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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Nadmierne i czesto nieuzasadnione uzywanie antybiotykdw stawia ludzko$¢ w obliczu proble-
mu rosngcej liczby lekoopornych szczepédw bakteryjnych. Stad konieczne jest poszukiwanie
nowych antybiotykéw oraz badanie nowych celéw dla lekéw przeciwbakteryjnych. Dobrymi
kandydatami bialek niezbednych do wzrostu, a jednoczesnie rézniagcymi sie znaczaco od eu-
kariotycznych homologédw wydaja sie biatka zaangazowane w replikacje bakteryjnego chro-
mosomu (helikaza, polimeraza, prymaza), a takze utrzymujace jego prawidtowa przestrzenng
strukture (topoizomerazy). W ostatnich latach opracowano wiele wysokoprzepustowych metod
poszukiwania zwigzkéw hamujacych aktywno$¢ biatek uczestniczacych w procesie replikacji
chromosoméw bakteryjnych. Przedmiotem artykutu jest przedstawienie niektérych z nich.
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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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Wsrep

Odkrycie penicyliny w latach 20 ub.w. zapoczatkowalo ere
antybiotykéw. Obecnie, ze wzgledu na nadmierne i czesto
nieuzasadnione ich uzywanie, stoimy w obliczu problemu
rosnacej liczby lekoopornych szczepéw bakteryjnych. ta-
two$¢ w przekazywaniu gendw opornoséci na antybiotyki
wsérdd bakterii oraz presja selekcyjna wywierana przez
czeste podawanie lekéw antybakteryjnych, doprowadzity
do pojawienia sie drobnoustrojéw niewrazliwych na coraz
wiekszg liczbe antybiotykéw. Wéréd nich wyréznié¢ mozna
szczepy oporne na okre$lone grupy zwiazkéw, np. oporny
na antybiotyki B-laktamowe szczep Staphylococcus aureus
(MRSA - methicilin resistant S. aureus) [12] oraz szczepy
wielolekooporne, takie jak MDR (multiple drug resistant)
Mycobacterium tuberculosis, ktéry w 2010 r. spowodowat
okoto 290 000 zachorowan na gruZlice ptuc [34]. W ostat-
nich latach pojawily sie réwniez szczepy o rozszerzonej
opornosci, tzw. XDR (extensively drug resistant), do kté-
rych nalezy szczep Klebsiella pneumoniae wywotujacy zapa-
lenie ptuc [50] oraz catkowitej opornosci - PDR (pandrug
resistant) np. Pseudomonas aeruginosa, bedacy przyczyna
oportunistycznych infekgji u ludzi [20].

Mechanizmy dziatania stosowanych najcze$ciej antybio-
tykéw polegaja na zaburzeniu syntezy $ciany komérkowej
(m.in. penicyliny, cefalosporyny, wankomycyny), hamowa-
niu biosyntezy biatek (m.in. tetracykliny, erytromycyna,
chloramfenikolu, streptomycyny) i blokowaniu procesu
replikacji (kumaryny, chinolonéw). Ze wzgledu na rosnaca
oporno$¢ chorobotwérczych bakterii na znane antybiotyki,
konieczne jest poszukiwanie nowych celéw dla antybioty-
koterapii. Najlepszymi spo$réd nich sg biatka niezbedne do
wzrostu i namnazania sie komorek bakteryjnych, a réwno-
cze$nie takie, ktdre nie wystepuja w komdérkach ludzkich
lub znaczaco sie od nich réznig [53].

Rozwdj technik biologii komdrki stwarza nowe mozliwo-
$ci badania oraz wizualizacji subkomérkowych struktur
bakterii. Ostatnie badania dowodzg, ze chromosom bak-
teryjny w komdrce przyjmuje strukture wysoce zorgani-
zowana, zbudowana z wielu topologicznie niezaleznych,
superskreconych domen DNA zwiazanych z biatkami NAP
(nucleoid associated proteins) [10,18]. Domenowa orga-
nizacja pozwala na jednoczesne zaangazowanie odreb-
nych regionéw chromosomu w rézne procesy komdérko-
we, takie jak replikacja i segregacja nowo zreplikowanych
obszaréw chromosomu, a takze transkrypcja i rekombi-
nacja materiatu genetycznego [64]. Chromosom ulega
podwojeniu i segregacji do komérek potomnych w $ci-
$le okres$lonym czasie, a procesy te ze wzgledu na swoja
istotno$¢ dla przezycia komdrki sg precyzyjnie kontro-
lowane. W ostatnich latach poznano strukture i funkcje
wielu biatek zaangazowanych w powielanie bakteryjne-
go materialu genetycznego. Przedmiotem artykutu jest
przedstawienie metod poszukiwania nowych celéw dla

antybiotykéw wérdd biatek uczestniczacych w procesie
replikacji chromosoméw bakteryjnych. Oméwiono przy-
ktady biatek-celéw uczestniczacych bezposrednio w syn-
tezie DNA oraz takich, ktére kontroluja jego topologie
w trakcie tego procesu.

Repikacia DNA u BAKTERII | EUKARIONTOW — TAK PODOBNA,
A TAK ROZNA

Replikacja DNA jest podstawowym procesem komérko-
wym zachodzacym we wszystkich zywych organizmach.
U organizmdéw prokariotycznych, w przeciwieristwie do
eukariontéw, synteza DNA nie zachodzi w odrebnym, od-
powiadajgcym jadru komérkowemu, przedziale komér-
ki. Replikacja chromosomu w optymalnych warunkach
zajmuje bakteriom E. coli okoto 40 min, podczas gdy ko-
morki eukariotyczne potrzebuja na skopiowanie catego
chromosomu 18-24 godzin [65]. U bakterii i eukariontéw
mechanizm replikacji chromosoméw oraz niektérych
plazmidéw wyglada podobnie. Jest to dwukierunkowy
proces, w ktérym polimerazy DNA przeprowadzajg syn-
teze w kierunku 5’—3’ (na nici wiodacej i opéznione;j),
poczynajac od krétkich starterowych fragmentéw RNA
syntetyzowanych przez prymaze [65]. W przeciwiefistwie
do eukariontéw, bakterie rozpoczynaja synteze DNA chro-
mosomalnego w jednym, $cisle okreslonym miejscu zwa-
nym oriC (origin of chromosomal replication) [47]. Proces
inicjowany jest przez biatko DnaA, ktére wiazac sie do kil-
ku krétkich, swoistych sekwencji nukleotydowych w re-
gionie oriC, oligomeryzuje i powoduje rozplecenie helisy
DNA [35]. W sktad maszynerii replikacyjnej (zwanej repli-
somem), przeprowadzajgcej synteze DNA wchodza: pry-
maza (DnaG) - syntetyzuje startery RNA, helikaza (DnaB)
- rozplata ni¢ DNA w miare przesuwania sie widetek re-
plikacyjnych oraz polimeraza DNA III (Pol I1I). Ze wzgledu
na to, ze synteza DNA zachodzi zawsze w kierunku 5'—3’,
tylko jedna nié (wiodaca) moze by¢ syntetyzowana w spo-
s6b ciggly. Druga ni¢ (op6zniona) powstaje przez synteze
odcinkéw DNA (fragmentéw Okazaki), ktdre sa nastepnie
ze soba taczone [31,44]. U bakterii replikacja koriczy sie
w obrebie sekwencji ter, a nowo powstate chromosomy
sg rozdzielane (w procesie dekatenacji) przez topoizome-
raze IV (tabela 1).

