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Stowa kluczowe:

Streszczenie

W koméree bakteryjnej chromosom wystepuje w postaci niezaleznych topologicznie domen,
ktérych przestrzenna organizacja kontrolowana jest przez biatka zwane topoizomerazami. Pra-
widlowa topologia chromosomu jest jednym z elementéw warunkujacych zachodzenie podsta-
wowych procesow, takich jak replikacja, transkrypcja oraz rekombinacja materiatu genetycznego.
Dodatkowo, najnowsze badania wskazuja na istotng rol¢ topologii chromosomu w przystosowaniu
bakterii do zmieniajacych sie warunkéw srodowiskowych, a w przypadku szczepéw patogennych
jej zwiazku z wirulencja. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost doniesieri o pojawianiu si¢ pa-
togennych gatunkéw bakterii opornych na stosowane antybiotyki. Z tego wzgledu poszukiwanie
nowych lekéw wydaje si¢ sprawg priorytetowa w walce z patogenami. W pracy oméwiono aktualny
stan wiedzy na temat bakteryjnych topoizomeraz typu IA oraz ich potencjalne zastosowanie jako
celéw dla nowych zwigzkéw antybakteryjnych.
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Summary

'The bacterial chromosome is composed of topologically independent domains, whose spatial
organization is controlled by enzymes called topoisomerases. Topology maintenance is crucial
in many important cellular processes such as replication, transcription and recombination. Mo-
reover, the role of chromosome topology in adaptation of bacteria to environmental changes
and, in the case of pathogenic strains, in their virulence was described. In recent years higher
numbers of pathogenic strains resistant to antibiotic treatment have been noticed. In this paper
we present the current state of knowledge about the structure and cellular functions of bacterial
topoisomerases IA. In particular, we discuss the potential use of these enzymes as new targets
for antibacterial compounds.
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Znaczny rozwdéj technik mikroskopowych i analitycznych
w ostatnich latach pozwolil na §ledzenie dynamiki chro-
mosoméw u wielu bakterii w trakeie ich cyklu Zyciowego.
Wykazano, ze chromosom bakteryjny nie jest strukturg
bezwladnie zawieszong w cytoplazmie, lecz jego organiza-
cja podlega precyzyjnej kontroli na réznych etapach roz-
woju komorki. W organizacje struktury chromosomu bak-
teryjnego zaangazowanych jest wiele bialek poczawszy
od matych, zasadowych biatek podobnych do eukariotycz-
nych histonéw, a koriczac na grupie enzymdw, zwanych
topoizomerazami, kontrolujacych topologie chromosomu.
Topologia chromosomu jest niezwykle istotna dla prawi-
dowego funkcjonowania komérki i wptywa na ekspresje
wielu genéw zaleznych od stopnia superskrecenia DNA.
Intensywne badania nad bakteryjnymi topoizomerazami,
poczawszy od lat 70 ub.w., kiedy po raz pierwszy ziden-
tyfikowano te enzymy [86], dostarczyly wielu informacji
na temat ich roli komérkowej. Ze wzgledu na mnogosé
opisanych funkgji, petnionych przez topoizomerazy w ko-
moree bakteryjnej oraz brak podobienistwa wzgledem ich
eukariotycznych homologéw, enzymy te wydaja si¢ dosko-
nalym celem w terapiach przeciwbakteryjnych.

STRUKTURA BAKTERYJNEGO CHROMOSOMU

Typowy chromosom bakteryjny jest pojedyncza, kowalen-
cyjnie zamknieta czasteczka dwuniciowego DNA. Oprécz
bakterii majacych pojedynczy chromosom w postaci koli-
stej, istnieja réwniez mikroorganizmy, u ktérych chromo-
som wystepuje w postaci liniowej czasteczki (Strepromy-
ces coelicolor [42], Borrelia burgdorferii [26]) lub moze by¢
wiecej niz jeden chromosom (Vibrio cholerae [82], Agro-
bacterium [2]). Chromosom(y) w komérce bakteryjnej wy-
stepuje/ja w postaci nukleoidu, czyli DNA zwigzanego
z biatkami oraz RNA, zanurzonego w cytoplazmie komérki
bakteryjnej i nicoddzielonego zadna bariera od jej pozosta-
tych sktadnikéw. Nukleoid zajmuje okoto 10-15% objetosci
komorki i stanowi u bakterii odpowiednik jadra komér-
kowego. Chromosom bakteryjny, niezaleznie od postaci
w jakiej wystepuje, musi przyjaé strukture umozliwiajaca
jego upakowanie wewnatrz komérki. DNA modelowego

szczepu Escherichia coli K12 MG1655, o dtugosci w przy-
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blizeniu wynoszacej 1600 pm, zbudowany jest z 4,6 Mpz
i musi ulec przynajmniej 1000-krotnemu skondensowaniu
[54,95], aby mdéc si¢ zmieéci¢ w komdrce bakteryjnej, kté-
rej dtugosé wynosi ~2,0-3,0 pm, a szeroko$é ~0,5-1,0 pm.
Jednoczesnie, pomimo znacznego upakowania, nukleoid
musi by¢ dostepny dla licznych biatek zaangazowanych
w takie procesy, jak replikacja, transkrypcja, rekombinacja
oraz segregacja materialu genetycznego, ktére obejmujac
rozlegle obszary chromosomu, réwniez wplywaja na jego
topologie. U bakterii, zwlaszcza tych szybko si¢ dzielacych,
procesy te zachodzg czgsto jednoczesnie, przez co chromo-
som staje si¢ czasteczka niezwykle dynamiczna i podlega-
jaca cigglym, przestrzennym rearanzacjom. Wiele analiz
mikroskopowych przeprowadzonych w ostatnich latach
wykazalo, ze chromosom bakteryjny jest strukturg wysoce
zorganizowana. Uwaza si¢, ze na organizacje DNA w ko-
morce wplywa juz sama sekwencja nukleotydowa, promu-
jaca tworzenie si¢ okreslonych struktur przestrzennych,
takich jak zgiecia i petle [52,74]. Dodatkowo upakowanie
chromosomu wewnatrz komoérki wspomagane jest przez
liczne, zasadowe biatka, tzw. NAPs (nucleoid associated
proteins) oraz RNA [95]. Ekspresja tych makroczaste-
czek podlega precyzyjnej kontroli i zmienia si¢ na réznych
etapach wzrostu komoérki bakteryjnej [6]. Ich role opisa-
no w wielu pracach przegladowych dotyczacych struktury
i dynamiki chromosomu [15,43,48,49]. Wykazano, ze duza
role w upakowaniu czgsteczki DNA pelni wprowadzanie
negatywnych superskretéw w jej obrebie. Negatywnie su-
perskrecony DNA w komérce E. coli wystepuje w postaci
kilkuset domen, z ktérych kazda ma wielko$¢ okoto 10
kpz. Poszczegdlne domeny sg topologicznie niezalezne
od siebie, stad uszkodzenie nici DNA prowadzi tylko do
lokalnej relaksacji chromosomu, nie obejmujac swoim dzia-
taniem catej czasteczki [63,75]. Uzyskane przez Deliusa
i Worcela [17] technikg mikroskopii elektronowej zdje-
cia chromosomu E. co/i sugerowaly poczatkowo model,
w ktérym chromosom bylby spiety przez zasadowe biatka
strukturalne, tworzace rdzeni i nadajace DNA ksztalt rozety.
Obecnie uwaza si¢, ze poszczegdlne domeny sg kotwiczo-
ne po wewnetrznej stronie blony komérkowej [23,39,72].
Gwaltowna liza $ciany komérkowej prowadzi do asocjacji
biatek kotwiczacych DNA, nadajac mu charakterystyczny
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ksztalt rozety obserwowany in vitro przez Deliusa i Wor-
cela [17]. Przypuszcza sig, ze lokalizacja domen jest dy-
namiczna i podlega czasowym zmianom przestrzennym.
Jednak rozmieszczenie poszezeg6lnych domen na konkret-
nych etapach cyklu komérkowego wydaje si¢ stale i pre-
cyzyjnie kontrolowane przez komérke bakteryjng [25].

