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REZUMAT

Acumularea actualå a unor multiple informa¡ii privind secven¡ele complete a moleculelor de ADN, provenind din genomele multor
prokariote, a permis definirea întregului patrimoniu genetic al acestora. Colec¡ia de date genomice a permis cunoa¿terea aprofundatå
a intimitå¡ii arhitecturii moleculare a celulelor bacteriene, revelând structurile de bazå genetice ¿i metabolice care asigurå viabilitatea
acestor microrganisme. Informa¡iile genomice au permis detectarea unor cåi noi de inhibare a cre¿terii ¿i viabilitå¡ii bacteriilor,

amplificând numårul posibilelor ¡inte bacteriene ce vor fi folosite pentru crearea unor noi clace de antibiotice. Lucrarea de fa¡å
examineazå cum sunt aplicate conceptele ¿i mijloacele genomicii experimentale în descoperirea de ¡inte antibacteriene, un prim
pas necesar în dezvoltarea unor noi clase de antibiotice.

ABSTRACT

Complete DNA sequence information has now been obtained for several prokaryotic genomes, defining the entire genetic complement
of these organisms. The collection of genomic data has provided new insights into the molecular architecture of bacterial cells,
revealing the basic genetic and metabolic structures that support viability of the organisms. Genomic information has also revealed

new avenues for inhibition of bacterial growth and viability, expanding the number of possible drug targets for antibiotic discovery.
This review examines how genomic sciences and experimental tools are applied to antibacterial target discovery, the necessary
first step in the development of new antibiotic classes.

INTRODUCERE

Bolile infec¡ioase, bacteriene ¿i virale de¡in o
pondere importantå în patologia generalå a mi-
leniului al III-lea, cele mai frecvente fiind repre-
zentate în figura 1.

Antibioticoterapia actualå este într-o situa¡ie de
impas existând argumente solide în favoarea
acestei afirma¡ii:
• Dezvoltarea/extinderea rezisten¡ei fa¡å de toate

clasele de antibiotice (AB), incluzând chiar ¿i pe
cele mai recente, limiteazå mult op¡iunile pentru
alegerea unui AB, corelate cu o prevalen¡å tot
mai crescutå a infec¡iilor. Ex. cre¿terea ¿i extin-
derea rezisten¡ei pneumococilor fa¡å de cefalo-
sporine sau extinderea rezisten¡ei stafilococilor
fa¡å de glicopeptide.

• Din 1.450 noi molecule terapeutice introduse pe
pia¡a mondialå în ultimii 25 de ani, doar 13 au

fost produse antimicrobiene.

• Doar 5 AB noi sunt actualmente testate prin trialuri
clinice ¿i doar alte 18 se aflå în faze de studiu
preclinic, comparativ cu cele peste 2.600 de medi-
camente deja utilizate în alte patologii.

• AB cu adevårat noi sunt tot mai pu¡ine, majoritatea
celor noi fiind derivate din AB-le mai vechi.

• Problema devine ¿i mai gravå datoritå (re)emer-
gen¡ei de noi patogeni cu poten¡ial rapid de rås-
pândire. Din cele peste 130 de antibiotice exis-
tente pe pia¡å doar aproximativ 30 î¿i mai pås-
treazå ac¡iunea asupra unui grup tot mai restrâns
de germeni.
Câteva dintre mecanismele de dezvoltare a

rezisten¡ei la AB sunt prezentate în tabelul 1.
În ultimii 25 de ani, screeninguri efectuate asupra

celulei bacteriene integrale (incluzând ¿i un numår
mare de studii genomice), alåturi de screeninguri, in
vivo, ale ¡intelor – au fost folosite pentru a testa ¿i a
realiza biblioteci de compu¿i sintetici, în efortul de a

ob¡ine noi structuri cu o poten¡ialå ac¡iune antimicro-
bianå. Majoritatea antibioticelor noi actuale sunt pro-
du¿i naturali sau semisintetici deriva¡i din ace¿tia,
asigurând o eficacitate antibacterianå temporarå. Spre
exemplu:

• apari¡ia noilor fluorochinolone sau a pe-
nemilor demonstreazå eficien¡a utilizårii mole-
culelor AB sintetice noi.

• descoperirea oxazolidinonelor, cu primul re-
prezentant- Linezolidul, dar fa¡å de care se
comunicå, din anul 2005, multiple rezisten¡e.Figura 1
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• descoperirea diarylchinolinelor- ca inhibitori
specifici ai ATP-sintetazei myco-bacteriilor, cu

efect killing specific – printr-un mecanism de
inhibare a ¡intei.

Ca urmare, se impune introducerea unor noi teh-
nologii de abordare a studiului ¿i sintezei de mole-
cule cu func¡ie anti-bacterianå care så låmureascå:

• intimitatea structuralå ¿i de ac¡iune a pato-
genilor,

• modul prin care ace¿tia î¿i dezvoltå progresiv
mecanismele de rezisten¡å.

Aceste noi tehnologii de abordare fac apel la
mijloacele genomicii ¿i proteomicii.