Pomimo wielu podobieristw w procesie replikacji u bakterii
i eukariontéw, réznice w budowie komérek oraz w wielko-
$ciiliczbie chromosoméw bakteryjnych i eukariotycznych
przektadaja sie na réznice w sktadzie i budowie aparatu re-
plikacyjnego oraz zestawie biatek modulujgcych strukture
i topologie DNA. Gléwnym enzymem syntetyzujacym DNA
u bakterii jest polimeraza DNA III, kt6ra stanowi hetero-
multimeryczny kompleks odpowiedzialny za synteze obu
nici DNA (wiodacej i opéznionej) [45]. Rdzeniem enzymu
sg stabilizujgca inne elementy podjednostka 6 [68] oraz
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Tabela 1. Charakterystyka bakteryjnych topoizomeraz

Podtyp Enzym Charakterystyka podtypu Struktura podjednostki Inhibitor Referencje
Bakteryjna topoizomeraza Relaksacja ujemnych Monomer Kamptotecyna 74
| (Topol) superskretéw
s . Analogi kamptotecyny
Drozdzowa(Ttggglllzl;)meraza i Monomer Irinotekan [76]
Topotekan
9-amino-CPT [29]
) Relaksacja ujemnych Gl147211 [51]
A Ssacza t??g'?&;‘ erazalll i dodatnich superskretow, Monomer Gimatekan [54]
P katenacja i dekatenacja Belotekan (71
SN-38 [73]
Bakteryjna topoizomeraza lll
J (Togolll) Monomer Indenoizochinolony 7]
PE——— " Indotekan (LMP400)
Bakteryjna odwrotna gyraza el Saq('; u;e_mgy; pr_zt:lz Heterodi Indimitekan (LMP776)
(Methanopyrus kandler) wprowadzanie dodatnid eterodimer Ibenzonaftyrydyny Genz 644282 [13]
superskretow =SAR402674
Eukariotyczna topoizomeraza Relaksacja ujemnych Saintopina
I (Top1) i dodatnich superskretéw Monomer UCE6 (]
Topoizomeraza_w_irusa ospy _ Relaks_acja ujemnych Monomer UCE1022 [60]
krowiej i dodatnich superskretéw
TAN-1518
Pochodne indokarbazolu
B KT6006, KT6528, ED-110, NB-506
. . - Barwniki Hoechst
Bakteryjna topoizomeraza V Relaksacja ujemnych X
(Methanopyrus kandleri) dodatnich superskretow Monomer 3BA21335 (621
Ekstrakty roslinne
BC-4-1
Epiberberyna, Nitydyna,Fagaronina
Fosfolipidy, Kardiolipina
Relaksacja dodatnich przez D;\l:]r::)ar;)g:?;na [[310]]
Bakteryjna gyraza (GyrA, GyrB) wprov:jdéfgklre ;J(j;\r,nnych Heterotetramer Doksorubicyna 9]
perskie Epirubicyna [66]
. . Dekatenacja, relaksacja Aklarubicyna
Bakteryjna topoizomeraza IV Lo
dodatnich i ujemnych Heterotetramer [33]
(ParC, ParE) superskretow Etopozyd (VP-16)
1A Tenipozyd
Ssacza topoizomeraza lla .
Homodimer i [72]
(Top2) Relaksacja dodatnich Mitoksantron
Ssacza topoizomeraza IIp i ujemnych superskretow, . .
(Top2 p) kondensacja i dekondensacja Homodimer Fsut"?m'"a B2
! ostriecyna
Drozdzowa topoizomeraza Il chromosomaw . i
) Homodimer [19]
topoizomeraza Il (Top2) F14512 (C.D)
C-1311(CD)
XK-469 (C.D.)
ICRF-187
Merbaron
Kumaryny, Novobiocyna
Kumermycyna, Chlorobiocyna
Akrydyny
m-AMSA
. . . . Chinolony 1-ej generacji
B Bakteryjna topoizomeraza VI Dekatenacja, relaksacja Heterotetramer Kwas nalidiksowy, Kwas oksalinowy 5]

(Suffolobus shibatae)

dodatnich superskretow

Chinolony 2-ej generacji
Pefloksacyna, Ciprofloksacyna
Norfloksacyna, Ofloksacyna

Chinolony 3-¢j generaji
Lewofloksacyna, Gatifloksacyna

Chinolony 4-¢j generaji
Gemifloksacyna
Moksyfloksacyna

Pochodne toksyny ParE

lzoflawonoidy
Genisteina
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Tabela 2. Poréwnanie sktadnikow replisomu bakteryjnego i eukariotycznego

Biatko Funkdja Bakterie Eukariota Referencje
Polimeraza DNA| aktywnos¢ 5'—3'polimerazy, 5'—3’egzonukleazy i 3'—5'egzonukleazy + - [40]
Polimeraza DNA Il aktywnos¢ 5'—3'polimerazy i 3— 5 egzonukleazy + - [7,31,45]
polimeraza DNA @ aktywnos¢ 5'—3'polimerazy, rgzpoczyna syntezlgl DNA w kompleksie + 751
z prymaza, niska procesywnosc
Polimeraza DNA 6 aktywnos¢ 5'—3'polimerazy i 3'—5’ egzonukleazy - + [75]
Polimeraza DNA ¢ aktywnos¢ 5'—3' polimerazy, rola regulatorowa - + [75]
Polimeraza DNAy aktywnos¢ 5'—3'polimerazy, replikacja DNA mitochondrialnego - + [75]
Biatka inicjujace wiazanie w miejscu startu replikacji + - [31,75]
Prymaza polimeraza RNA, synteza starteréw + - [4,31,75]
Helikaza DNA rozplatanie dsDNA + - [31,75]
SSB. (sipgle strar.lded optaszczanie ssDNA + - [31,59,75]
binding protein)

Topoizomerazy typu lill usuwanie superskretéw i dekatenacja + - [49,51,74,75]
Gyraza DNA topoizomeraza typu Il, prowadzanie ujemnych superskretow + - [66]
Ligaza DNA faczenie wolnych koricéw DNA + - [40,75]
Telomeraza aktywnos¢ 5'—3' odwrotnej transkryptazy - + [75]