W kontrolowanie superskrecenia DNA zaangazowane sg
biatka zwane topoizomerazami. Enzymy te katalizuja re-
akcje naciecia, przemieszezenia nici DNA oraz religacji
wigzania fosfodiestrowego. Rézny mechanizm dziatania to-

poizomeraz stal si¢ podstawowym kryterium ich podziatu
na dwa typy - I oraz II, ktére nacinaja odpowiednio jedna
lub dwie nici DNA (ryc. 1). Obie grupy topoizomeraz wy-
kazujg brak podobieristwa zaréwno na poziomie sekwen-
¢ji aminokwasowej, jak réwniez struktury przestrzennej,
sugerujac tym samym ich odmienne pochodzenie ewolu-
cyjne. Bakteryjne topoizomerazy typu I s3 monomerami,
natomiast topoizomerazy typu II dziataja w komérce jako
heterotetramery. W obrebie kazdej z grup, na podstawie
réznic w mechanizmie dzialania oraz homologii bialek

wzgledem siebie wyréznia si¢ dodatkowe podtypy.

A

OH

OH

2

Ryc. 1. Mechanizm dziatania topoizomeraz typu IA. Topoizomeraza IA rozpoznaje i wiaze DNA (A). W efekcie nukleofilowego ataku grupy hydroksylowej reszty tyrozyny w cen-
trum katalitycznym topoizomerazy na wigzanie fosfodiestrowe dochodzi do jego hydrolizy (wigzania fosfodiestrowego) z jednoczesnym utworzeniem przejsciowego
kompleksu kowalencyjnego miedzy grupa hydroksylowa tyrozyny, a uwolniona grupa fosforanowa na 5™-koricu przecietej nici (B). Nastepnie nietknieta ni¢ jest
przeciagana przez utworzone pekniecie (C). Peten cykl katalityczny koriczy sie religacja wiazania fosfodiestrowego i uwolnieniem czasteczki kwasu deoksyrybonuklei-
nowego (D). Nastepstwem dziatania topoizomeraz typu IA jest usuniecie jednego, negatywnego superskretu z czasteczki DNA po kazdym cyklu katalitycznym
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U wszystkich eukariontéw zidentyfikowano zaréw-
no topoizomerazy podtypu IA, jak réwniez IB [28].
W przypadku bakteryjnych topoizomeraz typu I wy-
réznia si¢ az trzy podtypy, odpowiednio IA, IB oraz IC,
przy czym jedynie podtyp IA jest obecny u wszystkich
opisanych mikroorganizméw, natomiast podtyp IB i IC
tylko u nielicznych gatunkéw. Podtyp IA obejmuje topo-
izomerazy I (TopA), III (TopB) oraz odwrotng gyraze,
natomiast IB niewielkie topoizomerazy, podobne struk-
turalnie do enzyméw identyfikowanych u pokswiruséw.
Do grupy IC nalezy nietypowy enzym, odkryty jak dotad
jedynie u Methanopyrus kandleri — topoizomeraza V [77].
Wszystkie zidentyfikowane bakterie majg przynajmniej
jedna topoizomeraze typu I, ktéra razem z gyraza — en-
zymem nalezacym do typu II, stanowia tzw. minimalny
zestaw topoizomeraz (tabela 1).

ptacja bakterii do nowych warunkéw srodowiskowych.
Towarzyszaca temu intensywna transkrypcja, wymaga
zaangazowania dodatkowych czgsteczek biatka TopA,
ktérego wytwarzanie jest w takich okolicznosciach pod-
wyzszone [46].

BAKTERYVINE TOPOIZOMERAZY TYPU A

U wielu gatunkéw bakterii wystepuja dwie topoizome-
razy podtypu IA - topoizomeraza I (TopA) oraz 111
(TopB). Uwaza sig, ze kluczows dla przezycia jest to-
poizomeraza I, a topoizomeraza III pelni blizej niewy-
jasnione funkcje w komdree i nie jest obecna u wszyst-
kich mikroorganizméw. Topoizomerazy IA, z wyjatkiem
odwrotnej gyrazy, to stosunkowo duze, monomeryczne
biatka o masie okolo 80-110 kDa. Enzymy te przeci-

Tabela 1. Obecnosc¢ topoizomeraz typu | i Il u wybranych gatunkow bakterii
a
ey
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v L 7] = v
s § § ¢ ¢
1 & & @ &
s & & & &
S S 9 5 9
Streptomyces coelicolor + - + + -
Streptomyces venezuelae + + + +
Staphylococcus aureus + + + + -
Helicobacter pylori 199 +" - - + -
Mpycobacterium tuberculosis + - - + -
Mycobacterium avium + - + + +
Streptococcus pneumoniae + + + +
Pseudomonas aeruginosa + + + + +2
Escherichia coli + + + + -
Yersinia pestis + + + + -
Deinococcus geothermalis + - - + +
Bacillus subtilis + + + + -

1) U bakterii Helicobacter pylori J99 obecne sg trzy warianty biatka TopA (opis w tekscie)
2) Biatko psiIN, wykazujgce homologie wzgledem pokswirusowych topoizomeraz typu I1B

