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REZUMAT ——

Acumularea actuala a unor multiple informatii privind secventele complete a moleculelor de ADN, provenind din genomele multor
prokariote, a permis definirea intregului patrimoniu genetic al acestora. Colectia de date genomice a permis cunoasterea aprofundata
a intimitatii arhitecturii moleculare a celulelor bacteriene, reveland structurile de baza genetice si metabolice care asigura viabilitatea
acestor microrganisme. Informatiile genomice au permis detectarea unor cai noi de inhibare a cresterii si viabilitatii bacteriilor,
amplificand numarul posibilelor tinte bacteriene ce vor fi folosite pentru crearea unor noi clace de antibiotice. Lucrarea de fata
examineaza cum sunt aplicate conceptele si mijloacele genomicii experimentale in descoperirea de tinte antibacteriene, un prim
pas necesar in dezvoltarea unor noi clase de antibiotice.

ABSTRACT ——

Complete DNA sequence information has now been obtained for several prokaryotic genomes, defining the entire genetic complement
of these organisms. The collection of genomic data has provided new insights into the molecular architecture of bacterial cells,
revealing the basic genetic and metabolic structures that support viability of the organisms. Genomic information has also revealed
new avenues for inhibition of bacterial growth and viability, expanding the number of possible drug targets for antibiotic discovery.
This review examines how genomic sciences and experimental tools are applied to antibacterial target discovery, the necessary
first step in the development of new antibiotic classes.

INTRODUCERE  Doar 5 AB noi sunt actualmente testate prin trialuri
clinice si doar alte 18 se afld in faze de studiu

Bolile infectioase, bacteriene si virale detin o preclinic, comparativ cu cele peste 2.600 de medi-

pondere importantd in patologia generala a mi-
leniului al II-lea, cele mai frecvente fiind repre-
zentate in figura 1.

Antibioticoterapia actuald este intr-o situatie de
impas existdnd argumente solide in favoarea
acestei afirmatii:

* Dezvoltarea/extinderea rezistentei fatd de toate
clasele de antibiotice (AB), incluzand chiar si pe
cele mai recente, limiteaza mult optiunile pentru
alegerea unui AB, corelate cu o prevalentd tot
mai crescutd a infectiilor. Ex. cresterea si extin-
derea rezistentei pneumococilor fatd de cefalo-
sporine sau extinderea rezistentei stafilococilor
fatd de glicopeptide.

* Din 1.450 noi molecule terapeutice introduse pe
piata mondiala 1n ultimii 25 de ani, doar 13 au
fost produse antimicrobiene.

Tuberculoza
12%

Malaria
8%

Alte boli
13%

Boli diareice
17%

HIV/AIDS
20%

Figura 1

camente deja utilizate in alte patologii.

* AB cu adevérat noi sunt tot mai putine, majoritatea
celor noi fiind derivate din AB-le mai vechi.

* Problema devine si mai gravd datoritd (re)emer-
gentei de noi patogeni cu potential rapid de rds-
pandire. Din cele peste 130 de antibiotice exis-
tente pe piatd doar aproximativ 30 isi mai pds-
treazd actiunea asupra unui grup tot mai restrans
de germeni.

Cateva dintre mecanismele de dezvoltare a
rezistentei la AB sunt prezentate in tabelul 1.

In ultimii 25 de ani, screeninguri efectuate asupra
celulei bacteriene integrale (incluzand §i un numdr
mare de studii genomice), aldturi de screeninguri, in
vivo, ale tintelor — au fost folosite pentru a testa si a
realiza biblioteci de compusi sintetici, Tn efortul de a
obtine noi structuri cu o potentiald actiune antimicro-
biand. Majoritatea antibioticelor noi actuale sunt pro-
dusi naturali sau semisintetici derivati din acestia,
asigurand o eficacitate antibacteriand temporard. Spre
exemplu:

e aparitia noilor fluorochinolone sau a pe-
nemilor demonstreazi eficienta utilizdrii mole-
culelor AB sintetice noi.

» descoperirea oxazolidinonelor, cu primul re-
prezentant- Linezolidul, dar fatd de care se
comunicd, din anul 2005, multiple rezistente.
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Tabelul 1.

Unele mecanisme de rezistentd bacterianad la antimicrobiene

Mecanisme biologice | Alterarea transportului AB-lor

Modificari enzimatice

Multiplicarea pompelor de eflux
Enzime degradante ale AB: ex. -lactamazele
Enzime modificatoare ale AB-lor ex. aminoglicozidele

Achizitionarea unor
mecanisme genetice
de rezistenta

Mutatii cromozomiale

Plasmide

Bacteriofagi; AND nud

Alterarea tintelor intracelulare: ex. alterarea situsurilor
de legare ale AB.

