.0±1.0** +4.0 74 26 

474/50 mg/kg 0/26 3.1±0.4ns +0.1 100 0 

480/25 mg/kg 0/17 6.1±0.8* +3.1 100 0 

480/50 mg/kg 1/23 4.6±0.6ns +1.6 96 4.3 

MDL-860 0/27 6.1±0.9* +3.1 100 0 

Плацебо 0/16 3.0 ±0.3 − 100 0 

a One-way ANOVA (Bonferroni’s multiple comparison post-test); MST – средно време на оцеляване; PI – индекс на защита; 

SD – стандартно отклонение; **p<0.01 спрямо плацебо групата; *p<0.05 спрямо плацебо групата; ns – не е значително 

 

 
Фигура 12. Индивидуални ефекти за съединения 472 (зелено и сиво), 474 (оранжево и 

червено) и 480 (жълто и сиво) при експериментална CVB1 невроинфекция при новородени 

мишки. MDL-860 е използвано като референтно съединение. 

 

Синтез и QSAR анализ на диарил етери и техните аналози като широкоспектърни 

антивирусни средства 

Коронавирусите са вид едноверижни вируси с положителна РНК, които причиняват 

заболяване при птици и бозайници. При хората те причиняват инфекции на дихателните 

пътища, които могат да варират от леки (като обикновена настинка от коронавируси 229E и 

OC43 (HCoV-229E и HCoV-OC43)), до животозастрашаващи състояния (като тежък остър 

респираторен синдром (SARS-CoV)). Способността на този тип вируси да се развиват в 

глобални епидемии, засягащи огромен процент от населението на света и причинявайки 

огромни материални и икономически щети, е добре известна. В края на 2019 г. в град Ухан, 

Китай, започна нова епидемия от коронавирус SARS, чийто причинител е описан като 

SARS-CoV-2, а специфичната форма на заболяването се нарича COVID-19. За няколко 

месеца заразата завладя планетата и започна пандемия, безпрецедентна по брой жертви и 

икономически щети, като това беше първата пандемия от такъв мащаб от 1918 г. (времето 
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на т. нар. "испански грип"). Относително по-високата смъртност в сравнение с други 

вирусни инфекции, огромните икономически щети, нарушеното функциониране на всички 

общества по света, превръщат пандемията от коронавирус в най-голямото 

предизвикателство пред човечеството днес. 

Борбата с тези вирусни патогени включва различни подходи, но засега те са 

недостатъчни, за да осигурят ефективна изкореняване на причинените заболявания. 

Инфекциите с вируса на херпес симплекс (HSV) са нелечими, но има някои антивирусни 

лекарства, които показват активност срещу вируса под формата на намаляване на тежестта 

и продължителността на лезиите, свързани с огнището. Антивирусни агенти като 

ацикловир216 и валацикловир могат да намалят степента на размножаване.217 Установено е 

също, че много природни продукти показват обещаваща анти-HSV активност.218 

Понастоящем за човешкият аденовирус (HAdV) няма прието химиотерапевтично лечение. 

Вместо това различните симптоми, които могат да се развият от инфекция с човешки 

аденовирус се лекуват независимо, като например се предписват антибиотици за борба с 

вторични бактериални инфекции. В тежки случаи може да се приложи антивирусното 

лекарство cidofovir,219 но неговата ефективност е под въпрос. Ваксина срещу някои видове 

HAdV е налична за армията на Съединените щати, но не и за останалото население. 

Огромен напредък в борбата с PV1 е постигнат с въвеждането на полиомиелитната 

ваксина. Вирусът на полиомиелит обаче все още не е напълно изкоренен в страни като 

Афганистан, Пакистан и Таджикистан, където поради различни фактори ваксината не е 

достъпна за около 5-25% от децата.220 Няма ефективна и одобрена химиотерапия срещу PV1 

инфекции съществуват. Същото важи и за инфекциите с Coxsackie B. 