dwa biatka o aktywno$ci enzymatycznej - podjednostki
o i g, kodowane odpowiednio przez geny dndE i dnaQ. Ak-
tywno$¢ 5‘—3" polimerazy wykazuje podjednostka a, na-
tomiast podjednostka e ma aktywno$¢ 3‘—5* egzonukleazy
i jest odpowiedzialna za korekcje btednie wbudowanych
nukleotyddéw. Za dimeryzacje rdzenia polimerazy 11l DNA
odpowiadajg natomiast podjednostki t. Elementem utrzy-
mujacym polimeraze na nici DNA podczas replikacji (proce-
sywno$¢) jest tzw. p-klamra zbudowana z dwéch czasteczek
biatka DnaN. Dodatkowymi elementami strukturalnymi
enzymu sg podjednostki y, 8, &, x i  [7]. W komdrkach
eukariotycznych aktywnos$¢ 5°'—=3‘ polimerazy wykazuja:
polimeraza DNA « i polimeraza DNA 3. Polimeraza DNA
« inicjuje replikacje w kompleksie z prymaza, natomiast
polimeraza DNA § odpowiada za synteze nici wiodacej.
Charakteryzuje sie wiekszg procesywno$cig oraz przejawia
dodatkowo aktywno$¢ 3‘—5‘ egzonukleazy. Ze wzgledu na
to, ze bakterie inicjuja replikacje w jednym i $ciéle zdefi-
niowanym miejscu, a replikacja u eukariontéw rozpoczy-
na sie w wielu miejscach, organizmy te réznia sie miedzy
sobag nie tylko rodzajem polimeraz, ale réwniez liczba ich
kopii w komérce. W komérce eukariotycznej znajduje sie
20 000-60 000 czasteczek polimerazy DNA a, podczas gdy
u bakterii E. coli wystepuje tylko 10-20 czasteczek polimera-
zy DNATII [21]. Réznice miedzy bakteriami a eukariontami
uwidaczniajg sie réwniez w przypadku czynnikéw odpo-
wiedzialnych za inicjacje replikacji. U wiekszo$ci bakterii
homologi biatka DnaA z udziatem ATP inicjuja rozplatanie
dwuniciowego DNA w regionie oriC [35]. Natomiast w ko-
morkach eukariotycznych za inicjacje replikacji odpowiada
kompleks utworzony przez wiele biatek.

Réznice miedzy biatkami tworzgcymi replisom u bakte-
rii i eukariontéw sa na tyle duze (tabela 2 i 3), ze czynia
te pierwsze atrakcyjnym celem antybiotykoterapii. Do-
datkowo komponenty replisoméw mogg sie réznié takze
miedzy poszczegdlnymi gatunkami bakterii, co stwarza
mozliwo$¢ zaprojektowania leku o waskim spektrum
dziatania, a nawet ukierunkowania go przeciwko kon-
kretnym patogenom [53]. Replikacja jest jednak trud-
nym celem terapii antybakteryjnej. Jednym z powoddéw
tych trudnoéci jest wspdtistnienie w genomie kilku kopii
gendéw kodujacych biatka replikacyjne. Genomy wielu
gatunkdw z rodzaju Bacillus zawieraja dodatkowa kopie
genu dnaN, dnaN-2, ktéry koduje biatko DnaN-2, wyka-
zujgce 40% podobieristwa na poziomie sekwencji ami-
nokwasowej wzgledem biatka DnaN [53]. Stad celujac
w biatka replikacyjne majace dodatkowe kopie, nalezy
jednoznacznie ustali¢ role ich homologéw w procesie
replikacji DNA.

Przemieszczanie sie widetek replikacyjnych w czasie
syntezy DNA powoduje zmiany w strukturze i topolo-
gii chromosomu. Generowane sa zmiany superskrecenia
chromosomu (powstaja odpowiednio pozytywne super-
skrety przed kompleksem replikacyjnym oraz negatyw-
ne za nim) zwane stresem topologicznym. Za eliminacje
nagromadzonych superskrecen odpowiadajg wyspecja-
lizowane enzymy - topoizomerazy (tabela 1). Topoizo-
merazy przejéciowo nacinajac jedna (typ I) lub obie (typ
I1) nici DNA, prowadza do zmian w liczbie superskretéw
DNA (liczby opleceni jednej helisy DNA wokdét drugiej).
Chociaz enzymy te dziatajg przede wszystkim lokalnie
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Tabela 3. Inhibitory biatek sktadowych replisoméw

Cel dla antybiotyku Inhibitor Dziatanie Rodzaj testu Referencje
h ) Naturalnie wystepujacy flawonoid, Test wygaszania fluorescendji z uzyciem
Helikaza Dnab Myricetyna antyoksydant, hamuje helikaze RepA | DnaB specyficznej sondy TNS 26,771
Nieznane, mieszane inhibitory prymaz Wysokoprzepustowy test aktywnosc
Prymaza/helikaza Triaminotriazyny R y prymazy prymazy DnaG stymulowanej obecnoscia [46,78]
i helikazy )
biatka DnaB
Cytostatyk z grupy antracyklin,
Doxorubicyna interkalator DNA, stosowany w terapii Test aktywnosci prymazy - pirofosfatazy [78]
przeciwnowotworowej
Prymaza AT
(ytostatyk, wykazuje dziatanie
Suramina przeciwpierwotniakowe, hamuje dziatanie Test aktywnosci prymazy - pirofosfatazy [78]
bakteryjnej prymazy DnaG
Test hamowania wzrostu hodowli
6-anilinouracyle Kompetytywne w stosunku do dGTP bakteryjnej, wysokoprzepustowy test [14,36, 69]
luminescengji
PolC ;
Bischinole Analogi dGTP Wysokoprzepustowy fluorescencyjny test [28,56]
hamowania aktywnosci polimerazy PolC
(zasteczki hybrydowe (6AU Skojarzone dziatanie anty-PolC Test hamowania wzrostu hodowli
. . . L [11,80]
i chinolony), np. 21D i hamujace gyraze DNA bakteryjnej
DnaE1 Analogi pirymidynowe Nieznane Test hamowania w'zro§tu hodowi [57,63]
bakteryjnej
Blokuje oddziatywanie beta klamry .

DnaN RU7 2 bakteryjna polimerazy DNA I, Il IV Wysokoprzepustowy test anizotropowy [22]

Ssh CFAM, BCBP. BOTP MPTA Blokuje oddziatywanie pomiedzy Ssh Wysokoprzepustowy test polaryzagji [41,42]

iegzonukleaz |

fluorescendji

w regionach, w ktérych dochodzi do generowania nad-
miernego superskrecenia DNA, to funkcje komdrkowe
topoizomeraz nalezy réwniez rozpatrywaé w aspekcie
globalnej regulacji topologii bakteryjnego chromosomu.
Topoizomerazy regulujgc poziom superskrecenia w wielu
miejscach chromosomu, w sposéb skoordynowany pro-
wadza do zmiany catej jego struktury. Pocigga to za sobg
zmiany w globalnym profilu ekspresji genéw, ktérych
promotory sg wrazliwe na zmiany w gestosci superheli-
kalnej DNA, w tym réwniez wielu genéw warunkujacych
przystosowanie sie bakterii chorobotwérczych do byto-
wania w organizmie gospodarza (tzw. genédw wirulencji).
Biatka remodelujace strukture DNA, w tym przede wszyst-
kim topoizomerazy, ze wzgledu na swoje zaangazowanie
w organizacje chromosomu podczas replikacji materiatu
genetycznego oraz transkrypcji gendw, wydaja sie dosko-
natym celem terapii przeciwbakteryjnych.