— Alterari ale enzimelor implicate in sinteza ADN.
Transpozoni.

Ex: Tn916. — pt. gena de rezistentd la Tetraciclind

* descoperirea diarylchinolinelor- ca inhibitori
specifici ai ATP-sintetazei myco-bacteriilor, cu
efect killing specific — printr-un mecanism de
inhibare a tintei.

Ca urmare, se impune introducerea unor noi teh-
nologii de abordare a studiului si sintezei de mole-
cule cu functie anti-bacteriana care sa ldmureasca:

* intimitatea structurald si de actiune a pato-
genilor,

* modul prin care acestia isi dezvoltd progresiv
mecanismele de rezistenta.

Aceste noi tehnologii de abordare fac apel la

mijloacele genomicii si proteomicii.

Cu se ocupd cele doud domenii de cercetare?

Genomica: are ca obiect analiza sistematicd si
comprehensivd a structurii si functiei unui genom,
efectuatd in scopul identificdrii si intelegerii rolului
unor gene, iar

Proteomica: se ocupd cu analiza completd a com-
ponentelor unor proteine sau studiul setului complet
de proteine codate de un genom. In plus, proteomica
cirumscrie: identificarea si cuantificare proteinelor, de-
terminarea localizirii lor, a modificdrilor, interactiunilor,
activittilor precum si a functiilor acestor proteine. Legat
de definirea proteomicii, ca parte a geneticii moleculare,
vom reaminti ca:

Proteomul: reprezinta setul de proteine exprimat/
codat de un genom. In timp ce genomul este static,
proteomul se modificd continuu ca rdspuns la
actiondri externe sau interne.

ETAPELE STUDIULUI GENOMIC

Etapele studiului genomic cuprind o serie de
succesiuni, dintre care esentiale sunt:

* obtinerea genomului microbian, identificarea
tintei & validarea ei (compararea produselor
genice),

» schitarea designului inhibitorilor specifici pen-
tru tinta validatd.

Studiile de proteomicd au permis identificarea si
intelegerea unor mecanisme biologice de corelare
dintre proteine, dimensiunile proteinelor i structura
proteinelor cu functiile acestora. La ora actuald s-au
acumulat un numdr enorm de date de genomica si

proteomicd care pot accelera tehnologiile de diag-
nostic si tratament sau de producere de noi molecule
terapeutice. Dar concomitent a apdrut, tot mai strigent,
necesitatea ca pletora de date acumulate si fie inte-
gratd in baze de date, sa fie stocata si usor disponibila
sd fie multiplu analizatd si sd se asigure exploatarea
si manipularea secventelor biologice, a structurii
proteinelor si acizilor nucleici din diverse genome,
precum si a functiilor. Etapa finald a acestor procedee
de investigare ar fi consemnarea datelor obtinute in
vederea translatei lor in practica producerii de me-
dicamente. (Stanley Fields ,,Proteomics in Genome-
land* Science 291: 1221-1224 Feb. 16, 2001)

Genomurile integrate

Dimensiunile relativ mici ale genomului bacterian
sunt convenabile pentru elaborarea acestor tehnologii
si investigarea modificdrilor moleculare suferite de
o bacterie in timpul desfdsurdrii procesului infectios.
In cele ce urmeazi vom prezenta o sintezi a respecti-
velor tehnologii privind transcrierea i exprimarea
proteinelor precum si unele aspecte privind bazele
moleculare ale patogenititii microbiene. Datele ob-
tinute in urma utilizdrii noilor tehnologii pot fi inte-
grate si analizate pentru a crea §i testa modele de
retele moleculare. Intelegerea si controlarea puncte-
lor-cheie ale mecanismelor de patogenitate poate face
ca ulterior aceste mecanisme si serveasca drept tintd
pentru agentii antibacterieni. Medicamentele care
actioneazd asupra unor asemenea tinte par avea un
spectru relativ asemdnator, reducind probabilitatea
aparitiei unor fenomene de rezistentd. (tabelul 2)

Genomica functionald, genomica comparativa si
mijloacele/procedurile proteomicii sunt combinate
in vederea identificdrii unor noi tinte si pentru selec-
tarea, dintre acestea, a celor mai potrivite pentru a
produce noi inhibitori provenind din studiul specific
al tintei. Aceste metode deschid noi cdi pentru inte-
grarea, intr-un tot unitar, a disciplinelor de bioinfor-
maticd, genomicd si proteomicd cu mijloacele tradi-
tionale ale biochimiei si geneticii, avind drept obiec-
tiv final producerea mai multor molecule cu actiune
antiinfectioasd. Secvente aditionale sunt disponibili
in baze comerciale de date.
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Tabelul 2.

