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ABSTRACT 

Neisseria gonorrhoeae is a gram-negative diplococci bacterium and a causative agent of 

gonorrhoeae, the second most prevalent sexually transmitted disease. The emergence of 

multiple drug-resistant ‘super gonorrhoea’ complicates the management and treatment of 

Neisseria gonorrhoeae infections. The antimicrobial-resistant (AMR) traits acquired by the 

pathogen are attributed to the cumulative mutations in the bacterial proteome, either in the 

direct targets of antibiotics or in the additional factors involved in AMR. A continuous 

evaluation of bacterial proteome is necessary to understand the global mutational landscape 

and identify conserved molecular targets and their respective inhibitors for therapeutic 

applications.  

In this study, a comparative genomic analysis of the N. gonorrhoeae genes (penA, ponA, 23s 

rRNA, rpoB, gyrA, parC, mtrR and porB) proposed to confer resistance to drugs like 

ceftriaxone, cefixime, azithromycin and ciprofloxacin, was done. The Shannon entropy data of 

this analysis disclosed highly uncertain amino acid positions in the antibiotic target genes. 

When a similar analysis was performed on the whole proteome of N. gonorrhoeae MDR and 

XDR isolates, two proteins, the L-asparaginase and the HtpX, emerged as highly conserved 

targets. Interestingly, in the drug-susceptible isolates, these two proteins also showed complete 

conservation, emphasising their importance in the growth and survival of the pathogen. L-

asparaginase is an amino hydrolase previously indicated to provide survival benefits to 

intracellular pathogens. HtpX is a putative metalloprotease, which is suggested to be involved 

in proteolytic control of membrane protein quality during stress. Thus, when functionally 

compromised using specific inhibitors, both NgA and NgHtpX are likely to act as duel targets. 

Therefore, both NgA and NgHtpX were cloned in E. coli, expressed and purified to 

homogeneity and their biophysical and biochemical properties were evaluated. NgA showed 



high stereospecificity and affinity for L -Asp, its natural substrate. Based on modelled structure, 

high-throughput screening and MD simulations, three FDA-approved drugs, pemirolast, 

thalidomide, and decitabine, displayed strong binding to NgA. The binding energies of the 

drugs were -20.14, -19.67, and -16.47 kcal/mol, respectively, compared to -6.82 kcal/mol for 

L-Asn. Subsequently, fluorescence quenching confirmed the high binding affinity of 

pemirolast thalidomide and decitabine to NgA with dissociation constants (Kd) 1.19 µM, 1.61 

µM and 0.90 µM, respectively.  

Similarly, in the case of NgHtpX, the zinc-binding potential was established using fluorescence 

quenching (Kd =0.4 µM), and E141 was identified as a crucial residue required for zinc binding. 

A composite high throughput screening followed by MD identified pemirolast (-15.18 

kcal/mol) and thalidomide (-19.13 kcal/mol) as highly efficient ligands. The binding was 

verified through fluorescence quenching, where pemirolast and thalidomide displayed binding 

affinities with dissociation constants (Kd) of 3.47 µM and 1.04 µM, respectively. Together, the 

pemirolast and thalidomide appeared to have a high binding affinity towards both NgA and 

NgHtpX targets. Conclusive evidence came from the cell viability assays where these drugs 

were found to impede the growth of N. gonorrhoeae culture effectively. Overall, our results 

provide high entropy positions in the targets of presently used antibiotics, which can be further 

explored to understand the AMR mechanism. Additionally, NgA, NgHtpX and their specific 

inhibitors identified can be explored further in combination therapy or dual therapy for 

managing gonococcal infections. 

 



सार 

नेइसेरिया गोनोिहोई एक ग्राम-नकारात्मक डिप्लोकोकी जीवाणु है और गोनोररया का एक पे्ररक एजेंट है, 

जो दूसरा सबसे प्रचडित यौन संचाररत रोग है। एकाडिक दवा प्रडतरोिी 'सुपर गोनोररया' के उद्भव 

नेइसेररया गोनोररया संक्रमण के प्रबंिन और उपचार को जडटि बनाता है। रोगज़नक़ द्वारा अडिग्रहीत 

रोगाणुरोिी-प्रडतरोिी (एएमआर) िक्षणो ंको बैक्टीररया प्रोडटओम में संचयी उत्पररवततन के डिए डजमे्मदार 

ठहराया जाता है, या तो एंटीबायोडटक दवाओ ंके प्रत्यक्ष िक्ष्य में या एएमआर में शाडमि अडतररक्त कारको ं

में। वैडिक पारस्पररक पररदृश्य को समझने और डचडकत्सीय अनुप्रयोगो ंके डिए संरडक्षत आणडवक िक्ष्यो ं

और उनके संबंडित अवरोिको ंकी पहचान करने के डिए बैक्टीररयि प्रोडटओम का डनरंतर मूल्ांकन 

आवश्यक है। 

इस अध्ययन में, एन. गोनोररया जीन (पेनए, पोनए, 23एस आरआरएनए, आरपीओबी, जीआईआरए, 

पासतसी, एमटीआरआर और पोरबी) का एक तुिनात्मक जीनोडमक डवशे्लषण डकया गया था, डजसमें 

सीफ्रीएक्सोन, सेडिक्साइम, एडज़थ्रोमाइडसन और डसप्रोफ्लोक्साडसन जैसी दवाओ ंके डिए प्रडतरोि प्रदान 

करने का प्रस्ताव डकया गया था। इस डवशे्लषण के शैनन एन्ट्र ापी िेटा ने एंटीबायोडटक िक्ष्य जीनो ंमें 

