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Поява мультирезистентних штамів мікобактерії туберкульозу (Mtb) є стимулом до пошуку нових ефек-
тивних лікарських засобів. Незважаючи на появу сучасних протитуберкульозних препаратів, ізоніазид 
є ключовим та найбільш ефективним компонентом для всіх мультитерапевтичних схем лікування, ре-
комендованих ВООЗ. Описаний QSAR дизайн, синтез та оцінка in vitro протитуберкульозної активно- 
сті ряду потенційних похідних ізоніазиду відносно штаму Mtb H37Rv та мультирезистентного штаму 
(HR). QSAR методологія була застосована з використанням штучних нейронних мереж. Прогнозуюча 
здатність регресійних моделей оцінювалася за допомогою методу ковзного аналізу та коефіцієнта 
перехресної оцінки q2. За допомогою розробленої QSAR моделі проведено оцінку інгібіторної активності 
440 віртуальних сполук проти Mtb, сім похідних ізоніазиду відібрано та синтезовано. У біологічних до-
слідженнях використано мультирезистентний штам Mtb, стійкий до ізоніазиду та рифампіцину. Усі 
синтезовані сполуки з високою передбаченою активністю продемонстрували антимікобактеріальний 
ефект по відношенню до штаму Mtb H37Rv. «Сполука-лідер» N1-(3-нітрофенілметиліден)-піридин-4-
карбогідразид, що виявила активність відносно мультирезистентного штаму Mtb (HR), є об’єктом 
подальших досліджень як потенційний антимікобактеріальний агент.

NEW DERIVATIVES OF ISONICOTINIC ACID HYDRASIDE AS POTENTIAL ANTITUBERCULAR AGENTS
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The appearance of multidrug-resistant strains of Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is a stimulus for searching 
new and efficient antitubercular drugs. Despite the appearance of new antitubercular drugs, isoniazid is still 
the key and most effective component in all multitherapeutic regimens recommended by the WHO. This paper 
describes the QSAR design, synthesis and in vitro evaluation of the antitubercular activity of several potent iso-
niazid derivatives against Mtb strain (H37Rv) and resistant strain (HR). The QSAR method was applied using 
Artificial Neural Networks. The predictive ability of the regression model was estimated through leave-one-out 
cross-validation coefficient q2. The inhibition activities of 440 virtual compounds against Mtb were evaluated 
by the QSAR model developed, and seven isoniazid derivatives were selected and synthesized. In the bio-
logical research the multidrug-resistant strain of Mtb with resistance to isoniazid and rifampicin was used. All 
compounds synthesized with the predicted high activity showed antimycobacterial activity against Mtb strain 
H37Rv. “The compound-leader” – N1-(3-nitrophenylmethylidene)-pyridine-4-karbohidrazide revealing the activity 
against multiresistant strain (HR) of Mtb is identified аs an original object for further research as an potential 
antimycobacterial agent.
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Появление мультирезистентных штаммов микобактерии туберкулеза (Mtb) является стимулом для 
поиска новых эффективных лекарственных средств. Несмотря на появление современных противо-
туберкулезных препаратов, изониазид является ключевым и наиболее эффективным компонентом 
для всех мультитерапевтических схем лечения, рекомендованных ВОЗ. Эта статья описывает QSAR 
дизайн, синтез и оценку in vitro противотуберкулезной активности ряда потенциальных производных  
изониазида против штамма H37Rv и мультирезистентного штамма Mtb. QSAR методология была 
использована с применением искусственных нейронных сетей. Прогнозирующая способность регресси-
онных моделей оценивалась с помощью метода скользящего анализа и коэффициента перекрестной 
оценки q2. С помощью разработанной QSAR модели была проведена оценка ингибиторной активнос-
ти 440 виртуальных соединений против Mtb, семь производных изониазида отобрано и синтезиро-
вано. В биологических исследованиях использовали мультирезистентный штамм Mtb, устойчивый 
к изониазиду и рифампицину. Все синтезированные соединения с высокой прогнозируемой активнос-
тью продемонстрировали антимикобактериальный эффект относительно штамма Mtb H37Rv. 
«Соединение-лидер» N1- (3-нитрофенилметилиден)-пиридин-4-карбогидразид, проявившее активность 
относительно мультирезистентного штамма Mtb (HR), является объектом дальнейших исследова-
ний в качестве потенциального антимикобактериального агента.
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Відомо, що характерною особливістю штамів  
Mycobacterium tuberculosis вважається їх надзви- 
чайна мінливість та особливості структури клі- 
тинної оболонки, завдяки чому вони здатні швид- 
ко пристосовуватися до антибактеріальних пре-
паратів. Складна будова клітинної мембрани мі- 
кобактерій є не тільки перешкодою для проник- 
нення терапевтичних засобів, але й створює умо- 
ви для існування цих мікроорганізмів у латент- 
ній формі та формує їх резистентність [1, 2]. Щіль- 
ний зв’язок міколових кислот з арабіногалакта- 
ном та пептидогліканом клітинної стінки міко- 
бактерій забезпечують її наднизьку проникність,  
а ацильовані трегалози, відомі як корд-фактори 
або фактори вірулентності, індукують на її поверх-
ні експресію цитокінів [3, 4].