Etapele cercetdrii genomice in realizarea unui compus antibacterian

Sistemul modelului de infectie

Exprimarea proteinei-marker a patogenului

v

Modelul infectat cu ag. patogen

Durata de timp

Probe/specimene de analizat

Profile de transcript

Stabilirea profilului proteinelor

v

Identificarea centrelor si nodurilor retelei moleculare

v

NOTA: Seturile de date provenite de la diverse
platforme pot fi integrate si analizate daca

Identificarea si validarea tintei

experimentele sunt realizate intr-o maniera care ofera

v

un context adecvat de comparare a datelor (Modificat
dupa Krishnanand Kumble- Genomics in Antibacterial
Drug Discovery. Vol 6. pp. 33-35.2005)

Screening-ul compusului antibacterian

Analizarea secventelor genomice

Secventializarea genomului bacterian este, pina
acum, rezultatul analizei secventiale a mai mult de
50 de genomuri de germeni patogeni. Numarul sec-
ventelor codante sau cadrele deschise de citire (ORF)
ale genomului pot fi deduse si prezise din secventa
genomicd. Aceste ORF-uri sunt studiate pentru deter-
minarea unor regiuni conservate a familiilor de pro-
teine sau pentru precizarea unor caracteristici — cum
ar fi unele structuri de membrand sau unele semnale
secretoare.

Semnalele secretoare ar putea fi reprezentate de
proteine ce conferd virulentd, mai ales dacd sunt lo-
calizate la nivelul suprafetei celulare sau dacd sunt
secretate (spre ex. ca enzime). Analiza tandemului
de secvente repetitive, aratd cd acestea sunt situate
adesea la nivelul sau in vecindtatea unor gene de
virulentd si cd modificiri ale numdrului de copii, care
altereazd exprimarea genelor de virulentd, vor
conduce la variatii antigenice sau de alte tipuri de
variatii.

Acumularea informatiilor privind secventele
genomice ale unui numdr tot mai mare de bacterii,
atit patogene cit si nepatogene, a creat posibilitatea
compardrii secventelor acestora si ca urmare, a ob-
tinerii unor informatii multiple privind mecanismele
virulentei. Aceste date nu s-au obtinut doar prin
analiza unui singur genom. Acele secvente comune,
care nu se regasesc si la alte genuri de bacterii, pot
reflecta caracteristici morfologice unice dar, la fel
de bine si interactiuni cu gazda. Compararea unor
tulpini diferite, dar apartinand aceleiasi specii bacte-
riene care infecteaza, in vitro, diverse tesuturi, poate
conduce la identificarea unor gene diferite, aducand

informatii asupra mecanismelor intime ale infecti-
vitdtii. Secventele obtinute din multiple izolate, dar
apartinind unui singur patogen sunt evaluate pentru
a obtine noi informatii asupra mecanismelor variabili-
tdtii genetice prezente la anumite specii, facilitand,
astfel, stabilirea unor corelatii intre genotipul si feno-
tipul caracteristic unui anume patogen. Pentru utili-
zarea microtestelor de analizd a ADN, descoperirea
unor noi tinte bacteriene si catalogarea genelor repre-
zintd primul pas. A doua etapd este reprezentatd de:

Analiza exprimarii transcriptului

Aprecierea exprimadrii nivelului de exprimare a
transcriptului permite investigarea unui intreg meca-
nism biologic. Contextul in care fiecare gena este
supra- sau sub-reglatd permite consemnarea unor
posibile functii pentru alte noi gene. Microtestele, in
combinatie cu alte metode de izolare a ARNm bac-
terian, obtinut din tesuturi infectate, ce exclud
transcriptele gazdei, sunt extrem de utile pentru stu-
diul exprimdrii genelor unui patogen. Aceste micro-
teste au fost folosite pentru investigarea unor meca-
nisme de invadare a gazdei, permitand si investi-
garea unor mecanisme de apdrare imunologicd sau
de supravietuire ale gazdei. (P.A. Bryant si col., Lan-
cet, vol. 4, pp. 100-111 (2004). Determinarea profi-
lului transcriptelor a fost, de asemenea, folositd pentru
identificarea diferentelor de rdspuns dintre organis-
mele-gazda (varstd, sex, si tipul de celuld) pentru
acelasi tip de patogen (sau tulpini diferite ale aceluiasi
patogen) sau pentru agenti patogeni diferiti. Determi-
narea acestor diferente este importantd pentru Intele-
gerea mecanismelor moleculare ale infectiei.
Cresterea volumului bazei de date privind profilul
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raspunsului la infectii cu diversi patogeni, 1n variate
conditii si Tn diverse stadii ale evolutiei infectiei,
permite descifrarea tot mai profundd a bazelor
moleculare ale patogenititii. Au fost puse la punct o
serie de metode predictive pentru desemnarea unor
modele de interactiuni proteice, provenind din datele
privind secventa si exprimarea transcriptelor unor
patogeni. Pe mésurd ce s-au acumulat o serie de date
provenind de la diverse laboratoare, s-a impus
necesitatea de utilizare a unor standarde comune
pentru toti. Incorporarea unor transcripte cunoscute,
Incepand cu simpla preparare a unor probe si conti-
nuand cu etichetarea si hibridizarea acestora, necesitd
elaborarea unor standarde calitative, realizate prin
determinarea si gestionarea unor erori sistemice sau
experimentale. Totusi, pentru modelarea unor retele
moleculare, este nevoie, In afara datelor obtinute prin
determinarea profilului transcriptelor si de obtinerea
de date privind exprimarea proteinelor, in scopul
determindrii cantitative a ARNm.

