Изучение механизма действия нового антибиотика - ингибитора трансляции
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В настоящее время всё большую актуальность приобретает проблема антибиотикорезистентности – устойчивости патогенных штаммов к действию антибактериальных препаратов. Поэтому поиск новых антибиотиков и изучение механизма их действия является актуальной задачей. Одна из классических мишеней антибиотиков – аппарат биосинтеза белка. Целью данной работы является изучение механизма действия нового антибиотика – потенциального ингибитора трансляции.
Ранее в нашей лаборатории в ходе скрининга с помощью репортерного штамма E.coli JW5503 с плазмидой pDualrep2[1] в культуральной жидкости Actinoplanes sp. VKM Ac-2862 был обнаружен потенциальный ингибитор трансляции – 49252, изучение механизма действия которого представлено в настоящей работе.
Предположение, что 49252 – ингибитор биосинтеза белка, было подтверждено с помощью in vitro трансляции, а также в in vivo эксперименте по встраиванию 14С-меченых аминокислот. По данным in vivo была определена зависимость эффективности трансляции от концентрации 49252, времени его действия, а также вычислена IC50.
Одним из способов поиска мишеней антибиотика является получение устойчивых клонов. Поэтому к 49252 были отобраны резистентные штаммы на культуре E.coli JW5503. В результате полногеномного секвенирования устойчивых клонов была найдена мутация I199S в рибосомальном белке S4, что также подтверждает связь 49252 с трансляцией. Известно, что эта мутация является компенсаторной для стрептомицин-устойчивых штаммов[2]. Так как стрептомицин вызывает ошибки трансляции, было выдвинуто предположение, что 49252 может повышать точность рибосомы. Для исследования влияния антибиотика на точность трансляции были использованы плазмиды содержащие ген β-галактозидазы, закодированный с ошибкой в глутаминовой кислоте[3], находящейся в каталитическом центре фермента. Было показано, что 49252 не снижает точность трансляции, а устойчивые мутанты ошибаются чаще дикого типа, что косвенно подтверждает гипотезу о повышении точности рибосомы антибиотиком.
Также в сотрудничестве с коллегами был проведен масс-спектрометрический анализ влияния 49252 на протеом клетки. Показано, что под действием антибиотика содержание некоторых белков в клетке изменяется, в частности, увеличивается количество белков rsmG и tsaC, имеющих отношение к трансляции, и уменьшается содержание белков биосинтеза колановой кислоты – полисахарида капсулы. 
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