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The results of this paper describe the comparative study of in vitro assays compared to the
molecular docking assay of biologically active oxygenated norlabdane compounds and terpene-
heterocyclic hybrid compounds, obtained from (-)-sclareol, (+)-larixol and larixyl acetate. The in
vitro antimicrobial activity of the obtained compounds was tested on five strains of fungi and two
species of Gram-positive and Gram-negative bacteria. The results of the presented computational
simulations correlate very well with the experimental outcome and highlight the three most active
norlabdane compounds with heterocyclic fragment.
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INTRODUCERE

Compusii norlabdanici naturali si cei de sinteza manifesta multiple activitati bi-
ologice, inclusiv cele antifungica si antibacteriana [1-3]. In prezent, rezistenta la an-
tibiotice devine una dintre principalele probleme ale medicinei moderne, iar o solutie
pentru rezolvarea acesteia, ar fi elaborarea unor clase noi de antibiotice prin optimizarea
sau combinarea lor cu compusi naturali biologic activi. Atdt compusii norlabdanici cu
functionalizare avansata, cat si hibrizii moleculari sunt considerati compatibili cu orga-
nismele superioare datoritd originii naturale si a faptului, ca au o toxicitate scazutad sau
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ea lipseste in totalitate. A fost testatd in vitro activitatea antifungica si antibacteriana a
unor serii de compusi norlabdanici polifunctionalizati si hibrizi moleculari cu fragmente
semicarbazonice sau unitati diazinice, oxadiazolice, tiadiazolice si triazolice prin meto-
de omologate, accesibile si relevante.

In acest articol sunt descrise rezultatele studiului comparativ al testirilor in vitro si
testului de andocare moleculara al celor mai activi compusi norlabdanici si al hibrizilor
terpeno-heterociclici din seriile obtinute in baza de (-)-sclareol, (+)-larixol si acetat de
larixil.

MATERIAL SI METODA

Activitatea biologica a compusilor de sinteza a fost testata pe tulpini de fungi ne-
patogeni si fitopatogeni: Aspergillus niger (ATCC 53346), A. flavus (ATCC 20046), Fu-
sarium solani (ATCC 20327), Penicillium chrysogenum (ATCC 20044), P. frequentans
(ATCC 10110), Alternaria alternata (ATCC 8741), si specii de bacterii nepatogene:
Gram-negative - Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27813), si Gram-positive Bacillus
polymyxa (ATCC 15970). Culturile pure de microorganisme au fost furnizate de Ame-
rican Type Culture Collection (ATCC, SUA). In calitate de compusi de referinta pentru
testarea activitdtii antifungice si antibacteriene s-au folosit Caspofungina (strip test) si
Kanamicina (strip test), ambele furnizate de firma Liofilchem (Roseto degli Abruzzi,
Italia).

Solutiile compusilor de testat (de 2.0, 1.0 si 0.5%) au fost pregatite prin dizolvare
in volume fixe de DMSO anhidru [4]. Determinarile au fost realizate pe placi Petri cu
mediu de cultivare de tip agar Sabouraud cu dextroza (4%, SDA) pentru fungi si mediu
agar nutritiv Standard [ pentru bacterii, toate de la firma Merck (Schwalbach Hesse,
Germania).

In studiu de andocare moleculara au fost utilizate patru modele proteice: ADN-
giraza din Escherichia coli (cod PDB: 1KZN), FabZ din Pseudomonas aeruginosa (cod
PDB: 1U1Z7), dihidrofolat reductaza din Candida albicans (cod PDB: 3QLS) si MurB
din E. coli (cod PDB: 2Q85). Structurile au fost pregétite conform protocolului, utilizand
programul AutoDockTools 1.5.7 [5]: au fost indepartate moleculele de apa si liganzii
nativi din structurile proteinelor, au fost addugati hidrogeni polari si sarcinile Gasteiger.
In protocolul de andocare, liganzii au fost tratati ca molecule flexibile si software-ul de
andocare a fost ldsat sa roteasca toate legaturile rotabile ale liganzilor pentru a obtine
conformerul ligandului cu pozitia optima in situsul activ al enzimei. In fiecare caz, grila
a fost construitd si centratd corespunzator pentru a acoperi intreaga enzima. Andocarea
a fost efectuatd utilizand procedura de rutind si parametrii impliciti ai programului de
andocare molecular Autodock Vina [6]. Din setul de conformatii ale liganzilor obtinuti
prin procedura de andocare, pentru analiza ulterioara a fost selectata conformatia cu cea
mai mica energie de legare. Programul Discovery Studio Visualizer a fost utilizat pentru
a cerceta interactiunile hidrofobe si legaturile de hidrogen dintre liganzi si enzimele
cercetate. Structurile In format 3D ale standardelor kanamicind si caspofungind au fost
preluate din baza de date The Human Metabolome Database (hmdb.ca).
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REZULTATE SI DISCUTI