Complexitatea proteomului bacterian cuprinzand
aproximativ 6.000 de specii moleculare este, pe scala
de marime, mai mica decét proteomul celulelor de
mamifere, facand posibild obtinerea unei exprimadri
globale a profilului proteinelor — cu ajutorul tehno-
logiilor de uz curent. Electroforeza bidimensionald
(2-DE) combinatd cu spectometria de masd (MS) si
robotica permit utilizarea a unor geluri multiple
precum si prelevarea si analizarea a sute de probe 1n
fiecare zi. Compararea profilelor de exprimare a pro-
teinelor poate fi obtinuta folosind tehnologia 2-DE
prin marcarea a 2 probe, fiecare avand o culoare
diferitd, si apoi prin procesarea lor pe acelasi gel.

Unele tehnologii mai noi, cum ar fi marcajul
izotopic al afinitdtii codate (ICAT) — cromatografia
in fazd lichidd/spectrometria de masd (LC/MS) si
desorbtia asistatd prin laser al matricei celulei
intacte, timpul de ionizare al spectrometriei de masd
au nceput a fi folosite pentru obtinerea de profile
proteice.

A fost realizat un sistem de baze de date ce inglo-
beazd datele otinute prin studiile microbiologice ce
au utilizat tehnologii de tipul 2-DE/Ms, ICAT-LC/
MS, precum si datede clasificare functionald a
proteinelor-provenite realizate pe baza datelor furni-
zate de studiile privind genomica, metabolismul si
alte mecanisme biologice. Aceste baze de date sunt
incontinuu actualizate. Vom detalia mai jos principiile
unor tehnologii folosite de proteomicd si genomica.

Etapa finala a acestor procedee de investigare
este consemnarea datelor obtinute in vederea
traducerii lor in producerea de medicamente.
(Stanley Fields ,,Proteomics in Genomeland Science
291: 1221-1224 Feb. 16, 2001).

SELECTAREATINTEI )
FOLOSIND INFORMATIA GENETICA

Fiecare tintd noud identificatd prin secventializare
geneticd, trebuie sd Tndeplineascd cateva criterii de
bazd pentru a putea fi consideratd o potentiald tintd.

Tintele trebuie si realizeze 4 criterii: esentialitatea,
selectivitatea, spectrul si functionalitatea.

Existd mijloace de identificare/consemnare/dispo-
nibile care Tnregistreazd termenii coddrii ORF pentru
proteine, incluzand tehnologiile de tip Glimmer si
TopPred (in vederea predictiei domeniilor de extin-
dere a membranei i Tn mod similar, a proteinelor
membranare). Un alt tip de consemnare foloseste
intregul genom pentru a evidentia direct asemdndrile
cu proteine cunoscute folosind metodologii de tipul
BLASTX, BLASTN si TBLASTX.

Aceste metode nu se bazeazd pe date prezumtive,
asociate cu definirea segmentelor ORF, ci pe sec-
ventele brute, pentru a putea confrunta domeniile
genomice — ORF, comparandu-le cu cele ale unor
proteine cunoscute.

Procesul identificdrii si consemnarii include, de
obicei investigarea a 5 regiuni ale fiecirui ORF,
pentru a defini codonii, pozitia siturilor de legare a
ribozomilor, a presupuselor secvente — promotor si
a secventelor — terminator transcriptionale.