अत्यडिक अडनडित अमीनो एडसि की स्थिडत का खुिासा डकया। जब नेइसेरिया गोनोिहोई एमडीआि 

और एक्सडीआि आइसोिेट्स के पूरे प्रोडटओम पर एक समान डवशे्लषण डकया गया, तो दो प्रोटीन,  

एि-ऐसै्पिजाइनेस और एचटीपीएक्स, अत्यडिक संरडक्षत िक्ष्यो ंके रूप में उभरे। डदिचस्प बात यह है 

डक िर ग-अडतसंवेदनशीि आइसोिेट्स में, इन दो प्रोटीनो ंने रोगज़नक़ के डवकास और उत्तरजीडवता में 

उनके महत्व पर जोर देते हुए पूणत संरक्षण भी डदखाया। एि-एसै्परजाइनेज एक एडमनो हाइिर ॉिेज़ है डजसे 

पहिे इंटर ासेलु्िर रोगजनको ं को उत्तरजीडवता िाभ प्रदान करने के डिए संकेत डदया गया था। 

एचटीपीएक्स एक पुटेडटव मेटािोप्रोटीज है, डजसे तनाव दौरान डझल्ली प्रोटीन गुणवत्ता के प्रोडटयोडिडटक 

डनयंत्रण में शाडमि होने का सुझाव डदया गया है। इस प्रकार, जब डवडशष्ट अवरोिको ंका उपयोग करके 



कायातत्मक रूप से समझौता डकया जाता है, तो एनजीए और एनजीएचटीपीएक्स दोनो ंदं्वद्व िक्ष्य के रूप 

में कायत करने की संभावना रखते हैं। 

इसडिए, एि-ऐसै्पिजाइनेस और एचटीपीएक्स दोनो ंको ई. कोिाई में क्लोन डकया गया, समरूपता के 

डिए अडभव्यक्त और शुद्ध डकया गया और उनके जैवभौडतक और जैव रासायडनक गुणो ंका मूल्ांकन 

डकया गया। एनजीए ने अपने प्राकृडतक सब्सटर ेट एल-एएसएन के डिए उच्च रूड़िवाडदता और आत्मीयता 

डदखाई। प्रडतरूडपत संरचना, उच्च-थू्रपुट स्क्रीडनंग और एमिी डसमुिेशन के आिार पर, तीन एििीए-

अनुमोडदत दवाएं, पेडमरोिास्ट, थैडििोमाइि और डिडकटाबाइन, ने एनजीए के डिए मजबूत बंिन 

प्रदडशतत डकया। एल-एएसएन के डिए -6.82 किलो िैलोिी/मोल की तुिना में दवाओ ंकी बाध्यकारी ऊजात 

क्रमशः  -20.14, -19.67, और -16.47 किलो िैलोिी/मोल थी। इसके बाद, फ्लोरेसेंस क्वें डचंग ने एनजीए 

को पृथक्करण स्थिरांक (केिी) 1.19 माइक्रोन, 1.61 माइक्रोन और 0.90 माइक्रोन के साथ पेडमरोिास्ट 

थैडििोमाइि और डिडकटाबाइन के उच्च बाध्यकारी संबंि की पुडष्ट की। 

इसी तरह, एनजीएचटीपीएक्स के मामिे में, प्रडतदीस्थि शमन (केिी = 0.4 माइक्रोएम) का उपयोग करके 

जस्ता-बाध्यकारी क्षमता िाडपत की गई थी, और इ141 को जस्ता बंिन के डिए आवश्यक एक महत्वपूणत 

अवशेष के रूप में पहचाना गया था। एक समग्र उच्च प्रवाह क्षमता स्क्रीडनंग के बाद एमिी ने पेडमरोिास्ट 

(-15.18 डकिो कैिोरी/मोि) और थैडििोमाइि (-19.13 डकिो कैिोरी/मोि) को अत्यडिक कुशि डिगेंि 

के रूप में पहचाना। बाइंडिंग को प्रडतदीस्थि शमन के माध्यम से सत्याडपत डकया गया था, जहां पेडमरोिॉस्ट 

और थैडििोमाइि ने क्रमशः  3.47 माइक्रोएम और 1.04 माइक्रोएम के पृथक्करण स्थिरांक (केिी) के 

साथ बाध्यकारी समानताएं प्रदडशतत की।ं साथ में, पेडमरोिास्ट और थैडििोमाइि एि-ऐसै्पिजाइनेस और 

एचटीपीएक्स दोनो ंिक्ष्यो ंके प्रडत एक उच्च बाध्यकारी संबंि रखते हैं। सेि व्यवहायतता परख से डनणातयक 

सबूत डमिे जहां इन दवाओ ंको एन गोनोररया संसृ्कडत के डवकास को प्रभावी ढंग से बाडित करने के डिए 

पाया गया। कुि डमिाकर, हमारे पररणाम वततमान में उपयोग डकए जाने वािे एंटीबायोडटक दवाओ ंके 



िक्ष्यो ंमें उच्च एन्ट्र ापी स्थिडत प्रदान करते हैं, डजन्हें एएमआर तंत्र को समझने के डिए और खोजा जा सकता 

है। इसके अडतररक्त, एि-ऐसै्पिजाइनेस, एचटीपीएक्स और उनके डवडशष्ट अवरोिको ं की पहचान 

गोनोकोकि संक्रमणो ंके प्रबंिन के डिए संयोजन डचडकत्सा या दोहरी डचडकत्सा में की जा सकती है। 
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