Gléwng role, poza organizacja chromosomu, topoizo-
merazy pelnia w czasie replikacji i transkrypcji. Pod-
czas replikacji, przemieszczajace si¢ widelki replikacyjne
generujg pozytywne superskrety przed widetkami oraz
negatywne superskrety za nimi [62,90]. Topoizomera-
za I oraz gyraza, usuwajac z DNA odpowiednio nega-
tywne i pozytywne superskrety, zapewniaja efektywne
przemieszczanie si¢ kompleksu replikacyjnego wzdluz
chromosomu. Natomiast podczas transkrypcji, topoizo-
meraza | umozliwia usuwanie negatywnych superskre-
téw i zapobiega powstawaniu tzw. petli R, tworzonych
przez powstajace podczas transkrypcji hybrydy DNA-
:RNA [13]. Rola topoizomerazy I podczas transkrypcji
jest szczegdlnie widoczna w warunkach stresu. Dochodzi
wtedy do ekspresji duzej puli genéw zwigzanych z ada-

naja tylko jedna ni¢ DNA. Katalizuja one reakcje trans-
estryfikacji, tworzac przejsciowy kompleks kowalencyj-
ny miedzy grupa hydroksylows tyrozyny, a 5’-koricem
przecietej nici DNA. Nastepnie dochodzi do przesu-
niecia nietknietej nici przez powstale pekniecie. Cykl
katalityczny koriczy si¢ ligacja peknietej nici, przy jed-
noczesnym usunieciu pojedynczego superskretu z cza-
steczki DNA [16]. Do swojej aktywnosci topoizomera-
zy typu IA wymagaja obecnosci kofaktoréw w postaci
jonéw dwuwartosciowych, ktérymi w warunkach fizjo-
logicznych s3 jony magnezu. Magnez jest niezbedny
do religacji wigzania fosfodiestrowego, lecz nie samego
oddzialywania topoizomerazy z DNA i tworzenia ko-
walencyjnego kompleksu przejsciowego [94]. Topoizo-
merazy podtypu IA nie wymagaja réwniez dostarczenia
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Tabela 2. Wybrane wtasciwosci bakteryjnych topoizomeraz typu | i Il
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Mikroorganizmy wszystkie niektdre niektére wszystkie niektore Archeae M. kandleri
Produkt posredni 5' 5' 5' 5' 3 5' 3!

Forma aktywna homodimer homodimer heterotetramer heterotetramer homodimer heterodimer homodimer

Podtyp IA 1A 1A 1A 1B 1A IC

Wymaga Mg tak tak nie nie nie nie nie

Wymaga ATP nie nie tak tak nie tak nie

Substrat -sC 5C Kat" +5C/-5C/Rel?  -sc/+sC -5C/Rel SC/45C
(forma DNA*)
*-SC - negatywnie superskrecone DNA, +SC - pozytywnie superskrecony DNA, Rel - relaksowane DNA, Kat - splagtane DNA

1) Topoizomeraza IV jest odpowiedzialna gidnie za usuwanie katenatow, zdolna jest do relaksacji -SC i +SC DNA jednak z niskg wydajnoscig

2) Gyraza wprowadza negatywne superskrety

energii w postaci trifosforanéw nukleozydéw, wykorzy-
stujac do katalizowania reakcji przeniesienia i religacji
nici DNA energi¢ zakumulowang w superskreconej cza-

steczce DNA (tabela 2).

Topoizomerazy typu IA zbudowane sa z dwéch do-
men - wigkszej, tworzacej rdzen biatka, obejmujacej
okoto 600 poczatkowych aminokwaséw oraz mniejszej,
C-konicowej. W obrebie domeny N-koficowej umiej-
scowione jest centrum katalityczne z gtéwng reszta
tyrozyny oraz region TOPRIM (topoisomerase-pri-
mase domain) z miejscem wigzania jonéw magnezu

[4] (ryc. 2).

W poréwnaniu z domeng N-koricows, funkcja dome-
ny C-konicowej jest znacznie slabiej poznana. W przy-
padku biatek z E. coli oraz Mycobacterium tuberculosis

pozbawienie ich domeny C-koncowej hamuje aktyw-
no$¢ topoizomerazowsg samego rdzenia [1,11]. Podob-
nie u bakterii Helicobacter pylori usunigcie calej domeny
C-koncowej, a takze 28-koricowych reszt aminokwaso-
wych prowadzi do catkowitego zahamowania aktywnosci
biatka [80]. Rdzeri topoizomerazy I z Thermatoga ma-
ritima oraz Streptomyces coelicolor pozbawiony domeny
C-koricowej, mimo ze jego aktywnos¢ jest nieznacznie
obnizona, nadal zdolny jest do przeprowadzenia pelne-
go cyklu katalitycznego [7,80]. Region C-koncowy jest
wysoce zmienny, zaréwno pod wzgledem dlugosci, jak
réwniez sekwencji aminokwasowej. Co ciekawe, wiele
topoizomeraz typu 1A, z wyjatkiem tych wyst¢puja-
cych u promieniowcéw, zawiera w domenie C-korico-
wej struktury zaangazowane w oddzialywanie z DNA
- palce cynkowe. Liczba powtérzen palcéw cynkowych
jest zmienna u réznych gatunkéw bakterii i waha si¢ od

TOPRIM Tyr
T. maritima :
"
E. coli i
S. coelicolor :
"
B. subtilis -
S.aureus :
: "
P. aeruginosa i
C. jejuni I
) "
H. pylori -

Zn
Zn Zn Zn

Zn Zn Zn
Zn Zn  ZIn
Zn Zn Zn
Zn Zn In
In ZIn ZIn ZIn

Ryc. 2. Schematyczne poréwnanie budowy topoizomerazy I (TopA) u wybranych gatunkéw bakterii, zaznaczono umiejscowienie domeny TOPRIM, katalityczna reszte

tyrozyny oraz palce cynkowe (opis w tekscie)
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jednego (Thermatoga maritima) do czterech (H. pylori)
(ryc. 2). U promieniowcéw, u ktérych topoizomerazy
IA pozbawione sg palcéw cynkowych, niewyjasniony
jest nadal mechanizm wigzania si¢ tych bialek z DNA.
Natomiast u pozostalych mikroorganizméw struktury
te sa na tyle istotne, ze ich usunigcie prowadzi do za-
hamowania aktywnosci enzymu i w wielu przypadkach
jest dla komorek letalne.

