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Summary
The excessive and often unreasonable use of antibacterial drugs leads to rise of antibiotic-
resistant strains. To overcome this problem, new antibiotics are searched and the new drug 
targets are investigated. The proteins involved in replication of bacterial chromosomes seem 
to be promising candidates for drug targets since they are involved in crucial life pathways 
and are structurally and/or functionally different from the eukaryotic homologues. Within 
last few years, a large number of newly developed methods allowed to search among thou-
sands of molecules for the ones that specifically inhibit DNA synthesis in the prokaryotic cell. 
In this review, we present some of these methods.
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Streszczenie
Nadmierne i często nieuzasadnione używanie antybiotyków stawia ludzkość w obliczu proble-
mu rosnącej liczby lekoopornych szczepów bakteryjnych. Stąd konieczne jest poszukiwanie 
nowych antybiotyków oraz badanie nowych celów dla leków przeciwbakteryjnych. Dobrymi 
kandydatami białek niezbędnych do wzrostu, a jednocześnie różniącymi się znacząco od eu-
kariotycznych homologów wydają się białka zaangażowane w replikację bakteryjnego chro-
mosomu (helikaza, polimeraza, prymaza), a także utrzymujące jego prawidłową przestrzenną 
strukturę (topoizomerazy). W ostatnich latach opracowano wiele wysokoprzepustowych metod 
poszukiwania związków hamujących aktywność białek uczestniczących w procesie replikacji 
chromosomów bakteryjnych. Przedmiotem artykułu jest przedstawienie niektórych z nich.

replikacja • topologia DNA • chromosom bakteryjny • inhibitor • replisom • topoizomerazy • polimeraza DNA

W poszukiwaniu nowych antybiotyków – inhibitory 
replikacji chromosomów bakteryjnych*

Searching for new antibiotics – inhibitors of bacterial 
chromosome replication

Damian Trojanowski1**, Patrycja Skut1, Joanna Hołówka2,  Marcin Jan Szafran1**

1 Wydział Biotechnologii, Uniwersytet Wrocławski
2 Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda, we Wrocławiu

Słowa kluczowe:

Key words:

* Badania sfinansowane zostały ze środków Wrocławskiego Centrum Badań EIT+ w ramach realizacji projektu „Bio-
technologie i zaawansowane technologie medyczne” – BioMed (POIG.01.01.02-02-003/08) finansowanego ze środków 
Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka, Poddziałanie 1.1.2).

Full-text PDF:

Word count:
Tables:

Figures:
References:

http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=1106890

4313
3
5
80



702

Postepy Hig Med Dosw (online), 2014; tom 68: 701-714

Adres autora: mgr Marcin Jan Szafran, Uniwersytet Wrocławski, Wydział Biotechnologii, ul. Joliot-Curie 14A, 50-
383 Wrocław; e-mail: marcin.szafran@uni.wroc.pl

Wstęp

Odkrycie penicyliny w latach 20 ub.w. zapoczątkowało erę 
antybiotyków. Obecnie, ze względu na nadmierne i często 
nieuzasadnione ich używanie, stoimy w obliczu problemu 
rosnącej liczby lekoopornych szczepów bakteryjnych. Ła-
twość w przekazywaniu genów oporności na antybiotyki 
wśród bakterii oraz presja selekcyjna wywierana przez 
częste podawanie leków antybakteryjnych, doprowadziły 
do pojawienia się drobnoustrojów niewrażliwych na coraz 
większą liczbę antybiotyków. Wśród nich wyróżnić można 
szczepy oporne na określone grupy związków, np. oporny 
na antybiotyki β-laktamowe szczep Staphylococcus aureus 
(MRSA - methicilin resistant S. aureus) [12] oraz szczepy 
wielolekooporne, takie jak MDR (multiple drug resistant) 
Mycobacterium tuberculosis, który w 2010 r. spowodował 
około 290 000 zachorowań na gruźlicę płuc [34]. W ostat-
nich latach pojawiły się również szczepy o rozszerzonej 
oporności, tzw. XDR (extensively drug resistant), do któ-
rych należy szczep Klebsiella pneumoniae wywołujący zapa-
lenie płuc [50] oraz całkowitej oporności – PDR (pandrug 
resistant) np. Pseudomonas aeruginosa, będący przyczyną 
oportunistycznych infekcji u ludzi [20].

Mechanizmy działania stosowanych najczęściej antybio-
tyków polegają na zaburzeniu syntezy ściany komórkowej 
(m.in. penicyliny, cefalosporyny, wankomycyny), hamowa-
niu biosyntezy białek (m.in. tetracykliny, erytromycyna, 
chloramfenikolu, streptomycyny) i blokowaniu procesu 
replikacji (kumaryny, chinolonów). Ze względu na rosnącą 
oporność chorobotwórczych bakterii na znane antybiotyki, 
konieczne jest poszukiwanie nowych celów dla antybioty-
koterapii. Najlepszymi spośród nich są białka niezbędne do 
wzrostu i namnażania się komórek bakteryjnych, a równo-
cześnie takie, które nie występują w komórkach ludzkich 
lub znacząco się od nich różnią [53]. 

Rozwój technik biologii komórki stwarza nowe możliwo-
ści badania oraz wizualizacji subkomórkowych struktur 
bakterii. Ostatnie badania dowodzą, że chromosom bak-
teryjny w komórce przyjmuje strukturę wysoce zorgani-
zowaną, zbudowaną z wielu topologicznie niezależnych, 
superskręconych domen DNA związanych z białkami NAP 
(nucleoid associated proteins) [10,18]. Domenowa orga-
nizacja pozwala na jednoczesne zaangażowanie odręb-
nych regionów chromosomu w różne procesy komórko-
we, takie jak replikacja i segregacja nowo zreplikowanych 
obszarów chromosomu, a także transkrypcja i rekombi-
nacja materiału genetycznego [64]. Chromosom ulega 
podwojeniu i segregacji do komórek potomnych w ści-
śle określonym czasie, a procesy te ze względu na swoją 
istotność dla przeżycia komórki są precyzyjnie kontro-
lowane. W ostatnich latach poznano strukturę i funkcję 
wielu białek zaangażowanych w powielanie bakteryjne-
go materiału genetycznego. Przedmiotem artykułu jest 
przedstawienie metod poszukiwania nowych celów dla 

antybiotyków wśród białek uczestniczących w procesie 
replikacji chromosomów bakteryjnych. Omówiono przy-
kłady białek-celów uczestniczących bezpośrednio w syn-
tezie DNA oraz takich, które kontrolują jego topologię 
w trakcie tego procesu.