Cu se ocupå cele douå domenii de cercetare?
Genomica: are ca obiect analiza sistematicå ¿i

comprehensivå a structurii ¿i func¡iei unui genom,
efectuatå în scopul identificårii ¿i în¡elegerii rolului
unor gene, iar

Proteomica: se ocupå cu analiza completå a com-
ponentelor unor proteine sau studiul setului complet
de proteine codate de un genom. În plus, proteomica
cirumscrie: identificarea ¿i cuantificare proteinelor, de-
terminarea localizårii lor, a modificårilor, interac¡iunilor,
activitå¡ilor precum ¿i a func¡iilor acestor proteine. Legat
de definirea proteomicii, ca parte a geneticii moleculare,
vom reaminti cå:

Proteomul: reprezintå setul de proteine exprimat/
codat de un genom. În timp ce genomul este static,
proteomul se modificå continuu ca råspuns la

ac¡ionåri externe sau interne.

ETAPELE STUDIULUI GENOMIC

Etapele studiului genomic cuprind o serie de

succesiuni, dintre care esen¡iale sunt:
• ob¡inerea genomului microbian, identificarea

¡intei & validarea ei (compararea produselor
genice),

• schi¡area designului inhibitorilor specifici pen-

tru ¡inta validatå.
Studiile de proteomicå au permis identificarea ¿i

în¡elegerea unor mecanisme biologice de corelare
dintre proteine, dimensiunile proteinelor ¿i structura
proteinelor cu func¡iile acestora. La ora actualå s-au

acumulat un numår enorm de date de genomicå ¿i

proteomicå care pot accelera tehnologiile de diag-
nostic ¿i tratament sau de producere de noi molecule

terapeutice. Dar concomitent a apårut, tot mai strigent,
necesitatea ca pletora de date acumulate så fie inte-

gratå în baze de date, så fie stocatå ¿i u¿or disponibilå
så fie multiplu analizatå ¿i så se asigure exploatarea
¿i manipularea secven¡elor biologice, a structurii

proteinelor ¿i acizilor nucleici din diverse genome,
precum ¿i a func¡iilor. Etapa finalå a acestor procedee

de investigare ar fi consemnarea datelor ob¡inute în
vederea transla¡ei lor în practica producerii de me-
dicamente. (Stanley Fields „Proteomics in Genome-

land“ Science 291: 1221-1224 Feb. 16, 2001)

Genomurile integrate

Dimensiunile relativ mici ale genomului bacterian
sunt convenabile pentru elaborarea acestor tehnologii
¿i investigarea modificårilor moleculare suferite de

o bacterie în timpul desfå¿urårii procesului infec¡ios.
În cele ce urmeazå vom prezenta o sintezå a respecti-
velor tehnologii privind transcrierea ¿i exprimarea
proteinelor precum ¿i unele aspecte privind bazele
moleculare ale patogenitå¡ii microbiene. Datele ob-

¡inute în urma utilizårii noilor tehnologii pot fi inte-
grate ¿i analizate pentru a crea ¿i testa modele de
re¡ele moleculare. In¡elegerea ¿i controlarea puncte-
lor-cheie ale mecanismelor de patogenitate poate face
ca ulterior aceste mecanisme så serveascå drept ¡intå

pentru agen¡ii antibacterieni. Medicamentele care
ac¡ioneazå asupra unor asemenea ¡inte par avea un
spectru relativ asemånåtor, reducând probabilitatea
apari¡iei unor fenomene de rezisten¡å. (tabelul 2)

Genomica func¡ionalå, genomica comparativå ¿i
mijloacele/procedurile proteomicii sunt combinate

în vederea identificårii unor noi ¡inte ¿i pentru selec-
tarea, dintre acestea, a celor mai potrivite pentru a
produce noi inhibitori provenind din studiul specific

al ¡intei. Aceste metode deschid noi cåi pentru inte-
grarea, într-un tot unitar, a disciplinelor de bioinfor-

maticå, genomicå ¿i proteomicå cu mijloacele tradi-
¡ionale ale biochimiei ¿i geneticii, având drept obiec-
tiv final producerea mai multor molecule cu ac¡iune

antiinfec¡ioaså. Secven¡e adi¡ionale sunt disponibili
în baze comerciale de date.

Tabelul 1.
Unele mecanisme de rezisten¡å bacterianå la antimicrobiene

Mecanisme biologice Alterarea transportului AB-lor 
Modificåri enzimatice 

Multiplicarea pompelor de eflux 

Enzime degradante ale AB: ex. β-lactamazele 

Enzime modificatoare ale AB-lor  ex. aminoglicozidele  

Achizi¡ionarea unor 
mecanisme genetice 
de rezisten¡å 

Muta¡ii cromozomiale 
 
  
Plasmide 
 
Bacteriofagi; AND nud 

Alterarea ¡intelor intracelulare: ex. alterarea situsurilor 
de legare ale AB. 
– Alteråri ale enzimelor implicate în sinteza ADN. 
Transpozoni. 

