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Introducere

La nivel global rezistenta antimicrobiana a devenit o problema critica de sanatate
publica. Cresterea dramatica a incidentei infectiilor cu bacterii rezistente la antibiotice
conduce cercetdrile in domeniu spre dezvoltarea de noi agenti terapeutici, dar acestea
necesita resurse materiale, umane, cat si timp.

Organizatia Mondiala a Sanatatii a identificat Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus (S. aureus) si Streptococcus pneumoniae ca fiind cele mai frecvente
bacterii cu rezistentd multipla [1].

In prezent cele mai des intilnite mecanisme de actiune ale agentilor antibacterieni sunt
bacteriostatic si bactericid, dezavantajul acestora fiind reprezentat de riscul major de selectie
de populatii rezistente. Astfel, se impune gasirea de noi terapii in infectiile bacteriene, una
dintre acestea fiind cea care se axeazd pe scaderea factorilor de virulentd [2]. Acestia
reprezintd multiple tinte farmacologice, fapt ce constituie un avantaj considerabil. De
asemenea, mecanismele de actiune ale compusilor dezvoltati ca agenti antivirulentd sunt
diferite, obiectivul acestora fiind de a scadea dezvoltarea rezistentei bacteriene, un alt avantaj
al acestor terapii.

Dezvoltarea de numerosi factori de virulentd face din S. aureus un instrument
indispensabil in studierea de noi terapii antivirulenta [2].

Sortazele, enzime din clasa transpeptidazelor reprezintd unii dintre factorii de virulenta
intens discutati in literatura de specialitate. Datoritd rolurilor pe care le au, aceste enzime
sunt tinte importante asupra cdrora pot actiona noi agenti, rezultatul urmarit fiind cel de a
bloca patogeneza bacteriilor Gram-pozitive, cum ar fi stafilococi, streptococi sau enterococi
[3]. Patogenitatea, virulenta si un nivel ridicat de rezistenta la medicamente, au facut ca
sortaza A (SrtA) a bacteriei S. aureus sa fie cea mai intens studiatd sortaza si este privita ca
un model functional pentru dezvoltarea inhibitorilor impotriva bacteriilor Gram-pozitive [4].

Obiectivul principal al acestei cercetari este descoperirea de noi inhibitori ai sortazei
provenita de la S. aureus.

In acest scop obiectivele secundare stabilite au fost:

¢ realizarea unei baze de date cu inhibitorii de SrtA cunoscuti si analiza lor din punct de
vedere structural In vedere obtinerii unui profil de inhibitor potent al SrtA;
e selectarea unui set de compusi naturali i de sintezd care sd corespunda cerintelor

identificate, pastrand totodata si un grad ridicat de diversitate structurald;



are la baza o metoda de analiza FRET;

¢ identificarea unor posibile relatii structura-actiune cu ajutorul metodelor de docking
molecular;

¢ extinderea studiului asupra unor extracte vegetale cu principii active cu posibila actiune
inhibitorie asupra SrtA;

e testarea toxicitatii acute a compusilor si extractelor cu ajutorul testului Daphnia;

e testarea activitdtii antimicrobiene utilizdnd testul de difuzie si determinarea

concentratiei minime inhibitorii (CMI) pentru compusii de interes.
Stadiul actual al cunoasterii

Partea generala a tezei sumarizeaza cercetarile efectuate pana in prezent in domeniul

dezvoltarii agentilor antivirulenta.

in primul capitol, intitulat Factorii de virulenti bacteriani — tinte pentru terapia
antimicrobiana, sunt clasificati principalii factori de virulenta dezvoltati de bacterii cu
implicatiile lor in patogenitatea si rezistenta microorganismelor [5-9]. Virulenta reprezinta
capacitatea microorganismelor de a patrunde, a se adapta, a se Tnmulti si a invada tesuturile
si umorile organismului. Aceasta proprietate a bacteriilor este facilitata de factorii de
virulenta.

Din acest motiv mecanismele implicate in dezvoltarea factorilor de virulenta reprezinta
un domeniu extrem de studiat pentru dezvoltarea de solutii terapeutice antimicrobiene, in
acest capitol fiind prezentate succint terapiile [10—13] ce au ca tinta de actiune factorii de

virulenta.

In cel de-al doilea capitol sunt analizate caracteristicile structurale [14—18],
mecanismul de actiune [19-23], precum si metodele de analizd [25-29] a Sortazelor-
enzime din clasa transpeptidazelor. Dintre multitudinea de factori de virulentd, moleculele
secretate de bacterii reprezintd un domeniu aparte de cercetare datoritd diversitatii acestora.
Numeroasele tipuri de proteine de pe suprafata bacteriilor contribuie la interactiunea cu
mediul exterior. Pentru sinteza peretelui bacterian, implicit atasarea proteinelor la suprafata
acestuia sunt necesare mai multe tipuri de reactii, dintre acestea cele de transpeptidare au o

pondere Tnsemnata. Astfel, enzimele ce catalizeaza aceste reactii, sortazele, reprezinta tinte



intens studiate in ultimele decenii in vederea dezvoltdrii de medicamente care inhiba

virulenta.