Replikacja DNA u bakterii i eukariontów – tak podobna, 
a tak różna

Replikacja DNA jest podstawowym procesem komórko-
wym zachodzącym we wszystkich żywych organizmach. 
U organizmów prokariotycznych, w przeciwieństwie do 
eukariontów, synteza DNA nie zachodzi w odrębnym, od-
powiadającym jądru komórkowemu, przedziale komór-
ki. Replikacja chromosomu w optymalnych warunkach 
zajmuje bakteriom E. coli około 40 min, podczas gdy ko-
mórki eukariotyczne potrzebują na skopiowanie całego 
chromosomu 18-24 godzin [65]. U bakterii i eukariontów 
mechanizm replikacji chromosomów oraz niektórych 
plazmidów wygląda podobnie. Jest to dwukierunkowy 
proces, w którym polimerazy DNA przeprowadzają syn-
tezę w kierunku 5’→3’ (na nici wiodącej i opóźnionej), 
poczynając od krótkich starterowych fragmentów RNA 
syntetyzowanych przez prymazę [65]. W przeciwieństwie 
do eukariontów, bakterie rozpoczynają syntezę DNA chro-
mosomalnego w jednym, ściśle określonym miejscu zwa-
nym oriC (origin of chromosomal replication) [47]. Proces 
inicjowany jest przez białko DnaA, które wiążąc się do kil-
ku krótkich, swoistych sekwencji nukleotydowych w re-
gionie oriC, oligomeryzuje i powoduje rozplecenie helisy 
DNA [35]. W skład maszynerii replikacyjnej (zwanej repli-
somem), przeprowadzającej syntezę DNA wchodzą: pry-
maza (DnaG) - syntetyzuje startery RNA, helikaza (DnaB) 
- rozplata nić DNA w miarę przesuwania się widełek re-
plikacyjnych oraz polimeraza DNA III (Pol III). Ze względu 
na to, że synteza DNA zachodzi zawsze w kierunku 5’→3’, 
tylko jedna nić (wiodąca) może być syntetyzowana w spo-
sób ciągły. Druga nić (opóźniona) powstaje przez syntezę 
odcinków DNA (fragmentów Okazaki), które są następnie 
ze sobą łączone [31,44]. U bakterii replikacja kończy się 
w obrębie sekwencji ter, a nowo powstałe chromosomy 
są rozdzielane (w procesie dekatenacji) przez topoizome-
razę IV (tabela 1).

Pomimo wielu podobieństw w procesie replikacji u bakterii 
i eukariontów, różnice w budowie komórek oraz w wielko-
ści i liczbie chromosomów bakteryjnych i eukariotycznych 
przekładają się na różnice w składzie i budowie aparatu re-
plikacyjnego oraz zestawie białek modulujących strukturę 
i topologię DNA. Głównym enzymem syntetyzującym DNA 
u bakterii jest polimeraza DNA III, która stanowi hetero-
multimeryczny kompleks odpowiedzialny za syntezę obu 
nici DNA (wiodącej i opóźnionej) [45]. Rdzeniem enzymu 
są stabilizująca inne elementy podjednostka θ [68] oraz 
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Tabela 1. Charakterystyka bakteryjnych topoizomeraz

Podtyp Enzym Charakterystyka podtypu Struktura podjednostki Inhibitor Referencje

IA

Bakteryjna topoizomeraza 
I (TopoI)

Relaksacja ujemnych 
superskrętów Monomer Kamptotecyna

Analogi kamptotecyny
 Irinotekan 
 Topotekan

 9-amino-CPT
 GI147211

 Gimatekan
 Belotekan

 SN-38

Indenoizochinolony
 Indotekan (LMP400)

 Indimitekan (LMP776)
Ibenzonaftyrydyny Genz 644282 

=SAR402674
Saintopina

UCE6 

UCE1022

TAN-1518

Pochodne indokarbazolu 
KT6006, KT6528, ED-110, NB-506

Barwniki Hoechst
 33342 i 3325

Ekstrakty roślinne 
 BC-4-1

 Epiberberyna, Nitydyna,Fagaronina

Fosfolipidy, Kardiolipina

[74]

Drożdżowa topoizomeraza III 
(TopoIII)

Relaksacja ujemnych 
i dodatnich superskrętów, 

katenacja i dekatenacja

Monomer [76]

Ssacza topoizomeraza III 
(Top3β) Monomer

[29]
[51]
[54]
[71]
[73]

Bakteryjna topoizomeraza III 
(TopoIII) Monomer [17]

Bakteryjna odwrotna gyraza 
(Methanopyrus kandleri)

Relaksacja ujemnych przez 
wprowadzanie dodatnich 

superskrętów
Heterodimer [13]

IB

Eukariotyczna topoizomeraza 
I (Top1)

Relaksacja ujemnych 
i dodatnich superskrętów Monomer [15]

Topoizomeraza wirusa ospy
krowiej

Relaksacja ujemnych 
i dodatnich superskrętów Monomer [60]

Bakteryjna topoizomeraza V 
(Methanopyrus kandleri)

Relaksacja ujemnych 
dodatnich superskrętów Monomer [62]

IIA

Bakteryjna gyraza (GyrA, GyrB)
Relaksacja dodatnich przez 
wprowadzenie ujemnych 

superskrętów
Heterotetramer 

Antracyliny
 Daunorubicyna
 Doksorubicyna

 Epirubicyna
 Aklarubicyna

Etopozyd (VP-16)
Tenipozyd

Mitoksantron

Suramina
Fostriecyna

F14512 (C.D.)

C-1311 (C.D.)

XK-469 (C.D.)

ICRF-187

Merbaron

Kumaryny, Novobiocyna
 Kumermycyna, Chlorobiocyna

Akrydyny
 m-AMSA

Chinolony 1-ej generacji
 Kwas nalidiksowy, Kwas oksolinowy

Chinolony 2-ej generacji
 Pefloksacyna, Ciprofloksacyna 

 Norfloksacyna, Ofloksacyna

Chinolony 3-ej generacji
 Lewofloksacyna, Gatifloksacyna

Chinolony 4-ej generacji
 Gemifloksacyna

 Moksyfloksacyna

Pochodne toksyny ParE

Izoflawonoidy
 Genisteina

[1]
[30]
[49]
[66]

Bakteryjna topoizomeraza IV
(ParC, ParE)

Dekatenacja, relaksacja 
dodatnich i ujemnych 

superskrętów
Heterotetramer [33]

Ssacza topoizomeraza IIα 
(Top2 α) Relaksacja dodatnich 

i ujemnych superskrętów, 
kondensacja i dekondensacja 

chromosomów

Homodimer [72]

Ssacza topoizomeraza IIβ 
(Top2 β) Homodimer [32]

Drożdżowa topoizomeraza II 
topoizomeraza II (Top2) Homodimer [19]

IIB Bakteryjna topoizomeraza VI
(Sulfolobus shibatae)