Ex: Tn916. – pt. gena de rezisten¡å la Tetraciclinå 
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Analizarea secven¡elor genomice

Secven¡ializarea genomului bacterian este, pânå
acum, rezultatul analizei secven¡iale a mai mult de
50 de genomuri de germeni patogeni. Numårul sec-
ven¡elor codante sau cadrele deschise de citire (ORF)

ale genomului pot fi deduse ¿i prezise din secven¡a
genomicå. Aceste ORF-uri sunt studiate pentru deter-
minarea unor regiuni conservate a familiilor de pro-
teine sau pentru precizarea unor caracteristici – cum
ar fi unele structuri de membranå sau unele semnale

secretoare.
Semnalele secretoare ar putea fi reprezentate de

proteine ce conferå virulen¡å, mai ales dacå sunt lo-
calizate la nivelul suprafe¡ei celulare sau dacå sunt
secretate (spre ex. ca enzime). Analiza tandemului

de secven¡e repetitive, aratå cå acestea sunt situate
adesea la nivelul sau în vecinåtatea unor gene de
virulen¡å ¿i cå modificåri ale numårului de cópii, care
altereazå exprimarea genelor de virulen¡å, vor
conduce la varia¡ii antigenice sau de alte tipuri de

varia¡ii.
Acumularea informa¡iilor privind secven¡ele

genomice ale unui numår tot mai mare de bacterii,
atât patogene cât ¿i nepatogene, a creat posibilitatea
comparårii secven¡elor acestora ¿i ca urmare, a ob-

¡inerii unor informa¡ii multiple privind mecanismele
virulen¡ei. Aceste date nu s-au ob¡inut doar prin

analiza unui singur genom. Acele secven¡e comune,
care nu se regåsesc ¿i la alte genuri de bacterii, pot
reflecta caracteristici morfologice unice dar, la fel

de bine ¿i interac¡iuni cu gazda. Compararea unor
tulpini diferite, dar apar¡inând aceleia¿i specii bacte-

riene care infecteazå, in vitro, diverse ¡esuturi, poate
conduce la identificarea unor gene diferite, aducând

informa¡ii asupra mecanismelor intime ale infecti-
vitå¡ii. Secven¡ele ob¡inute din multiple izolate, dar

apar¡inând unui singur patogen sunt evaluate pentru
a ob¡ine noi informa¡ii asupra mecanismelor variabili-
tå¡ii genetice prezente la anumite specii, facilitând,

astfel, stabilirea unor corela¡ii între genotipul ¿i feno-
tipul caracteristic unui anume patogen. Pentru utili-

zarea microtestelor de analizå a ADN, descoperirea
unor noi ¡inte bacteriene ¿i catalogarea genelor repre-
zintå primul pas. A doua etapå este reprezentatå de:

Analiza exprimårii transcriptului

Aprecierea exprimårii nivelului de exprimare a
transcriptului permite investigarea unui întreg meca-
nism biologic. Contextul în care fiecare genå este

supra- sau sub-reglatå permite consemnarea unor
posibile func¡ii pentru alte noi gene. Microtestele, în

combina¡ie cu alte metode de izolare a ARNm bac-
terian, ob¡inut din ¡esuturi infectate, ce exclud
transcriptele gazdei, sunt extrem de utile pentru stu-

diul exprimårii genelor unui patogen. Aceste micro-
teste au fost folosite pentru investigarea unor meca-

nisme de invadare a gazdei, permi¡ând ¿i investi-
garea unor mecanisme de apårare imunologicå sau
de supravie¡uire ale gazdei. (P.A. Bryant ¿i col., Lan-
cet, vol. 4, pp. 100-111 (2004). Determinarea profi-
lului transcriptelor a fost, de asemenea, folositå pentru

identificarea diferen¡elor de råspuns dintre organis-
mele-gazdå (vârstå, sex, ¿i tipul de celulå) pentru
acela¿i tip de patogen (sau tulpini diferite ale aceluia¿i

patogen) sau pentru agen¡i patogeni diferi¡i. Determi-
narea acestor diferen¡e este importantå pentru în¡ele-

gerea mecanismelor moleculare ale infec¡iei.
Cre¿terea volumului bazei de date privind profilul

Tabelul 2.
Etapele cercetårii genomice în realizarea unui compus antibacterian

NOTÅ: Seturile de date provenite de la diverse
platforme pot fi integrate ¿i analizate dacå
experimentele sunt realizate într-o manierå care oferå
un context adecvat de comparare a datelor (Modificat
dupå Krishnanand Kumble- Genomics in Antibacterial
Drug Discovery. Vol 6. pp. 33-35.2005)
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råspunsului la infec¡ii cu diver¿i patogeni, în variate
condi¡ii ¿i în diverse stadii ale evolu¡iei infec¡iei,

permite descifrarea tot mai profundå a bazelor
moleculare ale patogenitå¡ii. Au fost puse la punct o

serie de metode predictive pentru desemnarea unor
modele de interac¡iuni proteice, provenind din datele
privind secven¡a ¿i exprimarea transcriptelor unor