Conditii pentru selectarea tintei

Secventa ADN asamblatd trebuie stocatd astfel
incét sd furnizeze informatii privind localizarea ORF
(open reading frame), dimensiunea, structura primara
(de ex.: secventa de aminoacizi) si numarul de gene
similare (orthologe si paraloge) din genom.

1. Tinta trebuie sa fie esentiald pentru cresterea,
replicarea si viabilitatea microorganismului.

2. Tinta trebuie sd fie selectivd. Selectivitatea se referd
la tinte bacteriene care nu au un receptor specific
in organismul animal. Selectivitatea este un
criteriu pentru posibilele probleme de toxicitate
care se pot ivi la compusi care inactiveazd tinta
bacteriand cu activitate corespunzdtoare in gazda
animald.

3. Tinta trebuie sa fie prezentd in structura mai multor
patogeni asigurand un spectru adecvat pentru
potentiali inhibitori. In principiu, tintele moleculare
ale antibioticelor din comert au ca loc de actiune
procesul translatiei, enzime ale sintezei peretelui
bacterian, polimeraze ARN, topoizomeraza Il sau
tinte metabolice selectate, toate acestea fiind
prezente la un numar important de patogeni.

Au fost conturate doud directii de bazd, acestea
fiind cele mai eficiente in folosirea informatiei
genetice:
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Genomica comparativa se referd la un set de
mijloace bioinformatice care permit compararea unui
genom bacterian cu un set existent de informatie
genomicd, obtinut Tn urma secventializarii, atit a
eucariotelor ct si a procariotelor. In linii mari, ge-
netica comparata se bazeaza pe similaritatea secven-
telor genetice pentru a atribui o functie unei gene
tintd, prin comparatie cu gene dintr-o bazd de date
existentd. Aceastd comparatie poate fi facutd la nivelul
secventei ADN, dar uneori necesitd comparatii liniare
ale translatiei proteinelor, intre secventa cautata si o
secventd din baza de date.

Genomica functionald se referd la inhibarea unor
gene pentru a afla dacd acestea sunt vitale pentru
viata bacteriei Tn medii de culturd sintetice sau daca
sunt necesare cresterii in infectia unei gazde. Genetica
functionald se bazeazd pe tehnici prin care se inacti-
veazd o gend, ce includ:

» disruptia genelor;

* exprimarea conditionata;

* izolarea mutatiilor conditionat letale.

DEFINIREA IN VITRO SI IN VIVO
A GENELOR ESENTIALE

Genele esentiale pentru cresterea si viabilitatea
bacteriilor pe medii de culturd sunt implicate in
cresterea si viabilitatea lor In gazdele infectate.

Din acest motiv, genele esentiale in vitro constituie
principalul obiectiv al cercetarilor recente pentru
descoperirea de noi agenti antimicrobieni.

Un al doilea set de gene, codificand functii esen-
tiale pentru supravietuirea agentului patogen la
nivelul gazdei, dar care nu sunt necesare pentru
cresterea in vitro, reprezintd o larga colectie de gene
tintd care nu au fost ,,exploatate* n era pregenomica.

Conceptul principal al metodelor moderne de
studiu genomic in vivo de este utilizarea unui sistem
eficient de transpozoni pentru generarea de insertii
aleatorii in cadrul genomului. Pentru obtinerea unei
descrieri complete a genelor esentiale pentru crestere,
replicare si supravietuire n organismul gazdelor
infectate au fost necesare noi instrumente genetice.

Colectiei de mutanti obtinuti prin aceste procedee
ii este permisd selectiv, dezvoltarea, astfel incit mu-
tantii incapabili sd supravietuiascd post-mutageneza
sunt eliminati din populatie.

Insertiile in genele non-esentiale (de ex. insertiile
viabile) sunt detectate de o ,,urmi‘“ moleculari, fo-
losind PCR pentru amplificarea segmentelor de ADN
— constituite, prin insertia de transpozoni (trans-
portorul primar) si locatii definite de la nivelul geno-
mului hibridizat de tintd primard. Prin reactii PCR au
fost multiplicate gene exprimate individual.

Metode genomice de identificare a tintelor esentiale

Metodele genomice pentru identificarea tintelor
esentiale necesare supravietuirii in organismul gazdei
se bazeazd pe doud strategii:

A. Strategii bazate pe exprimarea genelor bacteriene
B. Strategii bazate pe functia genelor bacteriene

In metodele bazate pe exprimare se obtine o
imagine a expresiei genetice intr-un anumit mediu
infectat; totusi, aceste gene nu indicd care dintre
functiile exprimate sunt critice pentru supravietuirea
in gazda infectatd. Aceste abordari necesitd pasul
aditional al constituirii mutatiei directe in gena tinta
si o reevaluare In modelele de infectie in vivo pentru
a confirma modelul.

in metodele bazate pe functie, mutantii sunt fixati
direct Intr-un anumit mediu-gazda; identificarea directa
a genelor mutante prin complementare sau prin analiza
inversd a PCR permite studiul ulterior al genelor tint,
fard necesitatea confirmdrii atenudrii observate.