Dekatenacja, relaksacja 
dodatnich superskrętów Heterotetramer [5]
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dwa białka o aktywności enzymatycznej - podjednostki 
α i ε, kodowane odpowiednio przez geny dnaE i dnaQ. Ak-
tywność 5‘→3‘ polimerazy wykazuje podjednostka α, na-
tomiast podjednostka ε ma aktywność 3‘→5‘ egzonukleazy 
i jest odpowiedzialna za korekcję błędnie wbudowanych 
nukleotydów. Za dimeryzację rdzenia polimerazy III DNA 
odpowiadają natomiast podjednostki τ. Elementem utrzy-
mującym polimerazę na nici DNA podczas replikacji (proce-
sywność) jest tzw. β-klamra zbudowana z dwóch cząsteczek 
białka DnaN. Dodatkowymi elementami strukturalnymi 
enzymu są podjednostki γ, δ, δ’, χ i ψ [7]. W komórkach 
eukariotycznych aktywność 5‘→3‘ polimerazy wykazują: 
polimeraza DNA α i polimeraza DNA δ. Polimeraza DNA 
α inicjuje replikację w kompleksie z prymazą, natomiast 
polimeraza DNA δ odpowiada za syntezę nici wiodącej. 
Charakteryzuje się większą procesywnością oraz przejawia 
dodatkowo aktywność 3‘→5‘ egzonukleazy. Ze względu na 
to, że bakterie inicjują replikację w jednym i ściśle zdefi-
niowanym miejscu, a replikacja u eukariontów rozpoczy-
na się w wielu miejscach, organizmy te różnią się między 
sobą nie tylko rodzajem polimeraz, ale również liczbą ich 
kopii w komórce. W komórce eukariotycznej znajduje się 
20 000-60 000 cząsteczek polimerazy DNA α, podczas gdy 
u bakterii E. coli występuje tylko 10-20 cząsteczek polimera-
zy DNA III [21]. Różnice między bakteriami a eukariontami 
uwidaczniają się również w przypadku czynników odpo-
wiedzialnych za inicjację replikacji. U większości bakterii 
homologi białka DnaA z udziałem ATP inicjują rozplatanie 
dwuniciowego DNA w regionie oriC [35]. Natomiast w ko-
mórkach eukariotycznych za inicjację replikacji odpowiada 
kompleks utworzony przez wiele białek.

Różnice między białkami tworzącymi replisom u bakte-
rii i eukariontów są na tyle duże (tabela 2 i 3), że czynią 
te pierwsze atrakcyjnym celem antybiotykoterapii. Do-
datkowo komponenty replisomów mogą się różnić także 
między poszczególnymi gatunkami bakterii, co stwarza 
możliwość zaprojektowania leku o wąskim spektrum 
działania, a nawet ukierunkowania go przeciwko kon-
kretnym patogenom [53]. Replikacja jest jednak trud-
nym celem terapii antybakteryjnej. Jednym z powodów 
tych trudności jest współistnienie w genomie kilku kopii 
genów kodujących białka replikacyjne. Genomy wielu 
gatunków z rodzaju Bacillus zawierają dodatkową kopię 
genu dnaN, dnaN-2, który koduje białko DnaN-2, wyka-
zujące 40% podobieństwa na poziomie sekwencji ami-
nokwasowej względem białka DnaN [53]. Stąd celując 
w białka replikacyjne mające dodatkowe kopie, należy 
jednoznacznie ustalić rolę ich homologów w procesie 
replikacji DNA.

Przemieszczanie się widełek replikacyjnych w  czasie 
syntezy DNA powoduje zmiany w strukturze i topolo-
gii chromosomu. Generowane są zmiany superskręcenia 
chromosomu (powstają odpowiednio pozytywne super-
skręty przed kompleksem replikacyjnym oraz negatyw-
ne za nim) zwane stresem topologicznym. Za eliminację 
nagromadzonych superskręceń odpowiadają wyspecja-
lizowane enzymy - topoizomerazy (tabela 1). Topoizo-
merazy przejściowo nacinając jedną (typ I) lub obie (typ 
II) nici DNA, prowadzą do zmian w liczbie superskrętów 
DNA (liczby opleceń jednej helisy DNA wokół drugiej). 
Chociaż enzymy te działają przede wszystkim lokalnie 

Tabela 2. Porównanie składników replisomu bakteryjnego i eukariotycznego

Białko Funkcja Bakterie Eukariota Referencje

Polimeraza DNA I aktywność 5’→3’ polimerazy, 5’→3’ egzonukleazy i 3’→5’ egzonukleazy + - [40]

Polimeraza DNA III aktywność 5’→3’ polimerazy i 3→5’ egzonukleazy + - [7, 31, 45]

Polimeraza DNA α
aktywność 5’→3’ polimerazy, rozpoczyna syntezę DNA w kompleksie 

z prymazą, niska procesywność
- + [75]

Polimeraza DNA δ aktywność 5’→3’ polimerazy i 3’→5’ egzonukleazy - + [75]

Polimeraza DNA ε aktywność 5’→3’ polimerazy, rola regulatorowa - + [75]

Polimeraza DNA γ aktywność 5’→3’ polimerazy, replikacja DNA mitochondrialnego - + [75]

Białka inicjujące wiązanie w miejscu startu replikacji + - [31, 75]

Prymaza polimeraza RNA, synteza starterów + - [4, 31, 75]

Helikaza DNA rozplatanie dsDNA + - [31, 75]

SSB (single stranded 
binding protein)

opłaszczanie ssDNA + - [31, 59, 75]

Topoizomerazy typu I i II usuwanie superskrętów i dekatenacja + - [49, 51, 74, 75]

Gyraza DNA topoizomeraza typu II, prowadzanie ujemnych superskrętów + - [66]

Ligaza DNA łączenie wolnych końców DNA + - [40, 75]

Telomeraza aktywność 5’→3’ odwrotnej transkryptazy - + [75]
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w regionach, w których dochodzi do generowania nad-
miernego superskręcenia DNA, to funkcje komórkowe 
topoizomeraz należy również rozpatrywać w aspekcie 
globalnej regulacji topologii bakteryjnego chromosomu. 
Topoizomerazy regulując poziom superskręcenia w wielu 
miejscach chromosomu, w sposób skoordynowany pro-
wadzą do zmiany całej jego struktury. Pociąga to za sobą 
zmiany w globalnym profilu ekspresji genów, których 
promotory są wrażliwe na zmiany w gęstości superheli-
kalnej DNA, w tym również wielu genów warunkujących 
przystosowanie się bakterii chorobotwórczych do byto-
wania w organizmie gospodarza (tzw. genów wirulencji). 
Białka remodelujące strukturę DNA, w tym przede wszyst-
kim topoizomerazy, ze względu na swoje zaangażowanie 
w organizację chromosomu podczas replikacji materiału 
genetycznego oraz transkrypcji genów, wydają się dosko-
nałym celem terapii przeciwbakteryjnych. 

Ostatnie lata przyniosły rozwój specyficznych metod 
skupiających się na poszukiwaniu nowych inhibitorów 
procesu replikacji. Liczba nowo odkrywanych związków 

stale wzrasta, jednak jak dotąd nie wprowadzono do le-
czenia żadnego z nich. Cząsteczki te działają na różne 
elementy replisomu dlatego można je podzielić na dwie 
grupy: blokujące aktywność białek o właściwościach en-
zymatycznych, takich jak polimeraza DNA, helikaza czy 
prymaza oraz zaburzających oddziaływania między pod-
jednostkami replisomów - cząsteczki wiążące się do białek 
SSB (single strand binding proteins) i DnaN. Coraz więcej 
nowo opracowywanych metod wykorzystuje techniki wy-
sokoprzepustowe, które pozwalają na przesiewowe bada-
nie setek tysięcy cząsteczek i selekcjonowanie tych o po-
tencjalnym zastosowaniu w leczeniu. Zastosowanie mają 
również metody oparte na komputerowym modelowaniu 
cząsteczek inhibitorów w oparciu o struktury dostępnych 
białek lub ich homologów, syntezie chemicznej cząste-
czek analogicznych do znanych już inhibitorów czy kry-
stalizacja wybranych białek w kompleksie z cząsteczka-
mi inhibitora. Niżej przedstawiono kilka przykładowych 
metod poszukiwania inhibitorów białek replikacyjnych 
oraz topoizomeraz, które są niezbędne do prawidłowego 
przebiegu procesu replikacji DNA.