patogeni. Pe måsurå ce s-au acumulat o serie de date
provenind de la diverse laboratoare, s-a impus

necesitatea de utilizare a unor standarde comune
pentru to¡i. Încorporarea unor transcripte cunoscute,
începând cu simpla preparare a unor probe ¿i conti-

nuând cu etichetarea ¿i hibridizarea acestora, necesitå
elaborarea unor standarde calitative, realizate prin

determinarea ¿i gestionarea unor erori sistemice sau
experimentale. Totu¿i, pentru modelarea unor re¡ele
moleculare, este nevoie, în afara datelor ob¡inute prin

determinarea profilului transcriptelor ¿i de ob¡inerea
de date privind exprimarea proteinelor, în scopul

determinårii cantitative a ARNm.
Complexitatea proteomului bacterian cuprinzând

aproximativ 6.000 de specii moleculare este, pe scala

de mårime, mai micå decât proteomul celulelor de
mamifere, fåcând posibilå ob¡inerea unei exprimåri

globale a profilului proteinelor – cu ajutorul tehno-
logiilor de uz curent. Electroforeza bidimensionalå
(2-DE) combinatå cu spectometria de maså (MS) ¿i
robotica permit utilizarea a unor geluri multiple
precum ¿i prelevarea ¿i analizarea a sute de probe în

fiecare zi. Compararea profilelor de exprimare a pro-
teinelor poate fi ob¡inutå folosind tehnologia 2-DE
prin marcarea a 2 probe, fiecare având o culoare
diferitå, ¿i apoi prin procesarea lor pe acela¿i gel.

Unele tehnologii mai noi, cum ar fi marcajul
izotopic al afinitå¡ii codate (ICAT) – cromatografia
în fazå lichidå/spectrometria de maså (LC/MS) ¿i

desorb¡ia asistatå prin laser al matricei celulei
intacte, timpul de ionizare al spectrometriei de maså
au început a fi folosite pentru ob¡inerea de profile

proteice.
 A fost realizat un sistem de baze de date ce înglo-

beazå datele otinute prin studiile microbiologice ce
au utilizat tehnologii de tipul 2-DE/Ms, ICAT-LC/
MS, precum ¿i datede clasificare func¡ionalå a

proteinelor-provenite realizate pe baza datelor furni-
zate de studiile privind genomica, metabolismul ¿i

alte mecanisme biologice. Aceste baze de date sunt
incontinuu actualizate. Vom detalia mai jos principiile
unor tehnologii folosite de proteomicå ¿i genomicå.

Etapa finalå a acestor procedee de investigare
este consemnarea datelor ob¡inute în vederea

traducerii lor în producerea de medicamente.
(Stanley Fields „Proteomics in Genomeland“ Science
291: 1221-1224 Feb. 16, 2001).

SELECTAREA ºINTEI
FOLOSIND INFORMAºIA GENETICÅ

Fiecare ¡intå nouå identificatå prin secven¡ializare
geneticå, trebuie så îndeplineascå câteva criterii de
bazå pentru a putea fi consideratå o poten¡ialå ¡intå.

ºintele trebuie så realizeze 4 criterii: esen¡ialitatea,
selectivitatea, spectrul ¿i func¡ionalitatea.

Existå mijloace de identificare/consemnare/dispo-
nibile care înregistreazå termenii codårii ORF pentru
proteine, incluzând tehnologiile de tip Glimmer ¿i
TopPred (în vederea predic¡iei domeniilor de extin-
dere a membranei ¿i în mod similar, a proteinelor

membranare). Un alt tip de consemnare folose¿te
întregul genom pentru a eviden¡ia direct asemånårile
cu proteine cunoscute folosind metodologii de tipul

BLASTX, BLASTN ¿i TBLASTX.
Aceste metode nu se bazeazå pe date prezumtive,

asociate cu definirea segmentelor ORF, ci pe sec-
ven¡ele brute, pentru a putea confrunta domeniile
genomice – ORF, comparându-le cu cele ale unor

proteine cunoscute.
Procesul identificårii ¿i consemnårii include, de

obicei investigarea a 5 regiuni ale fiecårui ORF,
pentru a defini codonii, pozi¡ia siturilor de legare a
ribozomilor, a presupuselor secven¡e – promotor ¿i

a secven¡elor – terminator transcrip¡ionale.

Condi¡ii pentru selectarea ¡intei

Secven¡a ADN asamblatå trebuie stocatå astfel
încât så furnizeze informa¡ii privind localizarea ORF
(open reading frame), dimensiunea, structura primarå
(de ex.: secven¡a de aminoacizi) ¿i numårul de gene
similare (orthologe ¿i paraloge) din genom.

1. ºinta trebuie så fie esen¡ialå pentru cre¿terea,
replicarea si viabilitatea microorganismului.