Възможностите за химиотерапевтично лечение на коронавирусните инфекции са 

изключително ограничени. Само антивирусният агент ремдезивир има официално 

разрешение от Американската агенция по храните и лекарствата (FDA) за употреба срещу 

COVID-19.221 Това лекарство обаче също е доста противоречиво поради ограничената си 

ефективност и много странични ефекти. Липсата на ефективни и общопризнати лекарства 

срещу COVID-19 остава сериозен проблем и основен източник на несигурност по 

отношение на бъдещото развитие на пандемията. Големи усилия се полагат в областта на 

имунологията, откъдето идват някои забележителни резултати – в ход е масова ваксинация 

на населението, която засега допринася за ограничаване на пандемията, но все още не дава 

изгледи за нейния скорошен край. 

Отдавна е известно, че диариловите етери проявяват антивирусни свойства. Голям 

брой техни аналози са синтезирани в рамките на наши предишни изследвания.18,210 

Установена е тяхната in vitro и in vivo антивирусна активност. Открити са много съединения 

с отлично действие срещу различни ентеровируси. Въпреки обещаващите резултати, този 

клас съединения никога не е бил тестван срещу по-широк спектър от вируси, извън групата 

на пикорнавирусите/ентеровирусите. Целта на настоящото изследване е синтезът на нови 

диарил етери (аналози на MDL-860) и скринингът на тяхната in vitro активност срещу панел 

от различни вируси. Освен това QSAR моделите са получени за панел от новосинтезирани 

съединения, както и съединения, докладвани в нашите предишни проучвания. Моделите 

предоставят ценна представа за структурните/физикохимични характеристики на 

съединенията, които са от съществено значение за набора от изследвани антивирусни 

дейности. Молекулярният дизайн на съединенията в това изследване се основава на 

предишния ни опит в приготвянето на нови диарилови етери като антивирусни 

средства.18,210 Получени са няколко малки серии от съединения (Фигура 13), съдържащи два 

ароматни фрагмента, свързани с хетероатом X. 

Първата серия се основава на продължаването на синтеза на нови диарилови етери, 

притежаващи класическата позиция на нитро- и циано- групите в едно ароматно ядро, както 

в MDL-860 (X=O, Фигура 13a). Другата серия се основава на дихало- заместено южно 

полукълбо, и северно полукълбо с две електрон-акцепторни групи в позиции 2 и 4 (Фигура 

13b). 
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Фигура 13. Молекулен дизайн на аналозите на MDL-86. 

Реакцията на търговски 2-флуоро-5-нитробензонитрил (532) с различни феноли и 

алкохоли (533-550) се извършва в сух DMSO, като се използва безводен K3PO4 като база. 

Реакционните времена са различни в зависимост от фенолите. Като единствено изключение 

в тази серия, съединение 554 е синтезирано чрез използване на различна процедура – 

реакция на 532 с NaOEt в EtOH. Ариловите етери 554-572 се получават с добри до отлични 

добиви. Съединение 565 се получава като страничен продукт при N-арилиране на 543. 

 
Схема 25. Синтез на съединения 554-575. 
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Същата процедура се използва за получаване на диарил тиоетер 573 от тиофенол 551, 

и на амини 574-575 от вторични амини 552-553, съответно. Диарил етери 577 и 578 се 

получават впоследствие от продукти 557 и 559 чрез използване на различни синтетични 

процедури (Схема 26). Кондензацията на 557 с барбитурова киселина (576) в гореща вода 

води до диарил етер 577 с отличен добив. Диол 578 се синтезира чрез реакция на 559 с 

разтвор на BBr3 при -78°C. 

 
Схема 26. Синтез на съединения 577-578. 

 

Малка серия от диарил етер-киселини 583-587 беше постигната чрез реакция на 2-

хлоро-5-нитробензоена киселина (579) с халофеноли 386, 437 и 580-582, съответно (Схема 

27). Реакциите се провеждат в сух DMF при 120°C и присъствие на K2CO3 като база. 