Rezultatele acestei lucrari descriu un studiu comparativ a testarilor in vitro in
comparatie cu testul de andocare moleculara a compusilor norlabdanici oxigenati si a
compusilor hibrizi terpeno-heterociclici biologic activi. Au fost selectati 8 compusi ce
au manifestat activitate antifungica si antibacteriana excelenta. Acestea au fost clasificati
in functie de scheletul carbonic si gruparile functionale detinute. Primul grup include
compusi de sinteza penta- 1 si 2, si tetranorlabdanici 3/4 care contin grupari acetat, hi-
droxi, iar in cazul lactonilor 3/4 o combinatie de grupari functionale (Figura 1).
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Fig. 1. Compusi norlabdanici cu proprietdti antimicrobiene inalte.

Valorile CMI ale compusilor din aceasta serie (Tabel 1), releva un efect antimicro-
bian bun al hidroxifuranului 2, iar pentru compusii 1, 3/4 unul excelent, In comparatie
cu compusii de referintd. Conform acestor date, compusii 1 si 3/4 prezinta activitate an-
tibacteriana de 66 si 62 de ori, respectiv, iar cea antifungica de 32 si 2 ori mai mare decat
standardul, respectiv, iar 7-hidroxieurifuranul 2 este de ~ 4 ori mai activ [7, §]

Tabel 1
Rezultatele testarii in vitro a activitatii antimicrobiene a compusilor 1-4.
CMI (pg/mL)
Compus  gspergillus  Penicillium ~ Alternaria  Bacillus ~ Pseudomonas
niger frequentans  alternata  polymyxa  aeruginosa

1 0.06 0.06 0.06 0.125 0.125
2 0.9 0.9 0.9 1.0 1.0
3/4 0.064 0.064 0.064 2.0 2.0

Caspofungina 4.0 4.0 4.0 - -

Kanamicina - - - 4.0 4.0
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Mult mai activi s-au dovedit a fi compusii hibrizi terpeno-heterociclici cu unitati
diazinica 5 [9], hidrazincarbotioamidica 6, triazolica 7 [10] si tiadiazolica 8 [11] valorile
CMI ale carora sunt prezentate in Tabelul 2 [9,10].

Tabel 2

Rezultatele testirii in vitro a activitatii antimicrobiene a compusilor 5-8.

Compus CMI (pg/mL)

Asper-  Fusa-  Penicil-  Pseudo- Alterna- Bacil- Pseudo-

gillus rium lium monas ria al-  lus po- monas
flavus  solani  chrysoge- frequen- ternata lymyxa aerugi-

num tans nosa

5 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005  0.032  0.032

6 0.125 0.125 0.125 0.064 0.064  0.125  0.125

7 0.094  0.094 0.094 0.094 0.094  0.047  0.047

8 0.032  0.032 0.032 0.032 0.032  0.094  0.094

Caspofun- 0.24 0.24 0.24 0.24 0.24 - -
gina
Kanamicina - - - - - 3.5 3.5

Acestea depasesc de zeci de ori activitatea Caspofunginei si Kanamicinei, dupa
cum urmeaza: compusii 5 (50/90 ori), 6 (2/62 ori), 7 (2.6/64 ori) si 8 (7.8/32 ori), re-
spectiv. In baza datelor testarilor in vitro compusii pot fi aranjati in urmatoarele siruri, in
ordinea scaderii valorilor CMI ale acestora:

activitate antifungala 5>8>1>3/4>7>6>2
activitate antibacteriana 5>7>8>6>1>2>3/4

Pentru a explica mecanismele de inhibitie a microorganismelor prin interactiunea
intermoleculd ligand-receptor care definesc activitatea antimicrobiana a fost realizat un
studiu de andocare moleculara comparativa a celor 8 compusi de sinteza cu activitate
pronuntatd pe 4 modele de proteine: ADN-giraza din E. coli (1KZN), Fabz din P. ae-
ruginosa (1U1Z), dihidrofolat reductaza din C. albicans (3QLS) si MurB din E. colii
(2Q85).

Energiile de legare a compusilor cercetati (Tabelul 3) sunt similare celor ale stan-
dardelor utilizate, iar In multe cazuri chiar le depasesc, demonstrand faptul, ca acestia
se leaga eficient cu enzimele tintd contribuind la inhibitia lor. Rezultatele calculelor
computationale demonstreaza faptul, ca majoritatea compusilor au o afinitate mai mare
de legare fata de 1U1Z, sugerand idea, ca anume intreruperea biosintezei acizilor grasi
ar fi calea cea mai probabild de actiune a compusilor cercetati asupra patogenilor. Com-
pusul 5 si caspofungina au ardtat cea mai mare afinitate de legare de structura 3QLS, in
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timp ce 2 si 8 s-au legat cel mai puternic de structura 2Q85. Kanamicina a demonstrat
valori similare ale energiei de legare de structurile 3QLS si 2Q85, si anume -8,0 si -8,1
kcal/mol, respectiv.
Tabel 3
Energia de legare a compusilor cercetati de enzimele tinta
si valorile experimentale ale CMI (ng/mL).