2. ºinta trebuie så fie selectivå. Selectivitatea se referå
la ¡inte bacteriene care nu au un receptor specific
în organismul animal. Selectivitatea este un

criteriu pentru posibilele probleme de toxicitate
care se pot ivi la compu¿i care inactiveazå ¡inta
bacterianå cu activitate corespunzåtoare în gazda
animalå.

3. ºinta trebuie så fie prezentå în structura mai multor
patogeni asigurând un spectru adecvat pentru
poten¡iali inhibitori. În principiu, ¡intele moleculare
ale antibioticelor din comer¡ au ca loc de ac¡iune
procesul transla¡iei, enzime ale sintezei peretelui
bacterian, polimeraze ARN, topoizomeraza II sau

¡inte metabolice selectate, toate acestea fiind
prezente la un numår important de patogeni.
Au fost conturate douå direc¡ii de bazå, acestea

fiind cele mai eficiente în folosirea informa¡iei
genetice:
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Genomica comparativå se referå la un set de
mijloace bioinformatice care permit compararea unui

genom bacterian cu un set existent de informa¡ie
genomicå, ob¡inut în urma secven¡ializårii, atât a

eucariotelor cât ¿i a procariotelor. În linii mari, ge-
netica comparatå se bazeazå pe similaritatea secven-
¡elor genetice pentru a atribui o func¡ie unei gene

¡intå, prin compara¡ie cu gene dintr-o bazå de date
existentå. Aceastå compara¡ie poate fi fåcutå la nivelul

secven¡ei ADN, dar uneori necesitå compara¡ii liniare
ale transla¡iei proteinelor, între secven¡a cåutatå ¿i o
secven¡å din baza de date.

Genomica func¡ionalå se referå la inhibarea unor
gene pentru a afla dacå acestea sunt vitale pentru

via¡a bacteriei în medii de culturå sintetice sau dacå
sunt necesare cre¿terii în infec¡ia unei gazde. Genetica
func¡ionalå se bazeazå pe tehnici prin care se inacti-

veazå o genå, ce includ:
• disrup¡ia genelor;

• exprimarea condi¡ionatå;
• izolarea muta¡iilor condi¡ionat letale.

DEFINIREA IN VITRO ªI IN VIVO
A GENELOR ESENºIALE

Genele esen¡iale pentru cre¿terea ¿i viabilitatea

bacteriilor pe medii de culturå sunt implicate în
cre¿terea ¿i viabilitatea lor în gazdele infectate.

Din acest motiv, genele esen¡iale in vitro constituie
principalul obiectiv al cercetårilor recente pentru
descoperirea de noi agen¡i antimicrobieni.

Un al doilea set de gene, codificând func¡ii esen-
¡iale pentru supravie¡uirea agentului patogen la

nivelul gazdei, dar care nu sunt necesare pentru
cre¿terea in vitro, reprezintå o largå colec¡ie de gene
¡intå care nu au fost „exploatate“ în era pregenomicå.

Conceptul principal al metodelor moderne de
studiu genomic in vivo de este utilizarea unui sistem

eficient de transpozoni pentru generarea de inser¡ii
aleatorii în cadrul genomului. Pentru ob¡inerea unei
descrieri complete a genelor esen¡iale pentru cre¿tere,

replicare ¿i supravie¡uire în organismul gazdelor
infectate au fost necesare noi instrumente genetice.

Colec¡iei de mutan¡i ob¡inu¡i prin aceste procedee
îi este permiså selectiv, dezvoltarea, astfel încât mu-
tan¡ii incapabili så supravie¡uiascå post-mutagenezå

sunt elimina¡i din popula¡ie.
Inser¡iile în genele non-esen¡iale (de ex. inser¡iile

viabile) sunt detectate de o „urmå“ molecularå, fo-
losind PCR pentru amplificarea segmentelor de ADN
– constituite, prin inser¡ia de transpozoni (trans-

portorul primar) ¿i loca¡ii definite de la nivelul geno-
mului hibridizat de ¡intå primarå. Prin reac¡ii PCR au

fost multiplicate gene exprimate individual.

Metode genomice de identificare a ¡intelor esen¡iale

Metodele genomice pentru identificarea ¡intelor
esen¡iale necesare supravie¡uirii în organismul gazdei
se bazeazå pe douå strategii:
A. Strategii bazate pe exprimarea genelor bacteriene
B. Strategii bazate pe func¡ia genelor bacteriene

În metodele bazate pe exprimare se ob¡ine o
imagine a expresiei genetice într-un anumit mediu
infectat; totu¿i, aceste gene nu indicå care dintre
func¡iile exprimate sunt critice pentru supravie¡uirea
în gazda infectatå. Aceste abordåri necesitå pasul

adi¡ional al constituirii muta¡iei directe în gena ¡intå
¿i o reevaluare în modelele de infec¡ie in vivo pentru
a confirma modelul.

În metodele bazate pe func¡ie, mutan¡ii sunt fixa¡i
direct într-un anumit mediu-gazdå; identificarea directå

a genelor mutante prin complementare sau prin analiza
inverså a PCR permite studiul ulterior al genelor ¡intå,
fårå necesitatea confirmårii atenuårii observate.