Mimo ze aktywno$¢ topoizomeraz jest istotna dla pra-
widlowego przebiegu podstawowych proceséw komér-
kowych, takich jak replikacja i transkrypcja, mozliwos¢
ich usunigcia pozostaje kwestig dyskusyjna. Poczatkowo
uwazano, ze u E. co/i usuni¢ciu genu fopA towarzyszy¢
musi delecja co najmniej jednego z genéw kodujacych
podjednostki bakteryjnej gyrazy [19,64]. Wyniki te do-
datkowo potwierdzaly prace prowadzone przez Ham-
monda i Overbye’a [32]. Wykorzystujac niskie stezenia
nowobiocyny (inhibitor bakteryjnej gyrazy), wyselekcjo-
nowane zostaly szczepy E. co/i niosace mutacje w obrebie
genu topA, ktére powoduja zahamowanie aktywnosci en-
zymatycznej topoizomerazy. Jednak mozliwo$é usuniecia
genu fopA4 z chromosomu niektérych mikroorganizméw,
w tym réwniez E. coli, Salmonella Typhimurium oraz
Shigella flexneri pozostaje nadal kwestig sporng. Stosu-
jac technike insercji transpozonéw udato si¢ wyodrebnicé
szczepy z uszkodzonym genem topA. Wyniki te moga
sugerowad, ze funkcja topoizomerazy I, nie jest u tych
bakterii az tak istotna dla ich przezycia, jak pierwotnie
sadzono [19,55,78]. Natomiast w przypadku wielu in-
nych bakterii patogennych, w tym M. zuberculosis oraz H.
pylori, biatko TopA jest niezbedne do przetrwania, a pré-
by jego usunigcia koriczyly si¢ niepowodzeniem [69,80].
Co ciekawe, szczep J99 H. pylori ma dwa geny kodujace
dodatkowe warianty biatka TopA —TopA2 oraz TopA3.
Przewidywane produkty tych genéw to biatka o mniej-
szej masie czgsteczkowej, pozbawione palcéw cynko-
wych oraz wykazujace niska homologie, odpowiednio 34
137% identycznosci wzgledem biatka TopA. Natomiast
brak jest doniesien, czy geny fopA2 oraz ropA3 ulegaja
w koméree ekspresji. Niewiele réwniez wiadomo na te-
mat roli samego biatka TopA u Helicobacter. Jak dotad
nie wyjasniono takze, dlaczego bakterie te maja kilka
paralogéw TopA. Mozliwe, ze intensywnie zachodzace
w komérkach Helicobacter procesy rekombinacji mate-
rialu genetycznego, wymagaja obecnosci dodatkowych
topoizomeraz.

Zdecydowanie slabiej poznana jest bakteryjna topoizome-
raza I1I (TopB). Uwaza si¢, ze topoizomeraza 111, naleza-
ca, podobnie jak topoizomeraza I, do typu IA i kodowana
u bakterii przez gen fopB, odgrywa role w procesie deka-
tenacji powstatych po replikacji czasteczek DNA [58]. In
vitro topoizomeraza III zdolna jest réwniez do zmiany
przestrzennej struktury RNA [85]. U E. co/i delecja genu
topB nie wplywa znaczaco na przezywalnos¢ komoérek, ale
prowadzi do zwigkszenia czestosci spontanicznych delecji
w chromosomie. Sugeruje to role topoizomerazy III w pro-
cesach rekombinacji i naprawy materialu genetycznego
[71,87]. Catkowicie odrgbna grupe stanowig odwrotne

gyrazy réwniez nalezace do podtypu IA topoizomeraz.
Enzymy te zidentyfikowane zostaly jedynie u archeonéw.
U termofilnych Archaea odwrotna gyraza odpowiedzialna
jest za wprowadzanie dodatnich superskretéw, co jest jed-
n3 ze strategii, pozwalajacych na ochrong wlasnego mate-
rialu genetycznego przed szkodliwym wplywem wysokiej
temperatury [60].

BAKTERYINE TOPOIZOMERAZY IB JAKO EFEKT HORYZONTALNEGO
TRANSFERU GENOW

Geny kodujace topoizomerazy typu IB wystepuja
u wszystkich eukariontéw, pokswiruséw [8] i mimiwi-
ruséw [66], lecz nie u Archeae. Natomiast w przypadku
bakterii zidentyfikowane zostaly jedynie u nielicznych
gatunkoéw (tab. 2). W poréwnaniu z pozostatymi przed-
stawicielami topoizomeraz typu I, wirusowe i bakteryj-
ne topoizomerazy IB s3 najmniejszymi enzymami tego
typu. Sg to biatka o masie okoto 33 kDa, zbudowane
2 330-350 reszt aminokwasowych. Topoizomerazy typu
IB katalizujg proces relaksacji DNA wedlug mechani-
zmu polegajacego na nacieciu pojedynczej nici DNA
i utworzeniu przejéciowego kompleksu, kowalencyjnie
zwigzanego z uwolnionym 3’-koricem [44]. Nastepnie
dochodzi do kontrolowanej rotacji uwolnionego konca
DNA, usuwania kolejnych superskretéw i religacji wia-
zania fosfodiestrowego. Dzigki takiemu mechanizmowi
enzymy te zdolne s3 do relaksacji zaréwno negatywnie,
jak i pozytywnie superskreconego DNA. Bakteryjne
topoizomerazy IB cechuje podobieristwo do topoizo-
meraz wirusowych i eukariotycznych przejawiajace si¢
w zblizonym rozmiarze, sekwencji aminokwasowej oraz
podobnej strukturze centrum katalitycznego, zachowu-
jacego ukiad 5 konserwatywnych reszt aminokwasowych
— RKKRH [91]. Wirusowe topoizomerazy IB wykazuja
swoistoé¢ wzgledem wigzanej sekwengji (5-CCCTT)
[36,37,51]. Natomiast nie wykazano zadnej swoistosci
w przypadku scharakteryzowanych do tej pory bakte-
ryjnych topoizomeraz 1B z Deinococcus radiodurans [44]
oraz Pseudomonas aeruginosa [38]. Nie do korica znane
jest pochodzenie bakteryjnych topoizomeraz IB. Ho-
mologia miedzy tymi enzymami pochodzacymi z r6z-
nych gatunkéw oraz ich odmienny od topoizomeraz IA
mechanizm dzialania sugeruja, ze topoizomerazy IB
tworzg niezalezng rodzing bialek, ewolucyjnie wywodza-
cych si¢ od innego przodka niz topoizomerazy IA [44].
Ze wzgledu na duze podobieristwo topoizomeraz 1B
u organizméw niespokrewnionych ze sobg sugeruje si¢
udzial transferu horyzontalnego w procesie propagacji
genu mie¢dzy poszczegSlnymi domenami zycia, a nie jak
weze$niej sugerowano, eliminacji genu w toku ewolucji
[10,44]. Warto réwniez zauwazy¢, ze jesli w genomie
bakterii obecny jest gen kodujacy topoizomeraze typu
IB, to brak jest wtedy czgsto genu z9pB kodujgcego to-
poizomeraz¢ 111 (nalezaca do typu IA). Niektore gatunki
bakterii nie maja jednak ani topoizomerazy IB, ani to-
poizomerazy 111 (H. pylori, M. tuberculosis).

Z powodu niepelnej wiedzy dotyczacej topoizomeraz 1B
u bakterii, a takze braku doniesien na temat ich komérko-
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wej funkeji, obecnie biatka te nie wydajg si¢ dobrym celem
dla nowych antybiotykéw. Dodatkowo, ich obecnos¢ tylko
uwybranych gatunkéw bakterii sprawia, ze topoizomerazy
IB wydaja si¢ lepszym celem terapii przeciwwirusowych,
niz przeciwbakteryjnych.