Tabela 3. Inhibitory białek składowych replisomów

Cel dla antybiotyku Inhibitor Działanie Rodzaj testu Referencje

Helikaza DnaB Myricetyna
Naturalnie występujący flawonoid, 

antyoksydant, hamuje helikazę RepA I DnaB
Test wygaszania fluorescencji z użyciem 

specyficznej sondy TNS
[26,77]

Prymaza/helikaza Triaminotriazyny
Nieznane, mieszane inhibitory prymazy 

i helikazy

Wysokoprzepustowy test aktywności 
prymazy DnaG stymulowanej obecnością 

białka DnaB
[46,78]

Prymaza

Doxorubicyna
Cytostatyk z grupy antracyklin, 

interkalator DNA, stosowany w terapii 
przeciwnowotworowej

Test aktywności prymazy - pirofosfatazy [78]

Suramina
Cytostatyk, wykazuje działanie 

przeciwpierwotniakowe, hamuje działanie 
bakteryjnej prymazy DnaG

Test aktywności prymazy - pirofosfatazy [78]

PolC

6-anilinouracyle Kompetytywne w stosunku do dGTP
Test hamowania wzrostu hodowli 

bakteryjnej, wysokoprzepustowy test 
luminescencji

[14,36, 69]

Bischinole Analogi dGTP
Wysokoprzepustowy fluorescencyjny test 
hamowania aktywności polimerazy PolC

[28,56]

Cząsteczki hybrydowe (6AU 
i chinolony), np. 21D

Skojarzone działanie anty-PolC 
i hamujące gyrazę DNA

Test hamowania wzrostu hodowli 
bakteryjnej

[11,80]

DnaE1 Analogi pirymidynowe Nieznane 
Test hamowania wzrostu hodowli 

bakteryjnej
[57, 63]

DnaN RU7
Blokuje oddziaływanie beta klamry 

z bakteryjną polimerazą DNA II, III i IV
Wysokoprzepustowy test anizotropowy [22]

Ssb CFAM, BCBP, BOTP, MPTA
Blokuje oddziaływanie pomiędzy Ssb 

i egzonukleazą I
Wysokoprzepustowy test polaryzacji 

fluorescencji
[41,42]
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Metody poszukiwania inhibitorów białek o aktywności 
enzymatycznej

Pierwszym etapem replikacji jest rozplecenie podwójnej 
helisy DNA w miejscu oriC, a następnie przyłączenie he-
likazy oraz prymazy, które tworzą tzw. prymosom. Heli-
kaza, hydrolizując ATP, powoduje rozplecenie podwójnej 
helisy i umożliwia przesuwanie widełek replikacyjnych, 
natomiast prymaza syntetyzuje krótkie odcinki RNA, 
które służą następnie jako startery do syntezy nowych 
nici DNA. Oba enzymy są niezbędne do przeżycia bakterii 
[26]. Helikazy, oprócz replikacji, są zaangażowane również 
w inne procesy komórkowe, w tym naprawę DNA. W ko-
mórkach zarówno eukariotycznych jak i bakteryjnych 
występuje kilka ich paralogów; bakterie E. coli mają aż 12 
różnych białek o aktywności helikazowej [77]. 

Bakteryjne funkcjonalne homologi helikazy i prymazy 
różnią się od ich eukariotycznych odpowiedników i dla-
tego stanowią atrakcyjny cel dla nowej generacji antybio-
tyków. Ponieważ w komórce bakteryjnej helikaza silnie 
oddziałuje z prymazą, a ponadto prymaza stymuluje ak-
tywność helikazy, trudno jest badać każde z tych białek 
osobno. Jedną z metod, która pozwala na ilościowe ozna-
czenie aktywności prymazy DnaG w obecności helikazy 
DnaB jest wysokoprzepustowy test, polegający na sprzę-
żeniu aktywności prymazy z reporterowym enzymem - 

pirofosfatazą [6]. Difosforan powstający w wyniku działa-
nia prymazy jest substratem dla pirofosfatazy. Ta ostatnia 
przekształca go do dwóch reszt fosforanowych, których 
detekcję przeprowadza się kolorymetrycznie w płytkach 
wielodołkowych (ryc. 1). Metoda umożliwiła przeszuka-
nie kolekcji wielu cząsteczek o potencjalnym hamującym 
działaniu na prymazę. Pozwoliła na wyselekcjonowanie 
trzech związków, z których dwa - doksorubicyna oraz su-
ramina, wcześniej znane jako leki przeciwnowotworowe 
[37], okazały się silnymi inhibitorami prymazy. Autorzy 
sugerują, że działanie suraminy polega na konkurencji 
z trifosforanami nukleotydów o miejsce wiązania do pry-
mazy. Podobnie jak suramina, również doksorubicyna 
zawiera w swojej strukturze grupy aromatyczne, które 
mogą się wiązać do miejsc aktywnych prymazy i w ten 
sposób uniemożliwiać wiązanie DNA lub trifosforanów 
rybonukleotydów [6].

Pierwszą helikazą o znanej strukturze trzeciorzędowej 
było plazmidowe białko RepA, którego homologi są kodo-
wane na plazmidach obecnych zarówno u bakterii Gram-
-ujemnych jak i Gram-dodatnich [55]. Stąd poszukiwania 
inhibitorów replikacji skupiły się początkowo właśnie na 
tym białku. Wykazano, że naturalnie występujące wśród 
bakterii, grzybów i roślin wyższych związki flawonowe 
o strukturze podobnej do naftochinonu hamują helikazę 
RepA [11]. Jeden z testowanych związków, myricetyna 

Ryc. 1. �Wysokoprzepustowy test do pomiaru aktywności prymazy.  Na matrycy jednoniciowego DNA, który jest generowany przez helikazę, prymaza prowadzi 
syntezę startera RNA  przez polimeryzację trifosforanów nukleotydów. Jako produkt uboczny reakcji powstaje nieorganiczny pirofosforan, który zostaje 
przekształcony w obecności pirofosfatazy do dwóch reszt fosforanowych. Ilość uwolnionych reszt fosforanowych jest proporcjonalna do aktywności prymazy 
i jest oznaczana ilościowo w płytkach wielodołkowych w reakcji z wykorzystaniem zieleni malachitowej
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Ryc. 2. �Scyntylacyjny test do pomiaru aktywności prymazy. Prymaza na matrycy jednoniciowego DNA (ssDNA) syntetyzuje starter RNA w obecności znakowanego radioaktywnie 
trifosforanu cytozyny. Następnie startery zostają oczyszczone z mieszaniny reakcyjnej za pomocą kulek poliwinylowych i przeniesione do płytek wielodołkowych, 
w których dokonywany jest pomiar. Aktywność prymazy jest mierzona w liczniku scyntylacyjnym, którego odczyt jest proporcjonalny do ilości produktów reakcji