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

• tehnologia exprimårii in vivo = VIVE = IVET ¿i
• induc¡ia fluorescentå diferen¡iatå (DFI) care iden-

tificå promotori ai genelor, condi¡ional activi, pre-
zen¡i în mediul gazdei dar absen¡i în condi¡ii de
laborator.

Odatå identifica¡i, ace¿ti promotori pot fi secven¡i-
aliza¡i, iar genele a cåror exprimare se aflå sub con-
trolul lor, pot fi identificate prin analiza secven¡elor
sau prin analizå comparativå.

Metodele de identificare a promotorilor pot fi
configurate prin simpli «raportori» cum ar fi gena
lac Z, al cårui produs (β galactozidazå) are o activitate
ce poate fi u¿or monitorizatå în mediile de laborator. 

Condi¡ii produse in vitro, care se comportå ca
surogate ale condi¡iilor in vivo, pot fi ulterior realizate
printr-un set de promotori, activa¡i prin expunerea la
anumite condi¡ii speciale de cre¿tere. Tehnicile bazate
pe func¡ia genelor pentru identificarea ¡intelor

bacteriene prin metode „VIVE“ (in vivo) sunt:
1. Metoda DRDA (analiza ARN diferen¡ial)
2. STM (mutageneza identificatå specific)

3. DFI (induc¡ia fluorescentå diferen¡iatå)
4. SMIT (tehnologia identificårii markerilor în

func¡ie de dimensiune) utilizatå pentru identi-
ficarea ¡intelor VIVE se bazeazå pe o selec¡ie
negativå ce determinå fitnessul in vivo al mu-

tan¡ilor individuali marca¡i, printr-o moleculå
de dimensiuni prestabilite.

5. PCR multiplex permite evaluarea „termina¡iilor
libere“ ob¡inute din probele de ¡esut fårå a fi
necesare culturi pentru bacteriile ob¡inute; este

posibil så aparå pierderi aleatorii de «termina¡ii
libere» ale mutan¡ilor în probele recoltate.
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Metodele proteomicii

Multe tehnici proteomice se axeazå pe utilizarea
proteinelor ca „momealå“ pentru ob¡inerea interac-

¡iunilor proteice. Exemple:
• folosirea cipurilor de silicon marcate cu o pro-

teinå cunoscutå,

• frac¡ionarea unei proteine intracelulare ¿i
• identificarea interac¡iunilor proteice specifice

prin spectrometria de maså
Testele automate 2-hybrid furnizeazå o probå

care måsoarå interac¡iunea proteinå-proteinå, având

ca rezultat apari¡ia unui efect terapeutic. For¡a acestei
abordåri pentru validarea ¡intei se bazeazå pe faptul

cå pot fi ob¡inu¡i „binderi“ (elemente de legåturå)
ale oricårei proteine ¡intå.

Probele de înlocuire competitivå pentru gåsirea

componentelor moleculare de dimensiuni reduse, ce
se leagå mai puternic decât peptidul inhibitor, consti-

tuie baza pentru noi investiga¡ii în detectarea inhibito-
rilor ¡intelor proteice:

• marcajul izotopic al afinitå¡ii codate (ICAT)

• cromatografia în fazå lichidå

• spectrometria de maså (LC/MS)
• desorb¡ia asistatå prin laser al matricei celulei

intacte
• timpul de ionizare al spectrometriei de maså

Noi strategii proteomice pentru depistarea ¿i

validarea ¡intelor:
• producerea unei peptide care blocheazå func¡ia

de sintezå a ¡intei

• producerea de ARN-antisens pt. subreglarea
exprimårii genei-¡intå

• interac¡iunea proteinå-proteinå: este o metodå
de apreciere a corela¡iei unor modificåri, reali-

zate în exprimarea proteinelor, prin care, într-o

celulå, fiecare proteinå î¿i poate exercita in-
fluen¡a, într-un anumit interval de timp, asupra

unei alte proteine.
Au fost izolate complexe multi-proteinice folo-

sind markeri de afinitate, urmate de identificåri ale

proteinelor din complex – utilizând spectrometria de
maså. Datele au fost folosite pentru a modela o re¡ea

de interac¡iuni proteice ce permite identificarea func-
¡iilor celulare ale unor noi proteine ¿i precizarea sau

derivarea unor noi mecanisme biologice.