Cel de-al treilea capitol din partea generala cuprinde o scurta analiza a Inhibitorilor
de sortaza identificati pana in prezent; criteriile de clasificare alese fiind provenienta,
respectiv structura chimica a acestora. Studiul asupra inhibitorilor sortazelor bacteriene a
inceput cu observatia ca procesul de ancorare a factorilor de virulentd la nivelul peretelui
celular este blocat de substante reactive, capabile sa interactioneze cu o grupa tiol activa.
Prezenta acestei grupe functionale in structura sortazelor a fost demonstrata ulterior [14,29].
Identificarea restului de cisteina in centrul catalitic al SrtA a permis descoperirea primilor
inhibitori ai enzimei: clorura de (2-(trimetilamoniu)etil)metan [30], acidul 4-
hidroximercuribenzoic (4-HMB) [29,31], derivatii vinilcetonici [32,33] etc.

Cercetarile efectuate pana in prezent pentru identificarea efectului inhibitor asupra
SrtA al extractelor din plante medicinale au raportat evaluarea atat a extractelor totale, cat si
a compusilor izolati din acestea. Exemple de compusi naturali ce au prezentat activitate
inhibitoare asupra SrtA sunt derivatii flavonici [34-36], o altd sursa importanta de inhibitori

de SrtA fiind organismele marine [37—41].
Contributii personale

Partea de contributii personale are ca prim capitol Analiza structurala a inhibitorilor
de sortaza A. Pentru acest studiu am folosit baza de date PubChem a Centrului National de
Biotehnologie Informationald, ce reprezintd un repertoriu public de molecule din care au fost
selectate toate substantele pentru care a fost raportatd activitate asupra SrtA. Setul astfel
obtinut a fost analizat din punct de vedere al descriptorilor structurali: masd moleculara (M),
coeficient logaritmic de partitie octanol/apd calculat folosind metoda XlogP (LogP),
numadrul donorilor de legituri de hidrogen (HD), numarul acceptorilor de legdturi de
hidrogen (HA), suprafatd polard (SP), numarul de legaturi rotative (RB), gradul de
complexitate structurala (CPL), gradul de nesaturare (NES), numarul de atomi de carbon,
hidrogen, oxigen, azot, sulf si halogeni (nC, nH, nO, nN, nS si nX), numarul de atomi grei
(HVA), prezenta izomeriei E/Z (EZ) si numarul de cicluri (NR). Astfel, portretul structural
al unui bun inhibitor de SrtA ce s-a conturat este reprezentat de o moleculd mica, cu M intre
180 s1 600 g/mol, cu 1 pana la 4 atomi de azot, pana la 3 atomi de oxigen si mai putin de 18
atomi de hidrogen. Numerele atomilor de oxigen si de azot trebuie sa fie corelate, astfel incat

valoarea HA si fie mai mare sau egali cu 2, dar nu mai mare de 7. In grupul de predictie



99,4% dintre compusi au o valoare HA egald sau mai mare de 2, indicand importanta
deosebita a acestui descriptor, dar pentru o inhibitie puternica valoarea HA nu trebuie sa
depaseascd 5. De asemenea, valoarea HD trebuie sa fie maxim 5.

Moleculele candidat trebuie sa aiba o flexibilitate moleculara scazuta, cu o valoare RB
mai micd sau egala cu 4, valoarea RB [42] fiind cel mai relevant descriptor pentru afinitatea
pentru SrtA.

Gruparea moleculelor cu ajutorul scheletului molecular Bemis-Murcko [43] (Fig. 1) a
relevat structuri favorabile si structuri ce trebuie evitate. Toate scheletele preferate contin

cel putin doua nuclee legate direct sau fuzionate intr-un ciclu condensat.

Fig. 1 Schelete Bemis-Murcko care au fost grupate pentru inhibitorii SrtA

Dezavantajul acestei abordari raméne variatia limitatd a catenelor laterale atasate.
Exista posibilitatea ca substitutia corespunzatoare a nucleului de baza sd imbunatateasca in
mod semnificativ efectul inhibitor SrtA. In ciuda neajunsurilor sale, caracterizarea
arhitecturii chimice a inhibitorilor SrtA oferd o metoda simpla pentru proiectarea de noi
candidati, un avantaj major fatd de metodele de tip QSAR.

Acesti algoritmi furnizeaza un instrument valoros pentru a cduta noi inhibitori potenti
SrtA ca potentiali agenti antivirulenta orientati Impotriva S. aureus, precum si o crestere a

randamentelor de screening.



Cel de-al doilea capitol al partii practice contine rezultatele obtinute in Determinarea
activitatii inhibitorii asupra sortazei A a unor compusi naturali si de sinteza.

Setul de 102 compusi selectati pentru testarea capacitatii de inhibitie a SrtA a fost
alcatuit pe baza criteriilor identificate si prezentate in capitolul anterior, asigurand in acelasi
timp si un grad ridicat de diversitate structurald. Pentru simplificarea testarilor, precum si a
prezentdrii datelor, grupul de 102 compusi a fost Impartit in doud subgrupuri: grup A —
compusi de origine naturala (64 compusi) si grup B (38 compusi) — compusi de sinteza.