Ryc. 3. �Test do pomiaru aktywności helikazy (DnaB). Helikaza  prowadzi do rozplecenia  podwójnej helisy DNA w obrębie krótkiego niekomplementarnego regionu 
w syntetycznej cząsteczce DNA. Jedna z nici DNA jest znakowana na końcu fluoroforem TexasRed, natomiast  nić  komplementarna - cząsteczką Dabcylu.  
Przestrzenne zbliżenie obu fluoroforów powoduje wygaszenie emisji  przez cząsteczkę TexasRed po wzbudzeniu zielonym światłem. Na skutek działania 
helikazy obie nici zostają oddzielone od siebie, a następnie nić znakowana TexasRed hybrydyzuje z obecną w mieszaninie reakcyjnej komplementarną nicią . 
Dzięki temu cząsteczka Texas Red zostaje oddzielona od cząsteczki Dabcylu i  po wzbudzeniu zielonym światłem, emituje czerwoną fluorescencję
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najsilniej hamował białko RepA zarówno in vitro, jak rów-
nież in vivo. W późniejszych badaniach udowodniono, że 
myricetyna swoiście hamuje również kodowaną na chro-
mosomie helikazę DnaB, lecz nie wpływa na aktywność 
bakteryjnej prymazy DnaG [26].

Zhang i wsp. opracowali wysokoprzepustowy test, umoż-
liwiający badanie aktywności prymazy DnaG w obecności 
białka DnaB, które stymuluje aktywność prymazy [24]. 
W teście tym prymaza syntetyzuje startery RNA w obec-
ności znakowanego izotopowo nukleotydu ([3H]-CTP) na 
matrycy jednoniciowego DNA (ryc. 2). Poziom syntezy 
radioaktywnych starterów jest rejestrowany w liczni-
ku scyntylacyjnym. Stosując opisany test poszukiwano 
związków o działaniu hamującym na jeden i/lub oba en-
zymy. Swoistość oddziaływania wyselekcjonowanych czą-
steczek zweryfikowano badając aktywność helikazy DnaB 
za pomocą techniki FRET (fluorescence resonance energy 
transfer). Fluorescencja barwnika Texas Red związane-
go do 5‘-końca dwuniciowego, częściowo rozplecionego 
odcinka DNA była wyciszana przez cząsteczkę Dabcylu 

umiejscowionego na komplementarnej nici (ryc. 3). Po 
rozpleceniu nić z barwnikiem Texas Red hybrydyzowa-
ła z obecną w mieszaninie reakcyjnej komplementarną 
nicią DNA niezwiązaną z wygaszaczem, co skutkowało 
przyrostem fluorescencji w próbce. Inhibitory, które ha-
mowały syntezę starterów RNA, a nie hamowały rozpla-
tania podwójnej helisy DNA, określano mianem swoistych 
względem prymazy, natomiast hamujące obie reakcje – 
inhibitorami mieszanymi. Metoda ta pozwoliła na wyse-
lekcjonowanie cząsteczek z grupy triaminotriazyn, które 
autorzy opisują jako inhibitory helikazy DnaB. Triamino-
triazyny nie wykazywały działania antybiotycznego prze-
ciw bakteriom Gram-ujemnym, takim jak P. areuginosa czy 
E. coli, a hamowały wzrost bakterii Gram-dodatnich (S. au-
reus, Streptococcus pneumoniae), a nawet grzybów z rodza-
ju Candida. Jednak związki z tej grupy wykazywały dużą 
cytotoksyczność względem komórek eukariotycznych 
w testach przeprowadzonych na liniach komórkowych 
HeLa. Triaminotriazyny wydają się ciekawymi związkami 
z punktu widzenia nowoczesnej antybiotykoterapii, ko-
nieczne są jednak ich modyfikacje mające na celu zmniej-

Ryc. 4. �Test do pomiaru aktywności  polimerazy III (PolC). Polimeraza PolC  wzbudza syntezę  nici komplementarnej na matrycy jednoniciowego DNA (ssDNA). 
Produktem ubocznym reakcji jest nieorganiczny pirofosforan, który w obecności jonów siarczanowych i nadsiarczanu amonu (APS), zostaje przekształcony 
do ATP w reakcji katalizowanej przez sulfurylazę ATP. Powstały ATP zostaje   wykorzystany do utleniania lucyferyny w reakcji katalizowanej przez lucyferazę. 
Utleniona lucyferyna przechodzi w stan wzbudzony, wykazujący bioluminescencję, której pomiar jest propocjonalny do aktywności polimerazy PolC
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szenie cytotoksyczności oraz zwiększenie efektywności 
przenikania do komórek bakteryjnych

Najważniejszym białkiem w całym aparacie replikacyj-
nym jest polimeraza DNA. U większości bakterii rolę repli-
katywnej polimerazy, w odróżnieniu od innych polimeraz 
biorących udział np. w naprawie DNA, pełni polimeraza 
DNA III (DnaE1). Badanie stechiometrii replisomu u bakte-
rii E. coli wykazało, że na jedne widełki replikacyjne przy-
padają trzy cząsteczki białka DnaE1 [52]. Jednak niektóre 
Gram-dodatnie bakterie, takie jak Bacillus subtilis, mają 
dwie różne replikatywne polimerazy DNA, DnaE3 i PolC 
w widełkach replikacyjnych [53]. Polimeraza DnaE3 jest 
homologiem białka DnaE1, natomiast PolC zawiera dodat-
kową podjednostkę o aktywności 3‘→5‘ egzonukleazowej, 
która jest homologiem podjednostki ε oraz wykazuje inną 
względem DnaE1/DnaE3 aranżację przestrzenną domen 
funkcjonalnych. Oba białka (PolC i DnaE3) są niezbędne 
do przeżycia B. subtilis [16].

Jak dotąd nie zidentyfikowano inhibitorów swoistych 
względem polimerazy DNA DnaE1. Jedynie Shakya i wsp. 
opisali podstawione różnymi grupami funkcyjnymi analo-
gi nukleozydów pirymidynowych [57,63], które hamowały 
wzrost bakterii z rodzaju Mycobacterium. Mechanizm dzia-
łania tych związków musi jeszcze zostać wyjaśniony. Wia-
domo jednak, że pochodne 5-hydroksymetylotymidyny 

hamowały replikację E. coli. Są tym bardziej interesujące, 
gdyż cechują się niewielką cytotoksycznością względem 
komórek eukariotycznych.