Necesitatea unor abordåri sistematice

Dezvoltarea unor noi substan¡e antibacteriene va
depinde de o mai bunå în¡elegere a fiziologiei bacte-

riene ¿i a biochimiei acesteia în contextul infec¡iei
gazdei. Realizarea unui sistem integrat de date
provenind din variate surse ¿i „platforme tehnolo-

gice“ sau a unor date publicate în literatura de specia-

litate a fost informatizatå prin prelucrare compu-
terizatå (J. Starck ¿i col. Trends Biotehcnol., vol. 21,
pp. 290-293. 2003). Construc¡ia de modele ce utili-
zeazå date provenind de la o singurå platformå, spre

ex., profilul transcriptelor, nu este suficientå pentru
a realiza o re¡ea de modele, mai ales când se comparå
exprimarea genelor în termenii de transcripte ¿i

proteine care, înså, se coreleazå insuficient, mai ales
datoritå unor diferen¡e existente între ratele de turnover

a transcriptelor ¿i cele ale proteinelor corespunzå-
toare. În ultima vreme s-a reu¿it, totu¿i, construc¡ia
unor modele utilizând date provenite de la platforme

multiple – exprimåri de transcripte ¿i interac¡iuni
proteinå-proteinå – ob¡inute la intervale diferite de

timp din diverse laboratoare, care au folosit modele
experimentale cu un design diferit. Totu¿i, varia¡iile
de sensibilitate ¿i de dinamicå linearå dintre platforme

fac deosebit de dificilå compararea rezultatelor ob¡i-
nute prin utilizarea unor tehnologii diferite.

Apare deci provocarea pentru regândirea unui design
experimental în momentul în care datele, privind
inclusiv transcripte ¿i exprimåri de proteine, ob¡inute

de pe multiple platforme ¿i din stadii diferite ale
infec¡iei så fie integrate ¿i analizate, dacå designul

experimental permite un context comparativ. Acest
lucru presupune ca fiecare platformå de cercetare så

foloseascå acela¿i desen experimental ¿i acela¿i
control care så permitå integrarea într-un sistem a
datelor ob¡inute. Metodele de integrare a datelor

provenite din variate surse ¿i observa¡ii experimentale
sunt cruciale pentru realizarea unor re¡ele de modele

moleculare. Aceste modele pot produce criterii de
validare a experimentelor, de folosire a unor anumite
tehnologii, de apreciere integrativå a rezultatelor

ob¡inute etc.

Validarea ¡intelor

Validarea unor ¡inte antimicrobiene, care urmeazå

identificårii acestora, poate fi realizatå folosind
diverse strategii. Inactivarea proteinelor bacteriene
reprezintå un punct de control în re¡elele moleculare

¿i se poate efectua prin diverse strategii de knock-
down, spre exemplu prin interferen¡a cu ARN.

Validarea ¡intelor poate reprezenta un poten¡ial pentru
identificarea unor alte ¡inte subsidiare ale aceluia¿i
proces patologic, permi¡ând sinergia unor AB ¿i

posibilitatea reducerii apari¡iei fenomenului de rezis-
ten¡å la antibiotice. Patogenii a cåror genå-¡intå a fost

inactivatå pot fi folosi¡i astfel pentru reducerea func-
¡iei de virulen¡å ¿i de infectivitate.Validarea ¡intelor
va putea fi analizatå ulterior focalizându-se ac¡iunile

asupra ADN-lui ¿i asupra studierii proteinelor, în
scopul de a determina efectele inactivårii ¡intei asupra

altor componente aleprocesului patogenic, ce vor fi
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interceptate secven¡ial, folosind seturi de probe ob¡i-
nute de la modelele animale infectate.

Aproape toate antibacterienele utilizate în mod
curent sunt compu¿i care au fost identifica¡i prin

studii screening efectuate pe celule întregi. Compu¿ii
selecta¡i in vederea folosirii lor în dezvoltarea unor
anumite antibiotice nu ac¡ionau pe anumite ¡inte celu-

lare dar inhibau un mare numår de patogeni. Aceastå
metodå de screening identifica, de cele mai multe

ori, aceea¿i claså de antibacteriene. O mai bunå în¡ele-
gere a mecanismelor biologice fundamentale la nivel
molecular a avut drept rezultat descoperirea unor noi

clase de medicamente dotate cu o mare specificitate
¿i eficacitate ¿i cu pu¡ine efecte secundare. Un com-

pus antibacterian ideal trebuie så posede o ac¡iune
specific de ¡intå, iar ac¡iunea sa så nu poatå fi afectatå
de mecanismele de rezisten¡å antibacteriene. În plus,

un asemenea compus nu trebuie så producå efecte
adverse asupra gazdei. Descoperirea unor noi com-

pu¿i antibacterieni va depinde de fiabilitatea ¿i sen-
sibilitatea testelor, unde fiecare identificare a ¡intelor
trebuie så foloseascå un sistem de investigare „cell-

free“, evaluând fiecare mecanism de cuplare/legare
sau de activitate. Legarea specificå a compu¿ilor-

candida¡i trebuie så fie testatå pe proteine apar¡inând
unei aceleia¿i familii, folosind tehnicile de „protein

microarrays“, prin care mai multe proteine pot fi
eviden¡iate prin spoturi ob¡inute din aceea¿i probå.