Topoizomeraza V z METHANOPYRUS KANDLERI
— WYJATKOWY ENZYM Z WYJATKOWEGO MIKROORGANIZMU

Jedynym, zidentyfikowanym przedstawicielem topoizo-
meraz typu IC jest topoizomeraza V (TopoV') z Metha-
nopyrus kandleri [77]. Mikroorganizm ten bytuje w eks-
tremalnie wysokiej temperaturze, siggajacej az 110°C
oraz w $rodowisku o wysokim zasoleniu [35]. Poczat-
kowo topoizomeraza V klasyfikowana byta jako enzym
nalezacy do podtypu IB, ze wzgledu na tworzenie cha-
rakterystycznego dla tej grupy kompleksu przejsciowego
z 3’-koricem DNA oraz zdolnos¢ do relaksacji zaréwno
pozytywnie, jak réwniez negatywnie superskreconego
DNA w sposéb niezalezny od obecnosci jonéw dwu-
warto$ciowych oraz ATP [81]. Poznanie sekwencji nu-
kleotydowej genomu M. kandleri [76] ujawnito, ze rdzen
biatka, odpowiedzialny za aktywnos¢ topoizomerazows,
nie wykazuje homologii z zadnymi znanymi bakteryjny-
mi topoizomerazami, co zdecydowalo o wyodrebnieniu
nowej klasy tych enzyméw. Nowo odkryte biatko wy-
kazywalo natomiast podobieristwo do eukariotycznych
topoizomeraz IB. Przeciwciala skierowane przeciwko
ludzkiej topoizomerazie I rozpoznawaly enzym z M.
kandleri. Nie wykazano jednak charakterystycznego dla
eukariotycznych topoizomeraz IB hamowania ich ak-
tywnosci przez kamptotecyne [77].

Podobnie jak w przypadku pozostatych topoizomeraz,
topoizomeraza V zbudowana jest z dwéch domen — od-
powiednio domeny N- i C-konicowej, jednak struktura
trzeciorzedowa jest inna w poréwnaniu z topoizomera-
zami IA oraz IB. Domena C-konicowa o masie okolo 68
kDa nie jest niezbedna do pelnej aktywnosci topoizome-
razowej, lecz jej usuniecie znaczaco zwigksza wrazliwos¢
enzymu na wysokie stezenie soli. W przeciwieristwie do
innych, znanych topoizomeraz, TopoV wykazuje zdol-
no$¢ naprawy DNA, za ktéra odpowiedzialna jest wlasnie
domena C-konicowa [9]. Domena N-koricowa, o masie
okoto 44 kDa, tworzaca rdzen biatka, zawiera katalitycz-
na reszte tyrozyny w pozycji 226 i odpowiedzialna jest
za wigzanie i relaksacj¢ DNA. Jednak rozmieszczenie
gltéwnych dla procesu katalizy aminokwaséw jest od-
mienne w poréwnaniu z pozostalymi topoizomeraza-
mi typu I. Domena C-konicowa tworzona jest natomiast
przez powtérzenia motywu HhH (helix-hinge-helix),
otaczajgce rdzen biatka [59]. Co ciekawe, topoizomera-
za V relaksuje DNA wedlug mechanizmu kontrolowa-
nej rotacji, typowego dla topoizomeraz typu IB. Jednak
w przeciwienistwie do nich nie ma w swojej strukturze
charakterystycznego zaglebienia, odpowiedzialnego za
wigzanie i przemieszczanie nici DNA. Sam proces wig-
zania si¢ topoizomerazy IC do DNA wymaga zmian
strukturalnych w obrebie biatka. Obserwacje wskazujace,
ze bialko wykazuje malg aktywnos¢ ponizej temperatury

65°C sugeruja, ze do zmian strukturalnych dochodzi pod
wplywem podwyzszonej temperatury, ktora jest natural-
nym $rodowiskiem bytowania bakterii M. kandleri. Wy-
daje si¢ zatem, ze wyodre¢bnienie w toku ewolucji nowe;
grupy topoizomeraz typu IA jest efektem przystosowa-
nia maszynerii kontrolujacej topologie chromosomu do
skrajnych warunkéw srodowiskowych, w ktérych bytuje
M. kandleri. Jednak zidentyfikowanie tak nietypowej to-
poizomerazy jedynie u M. kandleri moze sugerowac wiru-
sowe pochodzenie tego enzymu. Wirusowy gen, kodujacy
topoizomeraze V, w wyniku transferu horyzontalnego
moégl zostaé wbudowany w genom mikroorganizmu da-
jacego poczatek linii ewolucyjnej, z ktérej wywodzi si¢ M.
kandleri. Charakterystyka kolejnych termofilnych organi-
zmdéw moze potencjalnie poszerzy¢ liste przedstawicieli
topoizomeraz typu IC oraz da¢ jednoznaczng odpowiedz,
dotyczacy pochodzenia tej grupy enzyméw.

W przeciwienstwie do topoizomeraz nalezacych do pod-
typu IB oraz IC, topoizomerazy IA s3 szeroko rozpo-
wszechnione i wystepuja u wszystkich znanych gatun-
kéw bakterii. Dodatkowo, rola biologiczna topoizomeraz
IA jest zdecydowanie lepiej poznana w poréwnaniu
z pozostalymi przedstawicielami typu I. Z tego wzgle-
du wydaja sie lepszym celem terapii przeciwbakteryj-
nych i pod tym katem b¢da oméwione w dalszej czesci
artykutu.

RoLA TOPOLOGII CHROMOSOMU W EKSPRES)I GENOW

Replikacja i transkrypcja sa podstawowymi procesami wa-
runkujacymi prawidiowe funkcjonowanie kazdej zywej ko-
morki. Jednoczesnie zachodzenie obu proceséw jest zalezne
od przestrzennej organizacji chromosomu. Prawidtowa to-
pologia chromosomu, czyli tzw. homeostaza topologiczna,
jest efektem antagonistycznego dzialanie dwéch topoizo-
meraz — topoizomerazy I oraz gyrazy (ryc. 3). Aktywnos¢
obu bialek zmienia si¢ w czasie cyklu komérkowego i/lub
w odpowiedzi na sygnaly docierajace do komérki ze $rodo-
wiska (szok termiczny, wyczerpanie substancji odzywezych
i inne), prowadzac do zmian w ekspresji calych grup ge-
néw. Dodatkowo stwierdzono, ze u E. co/i na homeostaze
przestrzennej aranzacji chromosomu wplywa wiele biatek
strukturalnych (NAPs), w tym przede wszystkim biatko
Fis (factor for inversion stimulation).