Polimeraza PolC wydaje się ciekawym obiektem w poszu-
kiwaniu nowych antybiotyków. Wykazano, że dwie grupy 
związków: 6-anilinouracyle (6-AU) [14,28,36] i bischinole 
[28] hamowały aktywność białka PolC. Na uwagę zasługuje 
jeszcze trzecia grupa związków – cząsteczki hybrydowe, 
np. połączenie chinolonów z 6-anilinouracylem w sposób 
skojarzony hamowały aktywność zarówno białka PolC jak 
i gyrazy [11,80]. Od czasu poznania mechanizmu działa-
nia pochodnych 6-anilinouracyli (6-AU), większość badań 
skupiła się na syntezie związków pochodnych i badaniu 
ich zdolności do hamowania wzrostu mikroorganizmów. 
Mechanizm działania tych związków polega na współza-
wodnictwie z dGTP podczas syntezy DNA. Z jednej strony 
inhibitory te tworzą potrójne wiązanie wodorowe z cy-
tozyną w helisie DNA, z drugiej natomiast – wiążą się 
w centrum aktywnym enzymu, unieczynniając go w ten 
sposób [14]. Tarantino i wsp. wykazali przeciwbakteryjne 
działanie 3-N pochodnych anilinouracyli w stosunku do S. 
aureus, B. subtilis, Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium 
[69]. W badaniach Daly’ego i wsp. porównano działanie 
przeciwbakteryjne 3-N pochodnych 6-AU i konwencjonal-
nych antybiotyków, takich jak klindamycyna, wankomy-
cyna, penicylina G, oksofloksacyna, oksacylina, ryfampina 

Ryc. 5. �Wysokoprzepustowe techniki do poszukiwania inhibitorów topoizomeraz oparte o zdolność tworzenia trójskładnikowego kompleksu plazmid:oligonukleotyd 
(opis w tekście)
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i in., wobec szpitalnych szczepów S. aureus, E. faecium oraz 
E. faecalis [14]. Wyniki badań okazały się obiecujące, żaden 
z badanych szczepów nie wykazywał krzyżowej oporności 
z cząsteczkami pochodnych 6-AU. Związki te hamowały 
wzrost mikroorganizmów już w mikromolowym stęże-
niu, a w stężeniu odpowiadającym dwukrotnej wartości 
minimalnego stężenia hamującego (MIC – minimal inhi-
bitory concentration) wykazywały działanie bakteriobój-
cze przeciw klinicznym izolatom badanych ziarniaków. 
Jednak dużą wadą 6-AU oraz pochodnych jest ich bardzo 
mała rozpuszczalność w wodzie oraz biodostępność [53].

Do badania inhibitorów PolC S. aureus opracowano wyso-
koprzepustowy test luminescencyjny [36]. Zasada metody 
jest tożsama z tą, która znalazła zastosowanie w sekwen-
cjonowaniu drugiej generacji, tzw. pirosekwencjonowaniu 
(ryc. 4). W dwuetapowej reakcji, najpierw z zastosowa-
niem sulfurylazy ATP, a następnie lucyferazy, powsta-
jący w wyniku polimeryzacji DNA pirofosforan zostaje 
użyty do wzbudzenia lucyferyny. Po wzbudzeniu białko 
to emituje strumień fotonów o określonej długości fali, 
który jest rejestrowany przez odpowiedni detektor. Test 
może być przydatny do przeszukiwania bibliotek różnych 
cząsteczek w celu identyfikacji nowych inhibitorów PolC.

Drugim podejściem metodycznym do pomiaru aktyw-
ności polimerazy w testach in vitro jest monitorowanie 
przyrostu produktów reakcji przez zastosowanie fluore-
scencyjnych interkalatorów. Związki te wbudowują się 
w podwójną helisę powstającego DNA i pozwalają na ilo-
ściowe jego oznaczenie. Guiles i wsp. przystosowali eks-
peryment do płytek wielodołkowych, tworząc wysoko-
przepustowy fluorescencyjny test hamowania aktywności 
białka PolC [28]. W ten sposób przeszukali kolekcję nisko-
cząsteczkowych związków, z których kwazolino-2-ilami-
no-kwanazolino-4-ole (bischinole) wykazywały działanie 
hamujące aktywność białka PolC.

Podstawiając w N-pozycję 6-anilinouracyli cząsteczkę flu-
orochinolonów, odkryto nową grupę inhibitorów, któ-
re wykorzystywały skojarzone działanie obu cząsteczek 
[11,80]. Jedna z takich cząsteczek hybrydowych, nazwa-
na 21D, wykazywała szeroki zakres działania przeciw-
ko klinicznie izolowanym szczepom bakterii Gram-do-
datnich, w tym również szczepów wielolekoopornych. 
Związek 21D wykazywał 5-15 razy silniejsze działanie 
bakteriobójcze niż wyjściowa cząsteczka 6-AU. Intere-
sujące jest również to, że związek 21D hamował wzrost 
bakterii Gram-dodatnich oraz w mniejszym stopniu bak-
terii Gram-ujemnych. Autorzy uważają, że większy skutek 
przeciwbakteryjny można będzie uzyskać podstawiając 
różne cząsteczki fluorochinolonów do cząsteczki 6-AU. 

Wyżej opisane metody przesiewowego poszukiwania in-
hibitorów replikacji pozwalają szybko wyselekcjonować 
z całej puli dostępnych związków te, które potencjalnie 
mogą hamować aktywność białek replikacyjnych. Dodat-
kowo połączenie technik przesiewowych z modelowa-
niem komputerowym otwiera możliwości w projektowa-
niu nowych antybiotyków.

Metody poszukiwania inhibitorów zaburzających 
oddziaływania między podjednostkami replisomu

Replisomy są makrokompleksami, w których oddziaływanie 
między poszczególnymi elementami jest istotne do utrzyma-
nia spójności strukturalnej i funkcjonalnej całej maszynerii 
replikacyjnej. Cząsteczki zaburzające oddziaływania mogą 
być podstawą nowoczesnej antybiotykoterapii. Największe 
nadzieje wzbudza zaburzanie oddziaływań między partne-
rami białek SSB oraz DnaN. 

Wysokoprzepustowy test polegający na pomiarze anizotro-
pii fluorescencji [22] pozwolił wyselekcjonować związek na-
zwany RU7, który zaburzał oddziaływanie β-klamry (dimer 
białka DnaN) z polimerazą DNA E. coli (Pol III). W doświadcze-
niu wykorzystano krótki peptyd znakowany fluorescencyj-
nie o sekwencji identycznej z C-końcem Pol III. Wykazano, 
że związek RU7 zaburza oddziaływanie peptyd- β-klamra 
przez konkurencję o miejsce wiązania, co powoduje spadek 
anizotropii fluorescencji w roztworze. DnaN oddziałuje w ko-
mórkach bakterii także z polimerazami DNA II i IV. Jednak 
różny sposób wiązania β-klamry do wszystkich wspomnia-
nych polimeraz przejawia się w różnej sile oddziaływania 
z nimi. Związek RU7 blokuje replikację zależną od Pol III 5 
i 50 razy wydajniej niż syntezę DNA prowadzoną odpowied-
nio przez Pol III  i Pol IV. 