Metode genomice bazate pe exprimarea geno-
mica sunt reprezentate prin:

* tehnologia exprimdrii in vivo = VIVE = IVET si

* inductia fluorescentd diferentiatd (DFI) care iden-
tificd promotori ai genelor, conditional activi, pre-
zenti Tn mediul gazdei dar absenti Tn conditii de
laborator.

Odata identificati, acesti promotori pot fi secventi-
alizati, iar genele a caror exprimare se afld sub con-
trolul lor, pot fi identificate prin analiza secventelor
sau prin analizd comparativa.

Metodele de identificare a promotorilor pot fi
configurate prin simpli «raportori» cum ar fi gena
lac Z, al cdrui produs (B galactozidazi) are o activitate
ce poate fi usor monitorizata in mediile de laborator.

Conditii produse in vitro, care se comportd ca
surogate ale conditiilor in vivo, pot fi ulterior realizate
printr-un set de promotori, activati prin expunerea la
anumite conditii speciale de crestere. Tehnicile bazate
pe functia genelor pentru identificarea tintelor
bacteriene prin metode ,,VIVE* (in vivo) sunt:

1. Metoda DRDA (analiza ARN diferential)

2. STM (mutageneza identificatd specific)

3. DFI (inductia fluorescentd diferentiatd)

4. SMIT (tehnologia identificédrii markerilor in
functie de dimensiune) utilizatd pentru identi-
ficarea tintelor VIVE se bazeazi pe o selectie
negativd ce determind fitnessul in vivo al mu-
tantilor individuali marcati, printr-o molecula
de dimensiuni prestabilite.

5. PCR multiplex permite evaluarea ,terminatiilor
libere* obtinute din probele de tesut fard a fi
necesare culturi pentru bacteriile obtinute; este
posibil sd aparad pierderi aleatorii de «terminatii
libere» ale mutantilor in probele recoltate.
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Metodele proteomicii

Multe tehnici proteomice se axeazd pe utilizarea
proteinelor ca ,,momeald“ pentru obtinerea interac-
tiunilor proteice. Exemple:

» folosirea cipurilor de silicon marcate cu o pro-

teind cunoscuta,

* fractionarea unei proteine intracelulare si

* identificarea interactiunilor proteice specifice

prin spectrometria de masa

Testele automate 2-hybrid furnizeazi o proba
care masoard interactiunea proteind-proteind, avand
ca rezultat aparitia unui efect terapeutic. Forta acestei
aborddri pentru validarea tintei se bazeaza pe faptul
cd pot fi obtinuti ,,binderi* (elemente de legiturd)
ale oricdrei proteine tinta.

Probele de inlocuire competitiva pentru gésirea
componentelor moleculare de dimensiuni reduse, ce
se leagd mai puternic decat peptidul inhibitor, consti-
tuie baza pentru noi investigatii In detectarea inhibito-
rilor tintelor proteice:

* marcajul izotopic al afinitdtii codate (ICAT)

* cromatografia in fazi lichida

* spectrometria de masd (LC/MS)

* desorbtia asistatd prin laser al matricei celulei

intacte

* timpul de ionizare al spectrometriei de masi

Noi strategii proteomice pentru depistarea si
validarea tintelor:

» producerea unei peptide care blocheaza functia

de sinteza a tintei

» producerea de ARN-antisens pt. subreglarea

exprimdrii genei-tintd

* interactiunea proteind-proteind: este o metoda

de apreciere a corelatiei unor modificéri, reali-
zate Tn exprimarea proteinelor, prin care, intr-o
celuld, fiecare proteind 1si poate exercita in-
fluenta, intr-un anumit interval de timp, asupra
unei alte proteine.

Au fost izolate complexe multi-proteinice folo-
sind markeri de afinitate, urmate de identificari ale
proteinelor din complex — utilizand spectrometria de
masd. Datele au fost folosite pentru a modela o retea
de interactiuni proteice ce permite identificarea func-
tillor celulare ale unor noi proteine si precizarea sau
derivarea unor noi mecanisme biologice.