Киселини 583-585 впоследствие се превръщат в техните първични амиди 588-590 с етил 

хлороформат и NH4CI в Et3N/THF среда. Както в случая на съединения от Схема 25, синтезът 

на диарил етери 595-601 и диарил тиоетер 603 се осъществява чрез използване на K3PO4 в 

сух DMSO (Схема 28). 

Съединение 554 беше синтезирано преди това и използвано като междинен продукт.222 

Синтезът на 559 и 583 и тяхната активност срещу някои пикорна вируси също беше 

спомената.205,223 Pürstinger et al. получи 558 и тества активността му срещу CVB3 вирус.206 

 
Схема 27. Синтез на съединения 583-590. 

 

В резултат на нашия QSAR анализ (вижте по-долу), съединения 606-607 бяха 

синтезирани впоследствие (Схема 29). Техният дизайн е вдъхновен не само от заключенията 

на QSAR, но също така те са избрани да бъдат и аналози на фенофибрат – лекарство, 

използвано за лечение на анормални нива на липидите в кръвта. Интересното е, че 

последните проучвания разкриват, че това съединение може значително да намали 

инфекцията със SARS-CoV-2 in vitro.224 
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Схема 28. Синтез на съединения 595-601, 603. 

 

 
Схема 29. Синтез на съединения 606-607. 

 

In vitro антивирусна активност на съединения 554-575, 577-578, 583-590, 595-601, 603 

и 606-607 

Всичките 42 синтезирани съединения225 бяха тествани in vitro срещу шест вируса 

(Таблица 19), а именно PV1, CVB1, CVB3, човешки аденовирус С серотип 5 (HAdV-5), 

херпес симплекс вирус тип 1 (HSV-1) и човешки коронавирус OC43 (HCoV-OC43). 

Съединение MDL-860 беше синтезирано съгласно описаната процедура206 и използвано като 

референтно в това изследване. Две съединения в тази серия могат да бъдат очертани като 

забележително активни - 555 към HCoV-OC43 и 556 към HAdV-5 (SI 97.4 и 99.7, съответно). 

Интересното е, че 556 демонстрира доста различна цитотоксичност спрямо различни 

клетъчни линии – от 20 до 698 μM. Амидът 588 и бензофенонът 606 са умерено активни 

спрямо HCoV-OC43 (SI 57 и 48.7, съответно). Както в предишните ни проучвания,18,210 

съединенията демонстрират силна селективност към различни вируси, без да се наблюдава 

широкоспектърна активност. Интересно е да се отбележи, че MDL-860 е неактивен спрямо 

HAdV-5, HSV-1 и HCoV-OC43 и обратно - всички синтезирани съединения в това 

проучване225 не са активни срещу PV1, CVB1 и CVB3. 
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Таблица 19. In vitro антивирусна активност на съединения 554-575, 577-578, 583-590, 595-

601, 603 и 606-607.[a] 

Съед.. 
HEp-2 

CC50
[b] 

PV1 CVB1 CVB3 HAdV-5 MDBK 

CC50
[b] 

HSV-1 HCT-8 

CC50
[b] 