Ostatnie lata przyniosty rozwéj specyficznych metod
skupiajacych sie na poszukiwaniu nowych inhibitoréw
procesu replikacji. Liczba nowo odkrywanych zwigzkéw

stale wzrasta, jednak jak dotad nie wprowadzono do le-
czenia zadnego z nich. Czasteczki te dzialaja na rézne
elementy replisomu dlatego mozna je podzieli¢ na dwie
grupy: blokujace aktywnos$¢ biatek o wtasciwosciach en-
zymatycznych, takich jak polimeraza DNA, helikaza czy
prymaza oraz zaburzajacych oddzialywania miedzy pod-
jednostkami replisomdw - czgsteczki wiazace sie do biatek
SSB (single strand binding proteins) i DnaN. Coraz wiecej
nowo opracowywanych metod wykorzystuje techniki wy-
sokoprzepustowe, ktére pozwalaja na przesiewowe bada-
nie setek tysiecy czgsteczek i selekcjonowanie tych o po-
tencjalnym zastosowaniu w leczeniu. Zastosowanie maja
réwniez metody oparte na komputerowym modelowaniu
czasteczek inhibitoréw w oparciu o struktury dostepnych
biatek lub ich homologéw, syntezie chemicznej czgste-
czek analogicznych do znanych juz inhibitoréw czy kry-
stalizacja wybranych biatek w kompleksie z czasteczka-
mi inhibitora. Nizej przedstawiono kilka przyktadowych
metod poszukiwania inhibitoréw biatek replikacyjnych
oraz topoizomeraz, ktére sg niezbedne do prawidtowego
przebiegu procesu replikacji DNA.
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Ryc. 1. Wysokoprzepustowy test do pomiaru aktywnosci prymazy. Na matrycy jednoniciowego DNA, ktry jest generowany przez helikaze, prymaza prowadzi
synteze startera RNA przez polimeryzacje trifosforanéw nukleotyddw. Jako produkt uboczny reakgji powstaje nieorganiczny pirofosforan, ktdry zostaje
przeksztatcony w obecnosci pirofosfatazy do dwdch reszt fosforanowych. llo$¢ uwolnionych reszt fosforanowych jest proporcjonalna do aktywnosci prymazy
i jest oznaczana ilosciowo w ptytkach wielodotkowych w reakcji z wykorzystaniem zieleni malachitowej

METODY POSZUKIWANIA INHIBITOROW BIALEK O AKTYWNOSCI
ENZYMATYCZNE)

Pierwszym etapem replikacji jest rozplecenie podwdéjnej
helisy DNA w miejscu oriC, a nastepnie przytaczenie he-
likazy oraz prymazy, ktére tworzg tzw. prymosom. Heli-
kaza, hydrolizujac ATP, powoduje rozplecenie podwdjnej
helisy i umozliwia przesuwanie widetek replikacyjnych,
natomiast prymaza syntetyzuje krétkie odcinki RNA,
ktére stuza nastepnie jako startery do syntezy nowych
nici DNA. Oba enzymy sa niezbedne do przezycia bakterii
[26]. Helikazy, oprécz replikacji, sa zaangazowane réwniez
w inne procesy komdrkowe, w tym naprawe DNA. W ko-
moérkach zaréwno eukariotycznych jak i bakteryjnych
wystepuje kilka ich paralogéw; bakterie E. coli majg az 12
réznych biatek o aktywnosci helikazowej [77].

Bakteryjne funkcjonalne homologi helikazy i prymazy
réznig sie od ich eukariotycznych odpowiednikéw i dla-
tego stanowig atrakcyjny cel dla nowej generacji antybio-
tykéw. Poniewaz w komdrce bakteryjnej helikaza silnie
oddziatuje z prymaza, a ponadto prymaza stymuluje ak-
tywno$¢ helikazy, trudno jest bada¢ kazde z tych biatek
osobno. Jedng z metod, ktéra pozwala na ilo$ciowe ozna-
czenie aktywnosci prymazy DnaG w obecnosci helikazy
DnaB jest wysokoprzepustowy test, polegajacy na sprze-
zeniu aktywno$ci prymazy z reporterowym enzymem -

pirofosfataza [6]. Difosforan powstajacy w wyniku dziata-
nia prymazy jest substratem dla pirofosfatazy. Ta ostatnia
przeksztatca go do dwdéch reszt fosforanowych, ktérych
detekcje przeprowadza sie kolorymetrycznie w ptytkach
wielodotkowych (ryc. 1). Metoda umozliwita przeszuka-
nie kolekgji wielu czasteczek o potencjalnym hamujgcym
dziataniu na prymaze. Pozwolita na wyselekcjonowanie
trzech zwigzkéw, z ktérych dwa - doksorubicyna oraz su-
ramina, wcze$niej znane jako leki przeciwnowotworowe
[37], okazaly sie silnymi inhibitorami prymazy. Autorzy
sugeruja, ze dzialanie suraminy polega na konkurencji
z trifosforanami nukleotydéw o miejsce wigzania do pry-
mazy. Podobnie jak suramina, réwniez doksorubicyna
zawiera w swojej strukturze grupy aromatyczne, ktére
moga sie wigza¢ do miejsc aktywnych prymazy i w ten
sposéb uniemozliwiaé wigzanie DNA lub trifosforanéw
rybonukleotydéw [6].

Pierwsza helikaza o znanej strukturze trzeciorzedowej
byto plazmidowe biatko RepA, ktérego homologi sa kodo-
wane na plazmidach obecnych zaréwno u bakterii Gram-
-ujemnych jak i Gram-dodatnich [55]. Stad poszukiwania
inhibitoréw replikacji skupily sie poczatkowo wlasnie na
tym biatku. Wykazano, ze naturalnie wystepujace wéréd
bakterii, grzybéw i roslin wyzszych zwiazki flawonowe
o strukturze podobnej do naftochinonu hamuja helikaze
RepA [11]. Jeden z testowanych zwiazkéw, myricetyna
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Ryc. 2. Scyntylacyjny test do pomiaru aktywnosci prymazy. Prymaza na matrycy jednoniciowego DNA (ssDNA) syntetyzuje starter RNA w obecnosc znakowanego radioaktywnie
trifosforanu cytozyny. Nastepnie startery zostaja oczyszczone z mieszaniny reakcyjnej za pomoca kulek poliwinylowych i przeniesione do ptytek wielodotkowych,
w ktdrych dokonywany jest pomiar. Aktywnos¢ prymazy jest mierzona w liczniku scyntylacyjnym, ktdrego odczyt jest proporcjonalny do ilosci produktéw reakji
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Ryc. 3. Test do pomiaru aktywnosci helikazy (DnaB). Helikaza prowadzi do rozplecenia podwojnej helisy DNA w obrebie krétkiego niekomplementarnego regionu
w syntetycznej czasteczce DNA. Jedna z nici DNA jest znakowana na koricu fluoroforem TexasRed, natomiast ni¢ komplementarna - czasteczka Dabcylu.
Przestrzenne zblizenie obu fluorofordw powoduje wygaszenie emisji przez czasteczke TexasRed po wzbudzeniu zielonym Swiattem. Na skutek dziatania
helikazy obie nici zostaja oddzielone od siebie, a nastepnie ni¢ znakowana TexasRed hybrydyzuje z obecng w mieszaninie reakcyjnej komplementarna nicig .
Dzigki temu czasteczka Texas Red zostaje oddzielona od czasteczki Dabcylu i po wzbudzeniu zielonym Swiattem, emituje czerwong fluorescendje
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Ryc. 4. Test do pomiaru aktywnosci polimerazy Il (PolC). Polimeraza PolC wzbudza synteze nici komplementarnej na matrycy jednoniciowego DNA (ssDNA).
Produktem ubocznym reakdji jest nieorganiczny pirofosforan, ktory w obecnosci jonéw siarczanowych i nadsiarczanu amonu (APS), zostaje przeksztatcony
do ATP w reakji katalizowanej przez sulfurylaze ATP. Powstaty ATP zostaje wykorzystany do utleniania lucyferyny w reakgji katalizowanej przez lucyferaze.
Utleniona lucyferyna przechodzi w stan wzbudzony, wykazujacy bioluminescencje, ktdrej pomiar jest propocjonalny do aktywnosci polimerazy PolC

najsilniej hamowat biatko RepA zaréwno in vitro, jak réw-
niez in vivo. W pdzniejszych badaniach udowodniono, ze
myricetyna swoiscie hamuje réwniez kodowang na chro-
mosomie helikaze DnaB, lecz nie wptywa na aktywno$¢
bakteryjnej prymazy DnaG [26].