Po rozpleceniu podwójnej helisy, DNA jest narażone na 
uszkodzenia oraz na ponowną lub przypadkową hybrydy-
zację [42]. Stanowi to poważne zagrożenie dla integralności 
chromosomu. Ochronę przed uszkodzeniami w miejscach 
rozplecenia DNA zapewniają białka SSB. Biorą udział w re-
plikacji, rekombinacji oraz naprawie DNA, a także rekrutu-
ją do jednoniciowego DNA wiele białek o właściwościach 
enzymatycznych. Wykazano, że C-końcowa domena białek 
SSB jest niezbędna do prawidłowego funkcjonowania i od-
działywania z innymi partnerami białkowymi, w tym z eg-
zonukleazą I E. coli [41]. W celu identyfikacji inhibitorów 
tego oddziaływania opracowano test analogiczny do poszu-
kiwania inhibitorów β-klamry. Krótki peptyd stanowiący 
C-końcowy fragment białka SSB znakowano fluoresceiną 
i badano dysocjację kompleksu peptyd-egzonukleaza I, co 
można było obserwować jako zmianę polaryzacji fluorescen-
cji. W technice tej wykorzystano to, że fluorofor wzbudzo-
ny przez spolaryzowane światło emituje w różnym stopniu 
(zależnym od siły wiązania i wielkości cząsteczki) również 
światło spolaryzowane (FP - fluorescence polarization). Czte-
ry z badanych związków blokowały oddziaływanie między 
białkiem SSB a egzonukleazą I. Związki te w różnym stopniu 
zaburzały również oddziaływanie białka SSB z innymi jego 
znanymi partnerami białkowymi: RecQ (bierze udział w re-
kombinacji plazmidów oraz naprawie DNA) i PriA (składnik 
prymosomu) z E. coli.

Gyraza jako cel dla antybiotyków

Od wielu lat głównym celem poszukiwanych leków anty-
bakteryjnych jest gyraza, należąca do grupy topoizomeraz 
typu II. Jej homologi, powszechne u bakterii i niezbędne do 
ich przeżycia, nie są obecne u eukariontów. Enzym zbudo-
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wany z dwóch homodimerów odpowiednio białek GyrA oraz 
GyrB, jest odpowiedzialny za utrzymywanie odpowiedniego 
poziomu ujemnego superskręcenia DNA w komórce oraz 
za usuwanie pozytywnych superskrętów z cząsteczki DNA 
generowanych miejscowo podczas jej rozplatania. Istnieje 
dzisiaj wiele testów mających na celu określenie aktywno-
ści tego enzymu w obecności potencjalnych inhibitorów. 
Ze względu na to, że gyraza do swojej aktywności wymaga 
dostarczenia energii w postaci ATP, część testów opiera się 
na pomiarze zdolności gyrazy do hydrolizy ATP w sprzęże-
niu z oksydacją NADH, co jest wykrywane przez oznaczenia 
kolorymetryczne [8,27]. Przy projektowaniu inhibitorów 
gyrazy wykorzystuje się również zdolność tego enzymu do 
przekształcania zrelaksowanego DNA w formę superskrę-
coną [48]. Klasyczna metoda badania aktywności topoizo-
merazowej polega na określaniu zmian w konformacji DNA 
spowodowanych przez topoizomerazy przez rozdzielane 
różniących się gęstością superhelikalną form topologicz-
nych DNA (topoizomerów) w żelu agarozowym, barwienie 
żelu fluorescencyjnymi barwnikami, tj. bromek etydyny, 
a następnie ilościowe oznaczanie intensywności fluorescen-
cji poszczególnych izoform DNA. Jest to jednak podejście 
wieloetapowe, nie daje możliwości określenia inhibitorów 
poszczególnych podjednostek gyrazy (GyrA, GyrB) oraz nie 
pozwala bezpośrednio badać domeny wiążącej ATP.

W celu wykrywania kompetycyjnych inhibitorów gyrazy, 
a także innych strukturalnie powiązanych topoizomeraz 
wprowadzono i rozwinięto technikę wykorzystującą pola-
ryzację fluorescencji. W oparciu o krystaliczną strukturę 
kompleksu GyrB/nowobiocyna zaprojektowano i zsyntety- 
zowano nowe fluorescencyjne sondy oparte na kowalen-
cyjnym wiązaniu fluoroforu do badanych związków [24]. 
Dzięki tej metodzie autorzy wyselekcjonowali znane dotąd 
inhibitory gyrazy przeszukując bibliotekę FDA (Food and 
Drug Administration), potwierdzając tym samym użytecz-
ność tej techniki w przeszukiwaniach większych bibliotek 
związków chemicznych w wyniku ich koniugacji z fluoro-
forem i analizy widma FP. 

Znanych jest wiele związków chemicznych o różnych me-
chanizmach wiązania, hamujących aktywność bakteryjnych 
gyraz, z czego wiele jest z powodzeniem wykorzystywanych 
w leczeniu klinicznym. Natomiast nadal nie są znane se-
lektywne inhibitory bakteryjnej topoizomerazy I, drugiego 
oprócz gyrazy głównego enzymu dla utrzymania struktury 
chromosomu. Dzisiaj wiele nadziei wiąże się właśnie z topo-
izomerazą I jako celem nowych grup związków chemicznych 
o własnościach przeciwbakteryjnych [51,67,73]. 

Rozwiązanie struktury krystalicznej bakteryjnej topoizome-
razy I w kompleksie z DNA [79] stworzyło szansę komputero-
wego modelowania i dokowania związków chemicznych po-
tencjalnie mogących zaburzać oddziaływanie białka z DNA 
lub, podobnie jak znane inhibitory gyraz, stabilizować tok-
syczny dla komórki, kowalencyjny kompleks TopA-DNA. Me-
tody modelowania inhibitorów w oparciu o znane struktury 
krystaliczne były już wcześniej z powodzeniem stosowane 
dla topoizomeraz typu II [61]. Modelowanie komputerowe 
jest jednak nadal techniką, która nie daje gwarancji na to, 

że wytypowany związek będzie rzeczywiście wpływał na ak-
tywność białka, do którego się wiąże. W rzeczywistości tylko 
niewielki odsetek proponowanych związków chemicznych 
działa w testach in vitro oraz in vivo. Mimo pewnych ograni-
czeń modelowanie komputerowe zawęża grono potencjalnie 
użytecznych cząsteczek i znacznie obniża koszty ich poszu-
kiwania, redukując potrzebę przeszukiwania ogromnych 
bibliotek związków chemicznych w klasycznych testach 
przesiewowych. 

Wysokoprzepustowe techniki - nowe wyzwanie 
w poszukiwaniu inhibitorów bakteryjnych topoizomeraz

Prowadzenie testów przesiewowych w poszukiwaniu inhi-
bitorów topoizomeraz wymaga przeprowadzania tysięcy 
mikroreakcji. Wykorzystanie klasycznych metod w testach 
przesiewowych jest utrudnione, gdyż odczyt wyniku wyma-
gałby przygotowania setek żeli agarozowych w celu wery-
fikacji zmian w topologii DNA. Metoda jest mało wydajna, 
czaso- i pracochłonna, a przez to mało praktyczna do zasto-
sowania w zautomatyzowanej wysokoprzepustowej proce-
durze przesiewowego poszukiwania (HTS - high-through-
put screening) dużych bibliotek, zawierających setki tysięcy 
związków chemicznych. 