Energia de legare calculata (kcal/mol)
Compus cer-  E. coli P aerugi- C. albicans di- E. coli CMI (pg/mL)

cetat ADN gi- nosa FabZ, hidrofolatre- MurB, - conform tabe-
raza, 11z ductaza, 3QLS  2Q85 lelor amintite in
1KZN text
1 -6.8 -7.7 -6.9 -6.7 0.06-0.125
2 -7.5 -7.7 -7.3 -8.1 0.9-1.0
3 -6.6 -7.7 -6.7 -7.1 0.064-2.0
4 -6.2 -7.7 -6.4 -6.4 0.064-2.0
5 -8.9 -8.8 -10.2 -8.4 0.005-0.032
7 -8.0 -10.0 -8.5 -7.7 0.047-0.094
6 -7.6 -9.7 -8.7 -7.4 0.064-0.125
8 -6.1 -6.3 -6.9 -7.3 0.032-0.094
Caspofungina -6.1 -7.3 -7.7 -6.8 0.2-4.0
Kanamicina -6.8 -8.0 -7.6 -8.1

Pentru E. coli ADN giraza (1KZN), sirul activitatii compusilor cercetati conform
energiei de legare cu structura bacteriei este urmatorul:

5>7>6~2>1=kanamicina > 3 > 4 = 8 = caspofungina. Vizualizarea detaliata a
rezultatelor obtinute arata, cd toti compusii cercetati ocupd buzunarul proteic in acelasi
mod ca si standardele utilizate, caspofungina si kanamicina.

Pentru Pseudomonas aeruginosa FabZ (1U1Z), sirul activitatii compusilor cercetati
conform energiei de legare cu structura bacteriei este urmatorul: 7 > 6 > 5 > kanamicina
>2 =1 = 3/4 > caspofungina> 8. Vizualizarea detaliata a rezultatelor obtinute arata, ca
majoritatea compusilor cercetati ocupa buzunarul proteic in acelasi mod ca si kanamici-
na. Compusul 5 se plaseaza in acelasi buzunar cu caspofungina, iar compusul 8 se leaga
in apropiere de caspofungind, insd in alt buzunar, cele doud locatii avand proprietati
fizico-chimice diferite.

Pentru C. albicans dihidrofolat reductaza (3QLS), sirul activitatii compusilor
cercetati conform energiei de legare cu structura bacteriei este urmatorul: 3 > kanami-
cina > 4 > 6 = 7 > 8 > caspofungind = 5 > 2 > 1. Vizualizarea detaliatd a rezultatelor
obtinute aratd, ca structurile 3 si 4 ocupa buzunarul proteic in acelasi mod ca si caspo-
fungina, structurile 2, 1 si 7 se leaga in buzunarul de legare a kanamicinei, iar structurile
5, 6 si 8 ocupa un alt buzunar proteic.
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Pentru E. coli MurB (2Q85), sirul activitatii compusilor cercetati conform ener-
giei de legare cu structura bacteriei este urmatorul: 5 > 2 = kanamicind > 7 > 6 = 8
> 3 > caspofungind =~ 1 > 4. Vizualizarea detaliatd a rezultatelor obtinute arata, ca
toate structurile compusilor sintetizati in afara de 2 se plaseaza in buzunarul proteic
in acelasi mod ca si caspofungina, iar kanamicina si compusul 2 ocupa doud buzunare
distincte.

Astfel, rezultatele simuldrilor computationale prezentate coreleaza foarte bine cu
cele experimentale, fiind identificati corect cei mai activi trei compusi, si anume 5, 7 si 6.
In acelasi timp, astfel de simuliri oferd o perspectiva mai cuprinzitoare asupra modului
in care compusii se leagd de proteinele-tinta si actioneaza impotriva microorganismelor
patogene, facand posibild, pe viitor, identificarea potentialilor compusi antimicrobieni
inainte de a incepe sinteza lor experimentala, prin testarea diverselor structuri molecula-
re si optimizarea proprietatilor compusilor intr-un mod mai rapid si mai eficient. Aceasta
abordare extrem de valoroasd poate duce la dezvoltarea de compusi antimicrobieni mai
eficaci i mai siguri.

CONCLUZII

A fost realizat un studiu comparativ a testarilor in vitro In comparatie cu testul de
andocare moleculard a compusilor norlabdanici oxigenati si a compusilor hibrizi ter-
peno-heterociclici biologic activi. Activitatea antimicrobiand in vitro a compusilor de
sinteza a fost testata pe cinci tulpini de fungi si doud specii de bacterii Gram-pozitive si
Gram-negative, iar andocare moleculara a fost realizatd pe 8 structruri cu cea mai inalta
activitate antimicrobiana.
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