Activitatea inhibitorie a tuturor compusilor a fost determinatd prin cuantificarea
cresterii intensitatii fluorescentei utilizand kitul de analizd SensoLyte® 520 Sortase A.
Conform protocolului kitului, fiecare godeu contine 10 pL solutie de compus de testat, 40
pL solutie de enzima si 50 pL solutie de substrat. Solutia fiecarui compus diluat in tampon
la concentratia testatd a reprezentat proba martor pentru verificarea fluorescentei intrinseci.
De asemenea au fost preparate si probele martor: (a) enzima + substrat si (b) inhibitorul
kitului (4-HMB) + enzima + substrat, precum si o proba ce contine 50 pL tampon si 50 pL
solutie de substrat pentru a observa functionalitatea substratului. Analiza fluorimetrica a fost
efectuatd cu ajutorul aparatului FlexStation 3, la EX/Em =490 nm/520 nm dupa o incubare
la temperatura camerei timp de 30, 45, respectiv 60 de minute.

In urma prelucririi datelor obtinute prin analiza fluorimetrici am obtinut un procent
de inhibitie pentru fiecare compus raportat la martor. Concentratia finald a compusilor pentru
aceastd testare preliminard a fost de 10 pM. Analiza datelor a indicat o variatie mare a
procentelor de inhibitie, acestea fiind direct dependente de structura compusilor testati si de
timpul de expunere al enzimei. Cu putine exceptii, procentul de inhibitie scade in timp.

In urma acestei determinari 25 compusi (Fig. 2) au aratat efect inhibitor semnificativ,

dintre acestia remarcandu-se 10 compusi din clase chimice diferite.

100

Fig. 2 Sortarea compusilor in functie de mentinerea inhibitiei in timp
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Urmatoarea etapa in studiul inhibitorilor de SrtA a fost determinarea Clso, respectiv
concentratia la care compusul produce o sciddere a activitdtii SrtA de 50% raportat la
martorul ce contine enzima fara inhibitor. Alegerea compusilor ce au fost testati la diverse
concentratii In vederea obtinerii Clso a fost in functie de mentinerea inhibitiei pe parcursul
celor 60 de minute. Au fost selectati primii 18 compusi, dintre acestia testarea putand fi
realizatd numai pentru 14 dintre acestia deoarece quercetolul, reina, crisina si piperina au
prezentat probleme de solubilitate si nu au putut fi obtinute concentratii mai mari fata de cele
folosite pentru testarea preliminara.

Utilizarea metodei celor mai mici patrate a permis trasarea curbelor de inhibitie si
calcularea, prin interpolare, a valorilor Clso pentru juglona, plumbagina, miricetind,

esculetind, clorhidrat de palmatina si miricitrina, rezultatele fiind prezentate in Tabel 1.

Tabel 1 Valorile Cls ale substantelor testate

Compus Concentratie  Inhibitie Clso 95% If al Clso
(uM) (%) (uM) (uM)
juglona 100 102,72 1,64 -
plumbagina 200 93,47 15,25 -20,45-65,0
miricetinad 100 91,96 4,63 0,19-111,0
esculetina 250 83,57 36,16 3,18-410,4
clorhidrat de palmatina 500 85,29 52,84 3,46-805,7
miricitrind 200 61,55 50,32 -
4-HMB 10 96,20 0,114 0,02-0,50

Studiile asupra setului de compusi de sinteza au urmat aceleasi etape ca in cazul celor
de origine naturald. Compusii de sinteza testati au influentat Tn mai micd masurd activitatea
SrtA comparativ cu cei naturali. Doar in cazul acidului a-oxo-2-furanacetic (Fig. 3)
procentul de inhibitie a depasit pragul de 50%, necesar calcului valorii Clso. Aceasta a fost
estimatd §i prin metoda cineticd, pe baza valorii Ki, calculatda ca fiind 329,7 uM,

corespunzator unei valori Clso de 504,4 uM.

60+ o —* 1% 30min
~#~ |% 45 min
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A
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Fig. 3 Efectul inhibitor al acidului a-oxo-2-furanacetic asupra SrtA dupa 30, 45 si 60 min



Cei doi derivati naftochinonici, juglona si plumbagina, au prezentat valori relativ mici
ale Clso (1,64, respectiv 15,65 uM), cel mai bun efect inhibitor asupra SrtA avand juglona
(Fig. 4). Analiza grafica a variatiei unitatilor de fluorimetrie inregistrate la intervale de 5
minute pentru acesti doi compusi a indicat un profil de inhibitie ireversibila.

Din punctul de vedere al valorii Clso, miricetina (Fig. 5) este un inhibitor SrtA mai
eficient decat plumbagina si mai slab decat juglona. Studiul cinetic al curbelor de variatie in
timp a intensitatii activitatii fluorimetrice reprezinta o cinetica de tip liniar, ce se coreleaza

mai bine cu modelul de inhibitie competitiv.