Jedna z metod oparta na zbliżeniowym teście scyntylacyj-
nym (SPA – scintillation proximity assay) została wprowa-
dzona do bezpośredniej analizy domeny wiążącej ATP GyrB. 
W teście tym znakowany izotopem ligand (w tym przypadku 
[3H]dihydronowobiocyna) jest dokowany w kieszeni wiążącej 
ATP biotynylowanej podjednostki GyrB, która jest unieru-
chomiona na kulkach SPA pokrytych streptawidyną. Emito-
wane przez ligand promieniowanie β jest rejestrowane przez 
detektor promieniowana jonizującego. Inhibitor wiążąc się 
do podjednostki gyrazy wypiera radioaktywny ligand po-
wodując zmniejszenie wartości odczytu. Technikę tę wyróż-
nia selektywność w stosunku do poszukiwania inhibitorów 
podjednostki GyrB, a także, w przeciwieństwie do większo-
ści standardowych metod, brak konieczności rozdzielania 
produktów reakcji w żelu agarozowym [23].

W przypadku topoizomeraz typu I alternatywnym podej-
ściem względem klasycznej metody z wykorzystaniem żeli 
agarozowych jest fluorometryczny test wykorzystujący róż-
nicę w wiązaniu bromku etydyny lub innych fluorescencyj-
nych interkalatorów do superskręconego DNA w porów-
naniu z jego postacią zrelaksowaną [2]. Mimo że technika 
wydaje się użyteczna w badaniach przesiewowych, to jednak 
ma pewne ograniczenia. Stosunkowo niski poziom sygnału 
oraz niewielka różnica odczytu między obiema wyżej wspo-
mnianymi postaciami DNA powodują, że uzyskanie jedno-
znacznego wyniku może być utrudnione. 

Metoda przesiewowego poszukiwania inhibitorów topoizo-
meraz (zarówno typu I jak i II) zaproponowana przez Ma-
xwella i wsp. opiera się na zdolności tworzenia kompleksu 
między cząsteczką plazmidowego DNA i zakotwiczonym oli-
gonukleotydem (ryc. 5) [43]. Kompleks taki jest tworzony 
efektywniej, gdy plazmid znajduje się w stanie superskręco-
nym. Takie podejście pozwala na monitorowanie topologii 
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plazmidu bez konieczności rozdzielania jego topologicznych 
form i ich analizy w żelu agarozowym. Technika była do tej 
pory testowana w ograniczonym zakresie, jednak pozwoliła 
na identyfikację związków o charakterze inhibitorów bakte-
ryjnej gyrazy i topoizomerazy VI [70], a zasada metody może 
być z powodzeniem stosowana do poszukiwań na większą 
skalę. Metoda opisana przez Shapiro i wsp. oparta jest rów-
nież na tworzeniu kompleksu, w którym nić oligonukleotydu 
znakowana jest barwnikiem fluorescencyjnym [58]. Zmiany 
stosunku zrelaksowanego i superskręconego DNA są określa-
ne przez odczyt anizotropii fluorescencji. Przewagą tej me-
tody jest uproszczenie procedury, bowiem oligonukleotyd 
nie jest unieruchomiony do podłoża. Wadą jest natomiast 
zapotrzebowanie na duże ilości plazmidu w jednorodnym 
topologicznie stanie, co pociąga za sobą duże koszty związa-
ne z oczyszczaniem plazmidu. Dodatkową trudnością w pra-
widłowej analizie wyników może być potencjalny wpływ 
badanych związków na anizotropię fluorescencji.

Stosunkowo prostą i szybką metodą badań przesiewowych, 
której celem jest identyfikacja cząsteczek skierowanych 
przeciwko białkom oddziałującym z DNA, w tym również 
topoizomerazie I jest mikromiareczkowanie wykorzystujące 
testy ELISA. Jedna z metod polega na wykrywaniu przeciw-
ciał monoklonalnych swoiście wiążących ten enzym. Hamo-
wanie aktywności analizowanych białek przez przeciwciała 
jest oceniane in situ w testach relaksacji DNA, przez dodanie 
superskręconego DNA bezpośrednio do studzienek płytki, 
a następnie analizę produktów reakcji w żelu agarozowym 
[39]. Tego typu badania przeprowadzano z sukcesem m.in. 
dla topoizomerazy IA pochodzącej z Mycobacterium smeg-
matis [38]. 

Ciekawą alternatywą dla metod in vitro jest poszukiwanie 
związków wpływających na aktywność topoizomeraz bez-
pośrednio w żywych komórkach. W metodzie tej wykorzy-
stywany jest gen reporterowy kontrolowany przez promotor 
wrażliwy na zmiany topologii DNA [3]. Zmiana w poziomie 
transkrypcji genu reporterowego jest pochodną zmian w ak-
tywności topoizomeraz. Niewątpliwie zaletą tej metody jest 
analiza nie tylko zdolności danego związku do hamowania 
aktywności topoizomeraz, ale również jego zdolność do 

przenikania bariery, jaką jest błona/ściana komórkowa. Ze 
względu na to, że enzymów wpływających na topologię DNA 
i mogących potencjalnie regulować ekspresję genu reporte-
rowego jest kilka, jednoznaczna identyfikacja celu działania 
odkrytego związku może być utrudniona, co stanowi pewne 
ograniczenie metody. 

Podsumowanie

Replikacja DNA jest podstawowym procesem w dzielących 
się komórkach, a jej prawidłowy przebieg zapewnia cią-
głość przekazywania informacji genetycznej z pokolenia 
na pokolenie. Blokowanie tego procesu wydaje się zatem 
podstawowym sposobem hamowania namnażania mikro-
organizmów, a w przypadku szczepów chorobotwórczych 
ich zwalczania. Pewne różnice w przebiegu replikacji DNA 
oraz budowie replisomów między bakteriami i eukarion-
tami pozwalają na swoiste zwalczanie chorobotwórczych 
bakterii przy jednoczesnym minimalizowaniu niepożąda-
nych skutków dla chorego. W dobie rosnącej lekoopor-
ności replikacja chromosomów bakteryjnych jest inten-
sywnie badanym procesem, a poszukiwanie nowych tarcz 
terapeutycznych w ostatnich latach staje się priorytetem 
dla coraz większej liczby zespołów badawczych. Świad-
czy o tym opracowywanie nowych technik, za pomocą 
których poszukuje się związków o potencjalnych właści-
wościach antybiotycznych. Dokładne poznanie mechani-
zmów replikacji chromosomów bakteryjnych jest nadzieją 
na znalezienie w przyszłości nowych grup związków che-
micznych hamujących ten proces. Połączenie technik wy-
sokoprzepustowych oraz komputerowego modelowania 
stwarza szansę na jednoczesne przeszukiwanie ogrom-
nej puli związków chemicznych hamujących replikację, 
a po ich wstępnym wyodrębnieniu, na przewidywanie 
modyfikacji zwiększających ich efektywność działania, 
rozpuszczalność oraz zdolność przenikania do komórek.
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