Este posibil ca AB-le naturale så prezinte doar

20 de gene sau produse genice, dar care care, pe
parcursul evolu¡iei, au permis selectarea unor ¡inte

ce pot doar inhiba cre¿terea unor organisme compe-
titive. Pentru acele ¡inte, asupra cårora organismele-
producåtoare de AB nu pot ac¡iona, se ac¡ioneazå

azi prin compu¿i de sintezå care s-au dovedit a fi o
surså mai bunå de inhibitori. Dacå ¿ansele unui

microb ce posedå enzime ce pot distruge ace¿ti
compu¿i/AB sunt minimale, efluxul medicamentelor
poate fi un mijloc de a evacua AB- pentru unele dintre

acestea. Un inhibitor poate fi desemnat pentru o ¡intå
bine definitå structural, ca urmare a unor tehnici chi-

mice combinatorii, utilizate pentru sinteza unor
biblioteci de produse/clone recombinante destinate
screening-lui. Progresele realizate prin tehnologia

chimiei combinatorii ¿i a altor metode de înaltå
rezolu¡ie vor facilita substan¡ial poten¡ialul antibiotic

al noilor produ¿i ob¡inu¡i prin aceste tehnologii.

Strategia integrårii datelor provenite
de pe platforme multiple

Renun¡area mai multor companii farmaceutice de

a continua cercetårile în vederea ob¡inerii de noi AB
se datoreazå, în parte, e¿ecului programelor construite
pe baza unor modele, din cauza raportului cost/calitate

¿i a producerii unor medicamente noi care så prezinte
eficacitate în clinicå. Cheia viitoarelor descoperiri in

terapia bolilor infec¡ioase se bazeazå pe realizarea
unor aplica¡ii ale noilor tehnologii ce vor combina

datele globale ob¡inute în urma cercetårilor – cu
integrarea informa¡iilor provenite prin secven¡iali-
zarea genomului patogenilor, a unor genome

func¡ionale ¿i a unor studii de profiling ale transcrip-
telor ¿i proteinelor. Un asemenea sistem de investi-

gare poate fi folosit pentru a în¡elege interac¡iunile
dintre patogeni ¿i gazdele lor în timpul desfå¿urårii
procesului infec¡ios. Traducerile informa¡iilor, bazate

pe computer în detalii de uz practic vor oferi date
asupra unor procese intime de identificare a unor

noi ¡inte antibacteriene.
Vechea paradigmå a dezvoltårii unui spectru larg

antibiotic sau a reducerii costurilor medicamentelor,

care så fie eficace împotriva unor patogeni multipli
î¿i poate gåsi o nouå abordare prin înalta selectivitate

a medicamentelor, ce are avantajul particularizårii
ac¡iunii pe un anume patogen. Aceste realizåri vor
avea un impact semnificativ asupra unor micro-

organisme de tipul Mycobacterium tuberculosis, care
genereazå azi mari probleme, mai ales în situa¡iile

infec¡iilor apårute la imunodepresa¡ii HIV/AIDS
pozitivi. În acest sens men¡ionåm identificarea

diarylchinolinelor – ca inhibitori specifici ai ATP-
sintetazei mycobacteriilor ce î¿i demonstreazå eficaci-
tatea killing-lui specific asupra acestor tipuri de pato-

geni, printr-un mecanism de inhibare a ¡intei. (K.
Andries ¿i col., Science, vol. 307, pp. 223-227 (2005).

Respectivul mod de ac¡iune al acestor molecule
terapeutice poate contribui într-un procent mult mai
mic la cre¿terea generalå a rezisten¡ei datoritå specifi-

citå¡ii ¡intei lor. Mai mult, combinarea unor medica-
mente care ac¡ioneazå asupra unor puncte de control

a unor doi sau mai mul¡i patogeni, într-o manierå
specificå, poate bloca sau întârzia apari¡ia rezisten¡ei
la AB.

CONCLUZII

Bolile infec¡ioase continuå så råmânå o problemå
de sånåtate publicå prin emergen¡a ¿i reemergen¡a
lor. Aceastå problemå poate fi efectiv influen¡atå prin

utilizarea unor strategii comune, larg aplicabile tuturor
patogenilor, prin folosirea cât mai extensivå a noilor

tehnologii de identificare rapidå a unor noi agen¡i
antibiotici.

Glosar de termeni

Metoda secven¡ializårii shotgun: analizå care

folose¿te secven¡e de dimensiuni foarte mici, alese
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aleator, a unor piese/fragmente clonate din genom,
fårå a ¿ti dinainte din ce parte a unui cromozom

provine respectivul fragment.
Spectometria de maså: tehnicå folositå pentru

måsurarea ¿i analiza unor molecule. Tehnica
implicå introducerea unei energii suficiente într-o
¡intå molecularå pentru a produce ionizarea ¿i

dezintegrarea acesteia. Fragmentele moleculare
astfel rezultate sunt analizate, pe baza masei lor

moleculare, pentru a produce structuri „fingerprint“
moleculare.

Secven¡e ortholog: secven¡e omologe apar¡inând
unor specii diverse, care au provenit dintr-o genå

ancestralå comunå, în decursul dezvoltårii speciilor.
Ele pot avea sau nu func¡ii similare

Secven¡e paralog: secven¡e omologe din sânul

unei singure specii, produse prin duplicarea pepti-
dului codat de o genå.
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