Fig. 4 Profilul cinetic al juglonei Fig. 5 Profilul cinetic a miricetinei

Miricitrina este 3-O-a-L-ramnopiranozida miricetinei. Pentru acesta a fost calculata o
valoare a Clso de 50,32 pM, aproximativ de 10 ori mai mare decat a agliconului. In cazul
esculetinei analiza cinetica a efectului inhibitor la concentratii mari, de 250 uM, respectiv
100 uM, indica un mecanism de inhibitie ireversibild, caracterizat prin oprirea totalda a
reactiei. Efectul inhibitor scade la concentratii mai mici si pe baza relatiei intre procentul de
inhibitie si logaritmul concentratiei a fost calculata valoarea Clso ca fiind 36,16 uM. Pentru
palmatina valoarea Clso a putut fi calculata pe baza metodei dilutiilor succesive, acesta fiind
de 52,84 uM. In urma analizei matematice a cineticii reactiei enzimatice s-a configurat un
profil de inhibitie non-competitiv pentru acest alcaloid.

Deoarece pentru ceilalti 8 compusi nu a fost obtinuta o inhibitie de 50% nu au putut fi
calculate valorile Clso. Totusi, pentru rutozid, valoarea Clso a fost estimatd prin metoda
cinetica, aceasta fiind 279,3 uM. Cercetarea efectului inhibitor al emodinei a fost limitata de
solubilitatea redusd. Din acest motiv pentru metoda dilutiilor s-au preparat concentratii mai
mici fata de cele folosite pentru ceilalti compusi. Studiul cinetic a permis totusi determinarea
Clsode 788,7 uM si a indicat un model de inhibitie competitiva.

Compusii de sinteza au prezentat un efect inhibitor modest asupra SrtA cu un procent
maxim de inhibitie de 24,87% in testarea efectuata la concentratii de 10 uM. Dintre cei 37

de compusi testati initial au fost selectati 7 compusi pentru determinarea Clso. Testarea a fost
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realizatd doar pentru 6 dintre acestia: benzoat de propargil, benzoat de vinil, acidul 1,2,3,4-
tetrahidro-B-carbolin-1-carboxilic, acid a-oxo-2-furanacetic, acid 3-indolglioxilic si 1,2,3,4-
tetrahidro-9H-pirido[3,4-b]indol. Din cauza solubilitdtii scazute 3-(bromoacetil)-cumarina
nu a putut fi testatd. Determinarea valorii Clso a fost posibila doar in cazul acidului a-oxo-
2-furanacetic, aceasta fiind de 504,4 uM, de aproximativ 10 ori mai mare fatd de cea
determinatd pentru clorhidratul de palmatind si de aproximativ 110 ori mai mare comparativ

cu miricetina.

In cel de-al treilea capitol al partii practice, Determinarea activititii inhibitorii
asupra sortazei A a unor extracte naturale, sunt prezentate rezultatele obtinute In urma
specii de Anemone, Aesculus, Rhamnus, Senna, preparate in acest scop, precum si 16 extracte
din specii de Fallopia, Curcuma, Berberis si Aesculus obtinute in cadrul unor cercetari
anterioare [44].

Cele mai bune valori ale Clso, sub 100 pg/mL, au avut extractele din Fallopia aubertii
si Rhamnus frangula, de asemenea, extractele obtinute din speciile genului Aesculus au
prezentat efecte promitdtoare in dezvoltarea de inhibitori ai SrtA, dintre acestea remarcandu-

se A. octandra si A. pavia. Valorile pentru Clso determinate in acest studiu sunt prezentate in

Tabel 2.

Tabel 2 Valorile Clsg ale extractelor testate

Extractul Clso (ng/mL)  Ii 95% al Clso (ng/mL)
Tip
Specia produs  Solventul 30 min 60 min 30 min 60 min
vegetal

Fallopia aubertii herba etanol 50 59,98 68,71 -246,42 - 199,67

Fallopia aubertii flori apa 45,76 <50 NC NC
Aesculus pavia frunze apa 82,70 90,89 NC -233,60
Aesculus pavia frunze etanol 50 286,42 407,36 23%‘25’ 8189_ -341,78

. 220,23-

Aesculus pavia frunze etanol 96 315,11 441,93 412.65 258,56-

Aesculus parviflora frunze apa 224,47 399,34 NC NC

Aesculus
. frunze etanol 96 304,31 426,95 -168,70 -188,19
hippocastanum

Aesculus x carnea frunze etanol 50 296,80 379,65 139985’%22_ -290,03
Anemone nemorosa rizom apa 47882 717,79 NC -265,43

Anemone nemorosa herba etanol 50 416,62 585,70 119,52- NC
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Extractul Clso (ng/mL)  If 95% al Clso (ng/mL)

Tip
Specia produs  Solventul 30 min 60 min 30 min 60 min
vegetal
. . b 246,91-
Berberis vulgaris frunze apa 334,00 423,17 4321 345,11-
Berberis vulgaris frunze etanol 50 384,00 527,51 260,33- NC
Berberis vulgaris frunze etanol 96 272,76 758,64 -87,30 NC
Curcuma longa rizom apa 437,50 560,09 NC NC
Rhamnus frangula scoarta etanol 96 59,84 71,24 -70,15 NC
Senna obtusifolia frunze apa 518,63 787,78 NC NC
4-HMB 0,114 - 0,02-0,50 -

Studierea moleculelor cu potential efect inhibitor asupra SrtA a fost aprofundata prin
analiza de docking molecular asupra celor 102 structuri, in vederea identificarii unei corelatii
intre activitatea inhibitorie si mecanismul de actiune. Datele obtinute sunt prezentate in cel
de-al patrulea capitol al partii practice, Analiza de docking molecular.