Poprzez lokalne dziatanie biatko Fis prowadzi do powsta-
wania mikrodomen, ktérych topologia jest niezalezna od
globalnej topologii chromosomu [65]. W ten sposéb biatko
Fis moduluje precyzyjnie aktywno$¢ transkrypcyjng okre-
$lonych grup genéw umiejscowionych w obrebie tworzonej
mikrodomeny. U E. coli aktywno$¢ genéw fis, gyrAB oraz
topA jest wzajemnie powigzana i regulowana stopniem su-
perskrecenia chromosomu (rye. 3) [40,70,89]. Oprécz ge-
néw kodujacych wspomniane wyzej biatka, zidentyfikowa-
no ponad 300 innych genéw (czyli 7% wszystkich genéw
E. coli), ktérych ekspresja jest zalezna od stopnia super-
skrecenia chromosomu. Wéréd nich znajduja si¢ geny, kté-
rych produkty zaangazowane sg w procesy replikacji (dna,
dnaN), kondensacji chromosoméw (mukBEF), tworzenie
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Ryc. 3. Model homeostazy topologicznej u bakterii E. coli. Antagonistyczne dziatanie topoizomerazy | (TopA) oraz gyrazy (GyrAB) prowadzi do kontroli dynamiki topologii
chromosomu i swobodnego przechodzenia poszczegdlnych domen miedzy stanami o niskiej i wysokiej gestosci superhelikalnej. Topologia poszczegdinych domen
chromosomu jest jednym z mechanizméw kontroli ekspresji genéw bakteryjnych. Jednym z genéw zaleznych od topologii jest gen fis, kodujacy strukturalne biatko
Fis. Biatko Fis w wysokim stezeniu hamuje ekspresje genéw gyrAB. Natomiast wptyw na ekspresje genu topA jest dwojaki. Przy wysokim stezeniu biatko Fis hamuje
ekspresje genu topoizomerazy, przy niskim jest jego aktywatorem. Dodatkowo, na topologie chromosomu wptywa stan energetyczny komérki. Ze wzgledu na to,
ze gyraza do swojej aktywnosci wymaga dostarczenia energii w postaci ATP, wszelkie zmiany stosunku ATP/ADP w komérce wptywaja na strukture chromosomu.
Spadek poziomu ATP obserwowany jest w sytuacjach stresu srodowiskowego; w efekcie aktywnos¢ gyrazy jest zahamowana, a topologia chromosomu zmieniona.
Prowadzi to do ekspresji wielu genéw zaleznych od topologii DNA i zwiazanych z adaptacja bakterii do nowych warunkéw bytowania

przegréd poprzecznych (minCD), a takze rekombinacie
materiatu genetycznego (xerC). Ekspresja tych genéw jest
zahamowana, gdy chromosom znajduje si¢ w stanie zre-
laksowanym (relaxation-repressed genes) [61]. Topologia
chromosomu jest zatem niezwykle wazna dla prawidtowe-
go funkcjonowania komérki i odgrywa istotng role w regu-
lacji ekspresji wielu genéw w sposéb niezalezny od bialek
regulatorowych. Cozzarelli i wsp. [61] zaproponowali hi-
potezg, wedlug ktérej odpowiednia topologia chromoso-
moéw u E. coli jest punktem kontrolnym poprzedzajacym
ich segregacj¢. Po osiagnieciu odpowiedniego stanu topo-
logicznego dochodzi do ekspresji wielu genéw zwigzanych
z dystrybucja DNA do komérek potomnych. W tym ujeciu
zmiana topologii chromosomu moze by¢ rozpatrywana
jako nadrzedny mechanizm regulujacy ekspresj¢ genéw
zaleznie od etapu cyklu komérkowego.

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele doniesieri dotycza-
cych roli przestrzennej organizacji chromosomu w regulacji
ekspresji genéw u bakterii. A zatem, biatka zaangazowane
w modyfikowanie topologii czy organizacj¢ chromosomu,
w tym przede wszystkim topoizomerazy, moga posrednio
pelni¢ funkcje regulatoréw transkrypcji. Geny zalezne od
topologii koduja czesto biatka zwigzane z podstawowy-
mi procesami komérkowymi (replikacja, transkrypcja, se-
gregacja chromosoméw) oraz z adaptacja do warunkéw
$rodowiskowych, a u gatunkéw patogennych z wirulencja.

ToPOLOGIA CHROMOSOMU A WIRULENCJA

Zaobserwowano, ze zmiany w topologii chromosomu na-
stepuja w odpowiedzi na wiele czynnikéw $rodowisko-
wych, takich jak stres osmotyczny i temperaturowy, odpo-
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wiedz na zmiang warunkéw tlenowych oraz ograniczenie
substancji odzywczych [68]. Do zmian takich dochodzi
m.in. podczas inwazji chorobotwérezych mikroorgani-
zmé6w na organizm gospodarza. Wykazano, ze sam proces
inwazji oraz pézniejszej adaptacji do nowych warunkéw
bytowania zwigzany jest z ekspresja wielu genéw koduja-
cych tzw. czynniki wirulencji. Co ciekawe, u wielu pato-
gennych bakterii aktywnos¢ tych genéw skorelowana jest
ze stopniem superskrecenia chromosomu [21,29,67,92].
U uropatogennych szczepoéw E. coli zaobserwowano, ze
ekspresja genéw kodujacych bialka budujace fimbrie
(struktury komérkowe umozliwiajace adhezje do komo-
rek gospodarza) jest zalezna od aktywnosci topoizomeraz
oraz biatka Lrp modulujacego topologic chromosomu [41].
Podobnie bakterie Sa/monella Typhimurium wykorzystu-
ja fimbrie w celu adhezji do komérek gospodarza, jednak
w przeciwieristwie do chorobotwoérezych E. cofi, s w stanie
réwniez przenikaé¢ do wnetrza komérek nablonka i dalej
do makrofagéw [14,50]. Zaleznie od bytowania bakterii S.
Typhimurium, w komdérkach nablonkowych lub makrofa-
gach dochodzi do aktywacji réznych grup genéw wirulen-
¢ji, umiejscowionych odpowiednio w regionach SPI1 oraz
SPI2 — tzw. ,wyspy patogennosci”. Ekspresja genéw z re-
gionu SPI1 jest aktywowana, gdy gesto$¢ superhelikalna
chromosomu wzrasta (komérki epitelialne), podczas gdy
geny SPI2 ulegaja ekspresji w odpowiedzi na zmniejszenie
gestosci superhelikalnej DNA (makrofagi) [30]. Innym
przykladem chorobotwérezych bakterii, u ktérych zaob-
serwowano, ze topologia jest $cisle powiazania z cyklem
komérkowym jest H. pylori. Wykazano, ze odpowiedni stan
superskrecenia DNA u tych bakterii jest niezbedny do ini-
cjacji replikacii [20]. Takiej zaleznosci nie zaobserwowano
natomiast w przypadku E. co/i. Uwaza si¢, ze u bakterii H.
pylori topologia chromosomu moze by¢ réwniez gtéwnym
czynnikiem regulujacym aktywnos¢ poszezegdlnych genéw
zaleznie od fazy wzrostu bakterii. Zwlaszcza, ze u Helico-
bacter liczba zidentyfikowanych biatek regulatorowych jest
zdecydowanie nizsza w poréwnaniu z innymi bakteriami
[3]. Relaksacja chromosomu, spowodowana dzialaniem
nowobiocyny inhibitora gyrazy, wptywata u H. pylori na
ekspresj¢ puli genéw zwigzanych z odpowiedzia na stres
srodowiskowy (hspd, hspB, dnaK) oraz genéw umiejsco-
wionych w regionie cag (pathogenicity island) i zwigzanych
z wirulencja [92]. Zauwazono, ze niektére geny opisane
jako niezbedne do bytowania H. pylori w zoladku, znajdu-
ja si¢ w bliskim sgsiedztwie genéw zwigzanych z regulacja
topologii chromosomu. Jednym z czynnikéw, zwigzanych
z adaptacjg bakterii H. pylori do bytowania w organizmie
gospodarza, jest wytwarzanie rz¢sek [45,79] zbudowa-
nych z bialek zwanych flagelinami - produktéw genéw
flad oraz flaB. Nie zidentyfikowano jednak Zadnego nad-
rzednego regulatora, ktéry taczytby (podobnie do genéw
JIBBC u Enterobacteriaceae) ekspresje obu genéw flagelin
z cyklem komérkowym [56]. Region promotorowy genu
flaB pokrywa si¢ z regionem promotorowym genu fopA,
przy czym ekspresja obu genéw przebiega w przeciwnych
kierunkach. U H. pylori aranzacja genéw na chromosomie
jest wysoce zmienna, jednak wykazano, ze u 15 badanych,
chorobotwérezych szezepéw lokalizacja obu genéw jest
zachowawcza, a odlegtos$¢ migdzy miejscami startu trans-