Zhang i wsp. opracowali wysokoprzepustowy test, umoz-
liwiajacy badanie aktywno$ci prymazy DnaG w obecnosci
biatka DnaB, ktére stymuluje aktywno$é prymazy [24].
W tescie tym prymaza syntetyzuje startery RNA w obec-
nosci znakowanego izotopowo nukleotydu ([*H]-CTP) na
matrycy jednoniciowego DNA (ryc. 2). Poziom syntezy
radioaktywnych starteréw jest rejestrowany w liczni-
ku scyntylacyjnym. Stosujac opisany test poszukiwano
zwigzkéw o dziataniu hamujacym na jeden i/lub oba en-
zymy. Swoisto$¢ oddziatywania wyselekcjonowanych cza-
steczek zweryfikowano badajac aktywno$é helikazy DnaB
za pomoca techniki FRET (fluorescence resonance energy
transfer). Fluorescencja barwnika Texas Red zwiazane-
go do 5'-kotica dwuniciowego, czesciowo rozplecionego
odcinka DNA byta wyciszana przez czgsteczke Dabcylu

umiejscowionego na komplementarnej nici (ryc. 3). Po
rozpleceniu ni¢ z barwnikiem Texas Red hybrydyzowa-
ta z obecng w mieszaninie reakcyjnej komplementarna
nicig DNA niezwigzang z wygaszaczem, co skutkowato
przyrostem fluorescencji w prébce. Inhibitory, ktére ha-
mowaly synteze starteréw RNA, a nie hamowaly rozpla-
tania podwdjnej helisy DNA, okre$lano mianem swoistych
wzgledem prymazy, natomiast hamujace obie reakcje -
inhibitorami mieszanymi. Metoda ta pozwolita na wyse-
lekcjonowanie czasteczek z grupy triaminotriazyn, ktére
autorzy opisuja jako inhibitory helikazy DnaB. Triamino-
triazyny nie wykazywaly dziatania antybiotycznego prze-
ciw bakteriom Gram-ujemnym, takim jak P. areuginosa czy
E. coli, a hamowaly wzrost bakterii Gram-dodatnich (S. au-
reus, Streptococcus pneumoniae), a nawet grzybéw z rodza-
ju Candida. Jednak zwiazki z tej grupy wykazywaty duza
cytotoksyczno$é wzgledem komérek eukariotycznych
w testach przeprowadzonych na liniach komdrkowych
HeLa. Triaminotriazyny wydaja sie ciekawymi zwigzkami
z punktu widzenia nowoczesnej antybiotykoterapii, ko-
nieczne s3 jednak ich modyfikacje majace na celu zmniej-
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Ryc. 5. Wysokoprzepustowe techniki do poszukiwania inhibitoréw topoizomeraz oparte o zdolnos¢ tworzenia trojsktadnikowego kompleksu plazmid:oligonukleotyd
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szenie cytotoksycznosci oraz zwiekszenie efektywnosci
przenikania do komérek bakteryjnych

Najwazniejszym biatkiem w catym aparacie replikacyj-
nym jest polimeraza DNA. U wiekszo$ci bakterii role repli-
katywnej polimerazy, w odréznieniu od innych polimeraz
bioracych udzial np. w naprawie DNA, petni polimeraza
DNAI1I (DnakE1). Badanie stechiometrii replisomu u bakte-
rii E. coli wykazato, Ze na jedne widetki replikacyjne przy-
padaja trzy czasteczki biatka DnaE1 [52]. Jednak niektére
Gram-dodatnie bakterie, takie jak Bacillus subtilis, maja
dwie rézne replikatywne polimerazy DNA, DnaE3 i PolC
w widetkach replikacyjnych [53]. Polimeraza DnaE3 jest
homologiem biatka DnaE1, natomiast PolC zawiera dodat-
kowa podjednostke o aktywnosci 3‘—5‘ egzonukleazowe;j,
ktéra jest homologiem podjednostki e oraz wykazuje inna
wzgledem DnaE1/DnaE3 aranzacje przestrzenng domen
funkcjonalnych. Oba biatka (PolC i DnaE3) sg niezbedne
do przezycia B. subtilis [16].

Jak dotad nie zidentyfikowano inhibitoréw swoistych
wzgledem polimerazy DNA DnaE1l. Jedynie Shakya i wsp.
opisali podstawione réznymi grupami funkcyjnymi analo-
gi nukleozydéw pirymidynowych [57,63], ktére hamowaty
wzrost bakterii z rodzaju Mycobacterium. Mechanizm dzia-
tania tych zwigzkédw musi jeszcze zostaé wyjasniony. Wia-
domo jednak, ze pochodne 5-hydroksymetylotymidyny

hamowaty replikacje E. coli. Sg tym bardziej interesujace,
gdyz cechuja sie niewielka cytotoksycznoscig wzgledem
komorek eukariotycznych.

Polimeraza PolC wydaje sie ciekawym obiektem w poszu-
kiwaniu nowych antybiotykéw. Wykazano, ze dwie grupy
zwigzkéw: 6-anilinouracyle (6-AU) [14,28,36] i bischinole
[28] hamowaty aktywno$¢ biatka PolC. Na uwage zastuguje
jeszcze trzecia grupa zwigzkdw - czasteczki hybrydowe,
np. potaczenie chinolonéw z 6-anilinouracylem w sposéb
skojarzony hamowaly aktywno$¢é zaréwno biatka PolC jak
i gyrazy [11,80]. Od czasu poznania mechanizmu dziata-
nia pochodnych 6-anilinouracyli (6-AU), wiekszo$¢ badan
skupita sie na syntezie zwigzkéw pochodnych i badaniu
ich zdolno$ci do hamowania wzrostu mikroorganizméw.
Mechanizm dzialania tych zwiazkéw polega na wspétza-
wodnictwie z dGTP podczas syntezy DNA. Z jednej strony
inhibitory te tworza potrdjne wigzanie wodorowe z cy-
tozyng w helisie DNA, z drugiej natomiast - wiaza sie
w centrum aktywnym enzymu, unieczynniajac go w ten
sposdb [14]. Tarantino i wsp. wykazali przeciwbakteryjne
dziatanie 3-N pochodnych anilinouracyli w stosunku do S.
aureus, B, subtilis, Enterococcus faecalis i Enterococcus faecium
[69]. W badaniach Daly’ego i wsp. poréwnano dziatanie
przeciwbakteryjne 3-N pochodnych 6-AU i konwencjonal-
nych antybiotykéw, takich jak klindamycyna, wankomy-
cyna, penicylina G, oksofloksacyna, oksacylina, ryfampina
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iin., wobec szpitalnych szczep6w S. aureus, E. faecium oraz
E. faecalis [14]. Wyniki badati okazaly sie obiecujace, zaden
zbadanych szczepéw nie wykazywat krzyzowej opornosci
z czasteczkami pochodnych 6-AU. Zwigzki te hamowaty
wzrost mikroorganizméw juz w mikromolowym steze-
niu, a w stezeniu odpowiadajacym dwukrotnej wartosci
minimalnego stezenia hamujacego (MIC - minimal inhi-
bitory concentration) wykazywaly dziatanie bakteriobdj-
cze przeciw klinicznym izolatom badanych ziarniakéw.
Jednak duza wadg 6-AU oraz pochodnych jest ich bardzo
mata rozpuszczalno$é w wodzie oraz biodostepno$¢ [53].