Tintele folosite in aceastd analiza au fost SrtA din S. aureus, dar si SrtA din E. faecalis.
Procesul de docking molecular a fost efectuat cu ajutorul software-ului AutoDock Vina
1.1.2. Pentru vizualizarea tridimensionald si generarea de parcele bidimensionale ale
interactiunilor protein-ligand a fost utilizat programul Discovery Studio® Visualizer 2016,
iar numarul de reziduuri care au participat la interactiuni hidrofobe a fost prezis utilizand
programul LigPlot Plus v.1.4. Compusi cu similaritati structurale mari au prezentat diferente
semnificative ale afinittii pentru enzima, aceste rezultatele evidentiind importanta grupelor
functionale pentru o compatibilitate spatiald cu situsul enzimatic, precum si importanta
formarii de legdturi de hidrogen cu anumiti aminoacizi esentiali. Analiza ofera astfel

Astfel, studiile de docking ale juglonei (5-hidroxi-1,4-naftochinona) si ale derivatului
sau 2-metilat, plumbagina explica mecanismul de actiune al acestora, precum lipsa de efect
a izomerului de pozitie, lausona (2-hidroxi-1,4-naftochinona). Juglona si plumbagina se

197

leagi de Asn'!* si Arg'”’. Restul de guadinida din structura Arg'®’ este implicat direct in

114 3 fost demonstrat de datele acestui studiu.

activitatea cataliticd a enzimei [31], iar rolul Asn
Desi lausona formeaza doud legaturi de hidrogen cu acesti doi aminoacizi, in cadrul

complexului proteina-ligand se observa o interactiune nefavorabila de tip acceptor-acceptor

(Fig. 6).
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Fig. 6 Diagrama 2D a interactiuniunii cu SrtA n modelul de docare moleculara; (A) juglona (B) lausona

Prezenta radicalului hidroxil in pozitia 2 a nucleului naftochinonic impiedica formarea

unui complex stabil cu tinta proteica, prin intermediul fenomenelor de repulsie. Acest tip de

interactiune nu este intalnit si in cazul plumbaginei, intrucat nucleul naftochinonic nu este

substituit de un radical hidroxil in pozitia 2, ci cu o grupa metil.

In capitolul 8 al tezei, Determinarea activititii antioxidante a potentialilor

inhibitori de sortaza A, sunt analizate rezultatele obtinute In urma testarii capacitatii

antioxidante a compusilor ce au prezentat actiune promitatoare de inhibitie a SrtA. Acest

studiu a fost realizat folosind doud metode: una folosind radicalul 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

(DPPH) si cea de-a doua metoda fiind cea cu Xylenol Orange. Analiza comparativa a datelor

obtinute prin cele doua metode permite o mai buna evaluare calitativd a proprietatilor

antioxidante ale compusilor. Rezultatele obtinute pentru compusii studiati, utilizand metoda

cu radicalul DPPH sunt prezentate in Tabel 3.

Tabel 3 Scaderea densitatii optice la timpul t; valori procentuale (%)

Compus Concentratiec 0O min 30 min 60 min 90 min
miricitrina 1 mM 49,75 5947 65,76 70,86
esculetina 1 mM 31,52 60,92 68,08 70,33
miricetina 1 mM 26,07 5223 68,29 69,24
rutozid 1 mM 19,42 52,06 6539 67,85
juglona 0,5 mM 19,15 2794 38,82 59,72
piperina 1 mM 23,65 30,11 39,79 57,58
quercetol 1 mM 16,01 44,62 51,65 55,99
miricitrina 0,5 mM 38,57 43,10 49,03 54,96
esculetina 0,5 mM 18,36 42,07 4586 54,73
acid 3-indolacetic 1 mM 20,75 30,18 40091 53,28
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miricetina 0,5 mM 8,80 31,61 41,49 51,77

quercetol 0,5 mM 11,78 37,97 43,28 51,52

rutozid 0,5 mM 11,63 37,49 4571 50,14

acid 3-indolacetic 0,5 mM 19,52 27,83 37,26 48,67
juglona 1 mM 22,54 2781 3575 47,82

acid ascorbic 2,8 mM 11,32 20,09 33,67 47,16
lausona 1 mM 20,82 28,66 37,84 46,31

acid ascorbic 1,4 mM 8,73 17,78 31,96 46,05
troxerutin 1 mM 10,32 25,70 36,11 4540

acid ascorbic 0,7 mM 4,26 15,62 30,63 45,08
troxerutin 0,5 mM 2,24 16,48 29,53 43,81

crisind 1 mM 18,16 23,39 33,35 43,26

lausona 0,5 mM 19,85 26,69 3496 43,10

acid 4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinilacetic 0,5 mM 16,75 21,92 32,84 43,02
acid ascorbic 0,35 mM 2,35 14,16 28,88 42,67