krypcji jest mniej wigcej stata [80]. Co ciekawe, promotor
genu kodujacego drugi wariant flageliny (fa4) charakte-
ryzuje si¢ nietypowa budows; odleglos¢ migdzy -10 oraz
-35 jest skrécona w poréwnaniu z typowymi promotorami
bakteryjnymi i wynosi 13 pz. Sugeruje si¢, ze ze wzgledu
na odmienng sekwencj¢ promotora, istotng role w jego
aktywnosci moze odgrywaé topologia chromosomu [88].
Dodatkowo wykazano, ze gen f7hR, kodujacy biatko regula-
torowe zwigzane z ekspresja flagelin, znajduje si¢ w jednym
operonie z genem kodujacym podjednostke A gyrazy [57].

Liczne, uzyskane dane, sugeruja zalezno$¢ ekspresji genéw
kodujacych czynniki wirulencji od topologii chromosomu
oraz udzial samych topoizomeraz w procesie adaptacji
chorobotwérczych mikroorganizméw do warunkéw pa-
nujacych w ludzkim organizmie.

BAKTERYINA TOPOIZOMERAZA | JAKO CEL DLA ANTYBIOTYKOW

Do tej pory uwaga badaczy poszukujacych celéw dla sub-
stancji przeciwbakteryjnych zwrécona byla gléwnie w kie-
runku topoizomeraz typu II. Dla tych biatek zidentyfiko-
wano wiele swoistych zwiazkéw, takich jak fluorochinolony
(ciprofloksacyna, kwas nalidiksowy) oraz nowobiocyna.
Bakteriobdjczy charakter fluorochinolonéw nie przejawia
si¢ jednak w hamowaniu aktywnosci enzymatycznej same-
go biatka, natomiast prowadzi do stabilizacji kowalencyj-
nego kompleksu przejsciowego topoizomeraza:DNA [47].
Zwiazki te, okreslane mianem ,topoisomerase poisons”,
prowadza w efekcie to zahamowania proceséw replikacji
chromosomoéw oraz ich segregacji do potomnych komé-
rek. Poszukiwanie zwiagzkéw, ktére w sposéb selektywny
wigzalyby si¢ z biatkiem TopA (na podobnej zasadzie jak
fluorochinolony), hamujac jej aktywno$¢ na etapie religa-
¢ji wigzania fosfodiestrowego i prowadzac do akumulacji
szkodliwych dla komérki intermediatéw reakeji, wydaje
si¢ jedng z bardziej obiecujacych strategii. Nowe nadzie-
je w poszukiwaniu tego typu inhibitoréw topoizomerazy
I budzi technika opracowana przez Tsai i wsp. [83]. Wy-
korzystujac powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR
— surface plasmon resonanse) i immobilizowane biatko
TopA z M. tuberculosis zidentyfikowali przeciwciata, ktére
w sposéb selektywny hamowaty aktywno$¢ enzymatyczng
biatka. Wydaje si¢, ze technika ta moze by¢ réwniez z po-
wodzeniem stosowana do wstepnego poszukiwania mniej-
szych czasteczek o charakterze inhibitoréw i w przysztosci
stanowigcych nows klase antybiotykéw.

Rolg topoizomerazy I w prawidtowym funkcjonowaniu
komérki nalezy rozpatrywaé na kilku plaszczyznach. Po-
tencjalne antybiotyki celujace w topoizomeraze I dzia-
tatyby réwniez na kilku poziomach. Dzialajac globalnie,
zmienialyby topologiec chromosomu i zaburzaly profil
ekspresji jednoczesnie wielu genéw. Hamowalyby réw-
niez namnazanie si¢ patogennych mikroorganizméw
(blokujac proces replikacji DNA) oraz uniemozliwia-
tyby adaptacje do warunkéw panujacych w organizmie
gospodarza w czasie infekcji (zmieniajac ekspresje czyn-
nikéw zjadliwosci). Funkcja topoizomerazy I w proce-
sach replikacji i transkrypcji polega przede wszystkim
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na usuwaniu negatywnych superskretéw powstajacych
w efekcie przemieszezania si¢ wzdluz nici DNA odpo-
wiednio kompleksu replikacyjnego i transkrypcyjnego.
Przemieszczanie polimerazy DNA w trakcie replikacji
wymaga rozplecenia czgsteczki DNA na duzym obsza-
rze, co powoduje powstawanie przeszkéd topologicznych
w postaci superskretéw. U Mycobacterium zidentyfiko-
wano zalezno$¢ miedzy topoizomeraza I a replikacyj-
nym biatkiem SSB (single strand binding protein). Bial-
ko SSB stymuluje aktywnos¢ topoizomerazows biatka
TopA. W ten sposéb w regionie tworzenia si¢ komplek-
s6w replikacyjnych (tzw. primosomoéw), aktywnos¢ biatka
TopA jest podwyzszona [73]. Natomiast u E. co/i biatko
TopA jest wprowadzane do kompleksu transkrypcyjne-
go przez oddzialywanie z beta-podjednostka polimerazy
RNA (RpoB) [22]. Dodatkowo wplyw topoizomera-
zy I na replikacje i transkrypcje jest efektem regulacji
ekspresji genéw kodujacych bialka istotne dla obu tych
proceséw. W ten sposéb udzial topoizomeraz w wyzej
wymienionych procesach jest efektem ich dzialania na
dwéch poziomach organizacji.