HCoV-OC43 

IC50
[b] SI IC50

[b] SI IC50
[b] SI IC50

[b] SI IC50
[b] SI IC50

[b] SI 

MDL-

860 
493±27 6.8±2.0 72.5 0.8±0.02 616.3 2.7±0.1 182.6 NA - 90±2.5 NA - 174±11 69±3.3 2.5 

554 658±30 NA - NA - NA - 123±4.3 5.3 490±22 170±11 2.9 416±34 NA - 

555 402±31 NA - NA - 60±2.0 6.7 17.9±1.0 22.5 400±33 NA - 341±25 3.5±0.01 97.4 

556 698±25 NA - NA - 129±4.0 5.4 7.0±0.2 99.7 20±1.5 NA - 253±23 NA - 

557 187±5.9 NA - NA - NA - 70±2.1 2.7 260±25 NA - 579±50 300±22 1.9 

558 196±10 NA - NA - NA - 22±1.3 8.9 235±21 NA - 570±55 NA - 

559 750±32 NA - NA - NA - NA - 520±34 NA - 320±26 NA - 

560 443±29 NA - 78±3.0 5.7 NA - 33.9±2.1 13.1 550±26 32±1.8 17.2 262±22 90±4.7 2.9 

561 667±34 NA - NA - 431±21 1.5 77±3.1 8.7 615±33 NA - 333±24 39±2.7 8.5 

562 420±12 NA - 107±8.0 3.9 NA - 87±2.3 4.8 530±24 230±12 2.3 381±30 NA - 

563 460±26 NA - NA - NA - 20.7±1.2 22.2 600±56 24±1.8 25.0 363±30 NA - 

564 160±8.2 NA - NA - NA - NA - 580±46 30±1.8 19.3 3.1±0.1 NA - 

565 170±10 NA - NA - NA - NA - 170±10 55±4.7 3.1 80±4.6 NA - 

566 231±11 NA - 33.2±2.0 7.0 NA - NA - 540±35 NA - 438±34 NA - 

567 200±15 NA - NA - NA - 73.5±3.4 2.7 360±24 18±0.9 20.0 135±11 42±33 3.2 

568 214±15 NA - NA - 25±1.3 8.6 100±8.2 2.1 215±19 NA - 82±5.4 NA - 

569 405±21 NA - NA - NA - NA - 610±34 NA - 160±10 11±0.9 14.5 

570 581±32 NA - NA - NA - NA - 610±45 NA - 570±45 100±8.9 5.7 

571 624±34 NA - NA - NA - NA - 680±45 67±3.7 10.1 654±56 NA - 

572 724±41 NA - NA - 267±18 2.7 67±3.1 10.8 610±44 70±5.8 8.7 495±40 NA - 

573 210±11 NA - NA - 100±6 2.1 NA - 255±21 NA - 196±10 7.5±0.6 26.1 

573 17.0±0.5 NA - NA - NA - NA - 680±46 NA - 196±12 NA - 

575 520±29 NA - NA - NA - NA - 550±34 NA - 561±45 60±4.2 9.4 

577 302±16 NA - NA - NA - NA - 640±49 250±21 2.6 447±40 122±10 3.7 

578 183±9.4 NA - NA - NA - NA - 100±4.9 66±5.5 1.5 356±30 NA - 

583 287±13 NA - NA - NA - NA - 380±23 NA - 192±12 NA - 

584 581±23 NA - NA - NA - NA - 520±45 NA - 698±57 NA - 

585 597±31 NA - NA - NA - NA - 490±34 NA - 597±46 NA - 

586 589±27 NA - NA - NA - 102±7.2 5.8 545±41 NA - 256±20 NA - 

587 404±30 NA - NA - NA - NA - 520±49 NA - 597±50 86±7.9 6.9 

588 581±34 NA - NA - NA - NA - 530±45 NA - 627±58 11±1.0 57.0 

589 505±35 NA - NA - NA - NA - 580±50 NA - 623±58 NA - 

590 637±38 NA - NA - NA - NA - 620±56 NA - 723±66 NA - 

595 476±28 NA - NA - 63±2.0 7.6 180±5.9 2.6 120±9.4 NA - 161±14 NA - 

596 9.1±0.8 NA - NA - NA - NA - 9.3±0.4 NA - 205±18 51±2.9 4.0 

597 205±11 NA - NA - 205±12 - NA - 100±7.8 NA - 170±11 170±9 - 

598 200±14 NA - NA - 25±1.0 8.0 18.0±0.9 11.1 620±45 NA - 152 12 NA - 

599 58±2.0 NA - NA - 34±1.2 1.7 32±2.1 1.8 8.5±0.5 4.7±0.2 1.8 654±60 170±10 3.8 

600 245±10 NA - NA - NA - 81±4.5 3.0 580±35 NA - 192±11 77±6.0 2.5 

601 74±3.0 NA - NA - NA - 61±3.2 1.2 73±4.8 NA - 209±18 73±4.6 2.9 

603 27±1.0 NA - NA - NA - NA - 48±3.7 NA - 47±2.7 NA - 

606 530±14 NA - NA - 100±4 5.3 NA - 38±2.5 NA - 151±9 3.1±0.2 48.7 

607 105±3.1 NA - NA - NA - NA - 5±0.3 0.3±0.02 16.6 64±2 NA - 

[a] NA – не е активно; CC50 – in vitro цитотоксичност (в μM); IC50 – in vitro антивирусна активност при експеримент в 