acid ascorbic 175 pM 1,56 13,41 28,41 42,27
3-(bromoacetil)-cumarina 0,5 mM 19,52 21,30 31,00 42,26
miricitrind 0,1 mM 23,54 27,24 33,11 42,24
miricetind 0,1 mM 2,84 21,43 28,80 42,24
plumbagina 1 mM 18,74 23,71 31,63 42,12

reina 1 mM 7,57 22,66 32,79 42,12
3-(bromoacetil)-cumarina 1 mM 22,49 25,67 3247 42,11
plumbagina 0,1 mM 18,02 21,89 31,04 42,01

acid 4-oxo-2-tioxo-3-tiazolidinilacetic 1 mM 16,91 22,30 29,84 41,29
plumbagina 0,5 mM 17,57 22,22 31,44 40,34
piperina 0,5 mM 18,34 21,66 29,08 39,91

acid ascorbic 87,5 uM 1,39 13,52 26,93 38,99

Cele mai ridicate potentiale antioxidante se pot observa la compusii din clasa
flavonelor: miricitrind, miricetind, rutozid, quercetol cu valori de inhibitie a radicalului
DPPH mai mari decat ale acidului ascorbic 2,8 mM, atat pentru concentratiile de 1 mM cat
si pentru cele de 0,5 mM. Proprietati antioxidante considerabile se pot observa si pentru
derivatul cumarinic esculetind si derivatul 1,4 naftochinonic juglond, concentratiile de 1
mM, respectiv 0,5 mM ale acestora depasind potentialul antioxidant al probei de acid
ascorbic 2,8 mM. Dintre compusii de sinteza studiati, capacitate antioxidantd promitdtoare
a aratat doar acidul 3-indolacetic.

Pentru determinarea continutului de hidroperoxizi din probele analizate a fost
construitd o curba etalon de peroxid de cumen (CumOOH). Absorbanta probelor a fost
interpolatd pe aceastd curba, rezultatele fiind exprimate in pM CumOOH. Clasificarea
compusilor in ordine descrescdtoare a incarcaturii in uM CumOOH echivalenti este

prezentata in Fig. 7.
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Fig. 7 Concentratia exprimata in uM CumOOH a probelor

Analiza comparativdi a rezultatelor obtinute prin cele doud metode a permis
identificarea substantelor cu potential antioxidant. Dintre cele doua categorii de substante,
activitate antioxidantd pronuntatd au prezentat cei naturali. Astfel, compusii din clasa
flavonelor (miricitrind, miricetind, rutozid, quercetol) au ardtat cel mai intens efect de
neutralizare al radicalului DPPH, dintre acestia remarcandu-se miricitrina si rutozidul cu o
incarcaturd in hidroperoxizi mai scazuta, fatd de miricetind si quercetol pentru care gradul
de oxidare intrinsec este mai crescut.

In urma acestor studii preliminare se poate observa ca derivatii flavonici cu efect de
inhibitie bun asupra SrtA au avut si efect antioxidant promitator. Se contureaza astfel
necesitatea continuarii cercetarii pentru stabilirea unei legaturi intre cele doua tipuri de efecte

ale compusilor.

Pentru a evalua profilul toxicologic al substantelor precum si al extractelor, testate pe
SrtA 1n cercetarea de fatd am apelat la un test in vitro: testarea pe organisme nevertebrate de
tip crustaceu - Daphnia magna. Rezultatele sunt prezentate in capitolul 9 al tezei, Evaluarea
toxicitatii compusilor naturali si de sinteza si a extractelor vegetale prin modelul
Daphnia.

Majoritatea compusilor nu au determinat o toxicitate semnificativd asupra Daphnia
magna. In urma testarii preliminare dintre cei 102 compusi, doar 36 au fost selectati pentru
urmatorul experiment In vederea determindrii concentratiei care produce o letalitate de 50%

(CLso). Distributia compusilor in ordine crescatoare a valorilor CLso este prezentata in Fig. 8.
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Fig. 8 Prezentarea grafica a distributiei valorilor CLso calculate prentru compusii testati la 24 ore

Conform Guilhermino si colab. toxicitatea asupra crustaceului Daphnia magna poate fi
corelatd cu toxicitatea evaluatd prin modele animale (sobolani). Acestia au stabilit ca o
substanta poate fi declaratd toxica daca valoarea CLso se situeaza sub cea de 0,22 mg/L [45].

Pentru a putea stabili o posibild toxicitate a substantelor testate, valorile CLso au fost
transformate din uM in unitati mg/L, rezultatele variind de la 0,15 mg/L pentru juglond pana
la 45,18 mg/L pentru acidul cafeic in cazul determinarii la 24 de ore, iar pentru CLso calculate
la 48 de ore, valorile obtinute au variat intre 0,02 mg/L pentru cantaridina si 22,20 mg/L
pentru zingerond. Astfel, dintre substantele testate plumbagina si juglona pot fi declarate cu
potential toxic, atat la 24 de ore cat si la 48 de ore, cantaridina prezentand o valoare a CLso
sub limita doar in cazul determinarii la 48 de ore.