Особливу небезпеку представляють мульти-
резистентні штами M. tuberculosis, що є стійкими  
одночасно до декількох лікарських засобів [5]. Ін- 
фекції, викликані такими штамами, мають гостро  
прогресуючий характер та погано піддаються лі- 
куванню існуючими препаратами.

Зважаючи на те, що за останні 30 років не з’я- 
вилося жодного нового протитуберкульозного пре- 
парату з новим механізмом дії [6], пошук висо-
коефективних антимікобактеріальних засобів є 
актуальним завданням сучасної фармацевтики 
та біоорганічної хімії.

Відомо, що за класифікацією протитуберкульоз- 
них препаратів Міжнародного союзу боротьби з ту- 
беркульозом до препаратів з високою ефективні- 
стю (1 група) відноситься ізоніазид як найбільш  
ефективний з препаратів гидразиду ізонікотинової  
кислоти при будь-якій формі та локалізації актив- 
ного туберкульозу як у дорослих, так і у дітей [7]. 

Мета роботи – QSAR прогнозування та вивчен-
ня антимікобактеріальної активності нових спо-
лук групи ізоніазиду проти культури штамів My-
cobacterium tuberculosis.

Дана робота є продовженням досліджень, опи-
саних у попередніх публікаціях [8, 9].
Матеріали та методи

QSAR моделювання. Використана у роботі база 
даних сполук складалася з похідних ізоніазиду –  
інгібіторів M. tuberculosis (для штаму H37Rv)[9].  
Активність сполук оцінювали за величиною MIК  
(мінімальна інгібуюча концентрація), яка варію- 
валася від 0,00328 до 2800,34 мкМ. Кожну молеку- 
лу моделювали за допомогою програми Chemaxon  
Standardizer [10]. 3D структури оптимізували за  
допомогою програми Chemaxon Standardizer та  
зберігали у SDF форматі. Дескриптори розрахо- 
вували за програмою DRAGON [11]. Антимікобак- 
теріальну активність зумовлював набір, сформова- 
ний з найбільш значимих дескрипторів (1192 де- 
скриптори).

Для побудови прогнозуючих QSAR моделей ви- 
користовували метод асоціативних штучних ней- 
ронних мереж (ASNN-Associative Neural Networks)  
[12, 13]. Якість всіх моделей оцінювали за допо-
могою методу ковзного контролю (МКК, leave-
one-out, LOO) [14].

Прогнозуючу здатність регресійних моделей 
оцінювали за допомогою коефіцієнта перехресної 
оцінки q2, запропонованого Крамером та ін. [15].

            (1)

де: Oi – розрахунковий вектор активності молеку- 
ли i; Yi – цільовий вектор активності молекули i; 
Ymean – середнє значення Yi ; N – кількість сполук.

Біологічні дослідження. При вивченні про- 
титуберкульозної активності похідних ізоніази- 
ду використовували «класичний» штам Mycobac- 
terium tuberculosis (H37Rv) та мультирезистент-
ний штам (HR) зі стійкістю до ізоніазиду та ри-
фампіцину.
Експериментальна частина

QSAR модель було розроблено виключно на 
основі навчального набору, а її якість підтвер-
джено шляхом прогнозування інгібіторної актив- 
ності сполук з тестового набору даних [16]. Про-
цес навчання ASNN проводили на наборі даних 
400 сполук. Для тестування QSAR моделі вико- 
ристовували 184 сполуки. Після побудови загаль- 
ної моделі (на основі всіх 1192 дескрипторів) за 
допомогою методів відбору дескрипторів [17, 18]  
створено QSAR модель на основі 62 дескрипто-
рів. Точність прогнозу, отримана для навчальної 
вибірки даних, складала q2 = 0,77±0,01, тоді як 
для тестового набору q2 = 0,71±0,01.

На рисунку графічно представлене співвідно- 
шення експериментально отриманого значення  
–lg(MIK) до його передбаченого значення для нав- 
чального та тестового наборів даних.

Як видно з рисунка, для сполук з тестового 
набору різниця між експериментальним та пе-
редбаченим значеннями активності лежить в ме- 
жах 1-2 lg(MIK). Для решти сполук з тестового на- 
бору (174 з 184) різниця між експериментальним  
та передбаченим значеннями активності лежить  
у межах 1 lg(MIK), що свідчить про високу про-
гнозуючу здатність розробленої QSAR моделі.