клетъчна култура (в μM); SI – индекс на селективност като съотношение между CC50 и IC50; [b] CC50 и IC50 стойностите са 

усреднени от 3 експеримента. 
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Механизъм на действие на MDL-860 (кратко описание) 

За да разберем механизма на действие, първо анализирахме спецификата на 

антивирусния ефект на MDL-860. Това съединение показва умерена анти-PV активност 

(EC50 от 6.8 µM) с видима липса на цитотоксичност в изследваните концентрации (CC50 >100 

µM и SI > 14). MDL-860 не инхибира репликацията на вируса на енцефаломиокардит 

(EMCV), което предполага, че MDL-860 е атипично енвироксим-подобно съединение, 

вероятно насочено към ензима фосфатидилинозитол-4 киназа III бета (PI4KB). Освен това 

открихме, че MDL-860 засяга активността на PI4KB само in vivo. Ние също така открихме 

необратим анти-PV ефект върху клетките и активиране на някои антиоксидантни пътища. 

Въпреки ефективността, целта и механизмът на действие на MDL-860 бяха неизвестни. 

В това проучване203 ние характеризирахме антиполиовирусната активност на MDL-860 и 

идентифицирахме гостоприемник (PI4KB) като цел. Тази работа разкрива механизма на 

действие на този клас инхибитори на PI4KB и предлага предположения за нова алостерична 

регулация на активността на PI4KB. Накратко, лечението с MDL-860 причинява ковалентна 

модификация и необратимо инактивиране на PI4KB (Фигура 14). Цистеинов остатък при 

аминокиселина 646 на PI4KB беше идентифициран като целево място на MDL-860. Този 

остатък се намира на дъното на повърхностен джоб (извън активния център на ензима). 

PI4KB е една от четирите PI4 кинази на бозайници (PI4K2A, PI4K2B, PI4KA и PI4KB). 

Този ензим е от съществено значение в човешките клетки и произвежда 

фосфатидилинозитол 4-фосфат (PI4P) и участва в транспортирането на керамиди, 

мембранния трафик от Golgi и нормалната функция на лизозомата. Значението на PI4KB в 

репликацията на ентеровирус е признато за първи път от Hsu et al. с мощен инхибитор на 

PI4KB PIK93.215,226 Впоследствие PI4KB беше идентифициран като мишена на група 

кандидати за лекарства срещу пикорнавирус, известни като енвироксим-подобни 

съединения - т.е. енвироксим, Ro 09-0179, оксоглауцин, GW5074, T-00127-HEV1, и BF-

738735 (виж Фигура 15).227-232 

 

 
Фигура 14. Механизъм на действие на MDL-860. 

 

 
Фигура 15. Мощни инхибитори на ензима PI4KB. 
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5. ЗАКЛЮЧЕНИЯ И ПРИНОСИ НА ДИСЕРТАЦИЯТА 

 

5.1. Заключения 

 

Разработване на нови съединения с антитуберкулозна активност: 

 Синтезирана е серия от 50 нови N-ацилирани, N-алкилирани и N-арилирани производни 

на търговски енантиомерно чист (R)-2-амино-1-бутанол. Тяхната in vitro 

антитуберкулозна активност е оценена и 4 съединения са демонстрирали отлична 

активност и ниска цитотоксичност (индекси на селективност между 91.8 и 375.5). Освен 

това, е тествана in vitro и антибактериалната активност на повечето съединения спрямо 

13 патогенни бактерии и гъбички. Широка антибиотична активност са показали 3 

съединения в тази серия. 