Toate extractele testate prin modelul Daphnia magna nu au prezentat toxicitate
semnificativa asupra crustaceului. Extractele preparate in etanol 50 din herba si in apa din
florile de Fallopia aubertii au avut asupra SrtA cel mai bun efect de inhibitie, cu o valoarea
a Clsode 59,98 pg/mL, respectiv 45,76 ng/mL. Determinarea toxicitatii acestor extracte prin
modelul Daphnia a fost realizata Intr-un studiu anterior, valorile obtinute pentru CLso fiind
de cel putin 1000 de ori mai mari decét cele obtinute pentru martorul pozitiv, concluzia fiind
ca aceste extracte nu au potential toxic [46]. Efect inhibitor promitator asupra SrtA au avut
si extractele obtinute din specii ale genului Aesculus, testarea toxicitatii acestora fiind

efectuata 1n studiul de fata. Valorile calculate sunt prezentate in Tabel 4.
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Tabel 4 Valorile CLso obtinute cu testul Daphnia magna pentru extractele naturale

Extract CLso (ng/mL) If 95% al CLso (ng/mL)
Apa HA EtOH Apa HA EtOH
A.hippocastanum 2623,45 453,40 131,15 NC - 965,87 NC
552,72-
A. x carnea 784,44 190,26 16,48 04, 48823 NC
155,91-  104,53-
A.octandra 477,68 139,90 75,96 919,96 208.77 NC
398,35-
. % - 4
A.pavia 74329 371,17 569,44 NC 741,78 780,00
. 148,94- -
A.parviflora 1049,81 348,87 395,21 NC 666,99 789,49
Anemone ranunculoides o0 g0 4eo577 48446 NC NC NC
herba
Anemone nemorosa. ooy 50 S 1000 1769,78 NC NC NC
herba
Anemone ranunculoides — _ 50 70490 82895 NC NC NC
rhizoma
Anemone nemorosa NC 423080  >100 NC NC NC
rhizoma
. } 132,08-
Berberis vulgaris 1472,17  >1000 175,59 NC NC 238.95
Senna obtusifolia >2000  3810,81 3431,13 NC NC NC
203,19-  224,06-
Rhamnus frangula 537,81 590,86 1085,31 110602 1209.94 NC

Studiile de toxicitate folosind crustaceul Daphnia magna au permis conturarea unui
profil de toxicitate acutd pentru potentialii inhibitori ai SrtA.

Analiza comparativa a efectului inhibitor asupra SrtA si a profilelor toxicologice
obtinute a permis identificarea derivatilor flavonici miricetind, miricitrina si rutozid, dar si a
clorhidratului de palmatina ca inhibitori de SrtA cu toxicitate scazuta.

Compusii juglond (Fig. 9) si plumbagina (Fig. 10) au avut un efect de inhibitie asupra
SrtA mult mai bun fata de cel al derivatilor flavonici, dar si o toxicitate semnificativa asupra

crustaceului Daphnia magna.
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Fig. 9 Letalitatea in testul Daphnia magna. Curbele
logaritmice ale concentratiilor la 24, 48 si 72 h
pentru juglona

Fig. 10 Letalitatea in testul Daphnia magna.
Curbele logaritmice ale concentratiilor la 24, 48 si
72 h pentru plumbagind
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Un efect mediu de inhibitie a SrtA a avut emodina, compus care a prezentat si un profil
toxicologic intermediar, cu o valoare a CLso de aproximativ 30 de ori mai mare decat a
plumbaginei.

Piperina a fost relativ netoxica pe crustaceul Daphnia si in cadrul testarii preliminare
a avut un efect de inhibitie promitator asupra SrtA, dar din cauza solubilitatii reduse in apa,
nu au putut fi realizate concentratii superioare pentru determinarea Clso.

Dintre derivatii de sinteza, acidul a-oxo-2-furanacetic, cel pentru care a fost posibila
determinarea unei Clso asupra SrtA nu a depdsit pragul de 50% letalitate in testarea
preliminara a toxicitatii.

Prezenta derivatilor flavonici in extractele de Fallopia (Polygonaceae), justifica
profilurile de toxicitate scazutd, dar si efectul de inhibitie promitator asupra SrtA ale
acestora. Datorita valorilor crescute ale CLso obtinute pentru extractele speciilor din genurile
Aesculus, Anemone, Berberis, Senna si Rhamnus putem concluziona ca aceste extracte nu

prezinta potential toxic in doze uzuale.

Evaluarea activitatii antimicrobiene a potentialilor inhibitori de sortaza A,
prezentata in ultimul capitol al tezei, are ca scop identificarea inhibitorilor SrtA selectivi,
fara efect bacteriostatic sau bactericid, pentru dezvoltarea unor noi agenti antivirulenta cu
risc minim de instalare a rezistentei.

Protocolul de lucru a fost elaborat pornind de la o testare preliminara a compusilor prin
metoda difuzimetricd [47], iar pentru stabilirea concentratiei minime inhibitorii (CMI) a
substantelor cu activitate antimicrobiand a fost folositd metoda microdilutiilor [48].

Un numar de 25 de compusi au fost selectati pentru testarile microbiologice pe baza

efectului asupra SrtA, dar si pe baza diversitatii chimice.