Do badania inhibitoréw PolC S. aureus opracowano wyso-
koprzepustowy test luminescencyjny [36]. Zasada metody
jest tozsama z tg, ktéra znalazta zastosowanie w sekwen-
cjonowaniu drugiej generacji, tzw. pirosekwencjonowaniu
(ryc. 4). W dwuetapowej reakcji, najpierw z zastosowa-
niem sulfurylazy ATP, a nastepnie lucyferazy, powsta-
jacy w wyniku polimeryzacji DNA pirofosforan zostaje
uzyty do wzbudzenia lucyferyny. Po wzbudzeniu biatko
to emituje strumien fotonédw o okreslonej dtugosci fali,
ktéry jest rejestrowany przez odpowiedni detektor. Test
moze by¢ przydatny do przeszukiwania bibliotek réznych
czgsteczek w celu identyfikacji nowych inhibitoréw PolC.

Drugim podej$ciem metodycznym do pomiaru aktyw-
nosci polimerazy w testach in vitro jest monitorowanie
przyrostu produktédw reakcji przez zastosowanie fluore-
scencyjnych interkalatoréw. Zwigzki te wbudowuja sie
w podwdjng helise powstajgcego DNA i pozwalaja na ilo-
$ciowe jego oznaczenie. Guiles i wsp. przystosowali eks-
peryment do plytek wielodotkowych, tworzac wysoko-
przepustowy fluorescencyjny test hamowania aktywnosci
biatka PolC [28]. W ten sposdb przeszukali kolekcje nisko-
czasteczkowych zwiazkdw, z ktérych kwazolino-2-ilami-
no-kwanazolino-4-ole (bischinole) wykazywaly dziatanie
hamujgce aktywno$¢ biatka PolC.

Podstawiajac w N-pozycje 6-anilinouracyli czasteczke flu-
orochinolonéw, odkryto nowa grupe inhibitoréw, kté-
re wykorzystywaly skojarzone dziatanie obu czasteczek
[11,80]. Jedna z takich czasteczek hybrydowych, nazwa-
na 21D, wykazywata szeroki zakres dziatania przeciw-
ko klinicznie izolowanym szczepom bakterii Gram-do-
datnich, w tym réwniez szczepédw wielolekoopornych.
Zwigzek 21D wykazywat 5-15 razy silniejsze dzialanie
bakteriobdjcze niz wyjsciowa czasteczka 6-AU. Intere-
sujace jest réwniez to, ze zwiazek 21D hamowat wzrost
bakterii Gram-dodatnich oraz w mniejszym stopniu bak-
terii Gram-ujemnych. Autorzy uwazaja, ze wiekszy skutek
przeciwbakteryjny mozna bedzie uzyskaé podstawiajac
rézne czasteczki fluorochinolonéw do czasteczki 6-AU.

Wyzej opisane metody przesiewowego poszukiwania in-
hibitoréw replikacji pozwalaja szybko wyselekcjonowaé
z catej puli dostepnych zwiazkéw te, ktére potencjalnie
moga hamowac¢ aktywno$¢ biatek replikacyjnych. Dodat-
kowo potaczenie technik przesiewowych z modelowa-
niem komputerowym otwiera mozliwo$ci w projektowa-
niu nowych antybiotykdw.

METODY POSZUKIWANIA INHIBITOROW ZABURZAJACYCH
ODDZIALYWANIA MIEDZY PODJEDNOSTKAMI REPLISOMU

Replisomy sg makrokompleksami, w ktdrych oddziatywanie
miedzy poszczegdlnymi elementami jest istotne do utrzyma-
nia spdjnosci strukturalnej i funkcjonalnej catej maszynerii
replikacyjnej. Czasteczki zaburzajace oddziatywania moga
by¢ podstawg nowoczesnej antybiotykoterapii. Najwieksze
nadzieje wzbudza zaburzanie oddzialywari miedzy partne-
rami biatek SSB oraz DnaN.

Wysokoprzepustowy test polegajacy na pomiarze anizotro-
pii fluorescencji [22] pozwolit wyselekcjonowaé zwiazek na-
zwany RU7, ktéry zaburzat oddziatywanie p-klamry (dimer
biatka DnaN) z polimerazg DNA E. coli (Pol ITT). W do$wiadcze-
niu wykorzystano krétki peptyd znakowany fluorescencyj-
nie o sekwengji identycznej z C-koricem Pol I1I. Wykazano,
ze zwigzek RU7 zaburza oddziatywanie peptyd- B-klamra
przez konkurencje o miejsce wigzania, co powoduje spadek
anizotropii fluorescencji w roztworze. DnaN oddziatuje w ko-
mérkach bakterii takze z polimerazami DNA 11 i IV. Jednak
rézny sposdb wigzania -klamry do wszystkich wspomnia-
nych polimeraz przejawia sie w réznej sile oddziatywania
z nimi. Zwigzek RU7 blokuje replikacje zalezng od Pol 111 5
150 razy wydajniej niz synteze DNA prowadzong odpowied-
nio przez Pol 111 i Pol 1V.