 Синтезирана е серия от 22 нови уреи, тиоуреи и ацилтиоуреи, съдържащи остатъка на 

(R)-2-амино-1-бутанола. Тяхната in vitro противотуберкулозна активност е оценена и 

едно съединение е показало отлична активност и ниска цитотоксичност (индекс на 

селективност 104.4). 

 Синтезирана е поредица от 17 нови (-)-фенхонови енантиомерно чисти амиди. Тяхната 

in vitro антитуберкулозна активност е оценена и едно съединение е демонстрирало 

умерена активност и ниска цитотоксичност (индекс на селективност 54.7). 

 Синтезирани са 33 нови аналози на цинамамиди с фенханов скелет. Тяхната in vitro 

антитуберкулозна активност е оценена и едно съединение е демонстрирало умерена 

активност и ниска цитотоксичност (индекс на селективност 67). 

 Синтезирани са серии от 20 арилметилиден кетони (16 от тях нови) и 15 нови 

пиримидини с камфанови скелети. Изследвана е тяхната in vitro противотуберкулозна 

активност и цитотоксичност. Извършени са по-подробни антитуберкулозни тестове 

спрямо 11 мултирезистентни и кръстосано резистентни щама на M. tuberculosis. Две 

съединения са демонстрирали отлична противотуберкулозна активност и метаболитна 

стабилност. Наред с това е тествана in vitro антибактериалната и антигъбична активност 

на всички съединения спрямо 4 вида гъбички и патогенни бактерии. Едно съединение е 

очертано като широкоспектърен антибиотик, активен срещу всички изследвани 

бактерии и гъбички. Над 10 от съединенията показват селективна висока активност 

спрямо отделни бактерии. 

 Синтезирана е малка серия от 6 нови нитрофураноиламиди, като 3 от тях демонстрират 

отлична антитуберкулозна активност. С участието на 1 от активните съединения е 

осъществена In vitro мутагенеза върху M. tuberculosis референтен щам H37Rv 

субкултури, отгледани при нарастващи концентрации на избраното съединение. 

Идентифицирани са шест мутации в 6 гена. 

 

Разработване на нови съединения с антивирусна активност: 

 Синтезирани са няколко серии от нови аналози на диарилетера MDL-860 (общо 137 

съединения). Всички съединения са тествани спрямо ентеровируси: Coxsackie 1 и 3, 

полиовирус. Някои съединения са тествани и спрямо човешки корона вирус OC43, 

херпес симплекс вирус тип 1 и човешки аденовирус С серотип 5. Повече от 10 структури 

могат да бъдат определени като много активни и нетоксични in vitro (индекси на 

селективност над 97). Някои активни съединения са избрани за in vivo експерименти, 

показващи висок процент оцелели животни (мишки). Извършен е задълбочен QSAR 

анализ на синтезираните съединения, за да се установят допълнителни възможни 

вариации в техните молекули, с цел бъдещо получаване на по-активни аналози. 
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5.2. Приноси 

 

 Синтезиран е нов подклас аналози на класическото противотуберкулозно лекарство 

етамбутол. Някои от тези аналози демонстрират по-висока активност и по-ниска 

цитотоксичност от етамбутола. 

 Синтезиран е нов клас противотуберкулозни съединения с фенханов скелет. 

 Синтезиран е нов клас противотуберкулозни съединения с камфанов скелет, показващи 

висока противотуберкулозна и антибактериална активност. 

 Синтезирани са нови нитрофураноилови съединения и техният възможен механизъм на 

висока противотуберкулозна активност е изследван чрез използване на in vitro 

провокирана мутагенеза. 

 Синтезирани са различни нови аналози на известния диарилетер MDL-860. Много от 

тях демонстрират по-добра активност спрямо 6 вируса. Установен е механизмът на 

действие на MDL-860. 

 Открити са голям брой обещаващи биоактивни съединения (така наречените „hit 

compounds“) сред горепосочените групи. Те са подходящи за по-нататъшно 

разработване на лекарства в следващите предклинични фази. 
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