Necesitatea unor abordari sistematice

Dezvoltarea unor noi substante antibacteriene va
depinde de o mai bund intelegere a fiziologiei bacte-
riene si a biochimiei acesteia in contextul infectiei
gazdei. Realizarea unui sistem integrat de date
provenind din variate surse si ,,platforme tehnolo-
gice* sau a unor date publicate in literatura de specia-

litate a fost informatizatd prin prelucrare compu-
terizatd (J. Starck si col. Trends Biotehcnol., vol. 21,
pp. 290-293. 2003). Constructia de modele ce utili-
zeaza date provenind de la o singurd platforma, spre
ex., profilul transcriptelor, nu este suficientd pentru
a realiza o retea de modele, mai ales cand se compara
exprimarea genelor in termenii de transcripte si
proteine care, Insd, se coreleazd insuficient, mai ales
datoritd unor diferente existente intre ratele de turnover
a transcriptelor si cele ale proteinelor corespunza-
toare. In ultima vreme s-a reusit, totusi, constructia
unor modele utilizind date provenite de la platforme
multiple — exprimiri de transcripte si interactiuni
proteind-proteind — obtinute la intervale diferite de
timp din diverse laboratoare, care au folosit modele
experimentale cu un design diferit. Totusi, variatiile
de sensibilitate si de dinamica lineard dintre platforme
fac deosebit de dificild compararea rezultatelor obti-
nute prin utilizarea unor tehnologii diferite.
Apare deci provocarea pentru regindirea unui design
experimental in momentul in care datele, privind
inclusiv transcripte si exprimdri de proteine, obtinute
de pe multiple platforme si din stadii diferite ale
infectiei sd fie integrate si analizate, dacd designul
experimental permite un context comparativ. Acest
lucru presupune ca fiecare platforma de cercetare sa
foloseascd acelasi desen experimental si acelasi
control care sd permitd integrarea Intr-un sistem a
datelor obtinute. Metodele de integrare a datelor
provenite din variate surse si observatii experimentale
sunt cruciale pentru realizarea unor retele de modele
moleculare. Aceste modele pot produce criterii de
validare a experimentelor, de folosire a unor anumite
tehnologii, de apreciere integrativa a rezultatelor
obtinute etc.

Validarea tintelor

Validarea unor tinte antimicrobiene, care urmeaza
identificdrii acestora, poate fi realizatd folosind
diverse strategii. Inactivarea proteinelor bacteriene
reprezintd un punct de control in retelele moleculare
si se poate efectua prin diverse strategii de knock-
down, spre exemplu prin interferenta cu ARN.
Validarea tintelor poate reprezenta un potential pentru
identificarea unor alte tinte subsidiare ale aceluiasi
proces patologic, permitand sinergia unor AB si
posibilitatea reducerii aparitiei fenomenului de rezis-
tentd la antibiotice. Patogenii a cdror gend-tintd a fost
inactivatd pot fi folositi astfel pentru reducerea func-
tiei de virulentd si de infectivitate.Validarea tintelor
va putea fi analizatd ulterior focalizindu-se actiunile
asupra ADN-lui si asupra studierii proteinelor, in
scopul de a determina efectele inactivirii tintei asupra
altor componente aleprocesului patogenic, ce vor fi
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interceptate secvential, folosind seturi de probe obti-
nute de la modelele animale infectate.

Aproape toate antibacterienele utilizate Tn mod
curent sunt compusi care au fost identificati prin
studii screening efectuate pe celule intregi. Compusii
selectati in vederea folosirii lor in dezvoltarea unor
anumite antibiotice nu actionau pe anumite tinte celu-
lare dar inhibau un mare numar de patogeni. Aceasta
metodd de screening identifica, de cele mai multe
ori, aceeasi clasd de antibacteriene. O mai bund intele-
gere a mecanismelor biologice fundamentale la nivel
molecular a avut drept rezultat descoperirea unor noi
clase de medicamente dotate cu o mare specificitate
si eficacitate si cu putine efecte secundare. Un com-
pus antibacterian ideal trebuie sa posede o actiune
specific de tintd, iar actiunea sa sd nu poata fi afectatd
de mecanismele de rezistent antibacteriene. n plus,
un asemenea compus nu trebuie s producd efecte
adverse asupra gazdei. Descoperirea unor noi com-
pusi antibacterieni va depinde de fiabilitatea si sen-
sibilitatea testelor, unde fiecare identificare a tintelor
trebuie si foloseascd un sistem de investigare ,.cell-
free*, evaluind fiecare mecanism de cuplare/legare
sau de activitate. Legarea specificd a compusilor-
candidati trebuie sd fie testatd pe proteine apartinind
unei aceleiasi familii, folosind tehnicile de ,,protein
microarrays®, prin care mai multe proteine pot fi
evidentiate prin spoturi obtinute din aceeasi proba.