Tabel 5 Activitatea antibacteriand a compusilor testati prin metoda difuzimetrica

Compus  Gentamicina Emodina Reina Juglona Plumbagina
(10 pg) (13,5pg)  (A42pg) B,7pg) (94 ng)
Tulpini Diametrului zonei de inhibitie (mm), incluzand diametrul celulei
S. aureus ATCC 6538 17 6 6 6 6
S. aureus ATCC 25923 21 20 12 6 6
S. epidermidis ATCC
12208 29 14 30 10 6
E. faecalis ATCC 29212 12 6 6 6 6
B. cereus ATCC 11778 24 12 15 15 17
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Compus Gentamicind Emodina Reina Juglond Plumbagina
(10 ng) (13,5pg)  (A42pg) B,7pg) (94 ng)

Tulpini Diametrului zonei de inhibitie (mm), incluzand diametrul celulei
E. coli ATCC 8739 21 6 6 8 6
E. coli ATCC 35218 20 6 6 9 7

P, mirabilis ATCC

20245 20 6 6 6 6

Dintre acestia, activitate antimicrobiand au avut doar patru compusi naturali, doi
derivati antracenozidici si doi derivati de 1,4-naftochinona. Juglona si plumbagina au
prezentat un puternic efect de inhibitie a SrtA, cu valori Clso de 1,64 uM, respectiv 15,25
UM, si o activitate antimicrobiand medie asupra tulpinii de control B. cereus ATCC 11778.
Ambele substante nu inhiba proliferarea speciilor {inta S. aureus si S. epidermidis, devenind
candidati importanti pentru dezvoltarea de noi terapii antivirulenta.

In testarea activitatii enzimatice procentele de inhibitie ale emodinei asupra SrtA au
fost de 28,86% dupa o incubare de 30 de minute, in schimb cele ale reinei au fost modeste.
Efectul antimicrobian al celor doi derivati asupra germenilor Gram-pozitivi S. aureus ATCC
25923, S. epidermidis ATCC 12228 si B. cereus ATCC 11778, reduce potentialul de
dezvoltare ca agenti antivirulenta.

Derivatii flavonici, miricetind, miricitrind, derivatul cumarinic esculetina, precum si
alcaloidul palmatina s-au dovedit in mod similar buni inhibitori ai SrtA, iar in urma testarilor
antibacteriene acestia nu au influentat cresterea tulpinilor testate fiind candidati potriviti
pentru solutii antivirulenta.

O ipoteza similara se poate emite si in cazul celor doud extracte etanolice, din Fallopia
aubertii si frunzele de Aesculus pavia, cu activitate moderata asupra B. cereus ATCC 11778,

dar care s-au remarcat ca inhibitori ai SrtA.
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Concluzii generale

Obiectivul acestui studiu a fost identificarea de noi inhibitori ai sortazei, cu toxicitate
redusd si fard efecte antiproliferative asupra celulei bacteriene ca posibile medicamente
antivirulenta.

Analiza structurala a inhibitorilor de SrtA a permis evidentierea parametrilor
structurali relevanti pentru un inhibitor potent de SrtA, creand astfel un instrument util pentru
a cauta noi inhibitori potenti SrtA ca potentiali agenti antivirulentd orientati impotriva S.
aureus, precum si o crestere a randamentelor de screening.

Pentru identificarea de noi inhibitori ai SrtA, o etapd urmatoare in acest studiu a fost
determinarea activitatii inhibitorii a mai multor compusi utilizdnd kitul de analiza
SensoLyte® 520 Sortase. Astfel, dintre cei 102 compusi selectati in studiu, au fost
identificati 6 posibili inhibitori naturali ai enzimei, precum si un compus de sinteza.

Extinderea studiului asupra celor 47 de extracte naturale a permis identificarea ca
potentiale solutii naturale antivirulenta extractele etanolice din Fallopia aubertii, cele din
frunzele de Aesculus pavia si cele din scoarta Rhamnus frangula.

Folosirea analizei de docking molecular a relevat potentiale mecanisme de actiune
pentru substantele testate, permitand intelegerea diferentelor semnificative ale afinitatii
pentru enzima pentru compusi cu similaritati structurale crescute.

Corelatii intre activitatea inhibitorie asupra SrtA si efectul antioxidant au putut fi
facute in urma analizei capacitdtii antioxidante a compusilor de interes cu ajutorul unor
metode moderne si sensibile.

Testarea toxicitatii acute folosind o metoda alternativa, testul Daphnia magna, a
identificat compusii miricetind, miricitrind, rutozid si palmatind ca inhibitori de SrtA cu
toxicitate scazuta.

Determinarea activitatii antimicrobiene asupra a opt tulpini bacteriene, 5 Gram-
pozitive si 3 Gram-negative, a compusilor si extractelor cu efect inhibitor asupra SrtA
definitiveazd studiul evidentiind derivatii flavonici, miricetind, miricitrind, derivatul
cumarinic esculetind, alcaloidul palmatina, precum si extractele etanolice din Fallopia
aubertii, cele din frunzele de Aesculus pavia si cele din scoarta Rhamnus frangula ca

posibile solutii antivirulenta.
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