Віртуальний набір з 440 сполук, що були част- 
ково досліджені у попередній роботі [8], проана-
лізовано за допомогою розробленої нами QSAR  
моделі. Інгібіторна активність всіх сполук була 
передбачена в межах 1,7-3,7 мкМ, що свідчить про  
приблизно однакову активність сполук проти шта- 
му H37Rv М. tuberculosis. Сполуки 1-7 з найвищою  
передбаченою активністю  відібрано для синте-
зу та подальшого біологічного тестування. Син-
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тез сполук 1-7 проводили за відомими методами 
[19, 20, 21, 22] (схема).

Культивування штамів Mycobacterium tubercu- 
losis проводили на стандартному поживному се- 
редовищі Левенштейна-Йєнсена методом пропор- 
цій за Канетті [23]. Суспензію культури стандар- 
тизували за бактеріальним стандартом мутності  
(1 МсF). Інкубацію бактеріальної суспензії прово- 
дили впродовж 6 тижнів при температурі +37оС.

Результати дослідження протитуберкульозної  
активності синтезованих сполук представлено в 
таблиці.

Дані таблиці свідчать, що синтезовані похід- 
ні ізоніазиду виявили активність як по відношен- 

Рис. Співвідношення експериментально отриманого значення –lg(MIK) до його передбаченого значення  
для навчального та тестового наборів даних.

Ar = 4-EtC6H4 (1); 3-O2NC6H4 (2); 3-H(O)CC6H4 (3); 
4-H(O)CC6H4(4); 4-MeO(O)CC6H4 (5); 2-MeC6H4 (6); 

3-MeC6H4 (7) 
Схема

Таблиця 

QSAR прогноз та антимікобактеріальна активність 
похідних ізоніазиду

Сп
ол

ук
а

Чинна 
концентрація

сполуки, М

Прогноз 
інгібіторної 
активності,

lg(MIК)

Чутливість 
досліджених штамів 
M. tuberculosis до дії 

сполук

H37Rv HR

1 5∙10-4

5∙10-5 -6,33 Ч
Ч

Ч
Ч*

2 5∙10-4

5∙10-5 -6,41 Ч
Ч

Ч
Ч

3 5∙10-4

5∙10-5 -6,38 Ч
Ч

Ч
Ч*

4 5∙10-4

5∙10-5 -6,57 Ч
Ч

Ч
Ч*

5 5∙10-4

5∙10-5 -6,38 Ч
Ч

Р
Р

6 5∙10-4

5∙10-5 -6,24 Ч
Ч

Р
Р

7 5∙10-4

5∙10-5 -6,32 Ч
Ч

Р
Р

Примітка: Ч – культура чутлива; Ч* – культура частково чутлива; 
Р – культура резистентна. 
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ню до «класичного» штаму (H37Rv), так і по від-
ношенню до мультирезистентного штаму M. tu- 
berculosis (HR). Зокрема, високу активність про-
демонструвала сполука 2. У чинних концентра-
ціях 5∙10-4 та 5∙10-5М сполука 2 інгібувала ріст не  
лише чутливого, а й мультирезистентного штаму  
мікобактеріальної культури. Сполуки 1, 3 та 4 у  
концентрації 5∙10-4 М також пригнічували ріст шта- 
му HR M. tuberculosis. При зниженні їх концентра-
ції до 5∙10-5 М активність сполук частково змен-
шувалася. Всі досліджені сполуки пригнічували 
ріст мікобактеріальної культури штаму H37Rv.

Отримані результати біологічного досліджен- 
ня антимікобактеріальної активності синтезова- 
них похідних ізоніазиду підтвердили прогноз ак- 
тивності, отриманий за допомогою QSAR моделі 
(таблиця).

За результатами QSAR моделювання та біоло-
гічного тестування синтезованих похідних ізо- 
ніазиду визначено «сполуку-лідер» (2) – N1-(3-ніт- 
рофенілметиліден)піридин-4-карбогідразид, що  
виявила активність проти мультирезистентно-
го штаму (HR) M. tuberculosis.

Хоча гідразид ізонікотинової кислоти широ-
ко використовують для лікування туберкульозу, 
у 70% випадків до нього швидко формується ре-
зистентність [24]. Тому подальше використання  
запропонованої QSAR моделі антимікобактеріаль- 
ної активності є актуальним та перспективним під- 
ходом для пошуку нових потенціальних протиту- 
беркульозних засобів серед похідних ізоніазиду.
Висновки

Проведений QSAR аналіз дозволив з високою  
точністю відібрати 7 сполук серед похідних ізо- 
ніазиду з найвищим прогнозованим рівнем ан- 
тимікобактеріальної активності для цілеспрямо-
ваного синтезу та біологічної оцінки. Всі синтезо-
вані сполуки, як i передбачалось, виявили високу 
протитуберкульозну активність. Ідентифікована 
«сполука-лідер» – N1-(3-нітрофенілметиліден)- 
піридин-4-карбогідразид з високою активністю  
проти мультирезистентного штаму (HR) M. tuber- 
culosis є оригінальним об’єктом для поглиблених 
досліджень як потенційний антимікобактеріаль- 
ний агент.
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