Adaptacja patogennych szczepéw do warunkéw panu-
jacych w komérkach gospodarza jest rezultatem odpo-
wiedzi na zmieniajace si¢ warunki srodowiskowe, ktd-
re pociagaja za sobg zmiany w topologii chromosomu.
W efekcie dochodzi do aktywacji genéw wirulencji, kté-
re warunkujg przezywalno$é¢ chorobotwérezych bakterii
(zob. poprzedni rozdziat). W procesie adaptacji aktyw-
no$¢ topoizomerazowa jest dodatkowo modulowana na
skutek oddziatywan z innymi biatkami. U M. tuberculosis
zidentyfikowano oddziatlywanie topoizomerazy I z bial-
kiem Rv1495 — homologiem biatka MazF, b¢dacego
sktadnikiem systemu typu toksyna-antytoksyna MazEF,
ktéry warunkuje przezywalnos¢ pratkéw w makrofagach
[18,24]. Oddziatywanie migdzy biatkiem Rv1495 a to-
poizomerazg I skutkuje obnizeniem aktywnosci zaréwno
topoizomerazowej biatka TopA, jak réwniez nukleazowe;
biatka Rv1495 [34]. Badania pozwolily na wyodrebnie-
nie fragmentu biatka Rv1495, skladajacego si¢ z 28 reszt
aminokwasowych, zdolnego do oddziatywania z topoizo-
merazg i blokujacego jej aktywnos¢. Eksperyment z za-
stosowaniem topoizomerazy I z E. coli wykazal, ze uzy-
skany peptyd w sposéb swoisty hamowat aktywnos¢ tylko
biatka TopA z Mycobacterium [34]. Stwarza to mozliwosé
wykorzystania wspomnianego peptydu jako selektywnie
dzialajacego leku hamujacego aktywno$¢ topoizomera-
zowg. Jednak dostarczenie tak duzej czasteczki do ko-
morek Mycobacterium w miejscu infekeji (przez blong
makrofagéw oraz gruba $ciang komérkowa pratkéw), jest
potencjalnie czynnikiem ograniczajacym jego zastoso-
wanie. Alternatywa pozostaje poszukiwanie czasteczek
blokujacych samo oddziatywanie miedzy Rv1495 a TopA,
ktére zaburzalyby proces adaptacji pratkéw do warunkéw
panujacych w makrofagach, tym samym uniemozliwiajac
ich bytowanie wewnatrz komérek gospodarza.

Badania oddzialywania biatka TopA z innymi skladni-
kami komérkowymi sugeruja takze, ze zwiazki o cha-
rakterze lipidowym moglyby pelni¢ role potencjalnych

antybiotykéw hamujacych jego aktywnosé. Wyniki uzy-
skane przez Sekimizu i wsp. [53] sugeruja wigzanie si¢
topoizomerazy I u E. coli z wewnetrzng blong komérko-
wa i udzial sktadnikéw budujacych blong, jako czynni-
ka mogacego regulowaé aktywno$¢ enzymatyczng biatka
TopA. Obserwowano, ze ponad 30% komdrkowej puli
topoizomerazy I byto oczyszczane jako frakcja zwigzana
z blonami komérkowymi. Wykazano réwniez, ze kardioli-
pina efektywnie hamowata aktywnos¢ topoizomerazy I in
vitro, podczas gdy takiego efektu nie powodowal fosfa-
tydyloglicerol, jeden z gléwnych sktadnikéw bakteryjne;
blony komérkowej. Wzajemna zaleznoéé miedzy biatkiem
TopA oraz kardioliping uzupetniaja badania Cozzarellego
iwsp. [61]. Wykazali oni zalezno$¢ ekspresji genu c/s, ko-
dujacego synteze kardiolipiny, od topologii chromosomu.
Transport antybiotykéw o charakterze hydrofobowym
przez Sciang komérkows, ktére na podobnej zasadzie jak
kardiolipina, bylyby w stanie hamowa¢ aktywnos¢ topo-
izomerazy I, bytby znacznie utatwiony. Brak jest jednak
doniesieri na temat badan prowadzonych nad tego typu
antybiotykami.

Duzo wigksze nadzieje wigze si¢ natomiast z odkrytymi
niedawno pochodnymi benzimidazoli. Wykazano wiele
terapeutycznych wlasciwosci tych zwigzkéw, w tym réw-
niez potencjalne ich zastosowanie jako czynnikéw bak-
teriobdjczych [12]. Praca Armanda i wsp. [5] wskazuje,
ze zwiazki oparte na bazie benzimidazolu koordynacyj-
nie wigzace miedz, sa efektywnymi inhibitorami topoizo-
merazy I u E. co/i i moga mie¢ potencjalne zastosowanie
w przyszlych terapiach skierowanych przeciwko patogen-
nym bakteriom Gram-ujemnym [5]. Jednakze molekularne
podstawy dzialania tych zwiazkéw na topoizomerazy nie
s3 jeszcze poznane.

PobsumowaNiE

Strukturalnie odlegte od swoich eukariotycznych odpo-
wiednikéw, bakteryjne topoizomerazy 1 wydaja si¢ do-
skonalym celem nowego typu swoistych terapii antybak-
teryjnych. Co ciekawe, wiele ludzkich patogenéw ma tylko
jeden enzym typu I (tabela 1), stad wykazuje zwickszona
wrazliwo$é na wszelkie czynniki wplywajace na jego ak-
tywnos$é. Gram-dodatnie, patogenne bakterie z rodzaju
Mycobacterium - M. tuberculosis oraz M. leprae, bedace czyn-
nikami etiologicznymi odpowiednio gruzlicy oraz tradu,
zawieraja minimalny zestaw topoizomeraz - topoizomerazg
I oraz gyraze. U wielu bakterii Gram-dodatnich gtéwnym
celem dla fluorochinolonéw jest topoizomeraza IV, w dru-
giej kolejnosci dopiero bakteryjna gyraza [27,31]. Brak
topoizomerazy IV u Mycobacterium sprawia, ze pochod-
ne fluorochinolonéw nie s efektywnymi antybiotykami
w walce z tymi patogenami, stad poszukuje si¢ nowych
celéw uchwytu dla lekéw. Ze wzgledu na wystepowanie
tylko jednej topoizomerazy typu I, ktérej usuniecie jest dla
Mycobacterium letalne, enzym ten wydaje si¢ doskonalym
celem dla nowych terapii przeciwko pratkom.

W kontekscie rozprzestrzeniania si¢ szczepéw leko-
opornych, poszukiwanie nowych antybiotykéw wydaje
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si¢ sprawg priorytetowy. Coraz wigksza liczba doniesien
dotyczacych mechanizméw kontroli aktywnosci bakte-
ryjnych topoizomeraz oraz rozwdéj technik pozwalajacych
na identyfikowanie zwigzkéw hamujacych ich aktywnosé
w niedalekiej przyszlosci pozwoli na wyodrgbnienie nowej
klasy antybiotykéw i utatwi walke z patogennymi mikro-
organizmami. Techniki oparte o przesiewowe przeszuki-
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