In vivo валидация сайта связывания нового ингибитора бактериальной трансляции, продуцируемого штаммом Actinoplanes sp. VKM Ac-2862
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Проблема открытия и исследования активности новых антибиотиков всегда является актуальной областью исследований, поскольку бактерии развивают ряд механизмов, которые позволяют им противостоять ингибирующему действию антибиотиков, что негативно сказывается на эффективности текущих подходов антибактериальной терапии. Понимание механизма резистентности на молекулярном уровне не только представляет фундаментальный интерес, но также может позволить разработать подходы для создания эффективных комплексных лекарств [1].
В ходе предыдущей работы мы обнаружили антибиотик в составе культуральной жидкости штамма Actinoplanes sp. VKM Ac-2862 методом высокопроизводительного скрининга. Для первичного определения мишени мы использовали двурепортерную конструкцию, штамм E. Coli, трансформированный плазмидой pDualrep2, которая при сублетальной концентрации антибиотика экспрессирует белок RFP при повреждении ДНК и активации SOS-ответа в клетке или Katushka2S при нарушении трансляции [2]. Культуральная жидкость штамма Actinoplanes sp. VKM Ac-2862 индуцировала остановку рибосомы.  
Данный антибиотик был очищен методом ОФ жидкостной хроматографии в 50% растворе ацетонитрила в воде, выделен в чистом виде с помощью ОФ ВЭЖХ, и его структура была полностью охарактеризована с помощью ЯМР и масс-спектрометрии.
Чтобы найти мишень антибиотика, мы отбирали спонтанных устойчивых мутантов в штамме E. сoli SQ110∆tolC, у которого отсутствуют 6 из 7 копий рибосомального оперона. Далее проводили валидацию мутаций путём сайт-направленного мутагенеза и последующей контрселекции в штамме SQ171∆tolC, несущем одну копию рибосомального оперона на плазмиде. 

Недавно методом криоэлектронной микроскопии была получена структура комплекса ингибитора с «пустой» рибосомой, согласно которой он напрямую контактирует с нуклеотидом A509 16S рРНК. Поскольку среди спонтанно отобранных мутантов не оказалось вариантов с заменами этого нуклеотида, мы решили внести их направленно, чтобы проверить, согласуются ли структурные данные с эффектами, наблюдаемыми in vivo. Измерив чувствительность к ингибитору клонов со спонтанно отобранными мутациями и штаммов с искусственно заменённым нуклеотидным остатком в позиции 509, мы обнаружили, что обе группы мутантов устойчивы к действию ингибитора.
Таким образом, в ходе данной работы мы показали, что данные криоэлектронной микроскопии относительно сайта связывания ингибитора, полностью согласуются с картиной, наблюдаемой in vivo.
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