Po rozpleceniu podwdjnej helisy, DNA jest narazone na
uszkodzenia oraz na ponowna lub przypadkowa hybrydy-
zacje [42]. Stanowi to powazne zagrozenie dla integralnosci
chromosomu. Ochrone przed uszkodzeniami w miejscach
rozplecenia DNA zapewniaja biatka SSB. Biorg udzial w re-
plikacji, rekombinacji oraz naprawie DNA, a takze rekrutu-
ja do jednoniciowego DNA wiele biatek o wlasciwosciach
enzymatycznych. Wykazano, ze C-koricowa domena biatek
SSB jest niezbedna do prawidlowego funkcjonowania i od-
dziatywania z innymi partnerami biatkowymi, w tym z eg-
zonukleazg 1 E. coli [41]. W celu identyfikacji inhibitoréw
tego oddziatywania opracowano test analogiczny do poszu-
kiwania inhibitoréw p-klamry. Krétki peptyd stanowigcy
C-koricowy fragment biatka SSB znakowano fluoresceing
i badano dysocjacje kompleksu peptyd-egzonukleaza I, co
mozna bylo obserwowad jako zmiane polaryzacji fluorescen-
cji. W technice tej wykorzystano to, ze fluorofor wzbudzo-
ny przez spolaryzowane $wiatto emituje w réznym stopniu
(zaleznym od sity wiazania i wielkosci czasteczki) réwniez
$wiatlo spolaryzowane (FP - fluorescence polarization). Czte-
ry z badanych zwigzkéw blokowaty oddziatywanie miedzy
biatkiem SSB a egzonukleazg 1. Zwigzki te w réznym stopniu
zaburzaty réwniez oddziatywanie biatka SSB z innymi jego
znanymi partnerami biatkowymi: RecQ (bierze udziat w re-
kombinacji plazmidéw oraz naprawie DNA) i PriA (sktadnik
prymosomu) z E. coli.

GYRAZA JAKO CEL DLA ANTYBIOTYKOW

Od wielu lat gtéwnym celem poszukiwanych lekéw anty-
bakteryjnych jest gyraza, nalezaca do grupy topoizomeraz
typu IL Jej homologi, powszechne u bakterii i niezbedne do
ich przezycia, nie sg obecne u eukariontéw. Enzym zbudo-
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wany zdwéch homodimerdw odpowiednio biatek GyrA oraz
GyrB, jest odpowiedzialny za utrzymywanie odpowiedniego
poziomu ujemnego superskrecenia DNA w komérce oraz
za usuwanie pozytywnych superskretéw z czasteczki DNA
generowanych miejscowo podczas jej rozplatania. Istnieje
dzisiaj wiele testéw majacych na celu okre$lenie aktywno-
$ci tego enzymu w obecnosci potencjalnych inhibitoréw.
Ze wzgledu na to, ze gyraza do swojej aktywnos$ci wymaga
dostarczenia energii w postaci ATP, cze$¢ testéw opiera sie
na pomiarze zdolnosci gyrazy do hydrolizy ATP w sprzeze-
niu z oksydacja NADH, co jest wykrywane przez oznaczenia
kolorymetryczne [8,27]. Przy projektowaniu inhibitoréw
gyrazy wykorzystuje sie réwniez zdolno$¢ tego enzymu do
przeksztatcania zrelaksowanego DNA w forme superskre-
cong [48]. Klasyczna metoda badania aktywnosci topoizo-
merazowej polega na okre$laniu zmian w konformacji DNA
spowodowanych przez topoizomerazy przez rozdzielane
réznigcych sie gestoscia superhelikalng form topologicz-
nych DNA (topoizomeréw) w zelu agarozowym, barwienie
zelu fluorescencyjnymi barwnikami, tj. bromek etydyny,
anastepnie ilo§ciowe oznaczanie intensywnosci fluorescen-
¢ji poszczegdlnych izoform DNA. Jest to jednak podejscie
wieloetapowe, nie daje mozliwosci okreslenia inhibitoréw
poszczegdlnych podjednostek gyrazy (GyrA, GyrB) oraz nie
pozwala bezpo$rednio bada¢ domeny wiazacej ATP.

W celu wykrywania kompetycyjnych inhibitoréw gyrazy,
a takze innych strukturalnie powigzanych topoizomeraz
wprowadzono i rozwinieto technike wykorzystujaca pola-
ryzacje fluorescencji. W oparciu o krystaliczng strukture
kompleksu GyrB/nowobiocyna zaprojektowano i zsyntety-
zowano nowe fluorescencyjne sondy oparte na kowalen-
cyjnym wigzaniu fluoroforu do badanych zwiazkéw [24].
Dzieki tej metodzie autorzy wyselekcjonowali znane dotad
inhibitory gyrazy przeszukujac biblioteke FDA (Food and
Drug Administration), potwierdzajac tym samym uzytecz-
no$¢ tej techniki w przeszukiwaniach wiekszych bibliotek
zwiazkéw chemicznych w wyniku ich koniugacji z fluoro-
forem i analizy widma FP.

Znanych jest wiele zwigzkéw chemicznych o réznych me-
chanizmach wigzania, hamujacych aktywno$¢ bakteryjnych
gyraz, z czego wiele jest z powodzeniem wykorzystywanych
w leczeniu klinicznym. Natomiast nadal nie sa znane se-
lektywne inhibitory bakteryjnej topoizomerazy I, drugiego
oprécz gyrazy gtéwnego enzymu dla utrzymania struktury
chromosomu. Dzisiaj wiele nadziei wigze si¢ wlasnie z topo-
izomeraza I jako celem nowych grup zwigzkéw chemicznych
o wlasno$ciach przeciwbakteryjnych [51,67,73].

Rozwiazanie struktury krystalicznej bakteryjnej topoizome-
razy Iw kompleksie zDNA [79] stworzyto szanse komputero-
wego modelowania i dokowania zwiazkéw chemicznych po-
tencjalnie mogacych zaburza¢ oddzialywanie biatka z DNA
lub, podobnie jak znane inhibitory gyraz, stabilizowac tok-
syczny dla komérki, kowalencyjny kompleks TopA-DNA. Me-
tody modelowania inhibitoréw w oparciu o znane struktury
krystaliczne byly juz wczes$niej z powodzeniem stosowane
dla topoizomeraz typu II [61]. Modelowanie komputerowe
jest jednak nadal technika, ktéra nie daje gwarancji na to,

7e wytypowany zwigzek bedzie rzeczywiscie wptywat na ak-
tywno$¢ biatka, do ktdérego sie wiaze. W rzeczywistosci tylko
niewielki odsetek proponowanych zwigzkéw chemicznych
dziata w testach in vitro oraz in vivo. Mimo pewnych ograni-
czeti modelowanie komputerowe zaweza grono potencjalnie
uzytecznych czasteczek i znacznie obniza koszty ich poszu-
kiwania, redukujac potrzebe przeszukiwania ogromnych
bibliotek zwiazkéw chemicznych w klasycznych testach
przesiewowych.

WYSOKOPRZEPUSTOWE TECHNIKI - NOWE WYZWANIE
W POSZUKIWANIU INHIBITOROW BAKTERYJNYCH TOPOIZOMERAZ

Prowadzenie testéw przesiewowych w poszukiwaniu inhi-
bitoréw topoizomeraz wymaga przeprowadzania tysiecy
mikroreakcji. Wykorzystanie klasycznych metod w testach
przesiewowych jest utrudnione, gdyz odczyt wyniku wyma-
gatby przygotowania setek zeli agarozowych w celu wery-
fikacji zmian w topologii DNA. Metoda jest mato wydajna,
czaso- i pracochtonna, a przez to mato praktyczna do zasto-
sowania w zautomatyzowanej wysokoprzepustowej proce-
durze przesiewowego poszukiwania (HTS - high-through-
put screening) duzych bibliotek, zawierajacych setki tysiecy
zwigzkéw chemicznych.