Este posibil ca AB-le naturale sd prezinte doar
20 de gene sau produse genice, dar care care, pe
parcursul evolutiei, au permis selectarea unor tinte
ce pot doar inhiba cresterea unor organisme compe-
titive. Pentru acele tinte, asupra cdrora organismele-
producdtoare de AB nu pot actiona, se actioneazi
azi prin compusi de sinteza care s-au dovedit a fi o
sursa mai buni de inhibitori. Dacd sansele unui
microb ce posedd enzime ce pot distruge acesti
compusi/AB sunt minimale, efluxul medicamentelor
poate fi un mijloc de a evacua AB- pentru unele dintre
acestea. Un inhibitor poate fi desemnat pentru o tinta
bine definitd structural, ca urmare a unor tehnici chi-
mice combinatorii, utilizate pentru sinteza unor
biblioteci de produse/clone recombinante destinate
screening-lui. Progresele realizate prin tehnologia
chimiei combinatorii si a altor metode de Tnalta
rezolutie vor facilita substantial potentialul antibiotic
al noilor produsi obtinuti prin aceste tehnologii.

Strategia integrarii datelor provenite
de pe platforme multiple

Renuntarea mai multor companii farmaceutice de
a continua cercetdrile In vederea obtinerii de noi AB
se datoreazd, 1n parte, esecului programelor construite
pe baza unor modele, din cauza raportului cost/calitate

si a producerii unor medicamente noi care sa prezinte
eficacitate in clinicd. Cheia viitoarelor descoperiri in
terapia bolilor infectioase se bazeazd pe realizarea
unor aplicatii ale noilor tehnologii ce vor combina
datele globale obtinute Tn urma cercetdrilor — cu
integrarea informatiilor provenite prin secventiali-
zarea genomului patogenilor, a unor genome
functionale si a unor studii de profiling ale transcrip-
telor si proteinelor. Un asemenea sistem de investi-
gare poate fi folosit pentru a intelege interactiunile
dintre patogeni si gazdele lor in timpul desfasurarii
procesului infectios. Traducerile informatiilor, bazate
pe computer 1n detalii de uz practic vor oferi date
asupra unor procese intime de identificare a unor
noi tinte antibacteriene.

Vechea paradigma a dezvoltdrii unui spectru larg
antibiotic sau a reducerii costurilor medicamentelor,
care sd fie eficace Tmpotriva unor patogeni multipli
isi poate gisi o noud abordare prin Tnalta selectivitate
a medicamentelor, ce are avantajul particularizarii
actiunii pe un anume patogen. Aceste realiziri vor
avea un impact semnificativ asupra unor micro-
organisme de tipul Mycobacterium tuberculosis, care
genereazd azi mari probleme, mai ales in situatiile
infectiilor apdrute la imunodepresatii HIV/AIDS
pozitivi. In acest sens mentionim identificarea
diarylchinolinelor — ca inhibitori specifici ai ATP-
sintetazei mycobacteriilor ce 1si demonstreaza eficaci-
tatea killing-lui specific asupra acestor tipuri de pato-
geni, printr-un mecanism de inhibare a tintei. (K.
Andries §i col., Science, vol. 307, pp. 223-227 (2005).

Respectivul mod de actiune al acestor molecule
terapeutice poate contribui intr-un procent mult mai
mic la cresterea generald a rezistentei datoritd specifi-
citatii tintei lor. Mai mult, combinarea unor medica-
mente care actioneazi asupra unor puncte de control
a unor doi sau mai multi patogeni, Intr-o manierd
specificd, poate bloca sau intirzia aparitia rezistentei
la AB.

CONCLUZII

Bolile infectioase continud sd rdménd o problema
de sdndtate publicd prin emergenta si reemergenta
lor. Aceastd problema poate fi efectiv influentata prin
utilizarea unor strategii comune, larg aplicabile tuturor
patogenilor, prin folosirea cit mai extensivd a noilor
tehnologii de identificare rapidda a unor noi agenti
antibiotici.

Glosar de termeni

Metoda secventializdrii shotgun: analizd care
foloseste secvente de dimensiuni foarte mici, alese



28 REVISTA ROMANA DE BOLI INFECTIOASE — VOL. X, NR. 1, AN 2007

aleator, a unor piese/fragmente clonate din genom,
fard a sti dinainte din ce parte a unui cromozom
provine respectivul fragment.

Spectometria de masd: tehnica folositd pentru
masurarea si analiza unor molecule. Tehnica
implica introducerea unei energii suficiente intr-o
tintd moleculard pentru a produce ionizarea si
dezintegrarea acesteia. Fragmentele moleculare
astfel rezultate sunt analizate, pe baza masei lor
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