Jedna z metod oparta na zblizeniowym te$cie scyntylacyj-
nym (SPA - scintillation proximity assay) zostala wprowa-
dzona do bezposredniej analizy domeny wigzacej ATP GyrB.
W teécie tym znakowany izotopem ligand (w tym przypadku
[*H]dihydronowobiocyna) jest dokowany w kieszeni wigzgcej
ATP biotynylowanej podjednostki GyrB, ktdra jest unieru-
chomiona na kulkach SPA pokrytych streptawidyng. Emito-
wane przez ligand promieniowanie {3 jest rejestrowane przez
detektor promieniowana jonizujacego. Inhibitor wigzac sie
do podjednostki gyrazy wypiera radioaktywny ligand po-
wodujac zmniejszenie warto$ci odczytu. Technike te wyrdz-
nia selektywno$¢ w stosunku do poszukiwania inhibitoréw
podjednostki GyrB, a takze, w przeciwieristwie do wiekszo-
$ci standardowych metod, brak koniecznosci rozdzielania
produktéw reakcji w zelu agarozowym [23].

W przypadku topoizomeraz typu I alternatywnym podej-
$ciem wzgledem klasycznej metody z wykorzystaniem zeli
agarozowych jest fluorometryczny test wykorzystujacy réz-
nice w wigzaniu bromku etydyny lub innych fluorescencyj-
nych interkalatoréw do superskreconego DNA w poréw-
naniu z jego postacia zrelaksowana [2]. Mimo ze technika
wydaje sie uzyteczna w badaniach przesiewowych, to jednak
ma pewne ograniczenia. Stosunkowo niski poziom sygnatu
oraz niewielka réznica odczytu miedzy obiema wyzej wspo-
mnianymi postaciami DNA powoduja, ze uzyskanie jedno-
znacznego wyniku moze by¢ utrudnione.

Metoda przesiewowego poszukiwania inhibitoréw topoizo-
meraz (zaréwno typu I jak i IT) zaproponowana przez Ma-
xwella i wsp. opiera sie na zdolno$ci tworzenia kompleksu
miedzy czgsteczkg plazmidowego DNA i zakotwiczonym oli-
gonukleotydem (ryc. 5) [43]. Kompleks taki jest tworzony
efektywniej, gdy plazmid znajduje sie w stanie superskreco-
nym. Takie podejscie pozwala na monitorowanie topologii

711



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

plazmidu bez koniecznosci rozdzielania jego topologicznych
form i ich analizy w zelu agarozowym. Technika byta do tej
pory testowana w ograniczonym zakresie, jednak pozwolita
naidentyfikacje zwiazkéw o charakterze inhibitoréw bakte-
ryjnej gyrazy i topoizomerazy V1[70], a zasada metody moze
by¢ z powodzeniem stosowana do poszukiwari na wiekszg
skale. Metoda opisana przez Shapiro i wsp. oparta jest réw-
niez na tworzeniu kompleksu, w ktérym ni¢ oligonukleotydu
znakowana jest barwnikiem fluorescencyjnym [58]. Zmiany
stosunku zrelaksowanego i superskreconego DNA sg okre$la-
ne przez odczyt anizotropii fluorescencji. Przewaga tej me-
tody jest uproszczenie procedury, bowiem oligonukleotyd
nie jest unieruchomiony do podtoza. Wada jest natomiast
zapotrzebowanie na duze ilosci plazmidu w jednorodnym
topologicznie stanie, co pociagga za soba duze koszty zwiaza-
ne z oczyszczaniem plazmidu. Dodatkowa trudnoscig w pra-
widlowej analizie wynikéw moze by¢ potencjalny wptyw
badanych zwigzkéw na anizotropie fluorescencji.

Stosunkowo prosta i szybka metoda badari przesiewowych,
ktérej celem jest identyfikacja czasteczek skierowanych
przeciwko biatkom oddziatujacym z DNA, w tym réwniez
topoizomerazie I jest mikromiareczkowanie wykorzystujace
testy ELISA. Jedna z metod polega na wykrywaniu przeciw-
cial monoklonalnych swoiscie wigzacych ten enzym. Hamo-
wanie aktywnodci analizowanych biatek przez przeciwciata
jest oceniane in situ w testach relaksacji DNA, przez dodanie
superskreconego DNA bezpos$rednio do studzienek plytki,
a nastepnie analize produktéw reakcji w zelu agarozowym
[39]. Tego typu badania przeprowadzano z sukcesem m.in.
dla topoizomerazy 1A pochodzacej z Mycobacterium smeg-
matis [38].

Ciekawg alternatywg dla metod in vitro jest poszukiwanie
zwiazkéw wplywajacych na aktywno$¢ topoizomeraz bez-
posrednio w zywych komérkach. W metodzie tej wykorzy-
stywany jest gen reporterowy kontrolowany przez promotor
wrazliwy na zmiany topologii DNA [3]. Zmiana w poziomie
transkrypcji genu reporterowego jest pochodna zmian w ak-
tywnosci topoizomeraz. Niewatpliwie zaleta tej metody jest
analiza nie tylko zdolnosci danego zwiazku do hamowania
aktywno$ci topoizomeraz, ale réwniez jego zdolno$¢ do

PismiennicTwo

przenikania bariery, jaka jest btona/$ciana komérkowa. Ze
wzgledu na to, ze enzyméw wplywajacych na topologie DNA
imogacych potencjalnie regulowac ekspresje genu reporte-
rowego jest kilka, jednoznaczna identyfikacja celu dziatania
odkrytego zwiazku moze by¢ utrudniona, co stanowi pewne
ograniczenie metody.

PobsumowaNie

Replikacja DNA jest podstawowym procesem w dzielacych
sie komdrkach, a jej prawidtowy przebieg zapewnia cia-
glo$¢ przekazywania informacji genetycznej z pokolenia
na pokolenie. Blokowanie tego procesu wydaje sie zatem
podstawowym sposobem hamowania namnazania mikro-
organizmdéw, a w przypadku szczepdw chorobotwérczych
ich zwalczania. Pewne réznice w przebiegu replikacji DNA
oraz budowie replisoméw miedzy bakteriami i eukarion-
tami pozwalaja na swoiste zwalczanie chorobotwérczych
bakterii przy jednoczesnym minimalizowaniu niepozada-
nych skutkéw dla chorego. W dobie rosngcej lekoopor-
noéci replikacja chromosoméw bakteryjnych jest inten-
sywnie badanym procesem, a poszukiwanie nowych tarcz
terapeutycznych w ostatnich latach staje sie priorytetem
dla coraz wiekszej liczby zespotéw badawczych. Swiad-
czy o tym opracowywanie nowych technik, za pomoca
ktérych poszukuje sie zwigzkéw o potencjalnych wtasci-
wosciach antybiotycznych. Doktadne poznanie mechani-
zméw replikacji chromosoméw bakteryjnych jest nadzieja
na znalezienie w przyszto$ci nowych grup zwiazkéw che-
micznych hamujgcych ten proces. Potgczenie technik wy-
sokoprzepustowych oraz komputerowego modelowania
stwarza szanse na jednoczesne przeszukiwanie ogrom-
nej puli zwigzkéw chemicznych hamujacych replikacje,
a po ich wstepnym wyodrebnieniu, na przewidywanie
modyfikacji zwiekszajacych ich efektywno$¢ dziatania,
rozpuszczalno$é oraz zdolno$¢ przenikania do komérek.
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